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Presentacio

La diabetis tipus 1 (T1D) és una malaltia autoimmune causada per la destruccio de les
cel-lules B productores d’insulina. La incidéncia de la T1D esta augmentant arreu del mén i
cada vegada es diagnostica a edats més joves. Aquesta malaltia esdevé clinicament aparent
després d'un periode preclinic de longitud variable, durant el qual la destruccié
autoimmune redueix la massa de cel-lula  en l'illot pancreatic de tal manera que els
nivells de glucosa en sang no es poden continuar mantenint en un rang fisiologic. Donat
que els pacients de T1D requereixen terapia amb insulina al llarg de tota la seva vida i
presenten un elevat risc de complicacions secundaries, noves terapies preventives o
curatives son necessaries. Entre elles, la terapia genica ofereix una nova eina de

tractament amb grans possibilitats.

Entre els possibles gens candidats al tractament de la diabetis, el factor de creixement
a la insulina tipus 1 (IGF-1) destaca per les seves propietats immunomoduladores i el seu
control sobre la proliferacié i supervivéncia de la massa de cel-lula f3. El nostre laboratori
havia descrit préviament que la sobreexpressi6 d’IGF-1 a les cél-lules B d’animals
transgenics contrarresta la citotoxicitat i la insulitis induida pel tractament amb
estreptozotocina (STZ) i potencia la regeneracié de l'illot. A més, també ha demostrat que
I'expressio pancreatica d'IGF-1 prevé la destrucci6 de l'illot i la mort de la cél-lula § en un
ratoli transgenic que sobreexpressa interferé-p (IFN-f) a la cel-lula , un model

d’infiltracié limfocitica del pancrees endocri.

La primera part d’aquest treball es va centrar en I'estudi del paper d’IGF-1 en la
preservacié de la massa de cel-lula § en un model espontani de diabetis autoimmune: el
ratoli NOD (Non Obese Diabetic). Amb 'objectiu d’estudiar el mecanisme mitjangant el qual
la sobreexpressié d'IGF-1 en les cel-lules  pot prevenir la destruccié autoimmune del
pancrees endocri, es van generar ratolins NOD transgenics que sobreexpresaven IGF-1

sota el control del promotor RIP-1 (Rat Insulin Promoter-1) (NOD-IGF1).

Els resultats obtinguts van mostrar que els ratolins transgenics NOD-IGF1 eren
resistents al desenvolupament de diabetis. Davant una prevalenca del 70% en els ratolins
NOD, només un 3% dels ratolins NOD-IGF1 desenvolupaven diabetis a les 30 setmanes
d’edat. Aquesta prevencié era mediada per un efecte local d’IGF-1 al pancrees donat que
els nivells circulants del factor no estaven augmentats. La reduccié en la incidencia de
diabetis observada en els animals NOD-IGF1 tenia lloc en paral-lel amb una menor
infiltracio6 limfocitica dels illots, menor expressié de citoquines inflamatories i reducci6 del

nombre de cel-lules B apoptotiques, suggerint un bloqueig de I'atac autoimmune contra el
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pancrees. Aquest bloqueig podria estar mediat per una reducci6 de les molecules
presentadores d’antigens en els illots i un augment de les cél-lules T reguladores en el
pancrees. Els ratolins NOD-IGF1 preservaven la massa de cél-lula § amb el temps,
presentaven una insulinémia normal i mostraven un perfil de tolerancia a la glucosa

normal després de ser administrats amb una carrega de glucosa intraperitoneal.

Tots aquests resultats indicaven que la produccié local d’IGF-1 podia protegir les
cel-lules p de la destruccié induida pel sistema immune i contrarestava la diabetis en una
varietat de models de la malaltia que inclou el ratoli amb desenvolupament espontani de
diabetis NOD. Per tant, la transferencia del gen IGF-1 a pancrees podria ser una
aproximacio6 segura per al tractament de la diabetis tipus 1. A més, estudis realitzats en el
nostre laboratori han demostrat que l'administracié intraductal de vectors virals
adenoassociats de serotip 8 (AAV8) és capag¢ de transduir de manera eficient i a llarg

termini tant el pancrees exocri com les cél-lules (3 dels illots.

Per tant, 'objectiu de la segona part d’aquest treball va ser combinar I'is dels vectors
AAV8 amb els efectes protectors de I'IGF-1 per a desenvolupar una estratégia de terapia
geénica dirigida al pancrees per a contrarestar la diabetis autoimmune en el ratoli NOD.
Amb aquesta finalitat es va generar un vector AAV8 que expressava IGF-1 sota el control
del promotor d’expressi6é ubiqua CAG. Per tal de restringir 'expressioé d’IGF-1 al pancrees
es van incorporar al constructe les seqiiéncies diana del microRNA 122a (expressat al
fetge) i del miroRNA 1 (expressat al cor)a I'extrem 3’-UTR del constructe. Es va observar
que 'administraci6 intraductal d’aquest vector era capag¢ de prevenir la hiperglucemia en
el ratoli NOD. Aixi, la majoria dels animals administrats amb el vector AAV8 que codificava
per IGF-1 van mostrar valors normals de glucemia al llarg de les 28 setmanes de

seguiment i la incidéncia de diabetis es va veure significativament reduida.

En conjunt, aquest estudi posa de manifest el paper clau d’IGF-1 en la proteccié de la
massa de cél-lula § enfront la destruccié autoimmune, i indica que la transferencia genica
d’IGF-1 a pancrees mitjancant vectors AAV podria representar una nova aproximaci6 de

terapia genica per la diabetis tipus 1.
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1. EL PANCREES

El pancrees és alhora una glandula exocrina i endocrina productora de diverses
hormones, com la insulina i el glucagd, essencials en la regulacié de 'homeostasi de la
glucosa. De la mateixa manera, el pancrees és també un organ digestiu que secreta al suc
pancreatic enzims digestius que ajuden a I'absorcié de nutrients i a la digestié en l'intesti

prim.

1.1. Estructura i funcié del pancrees

El pancrees és una glandula composta on es poden diferenciar, tant histologicament
com funcionalment, dues parts: el pancrees exocri, format pels acinis i els conductes, que
participen en la secrecié d’enzims digestius al duode; i el pancrees endocri, format pels

illots de Langerhans, que secreten hormones al torrent circulatori.

El pancrees exocri constitueix aproximadament el 80-85% del total de les cél-lules
pancreatiques, formant agrupacions de cel-lules epitelials, anomenades cel-lules acinars,
orientades en sentit radial formant una llum, el lumen, que comunica amb els conductes
pancreatics. Aquests formen un entramat de comunicaci6é entre els acinis i la llum del
duode (Figura 1). La funcié de les cél-lules acinars és la de sintesi, reservori i secreci6 dels
enzims digestius pancreatics actius com les proteases, lipases i amilases; aixi com també
dels zimogens inactius com la tripsina i 'elastasa. La xarxa ramificada de I'epiteli ductal,
que convergeix en el conducte pancreatic principal, transporta els enzims digestius a

'intesti, on contribueixen a la digesti6 dels aliments.

La fracci6 endocrina del pancrees constitueix només un 1-2% de la massa total del
pancrees adult i esta format pels illots de Langerhans, tot i que, també es poden trobar
cel-lules endocrines aillades (Rahier et al., 1981). Els illots estan dispersos irregularment
en tot el parenquima exocri, amb major densitat a la zona de la cua del pancrees. A més,
estan envoltats per una capsula de teixit connectiu caracteristica que els ailla del teixit

exocri i els ajuda a mantenir la seva integritat estructural (Figura 1).

L’illot és un mosaic cel-lular amb diversos tipus de cel-lules que secreten diferents
hormones al torrent sanguini. Els illots es troben abundantment irrigats per una
microvasculatura molt ben desenvolupada i selectivament innervats. Aixi, les hormones
produides sén rapidament alliberades directament als capil-lars sanguinis i, a través de la

vena porta, son transportades cap al fetge i a la resta de I'organisme. D’aquesta manera
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poden actuar a nivell endocri en organs distants com ara al fetge o als musculs, aixi com
localment en les cel-lules propies de l'illot, regulant aixi la seva funci6 (Cabrera et al.,

2006).

’ Estomac

v A .
Cel-lules Arteria Ducte pancreatic

Mqisa

A N\
;é/ Cel-lules acinars

o

Figura 1. Localitzacié i estructura del pancrees. El pancrees es troba de forma adjacent al duode i a prop de
I'estomac. El pancrees exocri constitueix la major part de la glandula i es compon principalment de les cel-lules
acinars i la xarxa ramificada dels ductes. El pancrees endocri esta format pels illots de Langerhans, que es
troben per tot el parénquima exocri. Els illots contenen diferents tipus de cél-lules endocrines. (Imatge
adaptada Shih et al., 2013).

1.2. Cél-lules endocrines de I'illot de Langerhans

Els illots de Langerhans presenten cinc tipus cel-lulars diferents, cadascun dels quals
secreta una hormona diferent i presenta una distribucié caracteristica dins de Il’illot.

(Figura 2).
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Figura 2. Estructura de l'illot pancreatic. Patré de distribuci6 dels diferents tipus de cel-lules que componen
I'illot de Langerhans. (Imatge adaptada de JP Cartailler, Beta Cell Biology Consortium).

Les cél-lules a alliberen glucagé i es localitzen a la periferia de I'illot constituint en
ratolins del 15 al 20% de cel-lules. En canvi, a 'home constitueixen el 40% del total de les
cél-lules endocrines (Brissova et al, 2005; Stefan et al., 1982) Per a la induccié de la
glucogenolisi i la gluconeogenesi, durant el dejuni, I'hormona glucagé produida per la
cel-lula a manté els nivells de glucosa en sang constants, en els ratolins entre valors de 60

a175mg/dlien els humans de 80 a 120 mg/dl.

Les cél-lules B secretores d’insulina es troben agrupades al centre de l'illot i son les
més abundants, essent en els ratolins del 60 al 70% mentre que en I'home representen el

50% de les cel-lules endocrines (Brissova et al., 2005; Stefan et al,, 1982).

El glucagd i la insulina actuen antagonicament segons l'estat de I'individu (en dejuni o
en alimentacid), augmentant o disminuint els nivells de glucosa, respectivament. La
insulina és 1'tinica hormona capag¢ de disminuir els nivells de glucosa en sang i induir

'absorci6 postprandial de la glucosa a les cél-lules.

Les cel-lules 8 representen el 10% de les cél-lules dels illots humans i alliberen la
hormona somatostatina. Aquesta és una hormona important que regula la producci6 i
l'alliberament d'altres hormones, inhibeix la secreci6 de glucagé i d’insulina entre d'altres.

Aquestes cel-lules estan situades a la periféria i a prop dels capil-lars de I'illot.

Les cel-lules PP (5% de les cel-lules endocrines humanes) produeixen el polipéptid
pancreatic que té efectes reguladors en l'activitat secretora del pancrees i d’altres
glandules. L’hormona s'allibera en resposta a l'alimentacié. S'ha demostrat que actua a
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nivell del sistema nerviés central per reduir la gana i la ingesta d'aliments. S6n cel-lules

situades a la periferia i prop dels capil-lars dels illots (Batterham et al., 2003).

Les cél-lules € representen <1% de les cel-lules de l'illot i es troben distribuides a
I'atzar a l'interior de l'illot. Aquestes cel-lules produeixen 'hormona grelina, la qual és
estimuladora de la ingesta (Prado et al., 2004). A més, s’ha demostrat que la grelina té un
paper central en la regulaci6 de 1'homeostasi de la glucosa en afectar negativament
'alliberament d'insulina (Broglio et al,, 2001, 2003; Tong et al., 2010; Yada et al,, 2008),
positivament l'alliberament de glucag6, aixi com reduint la somatostatina i el PP (Chuang
et al, 2011; Qader et al, 2005, 2008). D'altra banda, s'han mostrat efectes protectors
contra l'apoptosi de les cel-lules  (Granata et al, 2007) i sobre la seva regeneracié
després de la destruccié pancreatica induida per farmacs com l'estreptozotocina (STZ)

(Granata et al., 2010).

La descripcié anterior correspon a l'estructura dels illots de rosegadors (Figura 2) i es
basa en el tipus d’illot prototipic, descrit en molts llibres de text. La clara separacié dels
tipus cel-lulars en les diferents regions de l'illot suggereix que hi ha subdivisions
anatomiques en l'illot dels rosegadors (Orci and Unger, 1975) i aquesta arquitectura tnica
sembla tenir algunes implicacions funcionals (Cabrera et al., 2006). No obstant existeix
una gran variabilitat entre especies pel que fa a la composicié de les cél-lules i I'estructura
de l'illot. En illots humans i en primats no humans, les cél-lules § no estan agrupades a
I'interior de l'illot i tenen més cel-lules productores de glucagé que en els rosegadors
(Bosco et al,, 2010). D'altra banda, els illots de porc semblen estar formats per diverses

subunitats més petites que s'assemblen als illots de ratoli (Cabrera et al., 2006).

Tot i que les cel-lules endocrines sén el principal component cel-lular de I'illot, també
s’hi troben altres tipus cel-lulars no endocrins, que configuren la innervacié i la irrigacié
sanguinia de l'illot. Les terminacions nervioses que arriben als illots estan formades pels
axons de neurones i per cel-lules astroglials anomenades cel-lules de Schwann. Aquests
cel-lules formen una xarxa al voltant dels illots que els embolcalla i que separa les cel-lules
endocrines del teixit connectiu i del teixit exocri (Sunami et al., 2001). Les cel-lules que
configuren la vascularitzaci6 de lillot sén les cel-lules de l'endoteli vascular i
constitueixen una part important del volum dels illots. Es tracta de cél-lules fenestrades
fortament unides entre elles per unions estretes o oclusives que permeten l'accés directe
de les cel-lules endocrines al torrent sanguini (Ballian and Brunicardi, 2007; Olsson and

Carlsson, 2006).
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1.3. Funcionalitat de la cél-lula

Les cél-lules B sén les principals responsables del control de 'homeodstasi de la
glucosa per mitja de la sintesi i secreci6 d’insulina. Després de la secreci6é d'insulina al
torrent sanguini es produeix l'estimulacié de la utilitzaci6 de glucosa en els teixits
periférics, muscul i teixit adipds, i la inhibicié de la produccié de glucosa hepatica en
conjuncié amb l'activacié de la sintesi de glicogen en aquest teixit. Per tant, aquesta

hormona és la que permet contrarestar la hiperglucémia (Kulkarni, 2004).

1.3.1. Regulacié de I'expressio del gen de la insulina

En individus adults, el gen de la insulina s’expressa de forma especifica en les cel-lules
B dels illots de Langerhans, tot i que també s’han detectat nivells d’expressié molt baixos

en cervell, retina i timus (Fan et al., 2009; Mehran et al., 2012).

La seqiiéncia del gen de la insulina esta altament conservada durant l'evolucid. Aixi,
la insulina dels vertebrats més primitius i la de 'home difereixen Uinicament en unes
poques bases. A la majoria d’espécies es presenta com un gen d’una sola copia. En el cas
dels humans, per exemple, es localitza en el cromosoma 11, entre els gens de la tirosina
hidroxilasa i el del factor de creixement similar a la insulina 2 (IGF-2). Els rosegadors, en
canvi, tenen dues copies del gen de la insulina: la insulina 1 (Ins1), que seria el resultat
d’una duplicacié genica del gen original de la insulina i es localitza al cromosoma 19; i la
insulina 2 (Ins2), probablement el gen homoleg a la insulina humana localitzat al
cromosoma 7 (Wentworth et al,, 1986). Tot i codificar per la mateixa proteina, aquests dos
gens tenen diferents patrons d’expressio: el gen original, Ins2 es detecta a partir del dia
embrionari e8.5, i s’expressa a nivell de pancrees, fetge, timus i cervell; en canvi, el gen
Ins1 inicia la seva expressid a dia embrionari €9.5 i en adults només s’expressa a nivell de
pancrees i de retina (Budd et al., 1993; Deltour et al., 1993). L’especificitat d’expressi6 del
gen de la insulina esta controlada per multiples seqiiencies reguladores majoritariament
localitzades en el seu promotor, on s’hi uneixen factors de transcripcié (Wilson et al,,
2003).

La sintesi de la insulina és un procés complex que involucra la formacié de dues
molecules precursores, la preproinsulina i la proinsulina. Un cop transcrita, la
preproinsulina passa del ribosoma al reticle endoplasmatic on és degradada per proteases
especifiques que separen el peptid senyal i d’aquesta manera és transformada a
proinsulina. Aquesta és processada a insulina dins dels granuls que provenen de I'aparell

de Golgi. En aquests granuls, les proteases, activades per un pH acid, trenquen el peptid de
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connexi6é anomenat peptid C, que uneix les cadenes A i B de la insulina, alliberant-se la
insulina madura la qual és la que té activitat biologica. Aquesta insulina madura esta
constituida per 51 aminoacids repartits en les dues cadenes polipeptidiques A (21aa) i B

(30aa) unides per dos ponts disulfur intercatenaris.

La glucosa actua com a regulador de la sintesi i secrecié de la insulina principalment a
través de tres mecanismes: 1) mitjangant I'increment selectiu de la transcripci6 del gen de
la insulina i alterant-ne I'expressio i la localitzaci6 intracel-lular dels diferents factors de
transcripcio; 2) estabilitzant de forma selectiva els RNA missatgers (mRNA) de la insulina i

3) estimulant la traduccié dels mRNA de la insulina de forma rapida i selectiva.

La cel-lula f actua com un sensor dels canvis en la concentracié de glucosa dins d’'un
rang fisiologic. A més de la glucosa, existeixen altres factors reguladors: els nutrients (com
la manosa o els aminoacids leucina i arginina), els neurotransmissors (acetilcolina i
Vasoactive Intestinal Peptide (VIP)) i les hormones (glucag6 i Glucagon-like peptide-1 (GLP-
1)). Aixi doncs, d’'una banda la funcié dels illots esta controlada per molecules que es
troben en el sistema circulatori i que arriben de forma paracrina (com el glucagd) o
endocrina (com els nutrients) a través de la circulacié sanguinia de l'illot. D’altra banda,
estimuls nerviosos sén transmesos als illots a través de les fibres del nervi vague

(parasimpatic) i del nervi esplenic (simpatic) (Begg and Woods, 2013; Caicedo, 2013).

1.3.2. Regulacié de la secrecié de la insulina

Esta molt ben caracteritzat el mecanisme pel qual els nivells de glucosa en sang
estimulen la secrecié de la insulina (Figura 3). La glucosa entra dins de la cel-lula § a
través del transportador de glucosa GLUT-2, que presenta una afinitat molt elevada per
aquest monosacarid i permet la seva entrada. Un cop dins de la cel-lula 3, l1a glucosa és
fosforilada per I'enzim Glucoquinasa (GCK) donant lloc a la formacié de glucosa-6-P, la
qual entra a la via de la glucolisi. L’enzim GCK o Hexoquinasa IV es caracteritza per una
elevada Km per la glucosa (de 5 a 8 mM), de manera que té la maxima activitat a
concentracions postprandials i no pot ser inhibida pel producte de la seva acci6, la
glucosa-6-P (Printz et al, 1993). Aixi doncs, el transportador GLUT-2 i la GCK actuen
conjuntament com a sensors de la glucosa, modulant la secrecié d’insulina enfront els

canvis de concentraci6 de glucosa circulants.
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El metabolisme de la glucosa dins la cél-lula f, a través de la glucolisi i del cicle de
Krebs, genera ATP i, és precisament l'increment del ratio ATP/ADP el que activa la
secrecié d’insulina. L’'augment d’ATP intracel-lular provoca la despol-laritzaci6 de la
membrana que indueix l'obertura dels canals de calci (Ca?*) dependents de voltatge i
provoca I'entrada de Ca?*i el conseqiient increment de la seva concentracié a l'interior de
la cel-lula. Finalment, tota aquesta cascada de senyals dona lloc a la fusié dels granuls de

secreci6 amb la membrana plasmatica i la secrecié d’insulina (Figura 3).

Pancrees Illot
_, Despolaritzacio

Kir6.2 Ca2+
Canal de Ca?*

Cel-lula

Vasos sanguinis

Figura 3. Secreci6 de la insulina en resposta a la glucosa. La glucosa entra a la cel-lula § a través del
transportador GLUT-2 i és fosforilada per I'enzim glucoquinasa (GCK). La glucosa-6-P entra a la glucolisi i al
cicle de Krebs augmentant 'ATP. Com a conseqiiéncia de la pujada del ratio ATP/ADP, els canals de K+ ATP-
depenents es tanquen i es déna una despolaritzacié de la membrana plasmatica. Aleshores, els canals de Ca2*
s’obren i entren ions Ca2+a la cél-lula . L'increment en la concentracié de Ca2+ indueix la fusié dels granuls
d’insulina amb la membrana plasmatica. (Figura adaptada de Pagliuca and Melton, 2013).

L’'increment rapid dels nivells de glucosa en sang comporta una resposta bifasica
en la secrecié d’insulina. La primera fase té una important funcié fisiologica d’eliminacié
rapida de glucosa circulant la qual es déna als pocs minuts (3-5 minuts) i correspon a
'exocitosi de la insulina acumulada en els granuls de secreci6 dins de les cel-lules § (Kahn,
2001). La segona fase d’alliberament d’insulina, més sostinguda i persistent durant un
estadi d’hiperglucémia, és deguda a la sintesi i posterior secreci6 d’insulina sintetitzada de

novo.
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1.3.3. Accié de la insulina a nivell sistémic: homedstasi de la glucosa

Els nivells de glucosa en sang es mantenen entre limits molt ajustats per mitja del
balan¢ entre la glucosa que entra a la circulacié sistemica (absorbida intestinalment
després dels apats o produida principalment pel fetge) i la captacié de glucosa en els
teixits periferics, especialment el muscul esqueletic i el teixit adipds (Figura 4). La insulina
i el glucag6 sén les principals hormones responsables del manteniment d’aquesta

homeostasi de la glucosa circulant.

En una situacié de dejuni o d’elevada demanda de glucosa, el glucagd produit per les
cel-lules a del pancrees manté els nivells de glucosa en sang constants per mitja de la
inducci6 de la glucogendlisi i la gluconeogéenesi en el fetge, que allibera glucosa al torrent
sanguini. En canvi, quan la concentracié de glucosa en sang augmenta, la insulina
secretada per les cel-lules § del pancrees estimula la translocaci6 del transportador GLUT-
4, que permet que la glucosa sigui captada pel muscul, on s’acumula en forma de glicogen, i
pel teixit adipds. La insulina, és el principal regulador del reservori d’energia en els
adipocits. Indueix 'acumulacié de triglicerids produits a partir de la glucosa captada, i
regula negativament la lipolisi, encarregada d’alliberar acids grassos al torrent circulatori
que son utilitzats per altres teixits en situacions de demanda de combustible. El teixit
adipds, a més, secreta adipoquines que serveixen d’indicadors de l’estat energetic de
I'organisme. La senyalitzacié de la insulina inhibeix també els processos de glucogenalisi i
gluconeogenesi en el fetge que deixa d’alliberar glucosa al torrent sanguini. Finalment, el
cervell metabolitza gran part de la glucosa circulant, que és captada independentment de
la insulina, i coordina tots aquests processos mitjancant senyals neuronals (Leto and

Saltiel, 2012; Prentki and Madiraju, 2012).

Qualsevol alteracio que afecti a la funcionalitat de les cel-lules § pancreatiques o al
mecanisme d’accié de la insulina pot donar lloc a greus problemes metabolics i al

desenvolupament de diabetis mellitus.
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Figura 4. Accié de la insulina en ’homeostasi de la glucosa. Quan els nivells de glucosa en sang augmenten
després d'una ingesta de nutrients, les cel-lules  del pancrees secreten insulina, que estimula la captacié de
glucosa pels teixits periferics, principalment el muscul i el teixit adipds. Aquests teixits emmagatzemen la
glucosa en forma de reservori de glicogen i de triglicerids respectivament. A més, la senyalitzacié de la insulina
bloqueja la produccié de glucosa al fetge, inhibint la glucogenolisi i la gluconeogenesi. El cervell, en canvi, no
depeén de la senyalitzaci6é de la insulina per captar glucosa del torrent sanguini. No obstant, rep senyals de
I'estat energetic de 'organisme per mitja de les adipoquines secretades pel teixit adipds i actua coordinant tots
aquets processos. (Figura adaptada de Leto and Saltiel, 2012).

1.4. Regulaci6 de la massa de cél-lula 8

En circumstancies normals, la poblaci6 de cel-lules 3 es manté en un rang optim per a
mantenir la demanda metabolica. De fet, la massa de cél-lules [ no és estatica siné que té la
plasticitat necessaria per adaptar-se els canvis naturals de la carrega metabolica, com per
I'exemple en estadis de residéncia a la insulina com I'embaras i I'obesitat, i mantenir la
normoglucémia de l'organisme (Rhodes, 2005). La massa de cél-lula B augmenta per
processos de replicacié, neogenesi (diferenciacié a partir de cél-lules precursores) i
hipertrofia (augment de la mida de la cel-lula). En contraposicid, es déna una reduccié de
la massa de cél-lula § a través de I'apoptosi, I'atrofia (reduccié de la mida), la necrosi i

autofagia de les cel-lules (Edinger and Thompson, 2004; Rhodes, 2005) (Figura 5).
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Figura 5. Regulacié de la massa de cellula B. Representacid esquematica dels mecanismes que
contribueixen en la regulacié de la massa de cel-lula . La replicacié, la hipertrofia i la neogénesi augmenten la
massa de cel-lula §, mentre que 'apoptosi, I'atrofia i 'autofagia la disminueixen.

Durant 'embriogénesi i el creixement fetal, es produeix un increment net de la massa
de cel-lula B a mesura que l'individu creix. Aquesta expansi6 té lloc sobretot durant la fase
final de la gestacié i és deguda principalment a la diferenciaci6é (neogenesi) i replicaci6 de
la cellula B (Bouwens and Rooman, 2005). El desenvolupament fetal representa un
periode critic per a 'establiment d'un nombre apropiat de cel-lules . S’ha vist que si
aquest procés no es déna correctament degut, per exemple, a retards en el creixement
intrauteri o la malnutricié6 materna del fetus, es produeixen alteracions en la tolerancia a

la glucosa i la massa de cél-lula  de la descendéncia (Garofano et al,, 1997; Simmons et al.,

2001).

A partir del naixement, la replicaci6 i neogénesi de la cél-lula B es redueix
drasticament. Esta descrit en rosegadors que el creixement de la massa de cél-lula
encara té lloc durant el periode neonatal per mitja d’aquests processos pero de manera
molt reduida en comparaci6 al creixement fetal (Kaung, 1994; McEvoy and Madson, 1980).
Durant I'’etapa adulta, es creu que la neogénesi ja no té lloc i I'expansié de la massa de
cel-lula f ocorre principalment mitjancant la duplicacié de les cél-lules B pre-existents
(Dor et al., 2004; Georgia and Bhushan, 2004; Meier et al.,, 2008). Tot i aixi, la taxa de
replicacié6 d'una cél-lula f adulta en condicions fisiologiques normals és molt baixa

(Finegood et al,, 1995; Teta et al., 2005).

1.4.1. Control de la replicacié de la cél-lula f: Cicle cel-lular.

La replicaci6 és el procés principal per mitja del qual augmenta la massa de cel-lules f.
Diferents factors de creixement i nutrients han mostrat estimular la proliferacié de la

cel-lula B a varis nivells. Els més destacats son la glucosa, el factor de creixement similar a
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la insulina tipus 1 (IGF-1), I'hormona de creixement, el factor de creixement dels
hepatocits (HGF), la prolactina i el lactogen de la placenta (Nielsen et al., 2001; Vasavada
et al, 2006); perd no esta clar quins sé6n els factors fisiologics que dirigeixen

especificament la replicacié de la cel-lula f in vivo.

Es creu que les diferéncies de proliferaci6 de la cel-lula § es deuen a la capacitat de les
propies cel-lules a entrar al cicle cel-lular. El cicle cel-lular es divideix en diferents fases. La
mitosi, o fase M, és el procés de divisié nuclear en queé té lloc la condensaci6 del contingut
nuclear en cromosomes, per tal de repartir el material genétic entre les dues cel-lules
filles. La resta del cicle es coneix com interfase i se subdivideix en diferents parts: la fase S,
la fase G; i la fase G». Al llarg del cicle existeixen diferents punts de control, regulats per un
conjunt d’activadors i inhibidors, que determinen si el procés es pot dur a terme
exitosament. Entre els activadors del cicle, destaquen la familia de les quinases
dependents de ciclines, o Cdks, i les ciclines, que actuen formant complexes Cdk-ciclina.
Per altra banda, existeixen inhibidors del cicle cel-lular, entre els quals es troben els
inhibidors de les quinases dependents de ciclina (CIP 6 KIP), i les proteines inhibidores de
quinases (INK) que sén de gran importancia com a senyal negativa del creixement cel-lular

(Figura 6).

En concret, es creu que les ciclines D1 i D2 i la proteina CDK-4 sén components
reguladors essencials en el cicle cel-lular de la cél-lula f (Cozar-Castellano et al., 2006a;
Georgia et al, 2010; Heit et al, 2006). Ratolins deficients en ciclina D2 presenten illots
marcadament més petits i, en conseqiiencia, una massa de cel-lula § deficient que els causa
intolerancia a la glucosa (Georgia and Bhushan, 2004; Kushner et al., 2005). De manera
similar, ratolins deficients en Cdk-4 no poden respondre a les demandes d’increment de la
massa de cel-lula §§ i esdevenen diabétics. En canvi, 'expressié d'una forma no regulada de
Cdk-4 provoca hiperplasia de la cél-lula § i hipoglucémia (Rane et al., 1999). A més a més,
també s’ha descrit un paper important en el control de la replicaci6 de la cél-lula § per part
dels reguladors CIP/KIP p27 i p21 que actuarien com a inhibidors del cicle cel-lular
(Cozar-Castellano et al.,, 2006b; Georgia and Bhushan, 2006; Tsutsui et al.,, 1999). En
models de diabetis tipus 2, s’ha demostrat que una disminuci6 de p27 incrementa la
proliferaci6 de les cel-lules i que la sobreexpressié6 de p27 a la cél-lula B porta a
hipoplasia dels illots i diabetis (Uchida et al., 2005). D’altra banda, illots deficients en p21
presenten una replicacié de la cel-lula § incrementada en resposta a factors de creixement

(Cozar-Castellano et al.,, 2006b).
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Figura 6. Representacio esquematica de la progressio del cicle cel-lular entre les fases G1 i S. En arribar
un estimul pro-mitogénic a la cel-lula, s’expressen les ciclines D que s’uneixen a Cdk-4 formant el complex
actiu. A continuacid, s’expressa la ciclina E que s'uneix a la Cdk-2 formant també el complex actiu. Els
complexes Cdk/ciclina fosforilen la proteina pRb, inactivant-la. Aquesta proteina és el principal inhibidor de la
progressié del cicle cel-lular de la fase G1 a la S, per tant, la seva inactivacié permet la replicacid. Els estimuls
pro-mitogenics també actuen disminuint I'activitat o I'expressié dels inhibidors dels complexes Cdk/ciclina
com els INKs (p15, p16, p18, p19) o els CIP/KIP (p21, p27).
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2. DIABETIS

La diabetis compren un grup de malalties metaboliques caracteritzades per la
presencia d’hiperglucemia com a conseqiiéncia dels defectes en la secrecié d’insulina, en la
seva accio, o bé d’ambdues. La hiperglucemia cronica de la diabetis esta associada a danys
a llarg termini, com la disfunci6 i insuficiencia de diversos organs, especialment els ulls,

ronyons, nervis, cor i vasos sanguinis (American Diabetes Association, 2013).

Actualment es considera que existeixen en el mén més de 380 milions d’individus
diabetics i es preveu que aquest nombre es veura incrementat fins a més de 590 milions
I'any 2035 (Federacié Internacional de Diabetis). La majoria dels casos de diabetis es
poden classificar en dues amplies categories: la diabetis tipus 1 i la diabetis tipus 2. La
diabetis tipus 1 és causada per la destruccié autoimmune de les cel-lules B del pancrees.
En canvi, la diabetis tipus 2 és causada per la resisténcia a la insulina en els teixits
periférics (principalment en muscul, teixit adipds i fetge) i per la secrecié inadequada de
I'’hormona insulina. Els defectes en la secrecié de la insulina observada en la diabetis tipus
2 son probablement causats per la combinacié tant de la disfunci6 cel-lular com de la
reduccié en la massa de cél-lules 3 (Butler et al., 2003). Aixi doncs, tant en la diabetis tipus
1 com a la diabetis tipus 2, en dltima instancia, es déna una insuficient massa funcional de

la cél-lula f.

A més de la diabetis tipus 1 i 2, la classificacié actual de la malaltia inclou altres
malalties amb menys prevalen¢a com ara la diabetis gestacional, que es defineix com
qualsevol grau d'intolerancia a la glucosa amb inici o primer reconeixement durant
I'embaras; i altres tipus de diabetis causades per defectes monogénics que afecten a la
funcié de les cel-lules P. Aquestes formes monogeéniques de la diabetis es caracteritzen
sovint per l'aparicié d'hiperglucémia a una edat primerenca (generalment abans dels 25
anys d’edat) i se'ls coneix com MODY (Madurity Onset Diabetes of the Young). Les MODY es
caracteritzen per presentar defectes en la secreci6 d'insulina i cap o minimes alteracions
en l'accié de la insulina. Aquest grup de malalties s’hereten seguint un patré autosomic
dominant i s'han identificat fins a 14 locis genetics localitzats en diferents cromosomes. La
forma més comu s'associa a mutacions en un factor de transcripcié hepatic, el factor
nuclear d'hepatocits (HNF)-1a (MODY 3). Una segona forma esta associada a mutacions en
el gen de la glucoquinasa (MODY 2). Les formes menys comunes son el resultat de
mutacions en altres factors de transcripcio, com HNF-4a, HNF-1f, el factor promotor

d'insulina (IPF-1) i NeuroD1 (American Diabetes Association, 2013).
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2.1. Diabetis tipus 1

La diabetis tipus 1 (T1D) representa el 5-10% dels pacients diabetics i, en general, es
desenvolupa durant la infancia o adolescéncia dels individus, per la qual cosa també
s'anomena diabetis juvenil, encara que pot iniciar-se a qualsevol edat (American Diabetes
Association, 2013). La T1D és el resultat d'un atac autoimmune contra les cel-lules 3 del
pancrees que les destrueix o les deteriora suficientment com per disminuir i eventualment
eliminar la produccié d'insulina (van Belle et al,, 2011). L'absencia de la senyalitzaci6
d'insulina a nivell sistemic redueix la captacié i utilitzacié de la glucosa pel fetge i pels
teixits periferics, com el muscul i el teixit adipds, situacié que condueix a la hiperglucemia.
A més, al fetge es perd la inhibici6 de les vies glucogenolitica i gluconeogenica, que
continuen produint glucosa i empitjorant l'estat hiperglucémic. D'altra banda, la manca
d'insulina endogena causa una degradacié significativa dels triglicerids del teixit adip6s i
l'alliberacié dels acids grassos al torrent circulatori. Aquests acids grassos alliberats sén
parcialment oxidats al fetge i convertits en cossos cetdnics (acetoacetat, f-hidroxibutirat i
acetona). Per tant, la manca d'insulina déna lloc a la hiperglucémia i la cetoacidosi, que pot

acabar provocant un estat de coma i, en ocasions, la mort del pacient.

2.1.1. Patogeénia de la diabetis tipus 1

Durant el procés autoimmune caracteristic de la T1D, es poden diferenciar clarament
dues etapes: una fase clinicament oculta caracteritzada per la generacié d’autoanticossos
dirigits contra una amplia gamma d’antigens de les cel-lules § i una progressiva infiltracié
de limfocits T autoreactius i altres cel-lules inflamatories en els illots anomenada insulitis
(Figura 7A-E); i una fase de diabetis oberta on es fa extensa la destruccié de les ceél-lules 3
provocant aixi una deficiéncia en la produccié de insulina i, finalment, la hiperglucémia
(Figura 7F) (Chen et al., 2005). El periode de temps entre I'aparicié de biomarcadors de la
T1D i I'inici dels simptomes clinics és molt variable i poden passar diversos anys fins que
es produeix la malaltia clinica (Harrison, 2001). No és fins que es produeix una perdua del
70-80% de la massa de cel-lula § que té lloc I'aparicié de valors elevats de glucosa en sang

i es diagnosticala T1D.

En alguns casos es pot detectar una fase temporal anomenada Honeymoon on les
cel-lules B restants compensen la hiperglucemia a través d’'un augment en la seva
proliferacié i un increment en la secreci6 dels nivells d’insulina. Finalment, aquestes
cel-lules no tindran prou capacitat i acabaran morint, donant lloc aixi a una hiperglucémia

cronica (Figura 7) (van Belle et al,, 2011; Zhou and Jensen, 2013).
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Figura 7. Patogénia de la diabetis tipus 1. Representacié esquematica de les diferents fases immunologiques
(columnes a la part superior) i els llocs anatomics rellevants on es produeixen (files a la dreta) de la T1D. Quan
la massa o funci6 de les cél-lules B (representat per la linia taronja) cau fins a valors ubicats en la franja
vermella I'individu és diagnosticat clinicament amb T1D. Treg: limfocits T reguladors; Ag: antigen; IFN-o./y:
interferd a/y; MHC-I: complex major d’histocompatibilitat I. (Adaptat de van Belle et al., 2011).

2.1.2. Caracteristiques generals de la resposta immunitaria

La resposta immunitaria es divideix en dos tipus principals: la immunitat natural (o
innata), i la immunitat adquirida (o especifica). La immunitat natural constitueix la
primera linia de defensa i inclou les barreres fisiques, el sistema del complement, les
cel-lules fagocitiques (macrofags i neutrofils) i les cel-lules NK (natural killers). Tots
aquests mecanismes de defensa estan presents abans de 'atac d’'un patogen i, a més, no
diferencien entre la majoria de substancies estranyes. Aquest tipus de resposta és rapida i

és la primera en intervenir enfront d’'un patogen.
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En canvi, la resposta adquirida reconeix especificament els antigens i és capag
d’amplificar-se amb cada exposici6. Inclou principalment, limfocits (T i B) i anticossos,
perd també té la capacitat de reclutar cel-lules de la resposta innata, com per exemple els

macrofags. Existeixen dos tipus principals de resposta immunitaria adquirida o especifica:

1) Resposta mediada per anticossos (humoral o ThZ2)

Els anticossos o immunoglobulines circulen per la sang i els diferents fluids de
I'organisme i s'uneixen especificament a I'antigen que els ha induit. La uni6 dels anticossos
amb l'antigen, per una banda, els inactiva i impedeix que s’uneixin als receptors cel-lulars
i, per I'altra banda, serveix com a marcatge, facilitant la seva fagocitacié o destrucci6 per
sistema del complement. Les cél-lules productores d’anticossos sén els limfocits B. També
hi participen els limfocits T CD4+* (helper o col-laboradors) que secreten citoquines que
ajuden a 'activacié dels limfocits B. En aquest tipus de resposta, es diu que les cel-lules T
CD4+ i les citoquines secretades son de tipus Th2 (IL-4, IL-10, TGF-f, etc.) i tenen

propietats immunomoduladores o anti-inflamatories.

2) Resposta mediada per cél-lules (cel-lular o Th1):

Implica la produccié de cel-lules que reaccionen contra els antigens presentats a la
superficie de les cél-lules de 'hoste. Aquetes cel-lules sén els limfocits T CD8* o citotoxics
que reconeixen els antigens presentats i indueixen la mort de la cél-lula diana. En aquest
tipus de resposta també hi col-laboren els limfocits T CD4+ de tipus Th1 que reconeixen els
antigens de la membrana de cél-lules de I'hoste i actuen secretant senyals quimiques
(citoquines) per activar macrofags i potenciar 'activacié de limfocits T CD8+. El tipus de
citoquines secretades en una resposta Th1 (IL-2, IFN-y, TNF-q, etc.) s6n de caracter pro-

inflamatori.

Les respostes del sistema immune adquirit no s’inicien al lloc on es troba l'antigen
primari si no que tenen lloc en els teixits limfatics periferics. Els antigens s6n capturats
per cel-lules especialitzades, anomenades cel-lules presentadores d’antigen (APC), que els
processen i transporten al nodul limfatic més proxim, on sén presentats als limfocits T. La
presentaci6 dels antigens a les cél-lules T té lloc mitjan¢ant la unié a complexes majors
d’histocompatibilitat o MHC de tipus I i II. L’expressié del MHC de classe II (MHC-II) es
restringeix normalment a les cel-lules presentadores d’antigens (APC) del sistema
immunitari, com poden ser macrofags, cel-lules dendritiques, limfocits B i limfocits T. S6n

reconegudes per les cel-lules T CD4+ i donen lloc a la seva posterior activacié. En canvi, el

18



Introduccio

MHC de classe I (MHC-I) s’expressa a totes les cel-lules nucleades de 'organisme i és

reconegut pel receptor TCR de les cel-lules CD8+ citotoxiques (Abbas et al., 2007).

A més de la senyal proporcionada pel reconeixement especific de I'antigen presentat
pel MHC amb el TCR, cal una segona senyal estimuladora per a l'activaci6é del limfocit T.
Aquesta senyal és de caracter no especific i és proporcionada per la uni6é d’un lligand B7
(B7.1/CD80 6 B7.2/CD86), en la cel-lula presentadora d’antigen, amb el seu receptor
CD28, en la cel-lula T. Si ambdues senyals sén presents, la cél-lula T prolifera i secreta

citoquines (Greenfield et al., 1998) (Figura 8).

Activacio

Limfocit T

Proliferacio, diferenciacio i

cél-lula Presentadora supervivénciade lacél-lulaT

d’Antigen (APC)

Figura 8. Activacid del limfocit T. Després del reconeixement del complex MHC:antigen pel TCR, la segona
senyal per a I'activaci6 de la cel-lula T és proporcionada per la uni6 de CD80 (B7.1) 6 CD86 (B7.2) en la cél-lula
presentadora d’antigen amb el co-receptor CD28 en la superficie del limfocit T (Adaptat de Vasaturo et al,,
2013).

2.1.3. Mecanisme de I'atac autoimmune contra les cél-lules

El mecanisme exacte de com funciona I'atac autoimmune contra les cél-lules {3, aixi
com la seva activacié so6n qiiestions que encara no és coneixen amb detall. S’han identificat
locus genetics (MHC-II i altres) que podrien predisposar a I'aparicié de 'atac autoimmune
contra la ceél-lula . No obstant, factors ambientals com les infeccions viriques, toxines, o
components de la dieta, podrien estar involucrats en la manifestacié clinica de la

susceptibilitat geneética.

Una vegada desenvolupada I'autoimmunitat especifica contra la cél-lula §, s’inicia la

infiltraci6é limfocitica dels illots, o insulitis. La insulitis esta formada principalment per
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limfocits T CD8+ i CD4+, pero també s’hi troben macrofags, cel-lules dendritiques i alguns
limfocits B. Es creu que la resposta autoimmune contra les cel-lules {3 és principalment una
resposta de tipus Th1l (Bradley et al, 1999; Mathis et al, 2001). No obstant, també
s’observen components humorals de la resposta amb preséncia de nivells circulants
d’auto-anticossos contra antigens de la cel-lula , com la insulina (IAA) o I'acid glutamic
descarboxilasa (GAD) (Atkinson and Eisenbarth, 2001). No esta clar si aquests
autoanticossos poden participar en la induccié de la malaltia o si, en canvi, sén el resultat
del dany induit per les cel-lules T citotoxiques i de la conseqtient alliberacié d’antigens.
Tanmateix, la detecci6 d’aquests autoanticossos contra antigens de la cél-lula f permet

predir 'aparici6 de T1D (Knip et al., 2002).

Els autoantigens de la cel-lula § s6n processats per macrofags, cél-lules dendritiques o
cel-lules B en l'illot pancreatic i presentades a limfocits T CD4+ autoreactius en els noduls
limfatics dels pancrees. Aquestes cel-lules T CD4+ autoreactives sén activades i secreten
citoquines, que al seu torn poden activar limfocits T CD8+ citotoxics especifics de la cel-lula
. Les cel-lules T activades son reclutades als illots pancreatics i produeixen més
citoquines que també activen macrofags i altres cel-lules T, contribuint a la destruccio dels
illots. Aixi, la mort de la cel-lula 3 durant el curs de la insulitis és causada pel contacte
directe amb les cél-lules T o macrofags activats, i/o I'exposicié als mediadors solubles
secretats per aquests cél-lules, incloent citoquines (IL-1f, TNFa i IFN-y, MCP-1, etc.), oxid
nitric (NO) i radicals lliures d’oxigen. Aquests factors activen una cascada de senyals
intracel-lulars que condueixen a I'apoptosi de la cel-lula § (Chandra et al., 2001; Cnop et al,,
2005; Eizirik and Mandrup-Poulsen, 2001; Mauricio and Mandrup-Poulsen, 1998; Yoon
and Jun, 2005) (Figura 9).
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Figura 9. Mecanismes de destruccié de la cél-lula § a la diabetis tipus 1. La infiltracié limfocitica dels illots
es caracteritza principalment per la presencia de cel-lules presentadores d’antigen (APC), com macrofags i
cél-lules dendritiques, cel-lules T CD4+ i CD8*. La destrucci6 cel-lular protagonitzada per les cel-lules T esta
mediada per l'alliberament de molecules citotoxiques, com determinades citoquines, granzim B o perforina, o
per comunicacio directa de senyals de mort cel-lular per mitja de la via Fas. (Adaptat de Kawasaki et al., 2004).

2.1.4. Control dels mecanismes de tolerancia i autoimmunitat per les cél-lules T

reguladores

Probablement existeixen de manera natural en I'organisme cel-lules T autoreactives
contra antigens de la cél-lula , perd estan restringides per mitja de mecanismes
immunoreguladors induint I'estat de tolerancia contra aquests autoantigens (Moudgil and
Sercarz, 2000). La diabetis tipus 1 es desenvolupa quan algun d’aquests mecanismes falla,
i permet l'activacié dels limfocits T autoreactius, desencadenant el procés inflamatori als
illots que culmina amb la destruccié de la cel-lula . Es desconeixen els mecanismes que

inicien el trencament de la tolerancia immune en la T1D.

En els dltims anys s’han multiplicat les evidéncies que apunten al paper de les
cel-lules T reguladores (Treg) com a mecanisme central de la regulacié immune. Es creu
que la funci6 de les Tregs és suprimir les cel-lules T efectores (Teff) i limitar I'expansié de
les respostes immunes actives per a prevenir el dany als teixits de 'organisme. Existeixen
dos tipus de Treg que difereixen en la seva especificitat i mecanisme efector: les Treg

naturals, i les Treg induides o adquirides (Bluestone and Abbas, 2003). Les Treg naturals
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es desenvolupen en el timus durant les primeres fases del desenvolupament fetal o
neonatal de les cel-lules T i reconeixen diversos antigens propis. Un cop generades, s6n
exportades als teixits periferics on actuen prevenint l'activaci6 d’altres cél-lules T
autoreactives. En canvi, les Treg induides s6n generades a partir de poblacions madures
de cel-lules T que es diferencien a Treg sota determinades condicions. Normalment,
I'activacié d’aquestes cel-lules té lloc als teixits limfatics secundaris perd també pot
ocorrer al teixit inflamat. Es desconeixen les condicions que estimulen la formaci6
d’aquestes cel-lules. Probablement estigui determinada per factors extrinsecs, com
citoquines supressives, presentacié inapropiada d’antigens (abséencia de co-estimulacié), o

contactes cel-lula-cel-lula amb Treg naturals.

En general les Treg s6n cel-lules CD4+ que expressen nivells variables de CD25 i el
factor de transcripci6 Foxp3 (Fontenot et al.,, 2005). Les Treg exerceixen la seva activitat
supressora mitjancant dos mecanismes centrals: a) la producci6 de citoquines inhibitories
(IL-10, TGF-B) i b) I'establiment d’interaccions directes cel-lula-cél-lula amb les cél-lules

Teff.

Diverses malalties autoimmunes, incloent la T1D, s’han relacionat amb una
deficiencia en el nombre o funcionalitat de les Treg (Chen et al., 2005; Jager and Kuchroo,
2010; Kukreja et al., 2002; Roep and Tree, 2014), fet que podria venir determinat per una
susceptibilitat genética. Quan es produeix un desequilibri entre les cél-lules Teff que
reconeixen autoantigens de la cel-lula § i les Treg encarregades de mantenir 'estat de

tolerancia, apareix la diabetis tipus 1 (Feuerer et al., 2009) (Figura 10).

Individus sans Pacients diabetis tipus 1
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general genetic Teff Treg
& Cel-lula T autoreactiva {3 Cél-lulaTreguladora
Cél-lula T autoreactiva @ CéllulaTreguladora
resistent defectuosa

Figura10. Desequilibris entre la regulacié immune i 'autoimmunitat. La diabetis tipus 1 és el resultat de
la destruccié autoimmune de les cél-lules § pancreatiques en individus que presenten alteracions en la
regulaci6 de sistema immune. En alguns casos aixo és degut a factors de predisposicié genética. (Adaptat de
Roep and Tree, 2014).
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2.2. Tractaments actuals per a la diabetis tipus 1

Els tractaments actuals per a pacients amb diabetis tipus 1 inclouen terapies de
reemplacament d'insulina convencional per injecci6 de I'hormona o mitjangant 1'is de
bombes que alliberen insulina per reduir la glucosa en sang. No obstant, aquests
tractaments no prevenen el desenvolupament de complicacions secundaries a llarg
termini derivades de la hiperglucémia cronica. A més, els pacients estan exposats a
episodis d’hipoglucémia, potencialment mortals, ja que no s’arriba a assolir el sofisticat
nivell de regulacié fisiologic. Per tal de superar aquests inconvenients, s'ha posat molta
cura en la millora de sistemes tancats, anomenats “pancrees artificials" (Keenan et al,
2010), on un sensor col-locat subcutaniament continuament mesura els nivells de glucosa
en sang i, a través d’'una bomba d’insulina amb una agulla fina implantada sota la pell,

allibera la hormona necessaria (Dolgin, 2012).

El transplantament de pancrees o d’illots sén possibles aproximacions terapeutiques
per a la T1D ja que proporcionen una font endogena d’insulina fisiologicament regulada.
No obstant, l'escassetat de donants, el rebuig immunoldogic i la necessitat de la

immunosupressié fa que aquestes terapies estiguin limitades (Jahansouz et al., 2011).

Per altra banda, donada la etiologia de la T1D, existeixen terapies basades en
immunomoduladors els quals retardarien l'inici de la diabetis tipus 1 i/o protegirien a les
cel-lules B residuals de l'atac autoimmune per aixi mantenir la produccié d’insulina
endogena. Els primers tractaments d’aquest tipus van mostrar una eficacia limitada pero
s’esta treballant en noves aproximacions. Per exemple, existeixen anticossos anti-CD3 els
quals redueixen el nombre de limfocits T circulants en el pacient. Tot i aix0, els assaigs
clinics en fase Il d’aquests anticossos monoclonals no van obtenir els objectius inicials
esperats (Sherry et al, 2011; Waldron-Lynch and Herold, 2011). Un altre anticos anti-
CD20, contra els limfocits B, esta essent provat en individus diabetics (Waldron-Lynch and
Herold, 2011). Després d'un any del tractament amb anti-CD20 els pacients presentaven
una millor funcionalitat de la cel-lula § i necessitaven una menor dosis d’insulina respecte
als controls durant els primers 6 mesos, perd posteriorment els individus tractats
acabaven perdent la massa de cel-lula § (Lysy et al.,, 2012; Waldron-Lynch and Herold,
2011).

Un altre camp en desenvolupament és l'estudi de les cel-lules mare embrionaries

(ESC, Embrionic Stem Cells) i les cel-lules pluripotencials induides (iPS), les quals a partir
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de diferents estrategies es poden diferenciar o reprogramar en cél-lules productores
d’insulina i, en un futur, podrien esdevenir una terapia cel-lular per a la diabetis tipus 1.
Actualment, s’han aconseguit reprogramar fibroblasts adults provinents de pacients
diabetics inserint només tres factors de transcripci6, Oct-4, Sox2 i Klf4 (Maehr et al,
2009), els quals poden ésser derivats a cél-lules productores d’insulina (Pagliuca and
Melton, 2013). Hi ha multiples grups que estan avangant cap a la diferenciacié de ESC i de
iPS cap a cel-lules Pdx1* capaces de produir insulina o secretar péptid C (Soria et al., 2000;
Thatava et al, 2013; Zhang et al, 2009). No obstant, el repte més important en la
reprogramacié cel-lular és aconseguir una bona diferenciaci6é de les cel-lules § de forma
que puguin produir la insulina d’'una manera finament regulada. A més, encara falten
estudis per avaluar els riscs immunes del transplantament de cél-lules derivades de ESC o

iPS.

2.3. Models animals de la diabetis tipus 1

L’estudi de la patogeénesi de la diabetis en humans és complicat degut a diversos
factors: 1) l'organ diana, el pancrees, és anatomicament poc accessible, 2) la seva
manipulacié pot comportar problemes greus (per exemple pancreatitis), 3) els processos
que precedeixen l'inici clinic de la malaltia son asimptomatics i poden durar des de mesos
fins a anys i 4) els processos patologics tenen lloc localment en els illots i no es
reflecteixen a nivell periferic. Per tot aixo, la utilitzaci6 de models animals en l'estudi de la
T1D ha estat molt important per poder examinar els mecanismes involucrats en el

desenvolupament d’aquesta malaltia.

Existeixen models murins que desenvolupen diabetis de manera espontania, com sén
per exemple les rates BB (BioBreeding Worcester) o els ratolins NOD (Non-Obese Diabetic),
i han estat de particular importancia en I'estudi de la T1D. La utilitzacid, a més, d’animals
transgenics, i de models de diabetis induits experimentalment (per exemple, mitjancant el

tractament amb Streptozotocina) han permes posar en marxa noves vies d’estudi.

2.3.1. Models induits experimentalment
2.3.1.1 Models induits amb agents quimics

Existeixen diversos agents quimics amb propietats diabetogeniques com

'estreptozotocina (STZ) i I'al-loxan. Ambdds toxics sén especifics de la cel-lula f i la seva
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efectivitat com agents diabetogenics depén en gran part de I'’edat, sexe i espécie a la qual
s’administren. Aquests agents han permeés estudiar detalladament els fenomens
bioquimics, hormonals i morfologics que tenen lloc durant i després de la induccié de

I'estat diabetic.

L’estreptozotocina (STZ), 2-deoxy-2-(3-methyl-3-nitrosourea)1-D-glucopiranosa, és
un antibiotic d’ampli espectre produit pel microorganisme Streptomyces achromogenes. La
STZ és capag¢ d’entrar a les cél-lules 3 a través del receptor GLUT-2, donada la seva
similitud estructural amb la molécula de glucosa (Schnedl et al., 1994). La induccié de la
mort de les cel-lules B per aquest toxic ve donada per diferents mecanismes: 1) danys a la
membrana plasmatica, 2) trencament de les cadenes de DNA, 3) processos de metilacio, 4)
generacié de radicals lliures, i 5) produccié d’oxid nitric (NO) (Wilson et al.,, 1984). El
protocol d’administraci6 de la STZ en determina el mecanisme d’accié. Aixi,
I'administracié d’'una unica dosi intraperitoneal d’elevada concentracié de STZ (150
mg/kg) provoca la destruccié rapida de les cel-lules § per accié citotoxica directa, donant
una perdua del 90% del contingut pancreatic d’insulina i, per tant, induint hiperglucémia.
Alternativament, es poden administrar multiples dosis a baixa concentraci6 de STZ (5x40-
50 mg/kg en dies consecutius). Aquest metode es coneix com multiple low dose
streptozotocin o MLDSTZ. En aquest cas, es redueix I'efecte citotoxic directe de la STZ, pero
s'indueix una resposta inflamatoria contra les cél-lules §, amb infiltracié limfocitaria

(insulitis) (Rossini et al., 1977).

2.3.1.2 Models d’animals transgenics

Amb l'objectiu d’estudiar el paper de diferents elements del sistema immune en el
desenvolupament de la diabetis, s’han generat animals transgeénics que sobreexpressen
citoquines, antigens del MHC, i altres antigens especificament a les cel-lules 8 dels illots

sota el control del promotor del gen de la insulina de rata (RIP).

A) Animals transgenics que expressen antigens del MHC a les cél-lules f5.

La deteccié d’expressié ectopica d’antigens del MHC-II a les cél-lules § de pacients
diabetics humans i en el ratoli diabetic espontani NOD, va portar a la generacié de ratolins
transgeénics que expressaven el MHC-II a les cel-lules B (Adorini et al., 2002; Bohme et al,,
1989; Foulis, 1986; Hanafusa et al, 1987; Lo et al, 1988; Sarvetnick et al., 1988). En
conjunt, aquets estudis semblen indicar que hi ha un llindar d’expressi6 del MHC-II a les
cel-lules B per sobre del qual es desenvolupa la T1D (Allison et al., 1990). De manera
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similar, ratolins transgenics que sobreexpressen molecules del MHC-I a les cel-lules P

pancreatiques també desenvolupen diabetis (Allison et al., 1988).

B) Animals transgeénics que expressen citoquines a les cel-lules p.

La generacié d’animals transgenics que expressen ctioquines ha contribuit en I'estudi
del paper d’aquestes molécules en la patogeénesi de la T1D. En conjunt, s’ha suggerit un
que les citoquines IFN-a, IFN-y i IL-2 i tenen un paper patogénic en el desenvolupament de
T1D; mentre que IL-4, IL-6 i TGF-f podrien tenir un paper protector (Rabinovitch and
Suarez-Pinzon, 2003).

Els animals transgénics que expressen IFN-y (Interferé y) a les cel-llules f
pancreatiques desenvolupen diabetis com a resultat d’'una progressiva destrucci6é dels
illots pancreatics, causada per la infiltracié limfocitaria i I'increment de 'expressio del
MHC-II (Sarvetnick et al.,, 1990). Per altra banda, els ratolins transgenics que expressen
IFN-B (Interferé P) a les cél-lules P presenten caracteristiques d'un estat pre-diabetic,
hiperglucémia, hipoinsulinémia, hipertrigliceridemia i el test de tolerancia a la glucosa
alterat. Quan sén tractats amb dosis baixes de streptozotocina (STZ), els ratolins IFN-
presenten infiltracié limfocitaria als illots i una diabetis clinica (Alba et al., 2004; Casellas

etal,, 2006; Pelegrin et al., 1998).

2.3.2. Models espontanis de diabetis

Els ratoli NOD (Non-Obese Diabetic) representen el principal model d’estudi de la
malaltia. Aquest model mur{ es caracteritza per desenvolupar una diabetis sense obesitat,

que és molt similar a la diabetis tipus 1 humana. (Veure apartat 3).
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3. EL RATOLI NOD: Non-Obese Diabetic
3.1. Descripci6 del model

El model de ratoli NOD (Non-Obese Diabetic) va ser descrit per primera vegada al Jap6
per Makino S. et al. com un model de diabetis mellitus espontania que presentava la
destruccié autoimmune dels illots pancreatics caracteristica de la diabetis tipus 1 en
humans. Es va aillar a partir d'una sublinia de ratolins JC1-ICR seleccionats en funcié de

I'aparici6 espontania de diabetis i la capacitat reproductiva (Makino et al., 1980).

La incidéncia de diabetis en la soca NOD presenta una marcada diferéncia en funcié
del sexe. A les 30 setmanes d’edat, la incidéncia acumulada d’individus diabétics és del 60-
80% en les femelles i del 20-30% en els mascles NOD (Anderson and Bluestone, 2005).
L’aparicié de diabetis ocorre de manera abrupta en ambdds sexes, i normalment s’inicia a
partir de les 12-14 setmanes d’edat, tot i que es pot produir en edats més avangades. S’ha
descrit que la incidencia de diabetis en els ratolins NOD varia d’'una colonia a una altra,
depenent de I'entorn i possiblement de la deriva genetica del stock original. Per exemple,
la incidencia és major en colonies que es mantenen en instal-lacions lliures de patogens

(SPF) (Jayasimhan et al., 2014).

Els simptomes diabetics es caracteritzen bioquimicament per polituria, polidipsia,
hiperglucémia, glucosuria i hipercolesterolemia acompanyats per una rapida pérdua de
pes corporal. En cap cas no s’observa remissié de la malaltia. No obstant, I'administraci6
diaria d’insulina indueix un augment del pes corporal i prolonga la vida dels ratolins
diabetics (Makino et al., 1980). L’examen patologic dels pancreas dels animals NOD mostra
una elevada freqtiéncia d’infiltracié de limfocits en els illots de Langerhans. La insulitis és
present en ambdds sexes fins i tot en estadis pre-diabétics (a partir de les 5 setmanes) i

progressa amb l'edat (Figura 11).
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Figurall. Aparicioé cronologica dels esdeveniments immunes i canvis en la massa de cel-lula p que
culminen en I'aparicié de T1D en els animals NOD. Es poden distingir diferents estadis inflamatoris previs
a la manifestaci6 clinica de diabetis. En el moment de néixer els illots tenen una aparenc¢a normal (0-4
setmanes). A les 5 setmanes apareix linfiltrat mononuclear en els illots (peri-insulitis) que avanga
progressivament fins a envair el core del illot (insulitis). A partir de les 12 setmanes la insulitis passa a una
fase destructiva (insulitis severa) que coincideix amb l'aparici6 de diabetis. En els individus diabétics la massa
de cel-lula 3 és practicament inexistent i es produeix una regressi6 de la insulitis. Les fletxes negres senyalen
els limfocits infiltrants a les imatges.

3.2. Susceptibilitat genetica: defectes en el sistema immune

Multiples loci controlen la susceptibilitat genética al desenvolupament de diabetis en
el ratoli NOD. Aquests ratolins presenten un haplotip inic pel MHC, anomenat H-2¢7, que
constitueix la principal contribucié genética a la susceptibilitat de la malaltia (Tisch and
McDevitt, 1996; Wicker et al, 1995). Aquest haplotip del MHC presenta un seguit de
defectes que alteren substancialment el repertori de peéptids que poden unir-se i ser
presentats pel MHC codificat en aquest al-lel (Kanagawa et al., 1998). Sorprenentment, una
alteracio genetica similar també s’observa en el loci de susceptibilitat genética a T1D del
MHC en humans (Todd et al, 1987). A més del locus del MHC, molts altres Ioci
contribueixen al desenvolupament de la malaltia i s’Tanomenen locus Idd. Més de 40 locus
Idd diferents han estat identificats (Anderson and Bluestone, 2005; Burren et al,, 2011;
Driver et al,, 2011; Todd and Wicker, 2001), pero en molts casos, es desconeixen amb

exactitud els elements estructurals o reguladors que hi ha codificats.

Tot i que en molts casos es desconeguin els loci genetics associats, se sap que el ratoli
NOD presenta un seguit d’alteracions en elements del sistema immune que contribueixen

a I'aparici6 d’autoimmunitat. La majoria d’estudis se centren en el paper de les cél-lules T
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en el desenvolupament i progressié de la malaltia, tot i que el sistema immune dels
ratolins NOD és defectuds per a diferents subconjunts de leucocits. Entre ells destaca una
maduracié i funcié de macrofags deficient (Serreze et al., 1993), nivells baixos d’activitat
de les cel-lules NK (Kataoka et al., 1983; Ogasawara et al.,, 2003), i deficiencies en la
poblaci6 de cél-lules T reguladores CD4+CD25+ (Salomon et al, 2000). De fet, altres
desordres autoimmunes endocrins com sialitis (infiltracié de les glandules salivals) (Hu et
al,, 1992), adrenalitis (Beales et al., 2002) i tiroiditis (Many et al., 1996) també es donen en

els ratolins NOD.

3.3 Caracteritzacio de la insulitis

En el ratoli NOD, cel-lules presentadors d’antigens contra l'illot apareixen en primer
lloc als noduls limfatics pancreatics (PLNs) a les 2-4 setmanes d’edat (Turley et al., 2003).
Les cel-lules T efectores presents en els noduls sén activades i comenga el procés
d’autoimmunitat contra els illots. A les 4-6 setmanes d’edat es pot observar una
acumulacié peri-vascular i peri-ductal de limfocits i finalment a les 6-8 setmanes apareix
la infiltraci6 al perimetre dels illots (peri-insulitis) (Jansen et al., 1994; Papaccio et al,,
1994; Rosmalen et al., 2002). En primer terme, es destrueixen les neurones i cel-lules de
Schwann que envolten l'illot (Kaufman et al., 1993; Saravia and Homo-Delarche, 2003;
Winer et al, 2003). Les cel-lules T sintetitzen citoquines, particularment IFN-y, i
propaguen la reaccié autoimmune que intensifica la destruccié d’aquestes cel-lules fins
que es formen ruptures en la membrana basal de lillot. Aixd permet a linfiltrat
monocuclear penetrar a l'interior de lillot (insulitis) i comencar l'atac a les cel-lules
endocrines. Els limfocits infiltrants destrueixen especificament les cél-lules § productores

d’insulina (Figura 12).

Les cel-lules mononuclears presents en l'infiltrat de l'illot en el ratoli NOD, igual que
en humans, sén CD4+ i CD8* autoreactives (ceél-lules dendritiques, macrofags, NK, limfocits
B). En les primeres fases de l'activaci6 de la resposta autoimmune predominen els
macrofags i les cél-lules dendritiques. Durant la peri-insulitis els illots estan infiltrats per
cel-lules majoritariament CD4+ i les cel-lules CD8* sén reclutades en un estadi posterior,
quan l'infiltrat mononuclear penetra l'interior del illot (Jansen et al., 1994; Varey et al,,
1991). La inflamacié produida per tot aquest procés culmina amb la destruccié
progressiva de les cel-lules . Quan la massa de cél-lula § destruida assoleix valors al
voltant del 80% es produeix la manifestaci6 clinica de diabetis. En aquest estadi, els illots
es caracteritzen per haver perdut completament el seu component de cel-lules {3 i per la

regressié de la insulitis.
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B. Peri-insulitis C. Insulitis
Noduls limfatics invasiva

del pancrees ga'* o 0 40

$&S

A. lllot

cel-lules

a,6,PP
cel-lula de
Schwann
Cél-lula T especifica: Antigens:
contra cél-lula cél-lula de Schwann

Cél-lula 5 de Schwann A compartit entre cél-lula
presentadora ‘ contra cal-lula de @ 4o Schwann i cél-lula B
d’antigen Schwann/cél-lula [ céllulap

‘ contra cél-lula

Figura 12. Model d’inici de la progressié a diabetis tipus 1 en el ratoli NOD. (A) L’apoptosi de les cel-lules
B, o de les cél-lules de Schwann perifériques, o d’'ambdues, condueix a la captacié d’antigens per part de les
ceél-lules presentadores d’antigens (APC) i a I'activacié de les cél-lules T en els noduls limfatics pancreatics. (B)
Les cél-lules immunes activades s’acumulen al voltant dels illots en estreta relacié6 amb les ceél-lules de
Schwann (peri-insulitis). Aquesta primera onada de resposta autoimmune esta dirigida probablement contra
antigens de les cél-lules de Schwann (groc; per exemple GFAP), antigens de la cél-lula  (blau; per exemple
insulina) o d’ambdds. Donat que tant les cel-lules § com les cel-lules de Schwann expressen algunes proteines
en comu (vermell; per exemple GAD), la resposta autoimmune contra un dels dos tipus cel-lulars podria
afectar l'altre. (C) Les cél-lules immunes envaeixen l'illot i 'autoimmunitat contra antigens de la cel-lula 3
continua propagant-se (insulitis invasiva). (Adaptat de Kaufman, 2003).
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4.FACTOR DE CREIXEMENT SIMILAR A LA INSULINA-1 (IGF-1)

Els factors de creixement similars a la insulina (IGFs), son proteines implicades en el
creixement normal i, especialment, en el desenvolupament fetal de la massa de cél-lules 8
del pancrees (Lingohr et al, 2002). Existeixen dos membres que pertanyen a aquesta
familia de proteines: el factor de creixement similar a la insulina tipus 1 (IGF-1) i el factor
de creixement similar a la insulina tipus 2 (IGF-2). Els IGFs comparteixen un elevat grau
d’homologia entre ells i amb la insulina (Daughaday and Rotwein, 1989). Aquests factors
inicien un nombre de vies relacionades amb la diferenciacié i maduracié cel-lular (Lingohr
et al,, 2002; Withers, 2000). En concret, el factor IGF-1 és un dels principals mediadors del
creixement tan pre-natal com post-natal (Randhawa and Cohen, 2005; Rosenfeld, 2006) i
s’ha demostrat que té un paper important en el desenvolupament del pancrees ja que

estimula la diferenciacié i proliferacié de les cél-lules p (Le Roith, 1997).

4.1. Patro6 d’expressio i regulacio del factor IGF-1

Estudis en models de rosegadors han determinat que, durant el desenvolupament
embrionari, el mRNA d’Igf-1 s’expressa de manera ubiqua en la majoria de teixits. No
obstant, a partir del naixement els nivells d’expressié d’Igf-1 cauen i queden principalment
restringits al fetge, que representa el teixit més important de sintesi i produccié del factor
IGF-1 circulant (Lund et al., 1986; Murphy et al., 1987). Els nivells plasmatics d’IGF-1
augmenten rapidament després del naixement fins a la pubertat, de manera
correlacionada amb la velocitat de creixement. Un cop assolida I'etapa adulta es mantenen
relativament constants. Existeixen diferents estimuls trofics que indueixen l'expressié
d’IGF-1. El més destacat és la senyalitzaci6é produida per la hormona de creixement (GH) al
fetge, pero també altres factors com l'estat nutricional, els estrogens, o factors del
desenvolupament que controlen l'organogénesi (Emler and Schalch, 1987; Murphy and

Friesen, 1988; Randhawa and Cohen, 2005; Le Roith, 1997; Rotwein et al., 1987).

Les accions d'IGF-1 tenen efectes pleiotropics i estan controlades per diferents
mecanismes. L'IGF-1 pot unir-se al seu propi receptor (IGF-1R) i, amb menys afinitat, al
receptor de la insulina (IR) (Nakae et al., 2001; Zapf et al., 1978). Mentre la insulina actua
principalment sobre el fetge, el muscul i el teixit adipés regulant el metabolisme i
I'’homeostasi de glucosa, I'acci6 de I'IGF-1 té lloc a tot l'organisme (Daughaday and
Rotwein, 1989; Kahn, 1985). Aquestes diferencies s6n degudes basicament a la diferent
distribucié dels respectius receptors ja que tant la insulina com I'IGF-1 estimulen la

mateixa via de senyalitzacié. Aixi, els teixits implicats en la captacié i metabolitzacié de la
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glucosa, com el fetge, el muscul esqueletic i el teixit adipds, tenen molts IR i pocs IGF-1R,
mentre que, per exemple, les cel-lules B dels illots pancreatics presenten sobretot
receptors d’IGF-1 (Van Schravendijk et al.,, 1987). Ambdds receptors formen part d’'una
familia de receptors tirosina-quinasa anomenats receptors tipus I, formats per quatre
subunitats que s’estructuren en dimers. Els receptors de la insulina poden estar formats
per dos isoformes diferents (IR-A, IR-B) i els receptors d’IGF-1 poden estar formats per les
dues isoformes del IR i pel IGF-1R que només té una isoforma. La combinacié de dimers

que formen el receptor determina la diferent afinitat de lligand (Figura 13).

Un altre nivell de regulacié esta format per les proteines d’unié als IGFs (IGFBP). Hi ha
6 proteines d'unié que modulen l'accié dels IGFs anomenades IGFBP-1 a 6. Les IGFBPs
s'uneixen als IGFs en circulaci6 i limiten la seva disponibilitat perque puguin interaccionar
0 no amb els receptors dels IGFs. A més, també controlen directament 'accié dels IGFs

(Collett-Solberg and Cohen, 2000).

[ IGF-1 I(_.f-BPs —I| IGF-2_]

SDRSEN
Ill] | | [ | R |

IRA] IGF1R]
IEH IEI m I]Ei IGFIR

Figura 13. Familia de receptors de la insulina i d’IGF-1. Les isoformes A i B del receptor de la insulina (IRA,
IRB) i el receptor del factor IGF-1 (IGF1R) es combinen formant dimers que configuren sis especies diferents
de receptors. Les fletxes indiquen la diferent afinitat de lligand en funcié del dimer que formi el receptor
(Adaptat de Pollak, 2012).

4.2. Cascada de senyalitzacio del factor IGF-1 a les cel-lules

L'IGF-1 és el factor de creixement més rellevant i millor caracteritzat que controla la
proliferaci6 i supervivencia de la massa de cel-lula f (Rhodes and White, 2002). Fins i tot
altres factors de creixement importants per la cél-lula 3, com el péptid similar al glucagé

tipus 1 (GLP-1), es creu que actuen induint 'expressié d’'IGF-1R (Cornu et al., 2009, 2010).

32



Introduccio

A part del paper d'IGF-1 durant el desenvolupament embrionari, s’ha vist que I'lGF-1
també té funcions importants en la regulacié de la massa de cél-lula  durant I'etapa post-
natal. Per exemple, s’ha observat que els nivells d'IGF-1 augmenten durant I'increment de
massa de cel-lula B que té lloc en 'obesitat per fer front a la resistencia periférica a la
insulina (Frystyk et al., 1999), o en resposta a pancreatectomies parcials induides en
gossos i rates (Hayakawa et al,, 1996; Smith et al, 1991). Tanmateix encara existeixen
discrepancies pel que fa a la capacitat d'IGF-1 d’incrementar la massa de la cel-lula 3 (Liu,
2007). De fet, la inactivaci6 del seu receptor IGF-1R especificament a la cel-lula 3 porta a
intolerancia a la glucosa perd no modifica la massa de cel-lula p (Kulkarni et al., 2002).
Fins i tot, la inactivaci6 del gen de I'IGF-1 a les cél-lules B pancreatiques no només no

disminueix la massa de cel-lula 8, sin6 que indueix hiperplasia dels illots (Lu et al., 2004).

D’altra banda, les propietats antiapoptotiques i anti-inflamatories del factor IGF-1 han
estat ampliament demostrades. Aixi, en diversos estudis, s’ha comprovat que en illots
cultivats amb citoquines pro-inflamatories com IL-18, TNF-a, o I[FN-y, I'IGF-1 proporciona
una proteccié contra 'apoptosi dels illots i contra la inhibicié de la secrecié d’insulina
induida per les citoquines (Castrillo et al., 2000; Giannoukakis et al., 2000; Harrison et al.,
1998; Mabley et al., 1997). El mateix passa quan es cultiven illots obtinguts d’animals NOD
pre-diabetics amb IGF-1 (Hill et al., 1999).

La uni6 del lligand IGF-1 amb el seu receptor indueix un canvi conformacional que
incrementa l'activitat tirosina-quinasa del receptor IGF-1R. El primer pas de la via de
senyalitzacié és la fosforilacié de les proteines anomenades IRSs (substractes del receptor
de la insulina) (White, 2002). En particular, es considera que la senyalitzacié6 promoguda
per la fosforilacié d’IRS-2 és la principal encarregada d’induir els efectes anti-apoptotics i

proliferatius d’IGF-1 (Withers et al., 1999).

La capacitat proliferativa d’'IGF-1 esta mediada principalment per la via de
senyalitzacié de les proteines quinases activades per mitogens (MAPK). En concret, la
cascada de senyalitzacié d’IRS-2 indueix la fosforilaci6 de les quinases regulades per
senyals extracel-lulars-1i -2 (Erk-1 i -2), membres de la familia de les MAPK. Aixo fa que
siguin translocades al nucli on indueixen la transcripcié de gens de proliferacié i fosforilen

altres factors de transcripci6 (Lingohr et al., 2002) (Figura 14).

Per altra banda, I'[RS-2 promou I'activacié de la fosfo-inositol-3-quinasa (PI3K) que al

seu torn activa la proteina quinasa B (PKB) o AKT (Holst et al., 1998). L’activacié d’AKT es
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correlaciona amb I'efecte anti-apoptotic d'IGF-1 que actua a diferents nivells (Chen et al.,
2004; Kauffmann-Zeh et al., 1997; Kooijman, 2006). Una de les dianes primaries de I'AKT
és la proteina BAD (proteina promotora de mort associada a Bcl-2). Quan BAD és
fosforilada per Akt deixa d’interaccionar amb les proteines Bcl-2 (B-cell ymphoma 2) o
Bcl-xL (B-cell ymphoma-extra large) que poden exercir la seva funcié anti-apoptotica. La
proteina AKT també indueix la fosforilacié6 de la procaspasa-9, inhibint aixi la seva
activacio proteolitica i bloquejant la cascada d’induccié de mort per apoptosi mediada per
casapases. A més, 'AKT disminueix 'expressié de receptors inductors de mort, com el
lligand Fas (FasL), reduint també l'apoptisi mediada per Fas. Daltra banda, I'activacid
d’Akt condueix a 'expressié del factor de transcripcié NF-KappaB (NF-kB) que entra al

nucli de la cel-lula i activa la transcripci6 d’altres gens anti-apoptotics (Figura 14).

Cél-lulap

 MAPK
e
AKT/PKB PKC and PKA

N

Inhibicio de factors
.~ pro-apoptotics

Activacio de factors
___anti-apoptotics

NF«xB  Bcl-2  Bcl-xL Caspasa-9 Bad  FaslL

Figura 14. Via de senyalitzacié del factor IGF-1 a la cel-lula B. L'activaci6 del receptor de 'lGF-1 (IGF-1R)
per unid al seu lligand (IGF-1) activa una cascada de fosforilacions a l'interior de la cél-lula B que condueixen a
I'activacié de dues vies principals: la via de les MAPK, que estimula la proliferaci6, i la via de la 'AKT, que
senyalitza 'efecte anti-apoptotic d’'IGF-1.
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4.3.IGF-1i prevencio de diabetis
4.3.1. Terapies amb proteina IGF-1 recombinant

Defectes en la senyalitzaci6 de la insulina estan associats a diabetis. En la T2D,
'alteraci6 de la sensibilitat periferica a la insulina provoca un estat de resistencia a la
senyalitzacio de la insulina i una secrecié inadequada de ’hormona. D’altra banda, en la
T1D, alteracions en la senyalitzacié de la insulina estan associades als canvis que es
produeixen durant el desenvolupament com la pubertat o I'embaras, o a un control
metabolic deficient. Donat que T'IGF-1 i la insulina comparteixen la mateixa via de
senyalitzacié cel-lular, el factor IGF-1 ha estat emprat per al tractament de la diabetis
mostrant beneficis molt clars (Savage et al, 2004). L’administracié intravenosa de
proteina IGF-1 recombinant en pacients amb una marcada resisténcia a la insulina
produeix efectes similars a la insulina, millorant el control glicemic i altres parametres
metabolics. No obstant, 'increment en els nivells circulants d’IGF-1 comportava el

desenvolupament efectes secundaris no desitjats (Jabri et al., 1994).

D’altra banda, es va observar que I'administraci6é subcutania diaria de proteina IGF-1
recombinant en ratolins NOD pre-diabeétics, reduia la severitat de la insulitis en els illots i
la incidencia de T1D (Bergerot et al, 1995; Kaino et al, 1996). A més, 'administracid
d’IGF-1, sol o en complex amb la IGFBP-3, protegia els illots de la insulitis i retardava
I'aparici6 de T1D en el ratoli NOD. En aquests estudis, el complex IGF1/IGFBP-3 va ser més
efectiu que I'IGF-1 individualment, probablement degut a I'increment de la vida mitja
d’IGF-1 en el complex (Chen et al.,, 2004). De manera similar, la transferéncia de cel-lules T
autoreactives a ratolins NOD tractats amb IGF-1 redueix la incidencia de diabetis degut a
una reducci6 de la insulitis i alteracions en 'activaci6 de cél-lules T del sistema immune
(Bergerot et al., 1996). Finalment, en un estudi realitzat al nostre laboratori es va observar
que l'expressié d’IGF-1 a les cel-lules no parenquimals del fetge era capag de preservar la
massa de cel-lula §§ i prevenir el desenvolupament de diabetis autoimmune en ratolins
transgeénics per IFN- tractats amb STZ. Aquesta prevencid, a més, era deguda a un

increment de les cél-lules T reguladores al pancrees dels ratolins (Anguela et al., 2013).
Aixi doncs, els efectes d'IGF-1 sobre la cel-lula i sobre la modulacié del sistema

immune podrien tenir un paper molt important en la supervivencia dels illots en front

d’un atac autoimmune.
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4.3.2. Animals transgeénics que expressen IGF-1 en les cél-lules

Per tal d’estudiar els efectes locals de la produccié d’IGF-1 sobre la ceél-lula 3, en el
nostre laboratori es van generar animals transgeénics que sobreexpressen IGF-1 muri
especificament en les cél-lules  pancreatiques sota el control del promotor del gen de la
insulina-1 de rata (RIP-1) tant en el fons genetic C57B1/6-S]JL com CD1 (Agudo et al., 2008;
George et al., 2002). Es va estudiar si la sobreexpressié d’'IGF-1 era capa¢ de contrarestar
els efectes de la induccié de la diabetis experimental mitjancant el tractament amb STZ. Es
va observar que, després del tractament amb STZ, els ratolins control esdevenien diabetics
i morien. En canvi, els animals transgenics que sobreexpressaven IGF-1, presentaven
hiperglucémia i hipoinsulinémia després del tractament, perdo amb el temps eren capacos
de normalitzar aquests parametres metabolics i sobreviure. Aixo era degut a una reducci6

de I'apoptosi i un increment de la replicaci6 de les cel-lules f3.

Posteriorment, es va demostrar que la sobreexpressiéo d’IGF-1 era, a més, capag de
contrarestar una diabetis autoimmune. Per aix0, es van creuar els ratolins RIP-1/IGF-1
amb ratolins transgénics RIP-1/IFN-, també generats al nostre laboratori. Els ratolins
RIP-1/IFN-B sobreexpressen IFN-p huma als illots, i mostren insulitis i una major
susceptibilitat a desenvolupar diabetis que fa que esdevinguin diabetics amb
I'administracié de dosis de STZ no diabetogéniques per a ratolins control (Pelegrin et al,,
1998). En els dobles transgénics IGF-1/IFN-, es va observar una disminucié de la insulitis
i de I'apoptosi de la cél-lula f que bloquejava la perdua de massa de cél-lules 3 (Casellas et

al,, 2006). Aixi, en aquest model IGF-1 tenia un clar efecte anti-inflamatori i antiapoptotic.

Per tant, aquests resultats indiquen que I'expressid local d’IGF-1 a les cel-lules 3 del
pancrees, contraresta la diabetis tipus 1 en un model de diabetis induida
experimentalment amb STZ; i en el model transgénic de diabetis tipus 1 RIP-1/IFN-f§ quan
és administrat amb dosis no diabetogeniques de STZ. No obstant, seria de gran interes
caracteritzar si I'expressié local d’IGF-1 a les cel-lules § del pancrees també és capag de
prevenir o contrarestar la diabetis tipus 1 en un model d’aparicié espontania de la malaltia

com el model NOD.

En conjunt, aquests antecedents indicarien que la transfereéncia genica d’Igf-1 a

pancrees podria ser una possible estratégia terapéutica per la diabetis tipus 1.
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5. TERAPIA GENICA

Tot i que els tractaments existents tant en la diabetis tipus 1 com en la diabetis tipus 2
han millorat significativament la qualitat de vida dels pacients, aquestes terapies
presenten certs inconvenients i no aconsegueixen curar la malaltia. Per aixo, cal
desenvolupar noves terapies preventives o curatives per la T1D. En aquest sentit, les
aproximacions de terapia genica dirigides al pancrees podrien oferir un nou ventall

d’oportunitats per al futur desenvolupament de nous tractaments per la diabetis.

5.1. Introduccio a la terapia génica

La terapia genica ha estat redefinida actualment com una estrategia basada en la
transferéncia de material genetic exogen (DNA o RNA) a les cel-lules o teixits diana amb
finalitats terapeutiques. El material genetic exogen pot ser introduit per afegir nous gens o
incrementar la dosi genica d'un gen (DelloRusso et al, 2002), per corregir gens
defectuosos (Haurigot et al,, 2013; Li et al,, 2011; Miller et al,, 2006), o fins i tot per
silenciar I'expressié génica de determinats gens (Aoki et al.), amb la finalitat de corregir o

alleujar els simptomes d’'una malaltia (Heilbronn and Weger, 2010).

La terapia genica es pot dividir en dos subtipus: la terapia genica ex vivo, on les
cel-lules del teixit diana s’obtenen per mitja d’'una biopsia, es cultiven i modifiquen
genéticament in vitro, i finalment es transfereixen de nou al pacient; i la terapia génica in

vivo, on les cel-lules s6n modificades geneticament in situ en I'individu (Anderson, 1998).

Un dels factors clau en I'exit de la terapia genica és el desenvolupament de vehicles de
transferéncia génica, anomenats vectors, que siguin eficients, segurs i innocus a I'hora de
transferir el material genetic al teixit o teixits diana. En els dltims anys s’ha desenvolupat
una amplia gama de vectors amb l'objectiu d’aconseguir aquesta finalitat. En general
aquests vectors es classifiquen en dos grans categories: els vectors no virals i els vectors
virals. Els sistemes de transferéncia basats en vectors no virals inclouen la injecci6
directa de DNA mitjancant meétodes fisics (electroporacio, sonicacié), o bé, I'encapsidacié
del DNA amb liposomes (lipids cationics o polimers cationics) per introduir el material
genetic a la cel-lula diana. Els vectors virals exploten la capacitat infectiva natural dels
virus per entrar a la cél-lula, transferir el material genétic al nucli i expressar les proteines

o el RNA que codifiquen.
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5.2. Vectors virals

Els virus son vehicles naturals altament evolucionats per a la transferéncia de
material genétic exogen a les cel-lules infectades. Aquests atributs els ha portat a ser
objecte de nombroses modificacions genétiques per tal de fer possible i optimitzar el seu
us en la terapia genica. Els vectors virals sén virus modificats per tal que no puguin induir
una infeccié productiva. En aquest cas, la capside viral conté un genoma genéticament
modificat que conserva la capacitat infectiva natural i permet la introduccié del material
genetic al nucli de la cél-lula diana (procés conegut com transduccié), pero és incapag
d’induir la produccié de nous virions. L’eliminaci6 dels gens propis del genoma natural del
virus que no dirigeixen la transduccid, s’aprofita per a generar una major capacitat de
clonatge del constructe terapéutic i disminuir la possible resposta del sistema immune de

I'hoste contra el vector (Kay et al.,, 2001).

En la Taula 1 es presenta un resum de les principals caracteristiques dels vectors

virals més comunament utilitzats en la terapia génica.
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Taula 1. Caracteristiques generals dels vectors virals.

Vector Avantatges Desavantatges
Adenovirus = Elevada capacitat de clonatge (36 kb) =  Provoca resposta inflamatoria
(Ad) = Infecta cél-lules quiescents i en divisid degut a la capacitat

= Roman episomal immunologica
= Utils en experiments de curta durada =  Tropisme inespecific
=  Alta toxicitat hepatica
Virus = Infecta cel-lules quiescents i en divisid =  Baixa capacitat de clonatge
adenoassociats = Roman episomal (4.8 kb)
Produccié amb elevats titols
(AAV) = Baixa immunogenicitat

=  No patogeénic

= Amplia varietat de serotips amb diferents
tropismes especifics de teixits

= Elevada estabilitat en linies cel-lulars

Retrovirus =  Expressid estable en cel-lules en divisi6 =  Integraci6 al'atzar al genoma
(RT) =  Produccié amb elevats titols de I'’hoste amb el risc de
=  Possible re-administraci6 mutagenesi insercional

=  Capacitat de clonatge (8 kb)
= Infecta només cel-lules en

divisié
Lentivirus (LV) = Infecta cél-lules quiescents i en divisi6 = Integraci6 al’atzar al genoma
=  Expressid estable a llarg termini de I'’hoste amb el risc de
= No immunogénic mutagenesi insercional

=  Esnecessiten més estudis per
avaluar la manca de
patogenicitat
_

(Adaptaci6 de Kay, 2011; Verma and Weitzman, 2005).

5.3. Vectors virals adeno-associats (AAV)

Els vectors virals basats en els virus adeno-associats (AAV) sén vehicles molt eficients
per a la terapia génica. Un grup important de dades procedents d’estudis en models
d’experimentacié animal han demostrat la baixa immunogenicitat i abséncia de
patogenicitat dels AAV. Aquests vectors presenten un perfil de seguretat excel:lent i
I'habilitat de proporcionar una expressié a llarg termini en una gran varietat de teixits
(Mount et al., 2002). A més, fins ara cap procés patogénic ha estat associat als AAV en
humans. Es per aixd que la majoria d’estratégies terapéutiques per a tractar malalties
genetiques en humans per mitja de la terapia genica in vivo estant fent us de la tecnologia
dels AAV amb resultats molt prometedors (Mingozzi and High, 2011). Recentment, ha
estat aprovat el primer producte de terapia genica basat en AAVs a Europa (Glybera) (Yla-

Herttuala, 2012).

5.3.1. Biologia dels virus AAV

Els virus AAV pertanyen al génere Dependovirus de la familia Parvoviridae. Aquesta

classificacié es basa en el fet que els AAV depenen de la coinfeccié d’un virus helper no
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relacionat (per exemple un adenovirus, el virus de 'herpes, el citomegalovirus huma o el
virus del papil-loma) per a una infecci6 productiva. Fins a I'actualitat, 14 serotips diferents
i més de 100 variants han estat descrits, aillats com a contaminants de les preparacions
adenovirals o a partir de les seqiiencies provirals que s’han trobat integrades en primats
no humans i teixits humans (Biining et al, 2008). Tot i aix0, només uns quants s’han
utilitzat com a vectors i han estat estudiats amb més profunditat (Kay, 2011). Tots els
serotips dels AAV presenten una estructura, mida del genoma, i organitzacié similar,
essent el AAVS5 el serotip més divergent (Qiu and Pintel, 2004). La gran variabilitat de
serotips esta determinada per la presencia de proteines diferents en la capside viral que
resulta en I'ds de diferents receptors i co-receptors de superficie cel-lular per a I'’entrada a
la cel-lula. Aquest fet, en combinacié amb les alternatives de processament intracel-lular,
genera un tropisme tissular concret per a cada serotip. Per exemple, els AAV8 tenen
tropisme pel fetge; els AAV1, AAV6 i AAV7 pel muscul esquelétic i els AAV9 pel cor
(Biining et al., 2008).

Els AAV contenen un genoma de DNA monocadena d’aproximadament 5 kb, el qual és
empaquetat en una capside icosaédrica sense envolta de 20-25 nm de diametre. En el
genoma dels AAV es poden identificar tres regions funcionals importants: dues pautes de
lectura obertes (ORF) anomenadess rep i cap i les repeticions terminals invertides (ITR)

(Carter and Samulski, 2000) (Figura 15).

Les ITRs formen unes estructures en forma de T a I'extrem 5’ i 3’ del genoma del AAV
que serveixen com a origen de replicacié i tenen un paper clau en la integracié del genoma
viral en el genoma de I'hoste, aixi com la posterior recuperacié del DNA viral des de I'estat

integrat.

El ORF rep codifica per quatre proteines multifuncionals (REP) implicades en la
replicaci6 del genoma viral, el control de la transcripci6, la integracié i I'encapsidaci6 dels
genomes dels AAV en capsides preformades. Els virus AAV salvatges presenten certa
tendeéncia a integrar-se en una regi6 especifica del cromosoma 19 huma anomenada AAV-

S1 (Kotin et al., 1990; Samulski et al., 1991).

El ORF cap codifica per a tres proteines de la capside: VP1, VP2 i VP3, les quals tenen
en comu la major part de la seqiiencia d’aminoacids excepte I'extrem N-terminal. Les
diferéncies en les proteines de la capside dels diferents serotips dels AAV resulten en I'ts

de diferents receptors de superficie per tal d’entrar a la cel-lula diana. Aquestes
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diferéncies, en combinacié amb el processament intracel-lular alternatiu, determina les

diferencies de tropisme de cada serotip dels AAV (Biining et al., 2008).

ITR ITR

pS p19 p40 PolyA

VP3'

Figura 15. Representacié esquematica del genoma del AAV2. El genoma del virus AAV2 conté 4680
nucleotids flanquejats per dues repeticions terminals invertides (ITR). Les proteines reguladores (Rep78,
Rep68, Rep52 i Rep40) estan codificades pel gen rep (blau) i regulades pels promotors p5 i p19. Les proteines
estructurals de la capside (VP1, VP2 i VP3) estan codificades pel gen cap (groc) i regulades pel promotor p40.
Les tres fletxes indiquen cada un dels tres promotors a les posicions 5, 19 i 40. Tots els transcrits dels AAV
comparteixen la mateixa senyal de poliadenilacié (poliA) (Ayuso et al., 2010a).

5.3.2. Vectors AAV recombinants

Els vectors AAV recombinants s’han generat a partir de la substitucié dels gens virals
rep i cap en el genoma viral pel constructe terapéutic d’elecci6, flanquejat per les ITRs
conservant aixi la capacitat d’empaquetament (Figura 16). En conseqiiéncia, els vectors
AAV estan desproveits de qualsevol gen viral, evitant d’aquesta manera que les cél-lules
transduides siguin reconegudes i destruides pel sistema immunitari. Tot i que aquesta
afirmacié és certa en models animals, s’ha vist que en determinades condicions els vectors
AAV podrien desencadenar respostes immunes en humans (Manno et al., 2006; Mingozzi

and High, 2013; Mingozzi et al,, 2009, 2013).
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AAV WT

ITR Promotor Transgén PA ITR

Fins 5 kb

Figura 16. Representacié esquematica del genoma del AAV. La substitucié dels gens virals rep i cap del
genoma del AAV salvatge (AAV wt) pel constructe terapeutic déna lloc als vectors AAV recombinants (vectors
AAV). Aquests expressen un gen terapéutic controlat per un promotor determinat. (Esquema adaptat de Masat
etal, 2013).

Els vectors AAV poden transduir tant cel-lules en divisié com quiescents. Un cop dins
la cél-lula diana el 99% dels genomes dels AAV romanen episomals en el nucli de la cel-lula
hoste com a concatamers de DNA del vector (Kay, 2011). Tot i que amb una baixa taxa, pot
passar que el genoma viral s’integri al genoma de la cél-lula hoste, normalment en zones
de transcripci6 genica activa o en zones on es produeix un trencament de la doble cadena
de DNA (Deyle and Russell, 2009; Inagaki et al., 2008; Miller et al., 2002; Nakai et al,,
2003). Un cop dins el nucli de la cel-lula, el genoma del AAV ha de ser convertit en una
doble cadena de DNA per permetre I'expressio del transgén (Verma and Weitzman, 2005).
Donat que aquest és un pas limitant per a 'expressié del vector, s’han dissenyat AAVs que
contenen un genoma de doble cadena de DNA (dsAAV) per tal d’eludir el pas de la sintesi
de la cadena complementaria i aixi millorar la produccid de la proteina terapeutica (Wang
et al, 2003). No obstant, la principal restriccié en I'is dels dsAAV és la seva limitada
capacitat de clonatge, de no més de 2.2 kb, i la dificultat en la generaci6 de vectors, el que
impedeix el seu us per a la transferéncia de molts gens d’interes. A més, s’ha estat descrit
que els dsAAV potencien la resposta innata del sistema immune en comparacié amb els

vectors de cadena Uinica AAV (Martino et al., 2011).
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Els AAV poden ser produits i purificats a titols elevats al laboratori (Ayuso et al,,
2010a). La teécnica més comu per produir vectors AAV consisteix en un sistema de
transfeccié transitoria amb tres plasmidis (Figura 17). Un dels plasmidis conté el
constructe terapeutic flanquejat per les dues ITRs del AAV de serotip 2. S’utilitzen
aquestes ITRs ja que el AAV2 és el serotip més ben caracteritzat (Samulski et al., 1982;
Srivastava et al,, 1983). El segon plasmidi aporta els gens rep i cap del genoma del AAV
sense les ITRs. Les diferencies en la seqiiéncia del gen cap determinen les diferents
proteines que formen la capside viral per a cada serotip d’AAV. Aixi, es poden generar
vectors virals hibrids per mitja de la utilitzacié d’'un segon plasmidi que codifica pel gen
rep del AAV2 i pel gen cap d'un altre serotip diferent (Rabinowitz et al., 2002). Aquests dos
plasmidis sén cotransfectats en cel-lules HEK-293 amb un tercer plasmidi que aporta les
funcions adenovirals necessaries per a la replicaci6 dels AAV. Després de I'expressid i
traduccié de les proteines REP i VP, el constructe terapeutic flanquejat per les ITRs és
replicat i les molecules de DNA monocadena sén introduides en les capsides AAV

preformades.

Vector
plasmidic

H'I-t'u ITH

Plasmidi AAVY} Constructe terapéutic
auxiliar

Plasmidi
Adenovirus
Helper

Transfeccio

; G~ Replicacié i A TS

empaquetament ‘m' AVA PPN
A Céllules HEK-293 \. o A =N YR
WX~
E Ly 4

A
W T Recollida i
: purificacio

Figura 17. Produccié dels AAV recombinants (rAAV) per la triple transfeccid. Per a la producci6 de rAAV
ambdoés ORFs virals s6n reemplacgats pel transgen flanquejat per les senyals d’empaquetament virals (ITRs).
Les proteines virals dels gens rep i cap sén aportades en trans pel plasmidi helper. Les funcions del virus
auxiliars son proporcionades mitjan¢ant la transfecci6é d’un tercer plasmidi que codifica pels gens adenovirals
necessaris per a la produccié dels AAV. (Adaptat de Biining et al.,, 2008).
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Les particules viriques sén aleshores purificades a partir del lisat cel-lular per
centrifugaci6 en un gradient de densitat (CsCl o iodixanol) i/o per cromatografia en
columna. Les preparacions del vector purificat també poden contenir capsides buides, la
quantitat de les quals depén de l'eficacia d’empaquetament i del métode de purificacié. El
metode de purificacié6 que separa més eficientment les capsides buides de les capsides
amb genoma encapsidat és la purificaci6 per gradient de CsCl (Ayuso et al., 2010b; Scallan
et al,, 2006; Zolotukhin et al., 1999). En particular, el polietilenglicol (PEG) i el protocol de
purificacié en CsCl redueix significativament les capsides buides dels AAV i les impureses
de DNA i proteina, augmentant aix{ la puresa de la preparacié viral que en darrer terme

resulta en una major transducci6 in vivo (Ayuso et al.,, 2010b).

5.4. Transferéncia de gens al pancrees

Malgrat els avencgos en l'enginyeria de teixits in vivo, la transferencia efica¢ de gens al
pancrees ha estat dificil d'aconseguir per la seva ubicacié anatomica i estructura
complexa. L'enginyeria genetica del pancrees s'ha avaluat mitjangant vectors no virals i
virals a través de diverses rutes d’administracid. L’administracié intraductal d’'un complex
DNA-liposomes va resultar en la transduccié preferencial de les cél-lules ductals amb una
transduccié ocasional de cel-lules acinars (Schmid et al.,, 1998). L'administraci6 sistémica
de microbombolles plenes de gas contenint un complex de DNA-fosfolipid en combinaci6
amb la tecnologia dels ultrasons va mostrar una transduccié eficient de les cél-lules 3 de
rata (Chen et al,, 2006), pero aquesta tecnologia presenta una disponibilitat limitada i és
dificil de portar a terme. A més, aquests metodes no virals esmentats proporcionen una
expressio a curt termini dels gens d'interes. Els vectors adenovirals (Ad) transdueixen
principalment el pancrees exocri quan sén administrats tant per via intrapancreatica
(McClane et al., 1997; Wang et al., 2004) com per via intraductal (Morro et al., 2014; Raper
and DeMatteo, 1996; Taniguchi et al, 2003). En contrast, I'administraci6é sistémica de
vectors Ad sota el bloqueig de la circulaci6 hepatica descrita pel nostre laboratori, va
permetre una transducci6 preferent de cel-lules § en ratolins, tot i que a baix percentatge,
i també en animals més grans com el gos (Ayuso et al., 2004, 2006). No obstant aixo,
'expressio del transgén va ser transitoria a causa de la immunogenicitat inherent dels
vectors Ad de primera generacié. Els vectors lentivirals (LV) proporcionen una expressio
del transgen a llarg termini degut a la seva capacitat per integrar-se al genoma de la

cél-lula hoste. L’administraci6 intraductal de vectors LV van ser capa¢ de transduir
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cel-lules ductals i acinars, perd només un percentatge minim de cel-lules endocrines

(Collombat et al.,, 2009; Xu et al., 2008).

En contraposicid, els vectors virals adenoassociats (AAV) han mostrat ser més
eficients que els vectors Ad i LV transduint el pancrees (Cheng et al.,, 2007; Wang et al,,
2004) i proporcionen una expressié a llarg termini del transgen degut a la seva manca de
patogenicitat i baixa immunogenicitat. Existeixen diferents serotips de vectors AAV que
presenten diferent tropisme. Els vectors AAV de serotip 81 9 (AAV8 i AAV9) han mostrat
ser capagos de transduir tant el pancrees exocri com endocri quan s6n administrats
sistemicament (Inagaki et al., 2006; Jimenez et al,, 2011; Nakai et al., 2005), mitjancant
una injecci6 intrapancreatica (Cheng et al., 2007; Wang et al., 2004), intraductal (Jimenez
et al, 2011; Loiler et al, 2005) o mitjancant els vasos intrapancreatics (Maione et al.,
2009). En un estudi realitzat en el nostre laboratori on es van comparar els serotips AAV6,
AAVS8 i AAV9 en l'eficiéncia de transduccié del pancrees d’animals ICR mitjancant les
administracions intravenosa i intraductal, es va observar que el serotip AAV8 i la via
d’adminstracié intraductal era la combinacié més eficient per a la transduccié de les
cel-lules § del pancrees. A més, aquesta administracié també va permetre una amplia
distribuci6 del vector pel teixit exocri i nivells d’expressio elevats a llarg termini (Jimenez
et al,, 2011). En efecte, altres grups han escollit el vector de AAV8 com a serotip d’eleccié
per a la transferéncia de gens terapeutics en models induits de diabetis amb STZ (Riedel et
al, 2010) o en ratolins NOD (Churlaud et al., 2014; Flores et al., 2014; Gaddy et al., 2012;
Montane et al.,, 2011; Rehman et al., 2008).
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Objectius

Entre els possibles gens candidats al tractament de la diabetis, el factor de creixement
a la insulina tipus 1 (IGF-1) destaca per les seves propietats immunomoduladores i el seu
control sobre la proliferacié i supervivéncia de la massa de cel-lula f3. El nostre laboratori
ha descrit previament que la sobreexpressié d’IGF-1 a les cél-lules 3 d’animals transgenics
contrarresta la citotoxicitat i la insulitis induida pel tractament amb STZ i potencia la
regeneracio de l'illot. A més, també ha demostrat que I'expressié pancreatica d'IGF-1 prevé
la destrucci6 de l'illot i la mort de la cel-lula §§ en el ratoli transgenic per IFNp a la cel-lula
B, un model d’infiltracié limfocitica del pancrees endocri. Aquestes resultats suggerien que
la transferencia genica d’IGF-1 podria ser una aproximacié terapeéutica indicada pel

desenvolupament d’estratégies de terapia genica per a contrarestar la diabetis.

Per tot aixd, l'objectiu general d’aquest treball va ser estudiar el paper de la
sobreexpressio pancreatica d’IGF-1 en la protecci6 enfront la diabetis autoimmune
en els ratolins NOD per tal de desenvolupar una nova aproximacio terapeutica per

la malaltia. Aquest objectiu general es va subdividir en els segiients objectius especifics:

1. Estudiar els efectes protectors de la sobreexpressio local d’IGF-1 a les cél-lules

dels ratolins NOD transgénics.

1.1. Generar i caracteritzar el ratoli transgénic NOD RIP-1/IGF-1 que expressa IGF-1
especificament a les cél-lules {3 del pancrees.
1.2. Estudiar el paper d’IGF-1 en la prevencié de I'atac autoimmune de la cel-lula § en

el model NOD.
2. Desenvolupar una aproximaciéo de terapia génica mitjancant la transferéncia
amb vectors AAV del factor IGF-1 al pancrees dels ratolins NOD.

2.1. Generar un vector AAV codificant per la proteina IGF-1 murina.
2.2. Estudiar el paper de la transferéncia genica d’IGF-1 mitjancant vectors AAV en la

protecci6 enfront el desenvolupament de diabetis en els ratolins NOD.
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PartI:

Estudi del paper d’IGF-1 en la preservacio de la
massa de cél-lula  en el model NOD






Resultats: Part |

1. OBTENCIO I ANALISI DELS ANIMALS TRANSGENICS NOD-IGF1
1.1. Obtencid del ratoli transgenic NOD-IGF1

Ateriorment, en el nostre laboratori s’havien generat animals transgénics que
sobreexpressaven el gen Igf-1 muri especificament en cel-lules § pancreatiques sota el
control del promotor del gen de la insulina-1 de rata (RIP-1) (George et al., 2002). Aquests
ratolins, originalment generats en el fons genétic C57Bl/6-SJL i derivats a les soques CD-1 i
ICR, van ser creuats amb femelles NOD durant més de 20 generacions per tal d’aconseguir
un fons genetic ~100% NOD (Figura 18). Aquesta nova linia d’animals transgenics RIP-

1/IGF-1 en el fons genétic NOD es van anomenar NOD-IGF1.

ICR RIP-1/IGF-1 NOD
3LD., « 4L,
| NOD
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N, 75% NOD 84&1& X 94&1&
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.. .N,, 99,9998% NOD (3 '433/@ x @ 43@&
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NOD RIP-1/IGF-1
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Figura 18. Esquema de retrocreuament. Esquema dels retrocreuaments efectuats per generar la colonia de
ratolins trangenics RIP-1/IGF-1 en el background genétic NOD a partir d’'un ratoli mascle transgénic RIP-
1/IGF-1 de la soca ICR. Els resultats presentats en aquest treball s’han obtingut a partir d’animals del
retrocreuament N15 en endavant (%NOD > 99,99%).
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1.2. Analisi de la sobreexpressio d’IGF-1 als illots dels ratolins transgénics NOD-IGF1

Per tal de confirmar que els animals transgenics NOD-IGF1 presentaven una
sobreexpressié del factor de creixement IGF-1 als illots pancreatics es van mesurar els
nivells d’expressié del mRNA i el contingut proteic d'IGF-1 en mostres d’illots. Es va
observar que els animals transgénics NOD-IGF1 presentaven nivells molt superiors de
mRNA i de proteina IGF-1 als illots pancreatics en comparacié amb els illots d’'un animal
NOD no transgénic. La sobreexpressié d’IGF-1 als illots dels animals transgenics NOD-IGF1
també es va confimar mitjancant una tincié immunohistoquimica del pancrees contra IGF-

1 (Figura 19).
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Figura 19. Sobreexpressio d'IGF1 als illots transgenics NOD-IGF1. (A) Nivells de mRNA d’'Igf-1 en illots.
Valors expressats en unitats arbitraries equivalents als resultats de la qPCR normalitzats pel gen Rplp0 i
respecte als illots dels animals control NOD. Els resultats s'expressen com la mitjana + SEM, N= 9-10 animals
per grup. ***p<0.001. (B) Contingut d'IGF1 detectat per ELISA en extractes d’illots. Els resultats
s'expressen com la mitjana + SEM, N= 5-6 animals per grup. ND: No detectat. (C) Immunohistoquimica del

pancrees contra IGF1. Fotografies a 400x. Els resultats corresponen a mostres d’animals de 8 setmanes
d’edat.
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Per tal de confirmar que el tipus cel-lular responsable de la produccié d’IGF-1 eren les
cel-lules B dels illots pancreatics (expressié determinada pel promotor RIP-1), es va
efectuar una doble tinci6 immunohistoquimica contra insulina i IGF-1. Com es pot
observar en la Figura 20, la col-localitzaci6é del marcatge per IGF-1 (verd) amb el marcatge
per insulina (vermell) va confirmar que la sobreespressié d’IGF-1 era produida per les

cel-lules B i que, a més, totes les cel-lules 3 de 'illot expressaven el factor.

IGF1 INSULINA IGF1/INSULINA

NOD

NOD-IGF1

Figura 20. Expressio d’'IGF1 a les cél-lules 3 dels illots pancreatics. Immunohistoquimica del pancrees
contra IGF1 (verd) i insulina (vermell) en mostres d’animals de 4 setmanes. Fotografies a 400x.

1.3. Determinacio dels nivells circulants d’IGF-1

Donat que els illots sén estructures abundantment irrigades i tenen la capacitat de
secretar factors al torrent sanguini, es van mesurar els nivells circulants d’'IGF-1 en
animals controls NOD i en animals transgenics NOD-IGF1 per tal de determinar si
I'increment en el contingut d’IGF-1 en els illots es correlacionava amb un increment d’IGF-
1 circulant. No es van observar diferencies en la concentracié en serum d’IGF-1 (Figura

21).
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Figura 3. Nivells circulants d’IGF1. Concentracié d'IGF1 mesurada mitjancant un assaig ELISA en mostres de
serum d’animals de 15 setmanes normoglucémics. Els resultats s'expressen com la mitjana + SEM, N= 5

animals per grup.

Aixi doncs, en els animals transgénics NOD-IGF1 s’aconseguia una notable
sobreexpressio del factor de creixement IGF-1 especificament a les cel-lules §§ dels illots
mentre que els nivells circulants d’IGF-1 no es veien alterats. Aixo indicava que els canvis
fenotipics que es poguessin observar en els ratolins transgenics NOD-IGF1 eren
conseqiiéncia de les alteracions en el pancrees a través d'un efecte paracri, degut a

I'increment local del factor IGF-1.
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2. ESTUDI DEL DESENVOLUPAMENT ESPONTANI DE DIABETIS EN ELS ANIMALS NOD-
IGF1

2.1. Analisi de la incidéncia de diabetis en els ratolins NOD-IGF1

Es va analitzar el percentatge de la poblaci6é de femelles i mascles NOD i NOD-IGF1
que esdevenia diabétic a les instal-lacions del nostre laboratori mitjangant el seguiment
dels valors de glucemia dels animals. Tal i com s’esperava, una part dels individus NOD
control esdevenia diabetic amb el pas del temps. La incidéncia de diabetis en el grup NOD
va ser del 70% en femelles i del 20% en mascles a les 30 setmanes d’edat, amb diferents
pics de manifestacié clinica de diabetis al llarg del seguiment. Per contra, els ratolins
transgenics NOD-IGF1 van presentar una clara proteccié al desenvolupament de diabetis
amb una incidencia del 3% en femelles i del 0% en mascles a les 30 setmanes d’edat

(Figura 22).
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Figura 22. Incidencia de diabetis als ratolins NOD i NOD-IGF1. Es va considerar si un individu era diabétic
quan la seva glucemia superava els 250 mg/dl en dues mesures consecutives. (A) Incidéncia de diabetis en

femelles. N=34 femelles NOD i N=32 femelles NOD-IGF1. (B) Incidéncia de diabetis en mascles. N=19
mascles NOD i N=17 mascles NOD-IGF1.
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Els resultats obtinguts indicaven que independentment del sexe, els ratolins
transgénics NOD-IGF1 estaven protegits enfront el desenvolupament de diabetis. Aixo0 era
d’especial rellevancia en el cas de les femelles, ja que representen el principal sexe afectat
pel desenvolupament de diabetis en els ratolins NOD. Entre les 32 femelles NOD-IGF1

analitzades, només 1 va esdevenir diabética a les 30 setmanes d’edat.

2.2, Seguiment de la glucémia amb I'edat

A partir del seguiment dels valors de glucemia de la colonia de ratolins NOD i NOD-
IGF1 es va representar l'evoluci6 d’aquest parametre amb el temps. Pel que fa a les
femelles, el grup NOD presentava valors d’hiperglucemia a partir de les 14 setmanes
d’edat. En canvi, els ratolins transgénics NOD-IGF1 femella eren capagos de mantenir
valors de normoglucémia al llarg de les 30 setmanes de seguiment (Figura 23A). Pel que fa
als mascles, els primers valors d’hiperglucémia en els animals NOD es van detectar més
tard, a 'edat de 18 setmanes. En contraposicié, i de manera similar al que passava amb les
femelles, els mascles transgenics NOD-IGF1 també van mantenir nivells normoglucémics

durant tot el seguiment (Figura 23B).
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Figura 23. Evolucidé de la glucémia en els ratolins femelles i mascles NOD i NOD-IGF1. Es va fer un
seguiment de la glucemia en alimentacié en els individus de la colonia fins a les 30 setmanes d’edat. (A)
Evolucié de la glucemia de les femelles. Es van seguir un total de 34 femelles NOD, de les quals 22 van
esdevenir hiperglucemiques; i 32 femelles NOD-IGF1. (B) Evolucié de la glucémia dels mascles. Es van
seguir un total de 19 mascles NOD, dels quals 3 van esdevenir hiperglucemics; i 17 mascles NOD-IGF1 que van
romandre normoglucémics. NG: Normoglucémic. HG: Hiperglucemic. Els resultats s'expressen com la mitjana
SEM. Els individus tant mascles com femelles que van esdevenir diabetics en algun punt del seguiment es van
tractar com a grup HG des de l'inici del seguiment.

El seguiment de les glucémies amb I'edat va permetre observar que l'aparicié de
diabetis oberta en els animals NOD no era sincronitzada, siné que s’iniciava a diferents
edats dintre del mateix grup d’animals, originant-se en alguns casos a les 14 setmanes i, en
d’altres, a les 25 setmanes. A més, I'increment dels valors de glucosa en sang en els
animals NOD control tenia lloc de manera molt aguda. Es a dir, un animal podia passar de

valors normals de glucemia a nivells superiors a 600 mg/dl en la seglient mesura.
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D’acord a I'evoluci6 de la glucémia de la Figura 23A, els estudis realitzats en aquesta
tesi doctoral es van dur a terme en individus femella classificats en tres etapes diferents
d’acord a l'’evolucié de la malaltia: pre-diabetis (4-8 setmanes d’edat), inici de diabetis

(14-18 setmanes d’edat), i diabetis oberta (25 a 30 setmanes d’edat) (Figura 24).
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Figura 24. Classificacié de les diferents etapes d’evoluci6 de la malaltia i parametres analitzats. A partir
del seguiment de la glucemia de les femelles representat en la Figura 23A es van establir les diferents etapes
d’estudi del desenvolupament de diabetis en les femelles de la colonia NOD-IGF1. Pre-diabetis (4-8 setmanes
d’edat), inici de diabetis (14-18 setmanes d’edat), i diabetis oberta (25 a 30 setmanes d’edat). En la Figura
s’'indiquen també els parametres analitzats a cada etapa.
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3. FUNCIONALITAT DE LA CEL-LULA § EN ELS RATOLINS TRANSGENICS NOD-IGF1

Una de les caracteristiques de la diabetis tipus 1 és l'alteracié de la tolerancia a la
glucosa. Per aix0, a més de la normalitzaci6 dels valors de glucémia, la reversié del fenotip
diabetic requereix el manteniment de I'’homeostasi de la glucosa enfront d’una
sobrecarrega de sucre. Aixi, els ratolins NOD i NOD-IGF1 van ésser sotmesos a un test de
tolerancia a la glucosa (GTT) administrada intraperitonealment amb la finalitat d’estudiar
la funcionalitat de la cel-lula B i determinar si els ratolins transgenics NOD-IGF1
presentaven canvis en la capacitat de restablir la glucemia circulant en comparacié amb
els ratolins control NOD. Els tests es van realitzar a les diferents etapes d’evolucié del

procés diabetic: pre-diabetis, inici de diabetis i diabetis oberta.

3.1. Analisi de la tolerancia a la glucosa: pre-diabetis

Animals control NOD i animals transgénics NOD-IGF1 de 8 setmanes, edat a la qual
encara no s’ha posat de manifest 'aparicié de diabetis oberta, van ser administrats amb
una dosi de 2 g/kg de pes corporal de glucosa per via intraperitoneal. Un cop administrada
la glucosa, es va dur a terme el seguiment de la glucémia a diferents temps durant 2 hores.
Es va observar que, a aquesta edat, els ratolins NOD i NOD-IGF1 presentaven corbes

similars de tolerancia a la glucosa dins de la normalitat (Figura 25).
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Figura 25. Test de tolerancia a la glucosa en animals NOD i NOD-IGF1 pre-diabétics. Es va realitzar un
test de tolerancia a la glucosa en animals pre-diabetics de 8 setmanes d’edat. Els animals es van dejunar durant
16 hores i se’ls va administrar una dosi de 2 g/kg de glucosa intraperitonial. (A) Valors de glucemia just abans
de la injecci6 i als minuts 15, 30, 60 i 120 posteriors a la injeccié de glucosa. (B) Area sota la corba (AUC). Els
resultats s'expressen com a la mitjana + SEM, N=6-8 animals per grup.
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Aix0 indicava que la sobreexpressié d’IGF-1 a les cél-lules 8 dels ratolins transgenics
NOD-IGF1 no alterava la capacitat de resposta enfront una sobrecarrega de glucosa en

comparacio als ratolins NOD no transgenics.

3.2. Analisi de la tolerancia a la glucosa: inici de diabetis

A les 15 setmanes, ja s’havia produit el desenvolupament espontani de diabetis en
alguns ratolins NOD control. Degut a la preséncia d’animals hiperglucemics, la tolerancia a
la glucosa va ser avaluada mitjancant 'administracié d’'una dosi intraperitoneal de glucosa
inferior al cas anterior (1 g/kg de pes corporal). Com es pot observar en la Figura 26, els
animals NOD hiperglucémics mostraven valors molt elevats de glucemia en deju i eren
incapagos de respondre a la sobrecarrega de glucosa. Per contra, els animals NOD
normoglucémics i els animals transgenics NOD-IGF1 presentaven una glucémia en deju i
una corba de resposta a la glucosa similar. Tot i aixi, de manera estadisticament
significativa als 30 minuts després de la injecci6 de glucosa, es va poder observar com els
ratolins NOD normoglucémics eren lleugerament més intolerants que els ratolins
transgenics NOD-IGF1. De fet, 3 dels 5 ratolins NOD normoglucemics en el moment del

test, van esdevenir diabétics amb el transcurs de les setmanes.
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Figura 26. Test de tolerancia a la glucosa en animals NOD i NOD-IGF1 a l'inici de la diabetis. Es va
realitzar un test de tolerancia a la glucosa en animals de 15 setmanes d’edat. Els animals es van dejunar durant
16 hores i se’ls va administrar una dosi de 1 g/kg de glucosa intraperitoneal. (A) Valors de glucemia just abans
de la injecci6 i als minuts 15, 30, 60 i 120 posteriors a la injeccié de glucosa. (B) Area sota la corba (AUC). Els
resultats s'expressen com la mitjana = SEM, ###p<0.05 vs. NOD NG; ***p<0.05 vs. NOD HG. N=5 animals NOD
NG; N=2 animals NOD HG; N=8 animals NOD-IGF1. NG: Normoglucemic. HG: Hiperglucémic.
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3.3. Analisi de la tolerancia a la glucosa: diabetis oberta

Finalment, es va realitzar el test de tolerancia a les 25 setmanes d’edat dels ratolins,
moment on els individus es troben en fase de diabetis oberta, mitjancant 'administracié
intraperitoneal d’1 g/kg de glucosa. Es va poder observar com tots els ratolins transgenics
NOD-IGF1 continuaven presentant un perfil normal de tolerancia i mantenien la capacitat
de respondre a la sobrecarrega de glucosa (Figura 27). En canvi, a aquesta edat la majoria
d’individus NOD havia esdevingut diabetic obert i la mortalitat d’aquest grup era molt
elevada, per aixo, al GTT de les 25 setmanes només es va incloure el grup NOD
normoglucémic i el grup transgenic NOD-IGF1. El grafic de la Figura 27 mostra com els
ratolins transgeénics NOD-IGF1 presentaven una corba de resposta a la glucosa similar als
animals NOD normoglucemics. Aixo indicaria que els animals NOD-IGF1 mantenien la
tolerancia a la glucosa al llarg de I’edat i també els ratolins NOD que eren normoglucemics

eren capacos de conservar la funcionalitat de la cél-lula 3.
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Figura 27. Test de tolerancia a la glucosa en animals NOD i NOD-IGF1 a I'etapa de diabetis oberta. Es va
realitzar un test de tolerancia a la glucosa en animals de 25 setmanes d’edat. Els animals es van dejunar durant
16 hores i se’ls va administrar una dosi de 1g/kg de glucosa intraperitonial. (A) Valors de glucémia just abans
de la injecci6 i als minuts 15, 30, 60 i 120 posteriors a la injeccié de glucosa. (B) Area sota la corba (AUC). Els
resultats s'expressen com la mitjana *# SEM. N=2 animals NOD NG; N=9 animals NOD-IGF1. NG:
Normoglucémic.

Aixi doncs, els tests de tolerancia a la glucosa realitzats a les diferents etapes
d’evoluci6 de la malaltia, il-lustrats a les Figures 25, 26 i 27, posaven de manifest com els
ratolins NOD esdevenien intolerants a la glucosa amb l'edat, mentre que els animals

transgeénics NOD-IGF1 mantenien la capacitat de resposta davant una sobrecarrega de
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glucosa. Aix0 indicava que la sobreexpressié d’IGF-1 a les cél-lules f dels animals
transgénics NOD-IGF1 era capag de preservar la funcionalitat de la massa de cel-lules 3

prevenint la intolerancia a la glucosa i el desenvolupament de diabetis.
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4. DETERMINACIO DE PARAMETRES SERICS A L’INICI DE DIABETIS

Quan es produeix una disrupcié en 'homeostasi de la glucosa, altres parametres
serics a més de la glucémia es veuen afectats. L’abséncia de la senyalitzacié de la insulina,
que regula la lipolisi, comporta la degradaci6 dels triglicerids al teixit adip6s i I'alliberacié
d’acids grassos al torrent circulatori. Aquests acids grassos alliberats sén parcialment
oxidats al fetge i convertits en cossos cetonics (acetoacetat, f-hidroxibutirat i acetona)
(Prentki and Madiraju, 2012). Amb la finalitat d’avaluar l'estat d’aquests indicadors
metabolics en els ratolins NOD-IGF1, es van mesurar diversos parametres sérics com la
insulina, els triglicerids, els acids grassos lliures i el f-hidroxibutirat a l'inici de la diabetis

(Figura 28).
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Figura 28. Parametres metabolics en serum. (A-D) Concentracid circulant de parametres sérics en mostres
d’animals de 15 setmanes d’edat en alimentacid. (A) insulina; (B) triglicérids; (C) acids grassos lliures i (D) p-
hidroxibutirat. Els resultats s'expressen com la mitjana + SEM, N= 5 animals per grup. ***p<0.001 vs. NOD NG;
**p<0.01 vs. NOD NG; ###p<0.001 vs. NOD HG. NG: Normoglucemic. HG: Hiperglucémic. ND: No detectat.

Els animals NOD hiperglucemics presentaven nivells no detectables d’insulina
circulant (Figura 28A). A més, també van mostrar valors elevats de triglicérids, acids
grassos lliures i cossos cetonics en forma de p-hidroxibutirat (Figura 28B, C, D). Aquestes
alteracions observades podien ser conseqiiéncia directa de la perdua de senyalitzacié de la
insulina. En canvi, els animals transgenics NOD-IGF1 mantenien la insulinémia circulant i
no mostraven alteracions en la resta de parametres mesurats, indicant la correccié del

fenotip diabetic també a nivell d’altres marcadors serics de '’homedstasi de la glucosa.
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5. ESTUDI MORFOLOGIC DEL PANCREES EN INDIVIDUS PRE-DIABETICS

Per tal de poder estudiar si hi havia canvis en la morfologia dels illots de Langerhans
que poguessin explicar les diferéncies en la incidéncia de diabetis i la tolerancia a la

glucosa dels ratolins NOD-IGF1, es va dur a terme un estudi morfologic dels pancrees.

5.1. Distribucio de les cél-lules endocrines de I'illot

En els illots de ratoli, els diferents tipus de cel-lules endocrines estan distribuides de
forma que les cel-lules B, es troben al centre de l'illot i, la resta, a la periféria. A més,
I'organitzaci6 de les cel-lules a dins de l'illot és molt important pel correcte funcionament
del pancrees endocri (Shih et al,, 2002). Per tal d’examinar la morfologia i la distribuci6 de
les cel-lules endocrines pancreatiques dels animals transgenics NOD-IGF1 dins de l'illot es
va dur a terme una analisi immunohistoquimica dels illots en un estadi previ a I'aparici6
de diabetis. Es va observar que no hi havia diferéncies en la distribuci6 de les cél-lules a,
productores de glucago6, ni en la distribuci6 de les cél-lules f, productores d’'insulina, entre

els ratolins NOD i NOD-IGF1 (Figura 29).

Insulina Glucago Insulina/Glucago

NOD

NOD-IGF1

Figura 29. Organitzacié de l'illot pancreatic. Inmunohistoquimica del pancrees contra insulina (verd) i
glucagé (vermell) en mostres d’animals pre-diabétics de 4 setmanes. Fotografies a 400x.
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5.2. Distribuci6 dels illots de Langerhans en el pancrees

El total d’illots de Langerhans d’un individu varia des d’illots constituits per petites
agrupacions de cél-lules (<10 cel-lules) fins a illots de grans dimensions (>100 cel-lules)
que es troben distribuits al llarg de tot el pancrees (Jo et al., 2007). Aquest parametre és
important ja que la mida de l'illot determina les interaccions entre les cel-lules B que
conté, i aquestes actuen de manera coordinada en la secreci6é d'insulina. Per tal d’estudiar
si la sobreexpressié d’IGF-1 en les cel-lules § dels animals transgenics provocava canvis en
la quantitat o mida dels illots de Langerhans, es van determinar aquests parametres
mitjan¢ant una tincié6 immunohistoquimica contra insulina en talls histologics de pancrees
d’individus pre-diabetics (Figura 30). L’aspecte morfologic dels pancrees era similar entre
els individus NOD i NOD-IGF1. No obstant, la quantificacié del nombre d’illots per area de
teixit va revelar un augment significatiu en la proporcié d’illots pancreatics als ratolins
transgenics NOD-IGF1 (Figura 30B). Per altra banda, no es van detectar canvis en el pes

del pancrees dels animals (Figura 30C).
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Figura 30. Analisi histologica del pancrees en individus pre-diabetics. (A) Immunohistoquimica del
pancrees contra insulina. Fotografies a 20x. (B) Illots per area. Recompte del numero d’illots normalitzats
per area de pancrees mesurada. **p<0.01. (C) Pes del pancrees. Percentatge del pes del pancrees (g)
normalitzat pel pes corporal total de l'individu (g). Els resultats s'expressen com la mitjana + SEM, N= 6
animals de 4 setmanes per grup.
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Amb l'objectiu de caracteritzar aquest augment del nombre d’illots observat en els
ratolins transgenics, es va efectuar un recompte dels illots pancreatics classificant-los en
funcio de la seva area insulina positiva. El resultat va permetre observar que els pancrees
dels ratolins transgenics NOD-IGF1 presentaven un major nombre d’illots per a totes les
categories de mida d’area d’illot analitzades (Figura 31). Aix0 indicava que la
sobreexpressiéo d'IGF-1 en els ratolins transgénics no provocava l'augment aillat d’'una
categoria concreta de mida d’illot sin6 que, en general, els animals transgénics NOD-IGF1

presentaven més illots de totes les mides en comparacié amb el model diabetic NOD.
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Figura 31. Distribucié absoluta dels illots en funcié de la seva area. Es va representar el perfil de
distribuci6 absoluta dels illots detectats en tres talls histologics independents del pancrees de cada individu.
Els illots van ésser classificats en funcié de la seva area insulina positiva en quatre categories: illots amb una
area inferior a 500 um?, illots amb una area compresa entre 500 i 2500 um?, illots amb una area compresa
entre 2501 i 10000 wm? i finalment illots amb una area superior a 10000 um2. Es van classificar un total de
667 illots NOD i 1297 illots NOD-IGF1. Els resultats s'expressen com a la mitjana + SEM; *p<0.05, **p<0.01. N=
6 animals de 4 setmanes per grup.

Quan es va normalitzar el nombre d’illots de cada categoria respecte al nombre total
d’illots quantificats (obtenint-se el percentatge o representaci6 d’illots d’'una determinada
mida) no es van observar canvis per a cap de les categories en els ratolins transgeénics

NOD-IGF1 comparats amb els animals NOD (Figura 32).
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Figura 32. Distribucid relativa dels illots en funcié de la seva area. Es va representar el percentatge
d’illots d’'una determinada area respecte el total d’illots analitzats obtenint-se el perfil de distribucié relativa
dels illots. Els resultats s'expressen com la mitjana = SEM, N= 6 animals per grup.

5.3. Determinacié de la massa de ceél-lula B a les diferents etapes d’evolucié del

procés diabetic

A partir de la tinci6 inmunohistoquimica de talls histologics de pancrees contra
insulina es va realitzar una analisi morfomeétrica per quantificar la massa de cél-lules 3 a
les diferents etapes d’evolucié de la diabetis: pre-diabetis (4 setmanes), inici de diabetis

(15 setmanes) i diabetis oberta (30 setmanes) (Figura 33).
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Figura 33. Caracteritzaci6 de la massa de cél-lula . Es va determinar la massa de cél-lula {3 pancreatica dels
ratolins NOD i NOD-IGF1 ales 4, 15 i 30 setmanes d’edat mitjangant la quantificacié de I'area insulina positiva
normalitzada per la secci6 del tall histologic i pel pes del pancrees. Els resultats s'expressen com a la mitjana +
SEM. *p<0.05 vs. NOD NG; **p<0.01 vs. NOD NG, ***p<0.001 vs. NOD NG; ##p<0.01 vs. NOD HG. N= 4-6 animals
per grup. NG: Normoglucemic. HG: Hiperglucémic.
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A les 4 setmanes (pre-diabetis), edat a la qual tots els individus NOD soén
normoglucémics, els animals transgenics NOD-IGF1 presentaven una massa de cel-lula 8
gairebé 3 vegades superior a la del ratoli NOD (Figura 33). Aquest resultat era coherent

amb 'augment en el nombre d’illots per area observat anteriorment (Figura 30B).

En la quantificacié efectuada a les 15 setmanes (inici de diabetis), es va observar que
els ratolins NOD que romanien normoglucemics mantenien els valors de massa observats
a les 4 setmanes d’edat (Figura 33B). En contraposici6, els individus NOD hiperglucémics
havien perdut completament la seva massa de cél-lula § del pancrees. Aquests resultats
concordaven amb la pérdua d’insulina circulant observada en els animals NOD
hiperglucémics de la mateixa edat (Figura 28A). En canvi, els animals transgénics NOD-
IGF1 mostraven una preservacié de la massa de cel-lula f comparable amb els valors

obtinguts a les 4 setmanes.

En darrer lloc, es van obtenir resultats similars en la quantificacié de la massa de
cél-lula B en estadis més avangats de la malaltia. A les 30 setmanes d’edat (diabetis
oberta), els individus transgénics NOD-IGF1 preservaven totalment la massa de cel-lula f.
En canvi, els ratolins NOD hiperglucémics (que a aquesta edat representen el 70% dels
ratolins NOD, veure Figura 22A) havien perdut completament la massa de cel-lula 3 del
pancrees (Figura 33). De fet, tant a les 15 com a les 30 setmanes d’edat, en els ratolins
NOD hiperglucemics practicament no es detectaven cel-lules positives per insulina en cap

dels tres talls seriats de pancrees que van ser analitzats.

Aquests resultats indicaven que els ratolins NOD, a mesura que envellien, perdien la
massa de cel-lula § del pancrees i la secrecié6 d’insulina i, en conseqiiencia, esdevenien
diabetics oberts. En canvi, aquest procés no es donava en els ratolins transgénics NOD-
IGF1 ja que presentaven una preservaci6 de la massa de cel-lula p amb '’edat. En la Figura
34 es mostra un resum de les dades obtingudes en la quantificaci6é de la massa de cel-lula §

a les diferents etapes de la malaltia.
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Figura 34. Resum de la quantificacié6 de la massa de cél-lula f durant I'evolucié del procés diabeétic
(veure Figura 33). Es va determinar la massa de cél-lula § pancreatica en els ratolins NOD i NOD-IGF1 a les 4,
15 i 30 setmanes d’edat mitjancant la quantificaci6 de I'area insulina positiva normalitzada per la seccié del
tall histologic i pel pes del pancrees. Els resultats s'expressen com a la mitjana # SEM. *p<0.05 vs. NOD NG;
**p<0.01 vs. NOD NG, ***p<0.001 vs. NOD NG; ##p<0.01 vs. NOD HG. N= 4-6 animals per grup. NG:
Normoglucémic. HG: Hiperglucémic.
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6. CARACTERITZACIO DE LA REPLICACIO DE LES CEL-LULES p EN L’ETAPA PRE-
DIABETIS

La replicaci6 de les cel-lules § pre-existents s’ha descrit com el principal mecanisme
responsable del manteniment i creixement de la massa de cél-lula f (Dor et al., 2004;
Georgia and Bhushan, 2004; Teta et al.,, 2007). D’altra banda, IGF-1 és capa¢ de promoure
la proliferacié i la diferenciacié de les cel-lules  (Hogg et al., 1993; Rabinovitch et al,,
1982) i esta involucrat en la regulacié del creixement i diferenciaci6 dels illots (Han et al.,
1988; Le Roith, 1997). Per aquest motiu, i amb I'objectiu d’estudiar si un augment en la
replicaci6 de la cél-lula  era el responsable de I'increment de massa de cél-lula § observat
en els ratolins transgenics NOD-IGF1 pre-diabetics, es va determinar la taxa de replicacié

de les cel-lules f.

6.1. Determinacié de la taxa de replicacié mitjancant I'analisi histologica del

marcador de replicaci6 Ki67

La proliferacié de les cel-lules B va ser analitzada mitjancant una tincié conjunta
contra el marcador de proliferacié Ki67 (Starborg et al, 1996) i contra insulina en
pancrees d’individus pre-diabetics. S’ha descrit que la proteina Ki67 s’expressa a nivells
baixos durant la fase final del cicle cel-lular G1 i s’"acumula durant les fases de S, G2 i M;
essent utilitzada en molts casos com a indicador de replicacié. Tal i com s’observa en la
Figura 35A es van poder detectar nuclis de cel-lula B en replicacié pero no es van observar
diferéncies en la taxa de replicaci6 dels illots transgenics NOD-IGF1 en comparacié amb

els illots NOD control (Figura 35B).
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Figura 35. Mesura de la taxa de replicacié. (A) Analisi immunohistoquimica de la replicacié. Es va
realitzar una doble tincié immunohistoquimica contra Ki67 (verd) i contra insulina (vermell) en talls
histologics de pancrees d’animals NOD i animals transgenics NOD-IGF1 normoglucemics de 4 setmanes d’edat.
Fotografies a 400x. (B) Taxa de replicacid. Es varen comptar tots els nuclis insulina positius continguts en
dos talls histologics separats de cada animal (2000-5000 nuclis per animal). Es va representar el percentatge
de cél-lules B positives per Ki67 sobre el total de cel-lules § recomptades (insulina positives). Els resultats
s'expressen com a la mitjana + SEM, n=5 animals per grup.
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6.2. Analisi de I'expressié génica de factors implicats en la regulacié del cicle

cel'lular

Entre els principals activadors de la progressié de la divisié cel-lular destaquen les
quinases dependents de ciclines o Cdks, i les ciclines. En concret, I'activacié de la Cdk-4
que actua en complex amb les ciclines D1 i D2 és essencial per a la proliferacié post-natal
de la cél-lula B (Kushner et al, 2005; Rane et al, 1999). Per altra banda, existeixen
inhibidors del cicle cel-lular, entre els quals es troben els inhibidors de les quinases
dependents de ciclina o Cki (p21/cdknla, p27/cdkn1b), que sén de gran importancia com
a senyal negativa del creixement cel-lular. Esta descrit que la sobreexpressi6 de p21
podria inhibir el creixement de la cel-lula § actuant com un fre molecular en la progressio
del cicle cel-lular (Cozar-Castellano et al., 2006b).

L’expressié genica d’aquests marcadors va ser avaluada mitjancant PCR quantitativa
en individus pre-diabétics per tal d’estudiar si la sobreexpressié d’IGF-1 a les cel-lules 3
dels animals NOD-IGF1 era capa¢ de modular el cicle cel-lular. No es van detectar canvis en
I'expressio geénica de la quinasa dependent de ciclina Cdk-4 ni tampoc en les ciclines D1 i

D2 entre els illots dels ratolins NOD i els ratolins transgenics NOD-IGF1 (Figura 36).
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Figura 36. (A-C) Expressi6 génica de Cdk-4, ciclina D1 i ciclina D2. Mitjangant PCR quantitativa es va
mesurar l'expressié de (A) la quinasa depenent de ciclines Cdk-4, (B) de la ciclina D1 i (C) de la ciclina D2 a
partir de RNA d’illots d’animals NOD i NOD-IGF1 de 8 setmanes d’edat. Els resultats s'expressen com a la
mitjana + SEM, N=9-10 animals per grup.

En canvi, en la quantificaci6 dels nivells d’expressié dels inhibidors del cicle cel-lular
es va observar un augment significatiu en 'expressié genica de p21 (Figura 37A). Pel que

faa p27 no es van detectar canvis en I'expressio génica d’aquest inhibidor (Figura 37B).
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Figura 37. Expressi6 génica d’inhibidors del cicle cel-lular. (A-B) Mitjancant PCR quantitativa es va
mesurar l'expressio dels inhibidors del cicle cel-lular (A) p21i (B) p27, a partir de RNA d’illots d’animals NOD
i NOD-IGF1 de 8 setmanes d’edat. Els resultats s'expressen com a la mitjana + SEM, *p<0.05. N= 9-10 animals
per grup.

Aix0 indicaria que tot i una possible estimulacié de la proliferacié de la ceél-lula
induida per IGF-1, en els illots dels animals transgenics NOD-IGF1 no s’observava un
augment de la taxa de replicaci6 ni tampoc de l'expressié genica de marcadors de
proliferaci6 de la cél-lula §. En contraposici6, s’observava un augment de l'inhibidor del

cicle cel-lular p21 que podria ser responsable de l'equilibri replicatiu en els illots

transgenics.

Aquests resultats concordaven amb els obtinguts en treballs anteriors, on s’havia
descrit que la sobreexpressié d’IGF-1 a la cel-lula  no era capa¢ d’induir I'increment de
replicaci6 de les cel-lules en ratolins sans (Agudo et al.,, 2008). En aquest cas, també es va
observar un increment de I'inhibidor del cicle cel-lular p21 que podria estar frenant la

progressié del cicle cel-lular com a mecanisme compensatori als efectes d’IGF-1 als illots

dels animals transgenics.
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7. CARACTERITZACIO DE LA MORT CEL-LULAR DE LES CEL-LULES B EN ELS
RATOLINS TRANSGENICS NOD-IGF1 EN L’ETAPA PRE-DIABETIS

La massa de cel-lula B és el resultat de I’equilibri entre la mort i la formaci6 de noves
cel-lules B. D’altra banda, I'apoptosi fisiologica de les cél-lules  ha estat proposada com el
fenomen causatiu més primerenc en la diabetis tipus 1. El factor de creixement IGF-1, a
més de les seves funcions a nivell de diferenciacié i proliferaci6 de la cel-lula 8, també és
un potent factor antiapoptotic. De fet, I'activacié del receptor de I'IGF-1 (IGF-1R) promou
senyals de supervivéncia particularment importants (Torres Aleman, 2005). Per tal
d’estudiar si la sobreexpressié d’IGF-1 als ratolins NOD-IGF1 actuava com a un factor de
superviveéncia capag de prevenir la mort de la cél-lula § es va estudiar aquest parametre en

els pancrees dels animals NOD i NOD-IGF1.

7.1. Analisi histologica de la taxa d’apoptosi en els illots pancreatics

La determinacié de la taxa d’apoptosi es va realitzar mitjan¢ant la tecnica del TUNEL
combinada amb un marcatge contra un coctel de marcadors “no ” de l'illot pancreatic.
Mitjancant aquesta técnica, els nuclis de les cél-lules apoptotiques es detecten per la unié
de nucleotids marcats als fragments trencats del DNA, caracteristica propia de les cel-lules
apoptotiques. En aquest cas, es va observar com els illots dels ratolins transgenics NOD-
IGF1 presentaven una reducci6é significativa del nombre de cel-lules 3 apoptotiques per

illot (cél-lules negatives pel marcatge del coctel i positives per TUNEL) (Figura 38).
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Figura 38. Analisi histologica de 'apoptosi en individus pre-diabétics. (A) Inmunohistoquimica contra
TUNEL. Es va realitzar una doble tincié6 immunohistoquimica contra un coctel de marcadors no f3 (vermell)
que incloia anticossos contra glugacd, somatostatina i polipetid pancreatic, i contra TUNEL (verd). El marcatge
es va realitzar en talls histologics del pancrees de ratolins NOD i NOD-IGF1 normoglucemics de 8 setmanes.
Fotografies a 400x. (B) Taxa d’apoptosi. Es va realitzar un recompte del nombre de cél-lules negatives pel
coctel i positives per TUNEL per illot. Un total de 304 illots NOD i 389 illots NOD-IGF1 van ser analitzats. Els
resultats s'expressen com la mitjana + SEM, *p<0.05. N= 6 animals per grup.
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7.2. Estudi de la via de senyalitzacié de la PKB/AKT en els ratolins transgénics NOD-
IGF1

Donat que els illots dels animals NOD-IGF1 mostraven una disminucié de la mort per
apoptosi de les cel-lules B, es va caracteritzar el paper d’IGF-1 en la regulacié de
components relacionats amb I'apoptosi cel-lular. L’IGF-1 pot actuar inhibint 'apoptosi a
través de diferents vies de senyalitzacié que han estat extensament estudiades. La seva
amplia capacitat protectora fa pensar que els efectes d'IGF-1 estan mediats a través d’'una
via de proteccié fonamental, com és I'activaci6 de la proteina AKT/PKB (proteina quinasa
B) per mitja de la seva fosforilacié. L’AKT representa '’enzim principal de la via canodnica
de supervivencia cel-lular downstream del repector de I'IGF-1 (Torres Aleman, 2005;

Vincent and Feldman, 2002).

Aixi, es va examinar l'estat d’activaci6 de la cascada de senyalitzacié del receptor
d’IGF-1 mitjan¢ant la quantificacié dels nivells d’AKT i AKT fosforilada (P-AKT) per
Western Blot. Amb aquesta finalitat es van obtenir extractes de proteina d’illots de ratolins
NOD i de ratolins transgénics NOD-IGF1 pre-diabetics. En els illots transgénics, es va
observar un increment, tot i que no va assolir nivells de significaci6 estadistica, en els
nivells de P-AKT (Figura 39). Aquest resultat indicava que la sobreexpressié d’IGF-1
portava a una major activaci6 de la via de 'AKT. A més, els illots transgénics mostraven un
increment en la quantitat d’AKT total (Figura 39), possiblement degut a una

sobreestimulaci6 cronica de la via.
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Figura 39. Analisi de I'activacié de la cascada de senyalitzacié de I'IGF-1R. Determinacié dels nivells
proteics d’AKT total i P-AKT. Es va determinar la quantitat de proteina Akt i del seu nivell de fosforilacid
mitjancant Western Blot d’extractes de proteina d’illots aillats de ratolins NOD i NOD-IGF1 de 8 setmanes. Tant
AKT com P-AKT corresponien a una banda de 60 KDa. (A) Imatge de 'immunoblot. Cada carril correspon a
I'extracte de proteina d’illots d'un individu. (B) Quantificacié de les bandes per densitometria. Els resultats
s'expressen com la mitjana + SEM, *p<0.05. N= 4 animals per grup.

Aquests resultats indicarien que els animals transgénics NOD-IGF1 sén capagos de
mantenir la massa de cel-lules B i el seu funcionament gracies a la prevencié de la mort de
les cel-lules 3 dels illots promoguda per la sobreexpressié d’IGF-1. En concret, aquest
procés podria estar regulat per la via de senyalitzaci6 de I'’AKT, directament relacionada

amb la senyalitzacié d'IGF-1.
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8. CARACTERITZACIO DEL PROCES INFLAMATORI EN ELS PANCREES DELS ANIMALS
TRANSGENICS NOD-IGF1

El model diabetic NOD es caracteritza per una progressiva inflamaci6 i infiltracié
limfocitica dels illots pancreatics que provoca la mort de la cel-lula 3. Amb I'objectiu de
determinar si, a més de prevenir la mort de la cel-lula , la sobreexpressié d’IGF-1 era
capag de prevenir la infiltracid dels illots mitjangant una modulacié del sistema immune o
de la resposta inflamatoria, es va dur a terme un estudi d’aquests parametres als pancrees

dels ratolins NOD-IGF1 al llarg de I'’evolucié del procés diabétic.

8.1. Analisi histologica del grau d’insulitis en els illots dels animals transgénics

NOD-IGF1

L'estudi del grau d’insulitis (infiltracié limfocitaria) dels illots es va dur a terme
mitjancant I'analisi histologic dels pancrees d’individus NOD i NOD-IGF1 al llarg de les
diferents etapes d’evolucié del procés diabetic (pre-diabetis, inici de diabetis i diabetis
oberta). Es va observar que en els ratolins NOD predominava la preséncia d’illots
activament infiltrats per cel-lules mononuclears que podria explicar la conseqilient
destruccié i mort de les cel-lules . En canvi, en els pancrees dels ratolins transgeénics
NOD-IGF1 hi havia una marcada disminucié de la infiltracié limfocitica dels illots (Figura

40).
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Figura 40. Analisi histologica del grau d’infiltracié. (A-H) Talls histologics de pancrees corresponents a
animals de 4, 15 i 30 setmanes d’edat van ser tractats amb anticos anti-insulina per tal d’identificar el grau
d’insulitis dels illots. Fotografies a 400x.

Com es pot observar a les imatges de la Figura 40A,B, a les 4 setmanes d’edat (pre-
diabetis) encara no eren evidents a nivell histologic signes d’insulitis en els illots dels
animals NOD ni en els NOD-IGF1. En canvi, a les 15 setmanes d’edat, moment en que
apareixen els primers casos d’hiperglucemia en individus NOD (inici de diabetis),
s’identificaven illots que presentaven alts nivells d’infiltracié en els pancrees dels ratolins
NOD (Figura 40C,D). Per contra, la majoria dels illots dels ratolins NOD-IGF1 continuaven
sense presentar infiltracié limfocitaria (Figura 40E). A les 30 setmanes d’edat (diabetis
oberta), els illots dels animals NOD normoglucémics continuaven presentant una
infiltracié activa dels illots (Figura 40F). D’altra banda, en els ratolins NOD HG

practicament no era possible detectar illots insulina positius i l'infiltrat de l'illot havia
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desaparegut (Figura 40G). En contraposici6é a aquests resultats, la majoria dels illots dels
ratolins transgénics NOD-IGF1 presentaven una tinci6 normal contra insulina i

continuaven sense mostrar infiltracié limfocitica (Figura 40H).

La quantificaci6 del grau d’insulitis a les 15 setmanes va mostrar que només el 16%
dels illots en els ratolins NOD normoglucemics estaven lliures d’insulitis mentre que, en
els individus transgenics NOD-IGF1, aquest valor era del 74% dels illots (Figura 41).
Donada la dificultat d’identificar un nombre suficient d’illots amb cél-lules positives per
insulina en els animals NOD hiperglucémics, no es va poder elaborar un perfil del grau

d’infiltracié per a aquest grup d’animals.
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Figura 41. Analisi del grau d’insulitis a I'etapa inici de diabetis. Ratolins NOD i NOD-IGF1 de 15 setmanes
d’edat van ser sacrificats per analitzar el seu grau d’infiltracié limfocitaria. Talls histologics del pancrees es van
tenyir amb un anticos anti-insulina i els illots es van classificar en funcié de I'area de l'infiltrat en les segiients
categories: 0%, illot sense infiltracié; <25%, illot amb periinsulitis i/o menys del 25% de l'area de Il'illot
infiltrada; <50%, illot amb insulitis, preséncia de cél-lules immunitaries en menys del 50% de la superficie de
l'illot; >50%, illot amb insulitis severa, més del 50% de I'area de l'illot infiltrada. Es van analitzar més de 150
illots per pancrees. Els resultats s'expressen com la mitjana + SEM; **p<0.01; ***p<0.001. N= 6-7 animals per

grup.

Per tal de quantificar com evolucionava la insulitis amb el temps i confirmar si
aquesta disminucid de la infiltracié de limfocits en els illots dels animals transgenics NOD-
IGF1 es mantenia en fases més avancades de la malaltia, es va analitzar també el grau
d’insulitis a les 30 setmanes d’edat dels ratolins (diabetis oberta). Novament, en individus
hiperglucémics era de gran dificultat detectar suficients illots pancreatics per a elaborar
un perfil d’infiltracié aixi que el recompte es va efectuar en ratolins NOD NG i en ratolins
NOD-IGF1. L’analisi a les 30 setmanes d’edat va mostrar com la insulitis havia empitjorat
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marcadament en els ratolins NOD normoglucémics on la majoria dels illots (>83%)
presentaven una infiltracié superior al 50% (Figura 42, 40F). En canvi, en els ratolins
transgénics NOD-IGF1 s’observava un perfil de insulitis similar a I'obtingut a les 15
setmanes d’edat on la majoria dels illots no van mostrar signes d’infiltraci6é (Figura 42,

40H).
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Figura 42. Analisi del grau d’insulitis a I'etapa inici de la diabetis. Ratolins NOD i NOD-IGF1 de 30
setmanes d’edat van ser sacrificats per analitzar el seu grau d’infiltracié limfocitaria. Talls histologics del
pancrees es van tenyir amb un anticos anti-insulina i els illots es van classificar en funci6 de I'area de l'infiltrat
en les segiients categories: 0%, illot sense infiltraci6; <25%, illot amb periinsulitis i/o menys del 25% de I'area
de l'illot infiltrada; <50%, illot amb insulitis, preséncia de cel-lules immunitaries en menys del 50% de la
superficie de l'illot; >50%, illot amb insulitis severa, més del 50% de I'area de l'illot infiltrada. Es van analitzar

més de 150 illots per pancrees. Els resultats s'expressen com a la mitjana + SEM; *p<0.05; **p<0.01. N= 3-4
animals per grup.

8.2. Estudi de l'expressiéo de citoquines inflamatories als illots pancreatics dels

animals NOD-IGF1

El desenvolupament d’insulitis i la progressi6 de la malaltia es correlaciona amb
I'expressi6o de citoquines inflamatories en els illots pancreatics. Les citoquines s6n
desencadenants de la infiltracié de cél-lules immunes i, a la vegada, aquests infiltrats
produeixen citoquines que estimulen el procés (Anderson and Bluestone, 2005;
Rabinovitch and Suarez-Pinzon, 2003). D’aqueta manera, la secreci6 de determinades
citoquines és capa¢ de modular la funcionalitat de la cel-lula f i reclutar i activar cel-lules
inflamatories a l'illot. A més, la mort de cél-lules § en un illot activament infiltrat estimula
un estat d’inflamacié i estrés que condueix al reclutament de més cél-lules del sistema

immune innat per actuar en la remodelacié del teixit de Il'illot.
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Aixi, una vegada quantificada la insulitis en els animals NOD i NOD-IGF1, el seglient
pas va ser determinar I'expressi6 de citoquines inflamatories als illots i avaluar si hi havia
un canvi en el perfil d’expressié génica d’aquestes molecules en els animals transgeénics
NOD-IGF1. Per fer-ho es van obtenir extractes de RNA d’illots d’individus NOD i NOD-IGF1
a l'inici de la diabetis. Mitjangant la técnica de la PCR quantitativa es van mesurar els
nivells d’expressié de les citoquines proinflamatories més importants: MIP-1a (CCL3),
MIP-1p (CCL4), MIG (CXCL9), IP-10 (CXCL10), RANTES (CCL5), MCP-1 (CCL-2), IFN-y,
TNF-a i IL-18. Es va observar que els illots dels animals NOD-IGF1 transgenics
presentaven nivells més baixos d’expressié genica de les citoquines inflamatories

examinades (Figura 43).
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Figura 43. Analisi de I'expressié génica de citoquines inflamatories. Valors expressats en unitats
arbitraries equivalents als resultats de la qPCR normalitzats pel gen Rplp0 i respecte els animals control NOD.
Els resultats s'expressen com a la mitjana + SEM; *p<0.05, **p<0.01. N= 9-10 animals de 15 setmanes d’edat
per grup. NG: Normoglucemic.
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Nivells alts d’expressié intrapancreatica de MIP-1a i MIP-1f durant les etapes inicials
d’infiltracié de cél-lules mononuclears a l'illot estan associats a la progressié d’insulitis
destructiva en ratolins NOD (Cameron et al, 2000). D’altra banda, IP-10 promou la
migracid de cel-lules Thl activades i tant IP-10 com MIG estan associats a la immunitat i
destrucci6 de les cel-lules  mitjancada per cél-lules T. Pel que fa a RANTES, s’expressa
amb l'activacié de cel-lules T i la seva senyalitzacié esta associada al tipus de resposta
immunitaria de perfil Th1. A més, les cél-lules Th1 produeixen citoquines proinflamatories
com [FN-y, TNF-a o IL-1f que tenen un efecte citotoxic contra la cel-lula §§ i ajuden a

promoure la resposta immune cel-lular (Bradley et al., 1999; Kawasaki et al., 2004).

En conjunt, una menor expressié de les citoquines citades en els illots dels animals
transgenics NOD-IGF1 resultaria en una menor estimulaci6 del procés d’insulitis dels illots
que afavoriria el manteniment de la supervivencia i la funcionalitat de les cél-lules . En
canvi, en els illots dels animals NOD, la presencia de citoquines i de cel-lules immunes
reclutades per aquesta expressié incrementada de citoquines pro-inflamatories portarien
a la progressi6 de la insulitis, perdua de massa de cel-lula B idisfunci6 del pancrees
endocri. A més, la mort de les cél-lules B en els illots NOD contribuiria a incrementar la
inflamaci6 del teixit de manera que les cel-lules apoptotiques reclutarien macrofags que

incrementarien la producci6 de citoquines.

8.3. Estudi de l'expressi6 de molécules presentadores d’antigen als illots

pancreatics dels animals NOD-IGF1

A part dels reclutament que exerceixen les citoquines pro-inflamatories, per a
I'estimulaci6 de les cel-lules T del sistema immunitari i la generacié de cel-lules
especifiques per a un antigen determinat, és necessari que I'antigen sigui presentat a les
cel-lules T mitjancant la unié a un complex major d’histocompatibilitat o MHC. De fet, la
infiltraci6 dels illots es correlaciona, en alguns casos, amb la hiperexpressi6 de MHC de
classe I, de classe II i de molecules d’adhesié (ICAM-1, LFA-3) tant en els illots com a nivell
endotelial (Bottazzo et al., 1985; Foulis, 1987; Foulis and Farquharson, 1986; Foulis et al,,
1987; Somoza et al.,, 1994).

Per tal de valorar els nivells d’expressié d’aquestes molécules, es van determinar
mitjangcant PCR quantitativa els nivells d’expressié del gen H2-Aa, que codifica per la
cadena o del MHC-IJ, i els nivells d’expressi6 de la molécula p2-microglobulina, que
codifica per una de les cadenes que constitueixen el MHC-I, en mostres d’illots d’animals a

I'inici de la diabetis (Figura 44).
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Figura 44. Analisi de I'’expressié genica de les molécules presentadores d’antigen. (A) Expressié relativa
dels nivells de mRNA del gen H2-Aa en illots. (B) Expressi6 relativa dels nivells de mRNA del gen $2-
microglobulina en illots. Valors expressats en unitats arbitraries equivalents als resultats de la qPCR
normalitzats pel gen Rplp0 i respecte els animals control NOD. Els resultats s'expressen com la mitjana + SEM;
*p<0.05. N= 7-8 animals de 15 setmanes per grup. NG: Normoglucémic.

Els resultats obtinguts van mostrar una reduccié en I'expressié dels complexes MHC-I
i MHC-II en els illots dels animals transgénics NOD-IGF1 que, d’acord amb els resultats
anteriors, indicaria una menor estimulacié del sistema immune en aquests animals. La
menor expressio genica de H2-Aa detectada en els illots dels individus transgenics NOD-
IGF1 (Figura 44A) podria explicar-se per la disminuci6é del grau d’insulitis dels illots
observada en aquests animals i, per tant, la menor presencia de céel-lules professionals
presentadores d’antigens. La tendeéncia a una disminucié d’aproximadament el 50%
d’expressié de p2-microglobulina en els animals NOD-IGF1 (Figura 44B) podria indicar
una menor expressié de MHC-I en les cél-lules 3 dels illots. En conseqiiencia, aquestes
cel-lules B, que sobreexpressen IGF-1, serien menys visibles pel sistema immune i, per
tant, podrien escapar de I'atac autoimmune. De fet, altres treballs han relacionat el paper
d’IGF-1 amb l'evasié del sistema immune en diferents linies cel-lulars, on la inhibici6 de
I'expressio d’IGF-1 té lloc de manera coordinada amb I'augment de MHC-I a la superficie
de les cel-lules tractades (Ly et al., 2000; Upegui-Gonzalez et al., 1998). En concordanga,
quan IGF-1 és co-expressat a la cel-lula § d’animals transgenics RIP-1/IFN-f, un model que
sobreexpressa MHC-I, també s’observa una marcada reduccié dels nivells d’expressi6 de
p2-microglobulina, en paral-lel amb una reduccié de la infiltraci6é limfocitica dels illots

(Casellas et al., 2006).
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D’altra banda, cal una segona senyal estimuladora per a I'activaci6 dels limfocits T, a
més de la senyal proporcionada pel reconeixement especific de 'antigen presentat pel
MHC. Aquesta senyal esta proporcionada per les molecules co-estimuladores B7.1 (CD80) i
B7.2 (CD86) en la cel-lula presentadora de 'antigen. L’expressié del mRNA d’aquestes
molécules també va ser examinada en mostres d’illots d’animals NOD i NOD-IGF1 a l'inici
de la diabetis. Es va observar que els illots dels animals NOD-IGF1 presentaven menor

expressio de les molécules co-estimuladores B7.1 i B7.2 (Figura 45).
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Figura 45. Analisi de I'expressié génica de les molécules coestimuladores B7. (A) Expressio relativa dels
nivells de mRNA de B7.1 (CD80) en illots. (B) Expressio relativa dels nivells de mRNA de B7.2 (CD86) en illots.
Valors expressats en unitats arbitraries equivalents als resultats de la qPCR normalitzats pel gen Rplp0 i
respecte els animals control NOD. Els resultats s'expressen com a la mitjana + SEM; *p<0.05. N= 7-8 animals de
15 setmanes per grup. NG: Normoglucémic.

Aquests resultats suggereixen que els alts nivells intracel-lulars d’IGF-1 en els illots
transgenics NOD-IGF1 podrien reduir I'expressié de MHC de classe I aixi com I'expressid
de les molécules co-estimuladores B7.1 i B7.2 a les cél-lules f. Aixo podria resultar en un
nivell de presentacié d’antigens per sota del llindar necessari per induir el reconeixement
immune i, d’aquesta manera, els illots transgenics podrien escapar de la massiva infiltracié

observada en els animals NOD.
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9. DETERMINACIO DE SUBPOBLACIONS LIMFOCITARIES MITJANCANT CITOMETRIA
DE FLUX

Un altre aspecte important en el desenvolupament i la progressié de la diabetis en la
soca NOD és el paper que hi juguen els mecanismes centrals i periferics de tolerancia. S’ha
descrit que en el model NOD, aixi com en altres models de diabetis tipus 1, la majoria de
respostes immunitaries que tenen lloc en l'infiltrat dels illots estan mediades per cel-lules
T. En concret, es pensa que la poblacié de cel-lules T CD4+*CD25+Foxp3+ 6 cel-lules T
reguladores (Treg) juga un paper central en el control de les activitats patogeniques
(Anderson and Bluestone, 2005; Bluestone and Abbas, 2003; Bluestone et al., 2008). S’ha
descrit que les cel-lules Treg tenen la capacitat de controlar els processos autoimmunes
fisiologics, com la diabetis autoimmune, i que variacions en la proporcié de Tregs a nivell
periferic regulen la progressié de la malaltia (Belghith et al,, 2003). Les cél-lules Treg
presenten la capacitat d’inhibir I'expansi6 clonal T i la produccié de citoquines de les
cel-lules T citotoxiques inhibint directament l'agressivitat d’'un procés d’insulitis al
pancrees. A més, les cel-lules Treg poden funcionar prevenint l'inici de la reaccié
autoimmune en el nodul limfatic o subseqiientment en I’'d0rgan diana on s’esta produint la

reaccio immune (el pancrees).

9.1. Analisi del percentatge de cel-lules T reguladores

La disminucié de la insulitis observada en els illots dels animals NOD-IGF1 aixi com la
menor expressié genica de citoquines inflamatories podria estar regulada, a més, per un
increment en la poblaci6 o funcionalitat de les cel-lules Treg. Amb I'objectiu d’aprofundir
en l'estudi dels mecanismes immunologics involucrats en la protecci6 de l'atac
autoimmune dels illots NOD-IGF1 es va quantificar el percentatge de cel-lules Treg
presents en els noduls limfatics pancreatics (PLN), en el pancrees i en la melsa d’animals
pre-diabetics NOD i NOD-IGF1 (Figura 46). La quantificaci6é es va dur a terme mitjancant
un protocol d’aillament de leucocits per a cada teixit (especificat a 'apartat de Material i

Meétodes), i el seu posterior analisi per citometria de flux.

Tot i que les diferéncies observades no van assolir significaci6 estadistica, els
resultats van mostrar un modest increment en el % de Tregs als PLNs i un increment
d’aproximadament 2.5 vegades en les Treg intrapancreatiques dels animals transgeénics

NOD-IGF1. En canvi, no es van detectar canvis a nivell esplénic (Figura 46).

84



Resultats: Part |

PLN Pancrees Melsa

5 1 . 57 . 9T ONOD
& og_ (3' BNOD-IGF1
S 4 X 4 S 47 )
& i o
o 3 0 31 L 3
a a) Q

@) )

9 2 1 & 2 1 & 2 A
< a
D D
o 1 O 1 O 14
X = X

0 0 0

Figura 46. Analisi del percentatge de poblacid Treg als teixits: noduls limfatics del pancrees, pancrees i
melsa en animals pre-diabetics. Percentatge de cel-lules Treg CD4+*CD25+Foxp3+ mesurat per citometria de
flux en animals de 8 setmanes d’edat. Els resultats s'expressen com a la mitjana + SEM, N= 3 animals per grup.
PLN: Noduls limfatics pancreatics.

Aquests resultats podrien suggerir una possible contribuci6, a nivell local, de la
poblaci6 de cel-lules Treg en la prevenci6 del desenvolupament de diabetis en els animals
que sobreexpressen IGF-1. Un major percentatge de cel-lules CD4+CD25+FoxP3+ al
pancrees dels ratolins transgeénics podria significar una millora en la tolerancia local als
antigens de la cel-lula  dels illots NOD-IGF1. L’expressié de citoquines pro-inflamatories
per part de les cél-lules T efectores també es veuria suprimida per les cél-lules Treg i, en
conseqiiéncia, hi hauria una menor migracié de cel-lules inflamatories als illots

pancreatics i, per tant, menys insulitis.

Aix{ doncs, la proteccié contra el desenvolupament de T1D en els ratolins transgenics
NOD-IGF1 resultaria de la sinergia entre diferents mecanismes, com la prevenci6 de
I'apoptosi en la cél-lula §, la menor presentacié d’antigens al sistema immune, i 'augment
de la poblaci6 de Treg al pancrees que en conjunt protegirien la destruccié autoimmune de
la cel-lula B. Tots aquests resultats suggerien que la sobreexpressié d’IGF-1 als illots
pancreatics podria ser una aproximaci6 terapéutica indicada per frenar i prevenir l'atac
autoimmune dels illots i promoure la supervivéncia de la cél-lula f durant el procés

diabetic.
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1. ANTECEDENTS

Els resultats obtinguts en els ratolins transgenics NOD-IGF1, exposats en la Part I
d’aquest treball, aixi com els estudis del nostre grup en altres models de diabetis tipus 1
que sobreexpressaven IGF-1 al pancrees (Casellas et al, 2006; George et al, 2002)
indicaven que I'expressi6 local d’IGF-1 podria ser una aproximacié segura per a protegir el
pancrees endocri enfront el desenvolupament de diabetis. Aixi IGF-1 seria un possible gen

terapéutic candidat al desenvolupament d’estratégies de terapia genica per la diabetis.

Els vectors virals adenoassociats (AAV) han mostrat ser una eina molt eficient per a la
transferéncia i expressié a llarg termini de gens a pancrees. En un estudi publicat pel
nostre laboratori on es van comparar els serotips AAV6, AAV8 i AAV9 en l'eficiéncia de
transduccié del pancrees d’animals ICR mitjangant les administracions intravenosa i
intraductal, es va determinar el serotip AAV8 i la via d’adminstracié intraductal com la
combinacié més eficient per a la transducci6 del pancrees endocri i exocri (Jimenez et al.,

2011).

Per tant, en la Part II dels resultats d’aquesta tesi doctoral es van utilitzar vectors
AAV8 administrats intraductalment per a la transferencia del gen candidat Igf-1 al
pancrees d’animals NOD pre-diabétics. Posteriorment es va fer un seguiment dels animals
tractats per tal de determinar si I'expressié d’IGF-1 mitjancada pel vector AAV era capag

de prevenir el desenvolupament espontani de diabetis en la soca NOD.
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2. INFECTIVITAT I TROPISME DEL VECTOR AAVS8 AL PANCREES DE RATOLINS NOD
PRE-DIABETICS

La majoria dels estudis de tropisme dels vectors AAV han estat realitzats en individus
mascles adults de soques de ratolins sans (ICR, BALB/C, C57Bl/6, etc.). En canvi, el
desenvolupament d’'una estrategia de prevencié de diabetis en un model espontani com el
model NOD, requereix la transferéncia genica de candidats terapeutics a individus femella
joves. Tal i com s’ha observat en els resultats de la part I d’aquest treball aixi com en
d’altres articles de la bibliografia (Rosmalen et al., 2002), a les 4 setmanes d’edat els
ratolins NOD encara preserven la massa de cél-lula f, que es troba lliure d’insulitis. Es a
partir d’aquesta edat que s’inicia el procés d’infiltraci6é dels illots i la pérdua massiva de
cel-lules § que culmina en I'aparici6é de la malaltia. Per tant, les 4 setmanes d’edat seria un
moment convenient per a 'administracié a femelles NOD de gens candidats a preservar la

massa de cel-lula B, com I'IGF-1.

2.1. Analisi de la transduccio del vector AAV8 administrat localment a femelles NOD

de 4 setmanes

Per tal de confirmar la transduccié per part del vector viral AAV8 al pancrees
d’individus femella NOD de 4 setmanes d’edat, es va realitzar una injecci6 intraductal de
vectors AAV8 codificants per la proteina verda fluorescent GFP sota el control del
promotor CAG (promotor hibrid basat en el promotor de la f-actina de pollastre i
I'enhancer del Citomegalovirus) (AAV8-CAG-GFP) a una dosi de 1.4 x 1012 genomes virals.
Al cap d’'un mes post-injecci6 es van sacrificar els animals i es va examinar la transduccié

de diversos teixits (Figura 47).
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Figura 47. Disseny experimental. Injeccid intraductal del vector AAV8-CAG-GFP: vector AAV de serotip 8
codificant per la proteina verda fluorescent GFP sota control del promotor CAG (promotor hibrid basat en el
promotor de la $-actina de pollastre i I'enhancer del Citomegalovirus).

2.1.1. Transduccié del pancrees

Es va observar que les femelles NOD injectades localment al pancrees amb el vector
AAV8-CAG-GFP presentaven una transducci6 eficient de les cel-lules p dels illots aixi com
una amplia distribucié del vector en el teixit exocri del pancrees (Figura 48), tal i com
haviem descrit anteriorment en altres models animals (Jimenez et al, 2011). La
transduccié dels illots pancreatics es va examinar mitjancant una doble tinci
immunohistoquimica contra GFP i contra insulina (Figura 48A). A més, es va observar que
la dosi administrada va permetre la transduccié majoritaria de la periferia de I'illot pero

també de cel-lules proximes al core.
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INSULINA GFP/INSULINA

Figura 48. Transduccié del pancrees de femelles NOD administrades intraductalment amb el vector
AAV8-CAG-GFP. Immunohistoquimica del pancrees contra GFP (verd) i insulina (vermell) en mostres
d’animals injectats intraductalment a les 4 setmanes d’edat amb 1.4x1012 genomes virals i sacrificats 1 mes
després. (A) Transducci6 de les cel-lules  dels illots. Fotografies a 400x. (B) Transduccié del pancrees
exocri. Dues imatges representatives de la immunohistoquimica del pancrees exocri contra GFP. Fotografies a
200x.

2.1.2. Transduccié d’altres teixits periférics

S’ha descrit que quan els vectors AAV8 sén administrats localment al pancrees
mitjan¢ant una injeccio6 intraductal, una part de la carrega de vector viral administrada és
capa¢ d’assolir la circulaci6 sistémica i transduir teixits diferents del pancrees,
principalment el fetge i el cor (Jimenez et al,, 2011). Aixi doncs, I'is de promotors ubics
com el promotor CAG, permet que el constructe contingut en el vector AAV8 s’expressi

també al fetge i al cor dels animals injectats intraductalment.

L’analisi histologic d’aquests teixits en les femelles NOD injectades amb el vector
AAV8-CAG-GFP va confirmar I'expressié de la proteina verda fluorescent GFP a fetge i cor.
Es va observar transducci6 dels hepatocits, majoritariament situats al voltant de les

venules centrals al fetge, i de les cel-lules musculars cardiaques (Figura 49).
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Figura 49. Transducci6 al fetge i al cor de femelles NOD administrades intraductalment amb el vector
AAV8-CAG-GFP. Animals injectats intraductalment a les 4 setmanes d’edat amb 1.4x1012 genomes virals i
sacrificats 1 mes després. (A,B) Immunohistoquimica del fetge contra GFP. Fotografies a 100x. (C,D)
Immunohistoquimica del cor contra GFP. Fotografies a 200x.

2.2. Modulacié del tropisme de vectors AAV mitjancant I'iis de seqiiéncies diana de

microRNAs

A T'hora de dissenyar una estratégia per a transferir gens terapeutics com I'lgf-1 al
pancrees mitjancant I'is de vectors AAVS8, és important dirigir I'expressi6é del transgen al
teixit diana i minimitzar I'expressié ectdpica en altres teixits. Tot i que 'administracié
localitzada de vectors AAV8 resulta en una transduccié molt eficient del pancrees exocri i
endocri dels animals NOD, el fetge i el cor dels individus injectats també resulten
transduits. Una manera d’aconseguir que I'expressi6 del transgén dirigida pel vector AAV8
estigui limitada a tipus cel-lulars especifics del pancrees, és I'is de promotors especifics de
teixit. No obstant, I'expressi6é dirigida per aquest tipus de promotors és més debil en
comparacié amb promotors d’origen viral com el CAG i depen, en molts casos, de la propia
regulaci6 del teixit. A més, davant I'atac autoimmune i destruccio selectiva de les cel-lules
B dels illots NOD, la transduccié del pancrees exocri seria convenient ja que les cel-lules
acinars podrien continuar proporcionant el factor terapeutic de manera paracrina a les

cel-lules P restants.

Una alternativa disponible per a restringir I'expressi6 del transgen al teixit d’interes

és I'ts de la tecnologia dels microRNAs (miRNAs). Els miRNAs son petits RNAs no
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codificants, que tenen un paper regulador en el silenciament de gens a nivell post-
transcripcional. En la seva forma madura, s'uneixen especificament a determinats mRNAs
mitjangant el reconeixement de seqliéncies diana ubicades en la part 3’-UTR (un-
translated region) que sén total o parcialment complementaries al miRNA i inhibeixen la
seva expressié. Aixi, 'expressié génica del constructe contingut en el vector AAV es pot
modular post-transcripcionalment mitjancant el sistema endogen de miRNAs especifics de
teixit. Per inhibir 'expressi6 del transgen en els teixits no desitjats cal incorporar la
seqiiéncia diana d’'un miRNA (miRT) especific d’aquell teixit en la regié 3’-UTR del

constructe AAV (Kelly and Russell, 2009).

Estudis sobre el perfil d’expressié dels miRNAs han revelat 'existéncia de miRNAs
que so6n altament expressats de manera selectiva en un teixit (Shingara et al., 2005). Entre
ells es troba el miRNA especific de fetge miR-122a (Chang et al., 2004; Lagos-Quintana et
al, 2002), i el miRNA especific de cor miRNA-1 (Shingara et al., 2005). De fet, en el nostre
laboratori les seqiiéncies diana dels miRNAs 122ai 1 ja han estat emprades en constructes
AAV i han demostrat bloquejar de manera molt eficient 'expressié a fetge i a cor (Jimenez

etal, 2013).

2.2.1. Analisi de I'expressio del microRNA-122a al fetge dels ratolins NOD

Per tal de validar la incorporacié de la seqliencia diana del microRNA-122a (miRT-
122a) en el constructe AAV com a estrategia per a bloquejar 'expressi6 del transgeén al
fetge dels individus NOD, es va comprovar l'expressié d’aquest microRNA en ratolins
femella NOD. Aquest estudi es va realitzar en individus pre-diabétics (normoglucémics) i
en individus en la fase de diabetis oberta (hiperglucémics) per estudiar si hi havia canvis
en I'expressio hepatica del miR-122a durant 'aveng progressiu de la malaltia. A més, es va
analitzar també I'expressié enddgena del miR-122a en el pancrees dels ratolins NOD per
descartar una possible interferencia en I'expressié del transgen en aquest teixit, degut a la

presencia de la seqiiéncia diana del miR-122a al constructe AAV.

Tal i com s’esperava, només es va detectar expressié del miR-122a en el fetge dels
animals NOD. A més, es va observar que el nivells d’expressié hepatica de miR-122a eren
superiors en els animals NOD diabeétics en comparacié amb els individus pre-diabétics, tot
i que les diferencies no van assolir significacié estadistica (Figura 50). Aixo podria ser
degut al paper del miR-122a en el metabolisme lipidic hepatic (Esau et al., 2006), que es

troba alterat en els animals NOD hiperglucémics (Figura 28). En qualsevol cas, aixo
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semblava indicar que tot i I'avenc del procés diabétic en els ratolins NOD, el bloqueig de
I'expressio del constructe AAV en el fetge es mantindria, o fins i tot augmentaria. En canvi,
no es van obtenir nivells detectables d’expressi6 de miR-122a en el pancrees,

independentment de l'estadi diabétic de I'animal.
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Figura 50. Quantificacio de I'expressio del microRNA-122a a pancrees i a fetge. Els nivells d’expressié del
microRNA-122a (miR-122a) es van quantificar mitjangant qPCR en mostres de pancrees i de fetge d’individus
NOD femella. Es van analitzar animals normoglucémics (NG) de 8 setmanes d’edat i animals hiperglucémics
(HG) de 24 setmanes d’edat. Els resultats s'expressen com a la mitjana + SEM, N= 4-6 animals per grup. ND: No
detectat. u.a.: unitats arbitraries.

2.2.2. Analisi de 'expressié del microRNA-1 al cor dels ratolins NOD

De la mateixa manera, per tal de validar I'is de la seqiiéncia diana del microRNA-1
(miRT-1) com a estrategia per a bloquejar l'expressié del transgen contingut en el
constructe AAV al cor dels individus NOD, es va comprovar I'expressié d’aquest microRNA
en ratolins femella NOD pre-diabétics (normoglucémics) i en la fase de diabetis oberta
(hiperglucemics). A més, es va analitzar també I'expressiéo del miR-1 al pancrees dels
ratolins per descartar una possible interferéncia de l'expressié del transgén en aquest
teixit. Els resultats obtinguts van mostrar com el miR-1 era expressat al cor dels animals
NOD i en valors similars independentment de I'estadi diabétic dels animals. Pel que fa al

pancrees, no es va detectar expressié del miR-1 per a cap de les condicions (Figura 51).
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Figura 51. Quantificacié de I'expressié del microRNA-1 en el pancrees i en el cor. Els nivells d’expressid
del microRNA-1 (miR-1) es van quantificar mitjancant qPCR en mostres de pancrees i de cor d’individus NOD
femella. Es van analitzar animals normoglucémics (NG) de 8 setmanes d’edat i animals hiperglucemics (HG) de
24 setmanes d’edat. Els resultats s'expressen com la mitjana + SEM, N= 4-6 animals per grup. U.a.: unitats
arbitraries.

Aixi doncs, I'is d'un vector AAV8 administrat intraductalment al pancrees de ratolins
NOD de 4 setmanes seria una aproximacié apropiada per a dirigir I'expressié d'un
transgen com IGF-1 al pancrees dels ratolins NOD. A més, la incorporacié de les seqiiéncies
miRT-122a i miRT-1 en la regié del 3’-UTR del constructe AAV podria ser una estrategia
eficient per a bloquejar I'expressio6 del transgen en teixits no desitjats, com el fetge i el cor,
sense alterar els nivells d’expressié a pancrees. D’aquesta manera, s’aconseguiria una
sobreexpressié local d'IGF-1 al pancrees dels individus tractats. A més, la inhibici6 de
I'expressi6 del transgeén proporcionada pel reconeixement de les seqiliéncies diana dels
miR-122a i miR-1 a fetge i a cor, respectivament, no es veuria alterada durant 'avenc del

procés diabetic en els ratolins NOD.
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3. CONSTRUCCIO D’'UN VECTOR VIRAL ADENOASSOCIAT CODIFICANT PER LA
PROTEINA IGF-1 MURINA

A partir dels antecedents disponibles en la bibliografia, aixi com dels resultats
obtinguts en els experiments anteriors, es va procedir a la generacié d’'un constructe per a
la produccié de vectors AAV8 capac¢ de dirigir la sobreexpressié d’IGF-1 al pancrees
d’individus NOD femella. Amb I'objectiu d’aconseguir nivells elevats de sobreexpressi6 del
transgeén i de transduir el major nombre possible de cél-lules del pancrees, es va utilitzar el
promotor ubic CAG. D’aquesta manera, la producci6 d’un factor soluble com IGF-1 per part
d’aquelles cel-lules B transduides, aixi com per altres tipus cel-lulars del pancrees,
arribaria de forma paracrina a la resta de cel-lules § no transduides. Per tal de bloquejar
I'expressio d’IGF-1 a teixits no desitjats com el fetge i el cor, es van incorporar en la regio
3’-UTR del constructe 4 copies de la seqiiencia diana del microRNA-122a (miRT-122a),i 4
copies de la seqiiencia diana del microRNA-1 (miRT-1) (pAAV-CAG-IGF1-miRT122a-
miRT1). Per simplificar la nomenclatura del constructe, es va fer servir el terme dmiRT

per fer referencia a la preséncia dels miRTs 122ai 1 (pAAV-CAG-IGF1-dmiRT) (Figura 52).

4xmiRT-122a 4xmiRT-1

= TR TR f—

Figura 52. Representaci6é esquematica del constructe codificant per la proteina IGF-1 murina pAAV-
CAG-IGF1-dmiRT. ITR: Inverted Terminal Repeats; CAG: promotor hibrid basat en el promotor de la 3-actina
de pollastre i 'enhancer del Citomegalovirus; mIGF-1: seqiiéncia murina del gen Igf-1; miRT-122a: seqiiencia
diana del microRNA de fetge 122a (4 copies); miRT-1: seqiiéncia diana per al microRNA de cor 1 (4 copies);
pA: poly A, seqiiéncia de poliadenilacié. La forma abreviada dmiRT fa referéncia a les seqiiéncies diana pels dos
microRNAs 122ai 1.

3.1. Comprovacio de I'expressié del constructe pAAV-CAG-IGF1-dmiRT in vitro i in

vivo.

Abans de produir els vectors virals de serotip 8 AAV8-CAG-IGF1-dmiRT es va
comprovar l'expressié in vitro del constructe pAAV-CAG-IGF1-dmiRT generat. Per aixo, es
van transfectar cel-lules Ins-1 (d’insulinoma de rata) i cel-lules C2C12 (mioblast de ratoli) i

es van quantificar els nivells d’expressié d’Igf-1. A més, I'expressié del constructe pAAV-
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CAG-IGF1-dmiRT també va ser avaluada in vivo mitjancant 'administracié hidrodinamica

aratolins ICR.

3.1.1. Transfeccié del constructe pAAV-CAG-IGF1-dmiRT en cél-lules INS-1

La linia cel-lular Ins-1 va ser obtinguda a partir d’'un insulinoma de rata i constitueix
una de les linies més emprades per a l'estudi in vitro de la cel-lula . Amb l'objectiu
d’avaluar si el constructe generat expressava correctament Igf-1 es van transfectar
cél-lules Ins-1 amb el plasmidi pAAV-CAG-IGF1-dmiRT. A més, per tal de valorar la
possible influencia de les seqliencies diana dels microRNAs 122a i 1 en I'expressié del
constructe, es van transfectar també cel-lules Ins-1 amb un vector que contenia el mateix
cassette d’expressio pero sense les seqliencies diana dels microRNAs 122ai 1 (pAAV-CAG-
IGF1).

A les 48 hores post-transfeccio, es va aillar el mRNA de les cél-lules i es van
quantificar els nivells d’expressié d’Igf-1 mitjancant PCR quantitativa. El resultat va
mostrar una elevada expressi6 del transcrit Igf-1 en les cel-lules transfectades en
comparaci6é a les cel-lules control sense transfectar, verificant aixi la funcionalitat del
vector d’expressié generat. A més, els nivells de sobreexpressié d’'Igf-1 a partir del
constructe pAAV-CAG-IGF1-dmiRT eren indistingibles dels nivells obtinguts amb el
constructe pAAV-CAG-IGF1 (Figura 53). Aquestes dades indicaven que el plasmidi era
funcional in vitro i que les seqliencies diana dels microRNAs 122a i 1 no interferien en

I'expressio d’Igf-1 en les cél-lules Ins-1.
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Figura 53. Comprovaci6é de l'expressid in vitro del constructe plasmidic pAAV-CAG-IGF1-dmiRT en
cel-lules Ins-1. Quantificacié dels nivells d’expressié d’'Igf-1 48h post-transfeccié. Es van utilitzar plaques de
12 pous i cada pou es va transfectar amb 1 ug de DNA. Els pous control no es van transfectar amb cap DNA.
Valors expressats en unitats arbitraries equivalents als resultats de la qPCR normalitzats pel gen Rplp0. Els
resultats s'expressen com a la mitjana + SEM, N= 3 pous per condici6. **p<0.01 vs. control; ***p<0.001 vs.
control.
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3.1.2. Transfeccié del constructe pAAV-CAG-IGF1-dmiRT en cél-lules C2C12:

funcionalitat de la seqiiéncia diana del microRNA-1

Les ceél-lules C2C12, una linia immortalitzada de mioblasts de ratoli, proliferen
rapidament en condicions d’elevada concentracié de serum, i es diferencien i fusionen en
mitoubs en condicions de baixa concentraci6 de serum. A més, s’ha descrit que les cel-lules
C2C12 expressen el microRNA-1 i que els nivells d’expressié6 d’aquest microRNA
augmenten a mesura que avanga la diferenciaci6 cel-lular assolint la maxima expressié a
dia 6 de diferenciacié (Kang et al., 2012). Aixi, amb I'objectiu de comprovar I'expressié
d’IGF-1 i de la seqiiéncia diana del microRNA-1 en el constructe pAAV-CAG-IGF1-dmiRT,
es van transfectar ceél-lules C2C12 i es va induir el procés de diferenciaci6 d’aquestes
cel-lules. Per poder valorar 'efecte de la seqiiéncia diana del microRNA-1 en el constructe,

es van transfectar també cel-lules amb el vector pAAV-CAG-IGF1.

Al cap de 6 dies de la transfecci6 i d’haver induit la diferenciacié a miotubs, es va aillar
el mRNA de les cel-lules i es van quantificar els nivells d’expressié d’Igf-1 mitjan¢ant PCR
quantitativa. Els resultats van permetre observar una marcada sobreexpressio d’Igf-1 en
les cel-lules C2C12 transfectades amb el vector pAAV-CAG-IGF1. No obstant, la presencia
de la seqiiéncia diana del microRNA-1 en el constructe plasmidic pAAV-CAG-IGF1-dmiRT
va provocar una disminuci6 d’aproximadament el 50% en l'expressi6 d’Igf-1 en
comparacio amb els nivells obtinguts a partir del constructe pAAV-CAG-IGF1 (Figura 54).

Aquests resultats validaven 1'is de la seqliencia diana del microRNA-1 per a disminuir

els nivells d’expressié d’'Igf-1 en cel-lules musculars.
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Figura 54. Comprovacié de I'expressié in vitro del constructe plasmidic pAAV-CAG-IGF1-dmiRT en
cel-lules C2C12. Quantificacid dels nivells d’expressié d’Igf-1 6 dies post-transfeccid i post-induccié del procés
de diferenciacié de les cél-lules. Es van utilitzar plaques de 6 pous i cada pou es va transfectar amb 4 ug de
DNA 6 hores abans d’iniciar el procés de diferenciacié. Els pous control no es van transfectar amb cap DNA.
Valors expressats en unitats arbitraries equivalents als resultats de la qPCR normalitzats pel gen Rplp0. Els
resultats s'expressen com la mitjana + SEM, N= 3 pous per condicié. **p<0.01 vs. control; #p<0.05 vs pAAV
CAG IGF1.
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3.1.3. Administracié hidrodinamica del constructe pAAV-CAG-IGF1-dmiRT en ratolins

ICR: funcionalitat de la seqiiéncia diana del microRNA-122a a fetge

La linia cel-lular majoritariament emprada per a I’estudi in vitro del teixit hepatic, les
cel-lules HepG2 derivades d'un carcinoma hepatocel-lular, no expressen el microRNA-
122a (Jopling et al,, 2005). Per tant, per poder avaluar I'expressié i funcionalitat de la
seqiiéncia diana del microRNA-122a, expressat al fetge, i validar I'expressié del constructe
pAAV-CAG-IGF1-dmiRT in vivo, es va dur a terme una injecci6 hidrodinamica del vector en
ratolins ICR. L’administracié hidrodinamica per la vena de la cua (HTV injection) de DNA
plasmidic és una eina molt valuosa per a la transferencia de gens al fetge del ratoli.
Consisteix en una injeccié rapida en aproximadament 5 segons d'una soluci6 fisiologica
que conté el DNA plasmidic en un volum equivalent al 8-10% del pes corporal del ratoli.
Va ser descrita per primera vegada fa més d’'una década (Liu et al., 1999; Zhang et al,,
1999) i des d’aleshores ha esdevingut un metode molt comu per a la validacié in vivo de
constructes d’expressié aixi com per altres aplicacions. Aixi, ratolins ICR de 8 setmanes
d’edat van ser administrats per mitja de la injecci6 hidrodinamica per la vena de la cua
amb el constructe pAAV-CAG-IGF1-dmiRT. Per poder comparar l'efecte de la seqiiencia

diana del microRNA-122a, es van injectar també animals amb el vector pAAV-CAG-IGF1.

A les 24 hores post-administracid, es va recuperar el fetge, es va aillar el mRNA dels
hepatocits i es van quantificar els nivells d’expressié d’Igf-1 mitjancant PCR quantitativa.
Els resultats van mostrar que la presencia de la seqiiencia diana del microRNA-122a en el
constructe pAAV-CAG-IGF1-dmiRT era capa¢ de bloquejar completament I'expressié d’Igf-
1 en el fetge dels ratolins. En canvi, en els animals injectats amb el vector pAAV-CAG-IGF1
es va obtenir una marcada sobreexpressio d’Igf-1 en aquest teixit (Figura 55). Aquests
resultats indicaven que el vector d’expressié pAAV-CAG-IGF1-dmiRT era també funcional
in vivo i validaven I'is de la seqiiéncia diana del microRNA-122a per a disminuir els nivells

d’expressio6 d’Igf-1 a les cel-lules hepatiques.
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Figura 55. Comprovacié de l'expressiéo in vivo del constructe plasmidic pAAV-CAG-IGF1-dmiRT
mitjancant administracié hidrodinamica en ratolins ICR. Quantificaci6é dels nivells d’expressié d’Igf-1 al
fetge 24h post-injeccié hidrodinamica de 20 ug de DNA. Valors expressats en unitats arbitraries equivalents
als resultats de la qPCR normalitzats pel gen Rplp0. Els resultats s'expressen com la mitjana + SEM, n= 3-5
animals mascles per grup. **p<0.01 vs. salina; #p<0.05 vs. pAAV CAG IGF1.

3.2. Producci6 dels vectors AAV8-CAG-IGF1-dmiRT per a la transferéncia genica del

pancrees en els ratolins NOD

Un cop validada I'expressi6 del constructe pAAV-CAG-IGF1-dmiRT tant in vivo com in
vitro, es va procedir a la produccié dels vectors AAV de serotip 8 AAV8-CAG-IGF1-dmiRT.
A més, per poder confirmar que les seqliencies diana dels microRNAs 122ai 1 contingudes
en el AAV8-CAG-IGF1-dmiRT eren també funcionals en el ratoli NOD i no alteraven
I'expressio en el pancrees, es van generar vectors que codificaven pel mateix constructe
d’expressi6 sense el fragment dmiRT (AAV8-CAG-IGF1). Finalment, per tal de descartar
qualsevol efecte produit per I'administracié d’'un vector AAVS8, es van generar també

vectors que no codificaven per cap transgen (AAV8-CAG-NUL) (Figura 56).

Tots els vectors virals AAV8-CAG-IGF1-dmiRT, AAV8-CAG-IGF1 i AAV8-CAG-nul es
van produir utilitzant el sistema de triple transfecci6 en cel-lules HEK-293 tal i com
s’especifica en I'apartat de Material i Métodes. Un cop generats, van ser administrats en

ratolins NOD per avaluar la seva infectivitat.
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Figura 56. Representaciéo esquematica del genoma dels vectors AAV8 generats. (A) AAV8-CAG-IGF1-
dmiRT. Genoma del vector AAV8 que expressa Igf-1 i les seqiiencies diana per als microRNAs 122a i 1
(dmiRT). (B) AAV8-CAG-IGF1. Genoma del vector AAV8 que expressa Igf-1 sense el fragment dmiRT. (C)
AAV8-CAG-NUL. Genoma del vector AAV8 no codificant per a cap transgen. Tots els vectors virals contenen el
promotor CAG (promotor hibrid basat en el promotor de la B-actina de pollastre i l'enhancer del
Citomegalovirus) i la seqiiéncia de poliadenilaci6 (pA) flanquejades per les ITRs. La representacié esquematica
no és a escala.

3.2.1. Analisi de la infectivitat i expressié in vivo del vectors AAV8-CAG-IGF1-dmiRT en
ratolins NOD

Ratolins NOD femella de 4 setmanes d’edat van ser administrats intraductalment amb
els vectors AAV8-CAG-IGF1-dmiRT, AAV8-CAG-IGF1 i AAV8-CAG-NUL a una dosi de
1.4x1012 genomes virals per animal per avaluar la seva infectivitat. Passat 1 mes post-
administracid, es van sacrificar els animals i es van extreure mostres de pancrees, fetge i
cor per quantificar 'expressié d’Igf-1 i la preséncia de genomes virals en aquests teixits

(Figura 57).

100



Resultats: Part 11

1.4x10%2vg
| [ | ! J
Edat 4 v
(setmanes) 4 6 8
AAV8 CAG IGF1 dmiRT Expressio d’'IGF-1 J
AAVS8 CAG IGF1

AAV8 CAG NUL
Analisi de genomes virals

Figura 57. Disseny experimental. Administracié intraductal dels vectors virals AAV8-CAG-IGF1-dmiRT,
AAV8-CAG-IGF1 i AAV8-CAG-NUL en ratolins NOD femella de 4 setmanes d’edat a una dosi de 1.4x1012
genomes virals. Els animals es van sacrificar 1 mes post-injeccié i es va analitzar I'expressiéo d’Igf-1 i la
presencia de genomes virals.

L’analisi mitjancant PCR quantitativa de 'expressié d’Igf-1 a pancrees va mostrar un
increment significatiu del mRNA d’Igf-1 tant en els animals administrats amb els vectors
AAV8-CAG-IGF1 com en els animals amb el vector AAV8-CAG-IGF1-dmiRT, en comparaci6
amb el grup control injectat amb el vector AAV8-CAG-NUL. A més, els nivells de
sobreexpressio a pancrees van ser similars entre els dos grups, fet que corroborava la no
interferéncia de les miRT-122a i miRT-1 en 'expressi6 del transgen. En canvi, quan es va
mesurar l'expressio d’Igf-1 en el fetge i en el cor, només es van detectar nivells
incrementats del mRNA d’Igf-1 en els animals injectats amb els vectors AAV8-CAG-IGF1.
Els animals que van ser administrats amb el vector que contenia les seqiiéncies diana dels
microRNAs 122ai 1 (AAV8-CAG-IGF1-dmiRT) van presentar uns nivells d’expressi6 d’Igf-1

similars als obtinguts en els animals injectats amb el vector AAV8-CAG-NUL (Figura 58).
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Figura 58. Comprovacié de la infectivitat in vivo dels vectors virals AAV8-CAG-IGF1-dmiRT mitjancant
administracié intraductal en ratolins NOD. Quantificacié dels nivells d’expressié d’Igf-1 al pancrees, fetge i
cor d’animals NOD 1 mes post-injeccid intraductal de 1.4x1012 genomes virals per ratoli. Valors expressats en
unitats arbitraries equivalents als resultats de la qPCR normalitzats pel gen Rplp0. Els resultats s'expressen
com la mitjana +* SEM, n= 4-5 animals per grup. *p<0.05 vs. AAV8 CAG NUL; **p<0.01 vs. AAV8 CAG NUL;
##p<0.01 vs. AAV8 CAG IGF1.

Per tal de confirmar que la caiguda d’expressié d’Igf-1 en el fetge i en el cor dels
animals injectats amb el vector AAV8-CAG-IGF1-dmiRT no era deguda a una diferent
infectivitat de les preparacions virals AAV8-CAG-IGF1 i AAV8-CAG-IGF1-dmiRT, es va
realitzar una quantificacié dels genomes virals en aquestes teixits. La presencia de
genomes virals es va determinar mitjangcant PCR quantitativa, tal com s’especifica a
I'apartat de Materials i Metodes. El resultat va permetre observar uns nivells similars de
genomes virals presents en el fetge i en el cor dels animals injectats, independentment de
la preparacié viral. Aixo indicava que les preparacions virals AAV8-CAG-IGF1-dmiRT,
AAV8-CAG-IGF1 i AAV8-CAG-NUL, administrades a la mateixa dosi, presentaven un
potencial infectiu similar en el fetge i en el cor dels animals injectats intraductalment. Per
tant, confirmava que la menor expressi6é d’Igf-1 observada en aquests teixits era deguda a
la presencia de la seqiiéncies diana del microRNA-122a, al fetge, i del microRNA-1, al cor,
en el vector AAV8-CAG-IGF1-dmiRT. A més, es va poder observar que el tropisme dels
vectors AAVS8, era molt superior al fetge, en comparacié amb el cor, on es va detectar una
quantitat molt inferior de genomes virals per cél-lula, fet que ja havia estat descrit

anteriorment (Cheng et al., 2007; Jimenez et al., 2011) (Figura 59).
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Figura 59. Quantificacié de genomes virals a fetge i cor. Els genomes virals corresponents als vectors
AAV8-CAG-NUL, AAV8-CAG-IGF1 i AAV8-CAG-IGF1-dmiRT es van quantificar mitjancant qPCR en mostres de
fetge i de cor dels animals NOD 1 mes post-injecci6 intraductal de 1.4x1012 genomes virals per ratoli. Els
resultats s'expressen com la mitjana + SEM, N= 4-5 animals per grup.

Aquests resultats confirmaven que la presencia de la seqliencia de reconeixement del
miR-122a, al fetge, i del miR-1, al cor, en el constructe AAV8-CAG-IGF1-dmiRT, bloquejava
I'expressio d’igf-1 induida pel vector AAVS8 en els teixits esmentats. Aixi, el vector AAV8-
CAG-IGF1-dmiRT administrat intraductalment representava una estratégia adequada per

a dirigir la sobreexpressi6 d’Igf-1 localment en el pancrees dels ratolins NOD.
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4. ESTUDI DE PREVENCIO DE DIABETIS EN RATOLINS NOD ADMINISTRATS AMB EL
VECTOR AAV8-CAG-IGF1-dmiRT

Un cop validada la infectivitat i 'expressi6é del vector AAV8-CAG-IGF1-dmiRT generat,
es va estudiar si la seva administracié en ratolins NOD era capa¢ de prevenir el
desenvolupament de diabetis. Per aix0, ratolins femella NOD de 4 setmanes d’edat van ser
administrats intraductalment amb una dosi de 1.4x1012 genomes virals de AAV8-CAG-
IGF1-dmiRT. Com a animals control de la injecci6 es van utilitzar ratolins femella NOD
administrats també per via intraductal i a la mateixa dosi amb el vector viral AAV8-CAG-
NUL. Es va triar aquesta edat perque a les 4 setmanes els animals es troben en 'estadi pre-
diabetic i encara no s’ha iniciat la destruccié autoimmune de la massa de cél-lula p. Per
tant, seria un estadi apropiat per avaluar si la sobreexpressié pancreatica d’'IGF-1 mediada
pel vector AAV8-CAG-IGF1-dmiRT és capag de protegir el pancrees endocri i prevenir la
perdua de massa de cél-lula §§ i la conseqlient aparici6é de diabetis en els ratolins NOD. Un
cop administrat el vector, es va confirmar la sobreexpressié d’IGF-1 al pancrees i es va fer
el seguiment de les glucemies al llarg del temps per tal de determinar la incidéncia de

diabetis en els animals tractats (Figura 60).
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Figura 60. Disseny experimental. Administracié per via intraductal dels vectors virals AAV8-CAG-IGF1-
dmiRT i AAV8-CAG-NUL en ratolins NOD femella de 4 setmanes d’edat a una dosi de 1.4x1012 genomes virals.
Un cop administrats els vectors virals es va fer un seguiment de les glucémies dels animals fins a les 28
setmanes d’edat per tal de determinar la incidencia de diabetis.
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4.1. Expressié d’IGF-1 en el pancrees dels animals administrats amb AAV8-CAG-

IGF1-dmiRT

Transcorregut 1 mes de I'administracié intraductal dels vectors AAV8-CAG-IGF1-
dmiRT es va comprovar la sobreexpressio d’IGF-1 al pancrees dels ratolins NOD. Es va
poder observar que els illots dels animals administrats amb el vector AAV8-CAG-IGF1-
dmiRT mostraven una clara sobreexpressiéo d’IGF-1, en comparacié amb els illots dels
animals administrats amb el vector AAV8-CAG-NULL. La tincié immunohistoquimica del
pancrees contra IGF-1 no va permetre observar la transduccié de les cel-lules acinars
possiblement degut a la rapida secrecid del factor soluble IGF-1. D’altra banda, no es va
detectar expressio d'IGF-1 al fetge o al cor dels animals administrats amb el vector AAV8-

CAG-IGF1-dmiRT (Figura 61).

Figura 61. Transduccio del pancrees en les femelles NOD administrades intraductalment amb el vector
AAV8-CAG-IGF1-dmiRT. (A,B) Immunohistoquimica dels teixits pancrees, fetge i cor contra IGF-1 en mostres
d’animals NOD injectats intraductalment a les 4 setmanes d’edat amb 1.4x1012 genomes virals i sacrificats 1
mes després. (A) Transduccid dels illots pancreatics. NUL: AAV8-CAG-NUL; IGF-1: AAV8-CAG-IGF1-dmiRT.
Fotografies a 400x. (B) Imatge representativa del fetge i del cor dels animals administrats amb els vectors
AAV8-CAG-IGF1-dmiRT. Fotografies a 100x.

4.2. Seguiment de la glucémia en els animals injectats amb AAV8-CAG-IGF1-dmiRT

Per tal d’avaluar com evolucionava el procés d’aparicié espontania de diabetis en els
animals NOD injectats, es va realitzar un seguiment de la glucemia fins a les 28 setmanes
d’edat de I'animal. L’analisi dels perfils glucemics individuals dels animals injectats va
mostrar que la major part dels animals del grup AAV8-CAG-NUL esdevenia diabétic amb

I'edat (Figura 62A), mentre que la majoria dels animals tractats amb AAV8-CAG-IGF1-
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dmiRT es mantenia normoglucémic (Figura 62B). A més, els primers animals en mostrar

valors d’hiperglucémia en el grup AAV8-CAG-NUL apareixien a les 14 setmanes d’edat

coincidint amb l'inici de diabetis observat en la colonia NOD. En canvi, en el grup tractat

amb el vector AAV8-CAG-IGF1-dmiRT els pocs casos d’hiperglucemia observats apareixien

en edats més tardanes, a partir de les 20 setmanes d’edat (exceptuant un animal que va

esdevenir hiperglucemic a les 12 setmanes). En aquests moments s’esta continuant el

seguiment d’aquests animals al nostre laboratori.
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Figura 62. Perfils individuals de glucemia en els ratolins femella NOD administrats intraductalment
amb els vectors AAV8. (A) Valors de glucémia en els animals NOD tractats amb AAV8-CAG-NUL. N=10 (B)
Valors de glucémia en els animals NOD tractats amb AAV8-CAG-IGF1-dmiRT. N=16. Els resultats s’expressen
com a la mitjana + SEM.
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4.3. Analisi de la incidéncia de diabetis

A partir del seguiment de la glucémia en els animals tractats amb el vector AAV8-CAG-
IGF1-dmiRT i AAV8-CAG-NUL es va determinar la incidencia de diabetis en aquests grups.
Es va observar una reduccié significativa de la incidencia de diabetis autoimmune en els
animals NOD tractats amb AAV8-CAG-IGF1-dmiRT. Mentre el grup tractat amb el vector
AAV8-CAG-NUL va presentar una incidencia de diabetis del 60% a les 28 setmanes d’edat,
en els animals tractats amb AAV8-CAG-IGF1-dmiRT la incidéncia va ser del 19% (Figura
63).

100 1 -O- AAVS-CAG-NUL

- AAV8-CAG-IGF1-dmiRT
80 1

60 1

40 A1

Incidéncia de diabetis (%)

20 1

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

A Edat (setmanes)
AAV

Figura 63. Incidencia de diabetis en els ratolins femella NOD administrats intraductalment amb els
vectors AAVS. Es va establir que un individu era diabetic quan la seva glucemia superava els 250 mg/dl en
dues mesures consecutives. N= 10 (AAV8-CAG-NUL); N=16 (AAV8-CAG-IGF1-dmiRT).

Aquests resultats suggereixen que la transducci6 del pancrees amb els vectors AAV8-
CAG-IGF1-dmiRT podria protegir els ratolins NOD del desenvolupament autoimmune de
diabetis. Aixi doncs, aquesta estrategia podria representar una nova aproximacié de

terapia genica per la diabetis tipus 1.
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PART I: ESTUDI DEL PAPER D’IGF-1 EN LA PRESERVACIO DE LA MASSA DE CEL-LULA
B EN EL MODEL NOD

La diabetis tipus 1 resulta de la destrucci6 autoimmune de les cel-lules f3
pancreatiques, el que condueix a la deficiencia d’insulina i a 1a hiperglucemia (Eizirik et al.,
2009). L’inici espontani de la T1D en humans és precedit per una infiltracié leucocitica
progressiva en els illots (insulitis), que persisteix durant un periode de temps
relativament llarg abans de la destrucci6 massiva de les cel-lules § (Atkinson and
Eisenbarth, 2001). Els pacients de T1D s6n diagnosticats després de perdre practicament
tota la massa de cel-lula § (Couper et al,, 1991), i requereixen un tractament substitutiu
amb insulina per sobreviure. Per tant, les intervencions enfocades a aturar l'atac
immunologic en els illots i promoure la supervivéncia de la cel-lula  s6n de gran interes

pel tractament de la diabetis.

Varis factors de creixement han mostrat propietats protectores contra la T1D en
diferents models animals. Entre ells, I'IGF-1 destaca per ser un potent agent antipaoptotic i
pels seus efectes preventius sobre l'atac autoimmune de la cél-lula f. En el nostre
laboratori s’ha descrit que la sobreexpressi6é local d'IGF-1 a la cel-lula § és capag de
prevenir la infiltraci6 de l'illot i la mort de les cél-lules 3 en el ratoli transgenic RIP-1/IFNp,
un model d’infiltracié limfocitaria dels illots amb susceptibilitat incrementada al
desenvolupament de diabetis (Casellas et al., 2006). A més, I'expressié transgenica d'IGF-1
a les cél-lules  de ratolins diabétics induits pel tractament amb multiples dosis d’STZ
(5x50mg/kg), és capag de regenerar el pancrees endocri (Agudo et al., 2008; George et al,,
2002).

No obstant, els estudis més rellevants sobre la etiologia de la T1D i el paper de factors
importants en la fisiopatologia de l'illot, s’han desenvolupat en bona part en el ratoli NOD.
Tot i que existeixen diferéncies entre el model murf i la malaltia humana, la T1D que
desenvolupen els ratolins NOD presenta moltes caracteristiques en comu amb la diabetis
autoimmune en humans (Boitard et al, 1993; Jayasimhan et al, 2014; Notkins and
Lernmark, 2001). El1 model NOD, a més, presenta I'avantatge de reproduir el procés
inflamatori que té lloc en els illots dels pacients diabetics, en contraposicié amb els models
induits amb l'administracié6 de STZ, que causa la mort de la cel-lula § per un efecte
citotoxic directe. Per tot aixd, aquest treball s’ha centrat en estudiar si la sobreexpressié
local d’IGF-1 a les cel-lules 3 del pancrees era capa¢ de contrarestar la diabetis

autoimmune que té lloc de manera espontania en el ratoli NOD. Amb aquesta finalitat es
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van generar els animals transgenics NOD-IGF1. Els ratolins NOD-IGF1 mostraven una
reducci6 significativa de la incidéncia de diabetis espontania. A les 30 setmanes d’edat,
només un 3% dels ratolins transgenics esdevenien diabétics en comparacié amb un 70%
dels animals NOD. Els animals NOD-IGF1 es mantenien normoglucemics i conservaven la
massa de cel-lula § i la tolerancia a la glucosa amb l'edat, a diferencia de I’evoluci6

diabetica que experimentaven els ratolins NOD.

L’estudi morfologic del pancrees va permetre observar que els ratolins NOD-IGF1 no
presentaven canvis en el pes del pancrees ni en la distribucié de les cel-lules endocrines
dins l'illot a diferéncia de les alteracions que causa la sobreexpressié d’altres factors de
creixement homolegs com IGF-2 (Devedjian et al., 2000). A més, tampoc no es van
identificar variacions en el percentatge dels illots quan van ser classificats per categories
de mida. No obstant, la massa de cel-lula 3 total era 2.5 vegades superior en els pancrees
dels ratolins NOD-IGF1 comparats amb els ratolins NOD degut a un increment del nombre
total d'illots. La cascada de senyalitzaci6 d’IGF-1, coordinada principalment pel substrat
IRS-2, té un paper essencial en la regulacié del creixement, funcid i supervivencia de la
cel-lula B (Rhodes and White, 2002). A més, s’ha descrit que ratolins transgenics que
expressen IRS-2 en la cél-lula B presenten el doble de massa de cel-lula § comparat amb els
seus germans control (Hennige et al.,, 2003). Aixi, la via IGF1-IRS2 podria ser responsable
de l'augment d’illots en els ratolins NOD-IGF1. De la mateixa manera, animals NOD
transgeénics per IRS-2 especificament a les cél-lules § presenten un efecte similar en la

densitat d’illots i la massa de cel-lula § (Norquay et al., 2009).

El manteniment de la massa de cel-lula  adulta esta regulat principalment per
I'equilibri entre la replicacié de les cel-lules B pre-existents i la mort per apoptosi de la
cel-lula g (Bouwens and Rooman, 2005). Quan es va estudiar la taxa replicacié de les
cel-lules 3 en els animals NOD i NOD-IGF1 pre-diabetics no es van detectar canvis entre els
dos grups en el percentatge de cel-lules 3 Ki67 positives. Tampoc no es van observar
alteracions en els nivells d’expressié génica d’elements del cicle cel-lular que regulen la
replicaci6 de la cél-lula f com Cdk4, i les ciclines D1 i D2 (Kushner et al., 2005; Rane et al,,
1999). En canvi, en l'analisi dels inhibidors del cicle cel-lular es va observar un augment
significatiu de I'expressio génica de p21. Aquests resultats concorden amb els obtinguts en
treballs anteriors, on s’havia descrit que la sobreexpressi6 d’IGF-1 a la cel-lula § no era
capa¢ d’induir I'increment de replicacié de les cél-lules § en ratolins sans (Agudo et al,,

2008). En aquest cas, també es va observar un increment de l'inhibidor p21 que podria
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estar frenant la progressi6 del cicle cel-lular com a mecanisme compensatori als efectes
proliferatius d’'IGF-1. De la mateixa manera, la sobreexpressié de IRS-2 a les cél-lules 8
d’animals transgenics NOD no indueix un augment de la replicaci6 en els illots pre-

diabetics no infiltrats (Norquay et al., 2009).

L’altre mecanisme important implicat en la regulacié de la massa de cel-lula 3 és la
mort cel-lular per apoptosi. La determinaci6 de la taxa d’apoptosi va mostrar una reducci6
del nombre de cél-lules § TUNEL positives en els illots dels animals NOD-IGF1. L'IGF-1 és
un potent factor antiapoptotic (Kooijman, 2006), aixi que 'augment local d’aquest factor
als illots pancreatics NOD-IGF1 podria actuar com un factor de supervivéncia capac¢ de
prevenir la mort de la cél-lula . D’acord amb la sobreexpressié d’IGF-1 a les cél-lules 3, es
va observar un augment de la senyalitzacié d’IGF-1 a través de nivells incrementats de P-
AKT en els illots. Es probable que l'activacié de la via de senyalitzacié de la P-AKT fos la
responsable dels efectes anti-apoptotics d'IGF-1 en els illots dels animals NOD-IGF1.
Aquests resultats estan d’acord amb els obtinguts en altres models on 'absencia del IGF-
1R en la cél-lula B, causa deficiéncia de P-AKT, mort accelerada de les cel-lules f§ i diabetis
(Ueki et al.,, 2006). Aixi doncs, I'activacié de la cascada de senyalitzacié d’IGF-1 produiria
un efecte anti-apoptotic en la cél-lula § que podria explicar el manteniment de la massa de

cel-lula B en els ratolins NOD-IGF1 amb el temps.

Una de les caracteristiques principals de la T1D és la pérdua de tolerancia als antigens
de la cel-lula B que resulta en una destruccié autoimmune de les cel-lules . Aquest procés
té lloc per mitja de la infiltracié de cel-lules del sistema immune en els illots i avanca
progressivament amb I'edat, essent responsable de la pérdua de massa de cel-lula 3. Quan
es va mesurar la insulitis en els ratolins NOD i NOD-IGF1 es va observar una clara reduccié
del nombre d’illots que presentaven infiltracié limfocitica en els animals NOD-IGF1 a les
15 setmanes d’edat. Aquesta reduccié de la insulitis es mantenia en els animals NOD-IGF1
en edats més avancades mentre que empitjorava significativament en els ratolins NOD a
mida que envellien i avancaven en el procés diabétic. Aixi doncs, la sobreexpressié
pancreatica d'IGF-1, a més de produir un efecte anti-apoptotic en la cel-lula 3, també era
capag de prevenir el desenvolupament d’insulitis en els ratolins NOD-IGF1. Aquest fet posa
de manifest les funcions immunomodulatories d’IGF-1 ja que la sobreexpressié d’altres
elements de la mateixa cascada de senyalitzaci6, com IRS-2, no protegeixen de la infiltracio6
limfocitica dels illots en el ratoli NOD (Norquay et al., 2009). Altres estudis corroboren la
capacitat d'IGF-1 d’exercir efectes immunomodulatoris en el model NOD i en altres models
de diabetis autoimmune. L’administracié diaria subcutania de proteina IGF-1 humana
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recombinant a ratolins NOD prediabetics redueix la severitat de la insulitis i la incidencia
de diabetis tipus 1 (Bergerot et al.,, 1995; Chen et al., 2004; Kaino et al., 1996). D’altra
banda, la sobreexpressié d’IGF-1 en els illots de ratolins transgenics per IFNf contrarresta
la infiltracié dels illots (Casellas et al., 2006). A més d’una reducci6 de la insulitis, en els
illots dels animals transgénics NOD-IGF1 hi havia una menor expressi6 de citoquines
inflamatories implicades en la destruccié autoimmune de la cél-lula § (MIP-1a, MIP-1§,
TNF-a, IL-18, MCP-1, IFN-y, etc.). Aquests resultats milloren els obtinguts en animals NOD
tractats amb proteina IGF-1 recombinant, on no es van detectar canvis importants en els
nivells de IFN-y, MIP-1a o MIP-1p en el pancrees (Chen et al,, 2004). En diversos estudis,
s’ha comprovat que IGF-1 proporciona una proteccié contra I'apoptosi en illots cultivats
amb citoquines pro-inflamatories com IL-1f, TNF-a, o IFN-y, i contra la inhibicié de la
secrecié d’insulina induida per aquestes citoquines (Giannoukakis et al., 2000; Harrison et
al, 1998; Mabley et al,, 1997). El mateix s’observa quan es cultiven illots d’animals NOD
pre-diabetics amb IGF-1 i en presencia de citoquines inflamatories (Hill et al., 1999). Aixi
doncs, els illots dels animals transgenics NOD-IGF1 estarien protegits contra els
mecanismes de mort de linfiltrat limfocitic dels illots i aix0, al seu torn, reduiria el
reclutament de més cel-lules del sistema immune i, en conseqiiéncia, increment de

I'expressio de citoquines pro-inflamatories.

Aquesta marcada reduccié de la presencia i progressi6é de la insulitis, aixi com dels
seus mediadors quimics, explicaria perque en els illots dels animals transgenics que
sobreexpressen IGF-1 no es produia una perdua progressiva de la massa de cel-lula §,
perdua de la tolerancia a la glucosa i finalment, aparicié d’hiperglucemia i hipoinsulinémia
(diabetis oberta). No obstant, es desconeixien els mecanismes mitjangant els quals IGF-1

era capac de frenar la resposta immune contra els illots.

Estudis en models animals transgenics (Allison et al., 1988; Lo et al., 1988; Sarvetnick
etal, 1988) i en limitades dades obtingudes d’estudis post-mortem en humans (Foulis and
Farquharson, 1986; Foulis et al., 1987) indiquen un paper important de les molecules del
MHC en l'inici de la destruccié de la cél-lula § i el desenvolupament de diabetis. S’ha
descrit que hi ha una sobreexpressié de molecules del MHC-I i una expressié aberrant de
molecules del MHC-II en cel-lules de l'illot en estadis previs a la preséncia de l'infiltrat
inflamatori (Foulis, 1987; Foulis et al., 1987). La destrucci6 de les cel-lules 3 en la T1D és
un procés complex mediat per cel-lules T del sistema immune i requereix la participaci6
tant de cel-lules T CD8* restringides a la presentacié per molécules MHC-I; com de

cel-lules T CD4+, restringides a la presentacié per molécules MHC-II (Wicker et al., 1995).
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Aixi doncs, la presentacié d’antigens per part d’ambdues molécules MHC-I i MHC-II té un
paper molt important en la T1D. Per aquest motiu, i per valorar si les molecules del MHC
estaven involucrades en la prevencié de diabetis observada en el ratoli NOD-IGF1, es van
mesurar els nivells d’expressi6 relativa del gens que codifiquen per les molécules del
MHC-I (B-2-microglobulina) i del MHC-II (H2-Aa) en els illots dels animals que
sobreexpressaven IGF-1. Es va observar una disminucié de l'expressié d’aquests
marcadors en comparacié6 amb els animals NOD. La presentacié en la cel-lula P
d’autoantigens o bé d’antigens relacionats amb desencadenants ambientals (per exemple
infeccié virica) a través del MHC-I fa que la cel-lula sigui reconeguda i selectivament
destruida per cel-lules T CD8* citotoxiques. La importancia d’aquesta molecula és clau per
al desenvolupament d’insulitis en el ratoli NOD i pot determinar per si sola 'activacié de
cel-lules T diabetogeniques (Hamilton-Williams et al., 2001). En conseqliéncia, la menor
expressiéo de MHC-I a les cél-lules 3 dels animals transgenics que sobreexpressen IGF-1, les
faria menys visibles pel sistema immune i, per tant, podrien escapar de la destruccié
autoimmune. Altres treballs han relacionat el paper d’IGF-1 en l'evasié del sistema
immune mitjancant estudis en diferents linies cel-lulars, on la inhibicié de l'expressio
d’IGF-1 té lloc de manera coordinada amb l'augment de MHC-I a la superficie de les
cel-lules tractades (Ly et al., 2000; Upegui-Gonzalez et al., 1998). D’altra banda, quan IGF-1
és co-expressat a la cel-lula p d’animals transgénics RIP-1/IFN-3, model que sobreexpressa
MHC-I (Pelegrin et al., 1998), també s’observa una marcada reduccié dels nivells
d’expressi6 de P2-microglobulina, en paral:lel amb una reduccié6 de la infiltracié

limfocitica dels illots (Casellas et al., 2006).

A part del paper dels MHC, altres estudis han posat de manifest la importancia de les
molecules co-estimuladores B7.1 (CD80) i B7.2 (CD86) en el desenvolupament de diabetis
en els ratolins NOD (Lenschow et al, 1995). La interacci6 CD28/B7 constitueix una
important senyal de co-estimulacid, responsable de l'activacié optima de la cel-lula T
mediada pel reconeixement d’antigen, i la proliferaci6 i supervivencia de les cel-lules T
activades. Tant és aixi, que I'expressié ectopica de les molécules del MHC-I o II en els illots
de Langerhans és insuficient per activar cel-lules T potencialment autoreactives (Burkly et
al,, 1990; Slattery et al.,, 1993). No obstant, la coexpressié de molécules coestimuladores
apropiades, com B7.1, en els illots activa aquestes cel-lules i resulta en una destrucci6
autoimmune dels illots (Guerder et al.,, 1994; Harlan et al,, 1994; Heath et al, 1992). La
quantificacié mitjangant qPCR de les molecules co-estimulatories B7.1 i B7.2 va revelar
una disminucié dels nivells d’expressié relativa d’aquestes molecules en les mostres

d’illots dels animals NOD-IGF1. Aixi doncs, a més de reduir I'expressié de MHC-I a les
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cel-lules B, IGF-1 podria disminuir també I'expressié de les molécules coestimuladores
B7.1 o B7.2. En relaci6 amb aixd, s’ha descrit que quan es bloqueja l'expressi6 o
senyalitzacié d'IGF-1 en cel-lules de glioma s’observa un augment de l'expressi6 de la
maquinaria de presentacié d’antigen del MHC-I, incloent les molecules de coestimulaci6
B7 (Pan et al, 2013; Trojan et al, 1996). La disminuci6 tant del MHC-I com de les
molecules coestimuladores B7 portaria a una menor presentacié d’antigens, i a una
estimulacié deficient de la resposta immune que podria explicar perque els illots dels
animals NOD-IGF1 escapen de la massiva infiltracié observada en els animals NOD. Alhora,
un menor reclutament de cél-lules especialitzades del sistema immune en els animals

NOD-IGF1 justificaria la disminuci6 de I'expressié de molécules MHC-II en els illots.

D’altra banda, la supressié de les respostes autoreactives de les cél-lules T contra
l'illot pancreatic és un pre-requisit indispensable per assolir una correccié a llarg termini
de la malaltia com la que s’observa en els animals NOD-IGF1. En aquest sentit, les cel-lules
Treg juguen un paper fonamental i sén crucials pel manteniment de 'homeostasi i la
tolerancia del sistema immune en els illots pancreatics (Feuerer et al., 2009; Geiger and
Tauro, 2012; Sakaguchi et al, 2010). La quantificacié de les cél-lules Treg presents al
pancrees i als PLNs dels animals NOD-IGF1 va mostrar un augment en el percentatge
d’aquestes cel-lules en comparacié amb els animals NOD, tot i que les diferéncies no van
assolir significacié estadistica. Aquests canvis, no es van observar en el percentatge de
Tregs en la melsa, indicant que no es tractava d'un efecte generalitzat sin6 que tenia lloc
de manera local en el pancrees dels individus. Aixi doncs, I'augment local d’IGF-1 en els
illots dels animals transgenics podria estar reclutant o estimulant la formacié de Tregs al
pancrees i als PLN dels ratolins NOD-IGF1 i d’aquesta manera, frenant I'atac autoimmune

dels illots.

D’acord amb aix0, en un treball realitzat al nostre laboratori, es va demostrar que
I'expressi6o d’IGF-1 a les cel-lules no parenquimals del fetge, provocava un augment de
cel-lules Treg intrahepatiques i intrapancreatiques, que eren responsables de la menor
incidéncia de diabetis en un model muri autoimmune de la malaltia (Anguela et al., 2013).
De manera similar, la transferéncia de cel-lules T autoreactives a ratolins NOD tractats
amb IGF-1 redueix la incidéncia de diabetis degut a una reduccié de la insulitis i canvis en
I'activacié de cel-lules T del sistema immune (Bergerot et al, 1996). Aquests resultats
suggereixen un possible mecanisme d’acci6 de I'IGF-1 sobre les cél-lules T activades, que
també expressen receptors per 'IGF-1 (Kooijman et al., 1992; Stuart et al., 1991; Tapson et

al, 1988), a més dels coneguts efectes directes d’aquest factor en la supervivéncia dels
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illots. A més a més, els efectes d'IGF-1 sobre la modulacié del sistema immune també han
estat descrits recentment en desordres inflamatoris no autoimmunes. L’expressi6 ectopica
d’IGF-1 en la pell del ratoli suprimeix la dermatitits al-lérgica per contacte de manera
especifica de les cél-lules Treg, augmentant el nombre d’aquestes cel-lules en l'area
afectada (Johannesson et al.,, 2014). En aquest estudi, els efectes beneficiosos d’IGF-1 es
perdien en ratolins amb una deleci6 de I'IGF-1R especificament a les Treg, indicant les

accions directes d'IGF-1 en I’estimulacié de les cel-lules Treg (Johannesson et al., 2014).

En conjunt, aquestes dades indicarien que la sobreexpressié d’IGF-1 a les cel-lules
f dels illots NOD-IGF1 els confereix una resistencia a I'apoptosi, alhora que indueix una
menor expressié de molecules presentadores d’antigen i estimuladores de la resposta
immune que redueixen la insulitis i, en conseqliéncia, l'expressié de citoquines
inflamatories en els illots. Aix0o, a més, podria tenir lloc de manera coordinada a un
increment en la proporcié de cel-lules Treg al pancrees estimulat per la sobreexpressié
d’IGF-1, que contribuiria al manteniment de la tolerancia immune en els illots. D’aquesta
manera, IGF-1 seria capag¢ tant de frenar el procés de la destruccié autoimmune de les
cél-lules B com de mantenir els animals NOD-IGF1 lliures del desenvolupament de
diabetis. Per tot aixo, la transferencia génica d’IGF-1 al pancrees podria representar una

nova aproximacié de terapia genica per la diabetis tipus 1.
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PART II: APROXIMACIO DE TERAPIA GENICA DIRIGIDA AL PANCREES BASADA EN LA
TRANSFERENCIA D’IGF-1 PER CONTRARRESTAR LA DIABETIS AUTOIMMUNE EN EL
RATOLI NOD

Els tractaments disponibles actuals per la T1D es basen en terapies de
reemplacament d'insulina que sén requerides durant tota la vida del pacient per reduir els
nivells de glucosa en sang. No obstant, aquests tractaments no prevenen el
desenvolupament de complicacions secundaries a llarg termini derivades de la
hiperglucémia cronica, que sén la principal causa de mort dels pacients de T1D. D’altra
banda, el transplantament de pancrees o d’illots ofereix també una possibilitat terapéutica
per a la T1D ja que proporcionen una font endogena d’insulina fisiologicament regulada.
No obstant, l'escassetat de donants, el rebuig immunologic i la necessitat de la
immunosupressié fa que aquestes alternatives siguin limitades (Jahansouz et al., 2011).
Per tal de superar aquests inconvenients, cal desenvolupar noves aproximacions
preventives o curatives per la T1D. En aquest sentit, la terapia genica ofereix una nova

eina de tractament amb grans possibilitats.

D’acord amb els resultats obtinguts en la Part I d’aquest treball, aixi com en d’altres
estudis del nostre grup (Agudo et al., 2008; Casellas et al., 2006; George et al., 2002),
I'expressio local d’IGF-1 podria ser una aproximacié segura per a protegir o regenerar el
pancrees endocri. Aixi IGF-1 seria un possible gen terapéutic candidat al desenvolupament

d’estrategies de terapia genica per a contrarestar la diabetis.

Recentment, el nostre grup ha demostrat que els vectors de terapia genica AAV poden
ser utilitzats per a dirigir una expressié eficient i a llarg termini de transgens en el
pancrees (Jimenez et al., 2011). En concret, els vectors AAV8 permeten una elevada
transduccié del pancrees endocri i exocri quan sé6n administrats per via intraductal
(Jimenez et al., 2011). Per tot aix0, en la Part Il d’aquest treball es va desenvolupar una
estrategia de terapia génica amb vectors AAV8 administrats intraductalment al pancrees

del ratoli NOD per tal de transferir el gen Igf-1 i avaluar la prevencié de diabetis.

En primer lloc, es va comprovar el tropisme del vector AAV8 administrat
intraductalment a una dosi de 1.4x1012 gv al pancrees de femelles NOD de 4 setmanes
d’edat, que transportava un constructe que codificava per la proteina verda fluorescent
GFP sota el control del promotor ubic CAG. Es va seleccionar aquesta edat ja que en la Part
[ d’aquest treball, aixi com en d’altres articles de la bibliografia (Norquay et al., 2009;
Rosmalen et al., 2002) s’ha descrit que els illots dels animals NOD encara preserven la seva
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estructura i el procés d’infiltracié es troba en fases molt inicials, de manera que la majoria
d’illots estan lliures d’insulitis. Per tant, seria un moment convenient per prevenir la
destruccié autoimmune dels illots i preservar la massa de cel-lula . De manera similar al
que s’havia descrit en animals CD1 de 8 setmanes, 'administracié intraductal de vectors
AAV8 va mostrar una amplia transduccié del pancrees exocri i endocri, observant-se
colocalitzaci6 del marcatge GFP amb la marca d’insulina a dins de l'illot (Jimenez et al,,

2011).

Tot i que la transduccié parcial de la part central del core dels illots, pot representar
un inconvenient en determinats casos, el fet que els vectors AAV8 poden transduir
virtualment tots els illots del pancrees quan sén administrats a dosis de I'ordre de 1012
genomes virals (Jimenez et al., 2011), i que I'expressié de factors secretables com IGF-1
per les cel-lules transduides pot actuar en les cél-lules veines no transduides podria
superar aquesta limitaci6. D’altra banda, la transduccié preferent de les cel-lules de la
periferia de l'illot seria prioritaria per combatre la destruccié autoimmune de les cel-lules
B en la T1D, donat que 'atac autoimmune dels limfocits infiltrants té lloc activament des

de la periferia de l'illot (Jansen et al., 1994; Rosmalen et al., 2002).

No obstant, I'administraci6 intraductal de vectors AAV8 permet la transducci6 d’altres
teixits periferics, principalment el fetge i el cor (Jimenez et al, 2011). Aix0 podria ser
degut a la combinacié de dos factors: d’'una banda, la capacitat dels vectors AAV8 de
creuar barreres endotelials i assolir el torrent sanguini (Zincarelli et al., 2008); i de I'altra,
I'elevada densitat vascular dels illots, que presenten una abundant microcirculacié capag
de respondre a la seva funcié endocrina a través de I'aportacié rapida a la sang de les
hormones secretades (Konstantinova and Lammert, 2004; Lammert et al., 2003; Olsson
and Carlsson, 2006). Aixi, una part dels vectors AAV8 administrats intraductalment és
capag d’assolir el torrent sanguini i transduir altres teixits pels quals presenta un elevat
tropisme, com és el fetge (Bish et al,, 2008; Inagaki et al., 2006; Nakai et al., 2005) i, en
menor mesura, el cor (Pacak et al, 2006). Convé destacar que la transduccié d’aquets
teixits a partir d’'una administracié intraductal és molt menor als nivells assolits a partir
d’'una administracié intravenosa alhora que la transferéncia génica del pancrees és
superior (Jimenez et al, 2011). D’acord amb aquesta informacid, l’administracié
intraductal de vectors AAV8 al pancrees de femelles NOD també va resultar en una certa

transduccié del fetge i del cor.
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Una manera d’aconseguir que l'expressié del transgen dirigida pels vectors AAV8
estigui limitada a tipus cel-lulars especifics del pancrees és I'is de promotors especifics de
teixit, com RIP-1 o RIP-2 en el cas de la cél-lula 3, o el promotor elastasa, en el pancrees
exocri. No obstant, I'expressié dirigida per aquest tipus de promotors és més debil en
comparacié amb promotors d’origen viral com el CAG, i depen, en molts casos, de la propia
regulacié del teixit. D’altra banda, 'administracié d’'un vector AAV8 amb un promotor
d’expressi6 ubiqua permetria expressar Igf-1 a les cél-lules f dels illots aixi com
maximitzar el nombre de cel-lules acinars que proporcionarien el factor a les cél-lules  no
transduides. A més, d’aquesta manera, davant un atac autoimmune i destruccié selectiva
d'un percentatge de cel-lules B dels illots NOD, el pancrees exocri podria continuar

proporcionant el factor terapeutic a les cel-lules § restants.

Una alternativa disponible per a restringir I'expressi6é del transgen al teixit d’interes
és I'ts de la tecnologia dels microRNAs (miRNAs). L’expressi6 genica del constructe
contingut en el vector AAV pot ser modulada post-transcripcionalment mitjangant
I'addicié de seqiiencies diana de miRNAs en la part 3’-UTR. En concret, per inhibir
selectivament I'expressié del transgen en un teixit no desitjat, cal incorporar la seqiiencia
diana d’'un miRNA (miRT) especific d’aquell teixit. La seqiiencia diana pot ser reconeguda
pel microRNA endogen del teixit i d’aquesta manera es produeix el silenciament de
I'expressio (Kelly and Russell, 2009). D’acord amb aixo, estudis del perfil d’expressio dels
miRNAs han revelat 'existéncia de miRNAs que sén altament expressats de manera
selectiva en un teixit (Shingara et al., 2005). Entre ells es troba el miRNA especific de fetge
miR-122a (Chang et al., 2004; Lagos-Quintana et al.,, 2002), i el miRNA especific de cor
miRNA-1 (Shingara et al., 2005). Les seqiiencies diana dels miRNAs 122a i 1 ja han estat
emprades en constructes AAV i han demostrat bloquejar de manera molt eficient
I'expressio a fetge i a cor en el nostre laboratori (Jimenez et al., 2013) i en altres treballs
(Geisler et al,, 2011; Qiao et al., 2011). No obstant, cap d’aquests estudis s’ha dut a terme
en el ratoli NOD.

Per tal de confirmar la possibilitat d’utilitzar les seqiiencies diana dels miRNAs 122a i
1 en el ratoli NOD per a restringir selectivament 'expressio a fetge i a cor, en aquest estudi
es va mesurar 'expressio dels microRNAs 122ai 1 en els teixits d’'interés del ratoli NOD.
La quantificacié realitzada dels nivells endogens de miRNA-122a, al fetge, i de microRNA-
1, al cor, dels individus femella NOD va confirmar la seva expressié en aquests teixits. A
més, en cap cas no es va detectar expressio en el pancrees dels ratolins NOD. Els nivells

d’expressi6 dels microRNAs es mantenien independentment de l'estadi diabetic dels
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animals indicant que el bloqueig de I'expressi6 del constructe AAV en el fetge o el cor dels

animals NOD no es perdria tot i I'aveng del procés diabétic.

Aixi doncs, per tal de sobreexpressar Igf-1 localment al pancrees dels ratolins NOD a
partir d’'una administracié intraductal de vectors AAV8 i bloquejar 'expressié del factor al
fetge i al cor, es va generar un constructe que contenia les seqiiéncies diana del miRNA-
122a i del miRNA-1 en la regi6 3’-UTR (AAV8-CAG-IGF1-dmiRT). L’administracié
intraductal dels vectors AAV8-CAG-IGF1-dmiRT va permetre observar una clara
disminucié de l'expressié d’Igf-1 al fetge i al cor fins a nivells practicament iguals als
observats en el grup control en comparacié amb els animals administrats amb el vector
sense les seqiiéncies diana dels microRNAs (AAV8-CAG-IGF1). En canvi, 'expressié al
pancrees no es va veure alterada per la preséncia d’aquestes seqiiencies. Aixi doncs, en
aquest treball s’ha validat I'ds de les seqiliencies diana dels microRNAs 122a i 1 en un

vector AAV administrat a ratolins NOD per a modular I'expressi6 génica.

Un cop generat i validat el vector terapeutic AAV8-CAG-IGF1-dmiRT es va estudiar si
la seva administracié a ratolins NOD de 4 setmanes d’edat era capa¢ de prevenir el
desenvolupament de diabetis. A partir del seguiment de la glucemia fins a les 28 setmanes
d’edat, es va observar que l'increment dels nivells d’IGF-1 al pancrees dels animals
administrats amb el vector AAV8 prevenia I'inici de la hiperglucemia i comportava una
reduccié significativa de la incidéncia de diabetis. Aquests resultats podrien indicar que
els mecanismes de prevencié de la destruccié autoimmune dels illots i del manteniment de
la massa de cel-lula § observats en el ratoli transgenic NOD-IGF1, també podrien estar
produint-se en el ratoli NOD administrat intraductalment amb els vectors AAV8 que
codifiquen per Igf-1. En el nostre laboratori s’esta aprofundint en aquests moments en

I'estudi d’aquests animals.

En conclusi6, en la Part Il d’aquesta tesi s’ha demostrat que la transferéncia genica
d’'Igf-1 al pancrees mitjancant l'administracié intraductal de vectors AAV8 podria
representar una nova aproximacio terapeutica per la diabetis. Els vectors AAV8 han
demostrat ser una eina molt Util per manipular genéticament el pancrees dels ratolins
NOD in vivo i presenten clares avantatges davant 1'iis d’altres vectors. L'expressio d’Igf-1
mitjancada per un vector adenoviral no permet estudis a llarg termini i mostra efectes
limitats en la proteccié de les cel-lules B dels illots de ratolins NOD, sense observar-se una
reduccié de la insulitis probablement influenciada per les propietats immunogeniques del

vector (Zhang et al., 2014). Nombrosos estudis experimentals i clinics han documentat els
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AAVs, en contraposicié amb altres tipus de vectors com els adenovirus, com a vectors amb
un potencial proinflamatori molt lleu degut a la seva incapacitat per desencadenar
respostes immunes innates de manera eficient (McCaffrey et al., 2008; Stilwell and
Samulski, 2004). En concret, els vectors AAV8 no semblen ser neutralitzats per antiserum
dirigit contra altres serotips d’AAV, i només nivells baixos d’anticossos neutralitzants
contra AAV8 han estat detectats en subjectes humans normals (Calcedo et al., 2009; Gao et
al,, 2002). Aixo suggereix que respostes immunes aillades com les que s’han observat al
fetge després d’administrar vectors AAV2 per via intravenosa (Manno et al, 2006),
estarien minimitzades amb 1'ds de vectors AAV8. De fet, altres estudis ja han demostrat
que 'administracié intravascular de vectors AAV8 no comporta inflamacio en el fetge o en

el teixit adipds (Jimenez et al., 2013).

D’altra banda, I'expressié eficient i a llarg termini proporcionada per una sola
administracié dels vectors AAV suposa una gran avantatge respecte altres terapies. Per
exemple, degut a la curta vida mitja d'IGF-1 en circulaci6é (Le Roith, 1997), el tractament
amb proteina IGF-1 recombinant requereix una administracié constant i repetida del
factor i, a més, els seus efectes tenen una duracié limitada un cop s'interromp el

tractament (Kaino et al., 1996).

Finalment, 'administracié intraductal podria ser aplicada potencialment a animals
més grans i a humans, per mitja del procés clinic no quirurgic i menys invasiu de la
colangiopancreatografia endoscopica retrograda (ERCP) (Hendrick et al., 2011), obrint la
possibilitat d’extrapolar aquest tractament amb éxit en humans. A més, l'eficacia i
seguretat de la transferencia génica mitjancada per vectors AAV ha estat extensament
estudiada en humans, amb resultats prometedors al fetge, muscul, sistema nervids central
i la retina (Mingozzi and High, 2011). No obstant, caldrien més estudis en animals grans
diabetics abans que una aproximacié terapeutica com la descrita en aquest treball pugui

ser aplicada a pacients humans.
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Conclusions

PART I: ESTUDI DEL PAPER D’IGF-1 EN LA PRESERVACIO DE LA MASSA DE CEL-LULA

B EN EL MODEL ESPONTANI DE DIABETIS AUTOIMMUNE NOD

1)

2)

3)

4)

5)

La sobreexpressié d'IGF-1 a les cél-lules  dels ratolins transgenics NOD-IGF1 era
capag de prevenir el desenvolupament de diabetis autoimmune per mitja d'un efecte

local autocri/paracri d’IGF-1 al pancrees.

El manteniment de la massa de cel-lula 3 i de la tolerancia a la glucosa observat en els

animals NOD-IGF1 era degut principalment a una reducci6 de 'apoptosi de la cél-lula

B.

Els ratolins transgenics NOD-IGF1 presentaven una important reduccié del procés
inflamatori en els illots, associada a una reduccié de la insulitis, una menor expressio6
de citoquines inflamatories i menor expressié de molecules presentadores d’antigen.
Aix0 feia que, amb 'edat, els ratolins NOD-IGF1 estiguessin protegits de la destrucci6

autoimmune dels illots.

La sobreexpressié d’IGF-1 podria conduir a un augment de les cel-lules Treg al
pancrees i als noduls limfatics pancreatics dels ratolins NOD-IGF1, fet que contribuiria

al manteniment de la tolerancia immune en els illots.

Tots els resultats anteriors suggerien que la sobreexpressi6 d’IGF-1 als illots
pancreatics podria ser una aproximaci6 terapeutica indicada per frenar i prevenir
I'atac autoimmune dels illots en la T1D i promoure la supervivencia de la cel-lula
durant el procés diabétic. Per tant, Igf-1 seria un possible gen candidat al

desenvolupament d’estratégies de terapia genica per a contrarestar la diabetis.
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PART II: APROXIMACIO DE TERAPIA GENICA DIRIGIDA AL PANCREES BASADA EN LA
TRANSFERENCIA GENICA D’IGF-1 PER CONTRARRESTAR LA DIABETIS AUTOIMMUNE
EN EL RATOLI NOD

1)

2)

3)

4)

5)

L’administracié intraductal de vectors AAV8-CAG-GFP a ratolins NOD va resultar en
una transduccio eficient del pancrees exocri i endocri. No obstant, aquesta

administracié va permetre també la transducci6 del fetge i del cor.

Els ratolins NOD presentaven nivells elevats d’expressié del microRNA-122a al fetge, i
del microRNA-1 al cor, independentment de I'estadi diabétic. No obstant, I'expressio

d’aquests microRNAs no va ser detectable al pancrees dels ratolins NOD.

L’Us dels vectors AAV8 en combinacié amb la tecnologia de les seqiiéncies diana dels
microRNAs 122a i 1 va ser una estrategia molt eficient per sobreexpressar IGF-1 al
pancrees dels ratolins NOD i bloquejar 'expressio als teixits no desitjats (fetge i cor)

mitjangant una administracié intraductal del vector AAV8-CAG-IGF1-dmiRT.

La sobreexpressiéo d’IGF-1 al pancrees mitjangada per I'administracié intraductal del
vector AAV8-CAG-IGF1-dmiRT protegia els ratolins NOD del desenvolupament

espontani de diabetis i reduia la incidéncia de diabetis.
La transferencia genica d’IGF-1 al pancrees mitjangant 'administracié intraductal

d’un vector AAV8 podria representar una nova aproximaci6 de terapia genica per la

diabetis tipus 1.
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Materials i Métodes

1. MATERIALS
1.1. Animals

Els ratolins NOD RIP-1/IGF1 van ser obtinguts a partir de retrocreuaments successius
entre mascles ICR RIP-1/IGF-1, generats préviament al laboratori (George et al., 2002), i
femelles NOD (Charles River Laboratories, Barcelona, Espanya). Després de 20
generacions es va considerar un fons genetic 100% NOD. Els experiments presentats en
aquest treball s’han dut a terme a partir d’animals transgenics NOD RIP-1/IGF-1 generats
en el retrocreuament N15 en endavant (%NOD > 99.99%).

Per a l'estudi de la funcionalitat de la seqiiéncia diana del microRNA-122a es van

utilitzar ratolins ICR (Harlan Teklad, Barcelona, Espanya) mascles de 8 setmanes d’edat.

Els ratolins van ser estabulats en instal-lacions lliures de patogens (SER-CBATEG), en
condicions de temperatura (22°C + 2) i llum controlades (cicles de 12 hores de llum i 12
hores de foscor), i alimentats ad libitum, és a dir, sense restringir-los 'accés al menjar, amb

una dieta estandard (2019S Teklad Global; Harlan Teklad, Madison, Wisconsin, EEUU).

Per a la presa de mostres, els animals van ser anestesiats mitjancant anestesics
inhalatoris (Isoflurano, IsoFlo®, Abbott Animal Health, Illinois, EEUU) i van ser eutanasiats
per decapitacié. Les mostres de sang i teixits van ser preses entre les 9:00 i les 11:00 del
mati i immediatament van ser congelades amb N; liquid i guardades a -80°C (sangs i

teixits) o van ser conservades en formol (teixits).

Tots els procediments experimentals van ser aprovats pel Comité d’Etica i

d’Experimentacié Animal i Humana de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB).

1.2. Soques bacterianes

Les soques E.coli XLZBue (Stratagene-Agilent tecnologies, Santa Clara, CA, EEUU) es
van utilitzar per obtenir els diferents constructes plasmidics utilitzats en aquest treball.
Tots els plasmidis contenen el gen de la resisténcia a 'ampicil-lina per a ser seleccionats.
El cultiu bacteria es va fer créixer en medis de LB solid (Miller’s LB Broth, Conda, Madrid,

Espanya) amb 2 % d’agar i 50 pg/ml d’ampicil-lina.
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1.3. Anticossos

Les mostres de teixits van ser fixades amb una solucié tamponada de formol al 4%,
incloses en blocs de parafina i posteriorment es van obtenir seccions de 2-3um per a
realitzar la incubacié amb els anticossos corresponents. Els anticossos i reactius utilitzats
per a la detecci6 de proteines mitjangant tecniques immunohistoquimiques, Western blot

o citometria de flux es resumeixen en la taula segiient:

Reactivitat Espécie Proveidor

Immunohistoquimica
Anti-insulina Ratoli Conill Sigma-Aldrich I-8510
Anti-glucagé Ratoli Conill Signet 219-01
Anti-IGF-1 Ratoli Cabra R&D Systems AF791
Anti-GFP Ratoli Cabra Abcam ab6673
Anti-Ki67 Ratoli Conill BD Pharmingen 55069
Anti-somatostatina Huma Conill Serotec 150597
Anti-polipeptid pancreatic Huma Conill ICN BioMedicals 64711
TUNEL kit Roche 1.684817
Anti-cabra Ig biotinilat Cabra Ase Santa Cruz sc-2042
Anti-conill Igbiotinilat Conill Cabra Pierce 31820
Streptavidine AlexaFluor 488 Life Technologies 11223
3,3-Diaminobenzidina (DAB) Sigma-Aldrich D5637-1G
DAPI Sigma-Aldrich D9542

Western Blot

AKT-PSer*’ Conill Cell Signaling 9271
AKT total Conill Cell Signaling 9272

Citometria de flux

PE Anti-CD4 Ratoli Rata BioLegend # 100407
FITC Anti-CD25 Ratoli Rata BD # 553071
Alexa-647 Anti-FoxP3 Flow kit Ratoli BioLegend # 320021

La Streptavidina conjugada amb Alexa Fluor 488 (FITC) (Life Technologies) i la 3,3-
Diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich) van ser utilitzades per imatges en fluorescencia
i camp clar, respectivament. Les seccions van ser incubades amb DAPI (Sigma-Aldrich) per
al marcatge fluorescent dels nuclis. En el cas de les imatges DAB en camp clar es va

utilitzar la contratincié amb hematoxilina idnicament.
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1.4. Reactius

Els reactius de biologia molecular es van obtenir de les cases comercials Roche (Roche
Diagnostics Corp., IN, EEUU), Invitrogen Corporation (actualment Life Technologies) (San
Diego, CA, EEUU), Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EEUU), Amersham Biosciences
(Piscataway, NJ, EEUU), Sigma (St.Louis, MO, EEUU), Promega Corporation (Madison, WI,
EEUU), BASF (Barcelona, Espanya), Qiagen (Hilden, Alemanya), QBIOgen (actualment MP
Biomedicals) (Irvine, CA, EEUU) i Fermentas (St. Leon-Rot, Alemanya). Els medis de cultiu
i els antibiotics es van obtenir de PAA (Pasching, Austria) i el serum (FBS) de Gibco

(Invitrogen, Life Technologies).

1.5. Plasmidis

Els plasmidis utilitzats en aquest estudi es resumeixen en la segiient taula:

Nom Promotor Gen d’interes PolyA
pAAV-CAG-GFP CAG GFP f-globina de conill
pAAV-CAG-NUL CAG - B-globina de conill
mIGF1

pAAV-CAG-IGF1-dmiRT CAG miRT122a f-globina de conill
miRT1

pAAV-CAG-IGF1 CAG mIGF1 f-globina de conill

El promotor CAG és un promotor hibrid format pel promotor de la [3-actina de

pollastre i per I'enhancer del Citomegalovirus i presenta una expressi6 ubiqua.

Les estrategies de clonatge utilitzades per a la generaci6 dels diferents plasmidis es

resumeixen en la taula seglient:

Nom Estratégia de clonatge
pAAV-CAG-GFP CBATEG
pAAV-CAG-NUL CBATEG
pAAV-CAG-GFP-dmiRT (CBATEG) digerit amb HindIII i
vector Notl
pAAV-CAG-IGF1-dmiRT :
insert pAAV-CAG-IGF1 digerit amb HindIII i Notl.

pAAV-CAG-IGF1-dmiRT digerit amb BamHI/Kpnl i
extrems roms.

pAAV-CAG-IGF1 vector

127



Materials i Métodes

3. METODES
2.1. Técniques basiques de DNA
2.1.1. Preparacié del DNA plasmidic

Per a l'obtencié de petites quantitats de DNA plasmidic (3-4 ug) es van realitzar
minipreparacions (minipreps) segons el protocol de lisi alcalina originalment descrit per
Bionboim i col-laboradors (Birnboim and Doly, 1979). A partir de 1-2 ml de medi de cultiu
(LB amb l'antibiotic corresponent) es degrada la paret bacteriana per acci6 de I'enzim
lisozim, seguida d’una lisi alcalina i de la precipitaci6 selectiva del DNA genomic i
proteines desnaturalitzants amb una solucié d’acetat de potassi a pH acid. El RNA bacteria
és degradat per I'addicié de I'’enzim RNasa.

D’altra banda, 'obtencié de grans quantitats de DNA es va realitzar mitjancant
maxipreparacions (maxipreps), a partir de les quals s’obté com a maxim 1 mg de plasmidi
de DNA, o megapreparacions (megapreps) per a obtenir un maxim de 2.5 mg de plasmidi
de DNA, a partir de 250 6 500 ml de medi de cultiu, respectivament. El metode esta basat
igualment en la lisi alcalina, perd la purificaci6 de DNA, en aquest cas, es va realitzar
mitjangcant columnes d’adsorci6 PureYieldTM Plasmid MaxiPrep System (Promega
Corporation) per les maxipreps, o EndoFree Plasmid Mega Kit (Qiagen) per a les

megapreps.

2.1.2. Digestié del DNA amb enzims de restriccié

Cada enzim de restriccié requereix unes condicions de reacci6 especifiques de pH,
forga ionica i temperatura. En cada cas, es van seguir les instruccions de la casa comercial
(New England Biolabs, Roche, Promega o Fermentas). En general, el DNA va ser digerit
amb 0.5 unitats d’enzim per ug de DNA en el tampé subministrat pel fabricant durant 1-2
hores a la temperatura optima de cada enzim. El producte de la reaccié va ser analitzat en
gels d’agarosa. Quan el DNA havia de ser digerit amb 2 o més enzims de restriccié, les
digestions es van dur a terme conjuntament sempre que les condicions del tampd i
temperatura fossin compatibles. Si els enzims tenien diferents requeriments, després de la
primera digestié el DNA era purificat de les sals i de I'enzim a través del Geneclean® kit
(QBIOgene) segons les instruccions del fabricant. E1 DNA era eluit en 30 pl amb el tamp6

d’elucié administrat pel fabricant per a tot seguit realitzar la segona digestio.
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2.1.3. Desfosforilacio de fragments de DNA

El DNA plasmidic, un cop digerit, pot tornar a re-lligar. Aquest procés es pot evitar
mitjancant 'eliminacié dels residus fosfats de I'extrem 5’ del vector. Per a la defosforilacid
es va utilitzar 1 unitat de fosfatasa alcalina per ug de DNA (Shrimp Alkaline Phosphatase,
Promega) en el tamp6 comercial 1X. La reaccié de desfosforilacié es va realitzar durant 30
minuts a 37°C. Posteriorment, es va inactivar I'’enzim a 65°C durant 15 minuts per evitar

qualsevol interacci6 de la fosfatasa en la reacci6 de la lligacié.

2.1.4. Generacié d’extrems roms de fragments de DNA

En els casos on l'acci6é de 'enzim de restricci6 va deixar els extrems cohesius i es
necessitaven extrems roms pel clonatge, el fragment digerit va ser tractat amb I'enzim
Klenow DNA polimerasa I (New England Biolabs). En presencia de la doble cadena de DNA i
deoxinucleosids trifosfats (dNTPs), la DNA polimerasa reomple I'extrem generat per
I'enzim de restriccié protuberant (activitat polimerasa 523’ o 3’>5’). En absencia de
dNTPs I'enzim elimina I'extrem 3’ protuberant mitjancant la seva accié exonucleasa
(3’=>5’), en canvi, no té activitat exonucleasa 5'>3’. La reacci6 es va dur a terme seguint

les instruccions de la casa comercial.

2.1.5. Construccié de molécules hibrides: Illigacié

La conjucié de molecules hibrides de DNA a partir de diferents fragments es pot fer
per acci6 de 'enzim lligasa (lligaci6). Els fragments de DNA d’interes es van barrejar a
diferents ratis de vector i d’insert (1:1, 1:5, 1:10) amb I’enzim DNA Lligasa del bacteriofag
T4 (New England Biolabs) i el tampd corresponent segons el protocol establert per la casa
comercial. Els productes resultants de la lligaci6 van ser transformats en cel-lules
competents E.coli de la soca XL2-blue (Stratagene-Agilent tecnologies, Santa Clara, CA,

EEUU).

2.1.6. Transformacié6 en cél-lules competents E.coli XL2-blue

El plasmidi de DNA pot ser introduit a cél-lules bacterianes competents a través de la
transformacié. En aquest estudi, 'electroporacié va ser el métode escollit per a dur a
terme la transformacié de les cel-lules E.coli XL2-blue. 40ul de cel-lules competents
(2x1010 cel-lules/ml) van ser descongelades en gel fins a la seva utilitzacié. 1 ul
(aproximadament 10 ng) de la reacci6 de lligacié del DNA o de DNA control va ser afegit

directament a les cél-lules competents. Després de la incubaci6 en gel durant 5 minuts, les
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cel-lules van ser electroporades a 2500 V amb un electroporador (Bio-Rad).
Posteriorment, es van diluir en 200 ul de LB, es van sembrar en plaques amb LB amb
I'antibiotic corresponent i van ser incubades a 37°C O/N (durant tota la nit). Al mati
seglient es van fer créixer les colonies de bacteris obtingues i posteriorment es va extreure
el DNA de les colonies recombinants. Mitjang¢ant I'is d’enzims de restricci6 es va analitzar

la preséncia de les molecules hibrides de DNA.

2.1.7. Obtencio del DNA i purificacio

El gel d’electroforesi d’agarosa és el metode estandard utilitzat per separar,
identificar i purificar els fragments de DNA. Per separar fragments de DNA entre 0.2 i 7 kb
es van utilitzar gels d’agarosa a I'l %. Per separar fragments <0.2 kb es van utilitzar gels
d’agarosa al 2%. La visualitzacié del DNA en el gel es va aconseguir mitjancant ’addicié de
baixes concentracions de Bromur d’Etidi fluorescent al gel (0.5 ug/ml), el qual s’intercala
entre les dues cadenes del DNA. La presencia de DNA es va visualitzar utilitzant llum
ultraviolada (UV) de baixa longitud d’ona (310 nm) a través d’un transiluminador i un
sistema de cameres (Syngene). Com a marcador de mida molecular de DNA es va utilitzar
el DNA ladder 1kb (Invitrogen).

Els gels d’agarosa es van preparar dissolvent I'agarosa en tampé d’electroforesi 1x
TAE (Trisacetate pH 8.3, 40 mM i EDTA 1mM) amb 0.5 ug/ml de Bromur d’Etidi. Les
mostres es van carregar al gel amb 1X tamp6 de carrega (Fermentas) i van cérrer amb el
tampé d’electroforesi 1x TAE a 80 V. Per tal d’obtenir i purificar el fragment de DNA
d’interes del gel d’agarosa, es va utilitzar GeneJET™ Gel Extraction kit (Fermentas). E1 DNA
va ser quantificat a 'espectrofotometre Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,

EEUU).

2.2. Cel-lules eucariotes en cultiu
2.2.1. Cél'lules Ins-1

Les cel-lules Ins-1 (ATCC) provenen d’'un insulinoma de rata. Per al seu cultiu, les
cél-lules Ins-1 van ser incubades a 37 °C, al 8.5 % de CO: i en medi de cultiu RPMI-1640
(PAA) (10 mM de glucosa) amb 2 mM de Glutamina, suplementat amb FBS (Fetal Bovine
Serum, PAA) al 10% (inactivat per calor), 10 mM HEPES, 1mM de Piruvat sodic i 50uM de
2-Mercaptoetanol. Per a realitzar els passos de manteniment, les cel-lules Ins-1 van ser
tripsinitzades per provocar la desadhesio6 de la placa, i després es van tornar a plaquejar a

diferents dilucions.
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2.2.2. Céel'lules C2C12

La linia cel-lular C2C12 (ATCC) prové d’una linia immortalitzada de mioblasts de
ratoli. El manteniment de les cel-lules es va realitzar en medi DMEM (PAA) amb 2uM de
Glutamina i suplementat amb FBS al 10% (inactivat per calor). Per induir la seva
diferenciacié a miotubs, es va utilitzar el mateix medi de cultiu pero suplementat amb HS
(Horse Serum, PAA) al 2% (inactivat per calor) enlloc de FBS al 10%. En ambdds casos es

van cultivar a I'incubador a 37°Ci al 8.5% de CO..

2.2.3. Cél'lules HEK-293

Les cel-lules HEK-293 6 293 (ATCC) sén cel-lules embrionaries de ronyé huma que
presenten el gen adenoviral E1 de ’'Ad5 integrat de forma estable en el genoma cel-lular.
Aquestes cel-lules van ser utilitzades per a I'amplificacié dels vectors virals. Es van
mantenir en medi de cultiu DMEM (PAA) amb 2 mM de Glutamina, suplementat amb FBS
al 10% (inactivat per calor) en un incubador ajustat al 8.5 % de COz i a 37 °C. Quan tenien
una confluencia del 70 %, les cél-lules van ser tripsinitzades i plaquejades a diferents

dilucions.

2.2.4. Transfeccié de DNA en cél-lules en cultiu

Per a dur a terme l'analisi d’expressi6 in vitro dels constructes obtinguts es van
realitzar transfeccions dels plasmidis a diferents linies cel-lulars (Ins-1, C2C12).

Per a aquesta finalitat es va utilitzar la tecnica de transfecci6 amb Lipofectamina
(Lipofectamine™2000, Invitrogen), la qual es basa en la formacié d'un complex
Lipofectamina-DNA per tal d’afavorir 'entrada del DNA a la cel-lula. La proporcié de
Lipofectamina/DNA utilitzada va ser de 2.5 ul de Lipofectamina (1mg/ml) per 1 ug de
DNA en les cél-lules Ins-1 i de 10 ul de Lipofectamina (1mg/ml) per 4 ug de DNA en les
cel-lules C2C12. En el moment de la transfeccio, les cel-lules INS-1 i C2C12 estaven al 70-
80% de confluencia. Al cap de 4-6h post-transfeccio, es va canviar el medi de les cél-lules
Ins-1 per medi de cultiu fresc. En canvi, a les cel-lules C2C12 es canvia el medi igualment,
perd en aquest cas pel medi de diferenciaci6 DMEM (PAA) amb 2mM de Glutamina i
suplementat amb HS (Horse Serum, PAA) al 2% (inactivat per calor). El cultiu de les
cel-lules es va interrompre a les 48h post-transfeccié, en el cas de les Ins-1, i als 6 dies
post-transfeccié i inducci6 del procés de diferenciacid, en el cas de les cel-lules C2C12, per

a l’analisi de les mostres.
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2.3. Genotipacié dels animals transgenics NOD-IGF1

Els ratolins NOD-IGF1 van ser genotipats mitjancant PCR sobre DNA genomic per a

detectar I'expressio6 del gen IGF-1 muri transgenic.

2.3.1. Purificacioé del DNA genomic dels ratolins

L’obtenci6 del DNA genomic es va fer a partir de mostres de cua (~0,5 cm de longitud)
de ratolins de 3 - 4 setmanes d’edat, segons una adaptaci6 del metode d’extraccié descrit
per Wet i col-laboradors (de Wet et al, 1987). Breument, els fragments de cua eren
digerits O/N a 562C en una solucié tamponada suplementada amb 0,1% w/v de proteinasa
K (Roche) (100 mM Tris-HCl pH 8,5; 5 mM EDTA pH 8,0; 0,2% w/v SDS; 200 mM NaCl; 1
mg/ml Proteinasa K). Aquesta incubaci6 va permetre la digestié tissular i I’alliberaci6 del
DNA genomic de l'interior cel-lular. L’homogenat (700 pl) va ser posteriorment clarificat
per addici6 d’'una soluci6 saturada de NaCl (250 pl) i centrifugat durant 15 min a 12000xg.
El sobrenedant es va separar i el DNA genomic es va purificar per precipitacié amb 500 pl
d’isopropanol. Posteriorment es va realitzar una nova centrifugacié durant 15 min a
12000xg per afavorir la precipitacié del DNA genomic al fons del tub. Aquest pellet de DNA
va ser finalment rentat mitjancant dos rentats amb etanol 70% v/v i re-suspés en 50 pl de

H,0 Milli-Q previament escalfada a 652C per facilitar la solubilitzacié del DNA.

2.3.2. Genotipacié per PCR

La genotipaci6 es va dur a terme mitjancant el kit comercial de PCR GoTag® DNA

Polymerase (M300) (Promega) en un volum final de 25 pl:

Reacci6 de genotipat Volum
5x GoTaq Reaction Buffer 5ul
Mg?* (25 mM) 2.4 ul
dNTPs (25 mM) 0.2 ul
Primer forward (10 uM) 1pl
Primer reverse endogen (10 uM) 1l
Primer reverse transgenic (10 pM) 1l
GoTaq Polimerasa (5U/pl) 0.2 pul
H.0 Milli-Q 11,2
DNA gendmic (1/200) 3l

La reaccié consistia en una desnaturalitzacié inicial d’1 min a 952C, seguida de 30

cicles de (a) desnaturalitzaci6 (15s a 952C), (b) hibridacié (30s a 602C) i (c) elongaci6 (20s
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a 722C), amb una fase final comu d’elongaci6é d’1 min a 729C. Els primers utilitzats per la
genotipacié van ser:

- Forward: 5 TGG ATG CTC TTC AGT TCG TG 3’

- Reverse endogen: 5’ GAG GGT GGC TGT TAG CCATA 3’

- Reverse transgeénic: 5’ GCA ACA CTC ATC CAC AAT GC 3’

Els resultats d’amplificaci6 d’aquesta reacci6 de PCR eren una banda
d’aproximadament 190 pb per als ratolins NOD, i una doble banda de 190 pb i 100 pb per
als ratolins transgenics NOD-IGF1. Finalment, el resultat d’amplificaci6 de la PCR es
carregava en un gel d’electroforesi d’agarosa al 2% w/v, com s’especifica a la apartat 2.1.7

de Materials i Metodes.

2.4. Produccid, purificacié i titulacid dels vectors virals adenoassociats
2.4.1. Produccié i purificacié

Les particules infectives de vectors virals AAV8 es van generar en cultius cel-lulars
HEK-293 cultivats en Roller Bottles (RB) mitjangcant un protocol de triple transfeccié
(Ayuso et al., 2010a) que implica la utilitzacié de 3 plasmidis. Aquest protocol basat en la
precipitacio dels virus mitjangant polietilenglicol (PEG) i ultracentrifugacié amb gradients
de CsCl permet eliminar practicament el contingut de capsides buides i disminuir les
impureses proteiques, augmentant d’aquesta manera la puresa de la preparaci6 viral final,
la qual cosa resulta en nivells de transducci6 in vivo més elevats (Ayuso et al., 2010b).

La co-transfeccié de cada RB es va dur a terme en 30 mL de fosfat calcic amb 150 pg
del DNA plasmidic d’interés (amb les seqiiencies ITR i el cassette d’expressid
corresponent), juntament amb 150 pg del plasmidi accessori rep2/cap8 (plasmidi
d’expressio codificant per les proteines de la capsida proteica de les particules virals i per
les proteines necessaries per la replicacié viral; Plasmid Factory) i 150 ug del plasmidi
helper pWEAD (plasmidi d’expressi6o codificant per a les proteines adenovirals
necessaries; Plasmid Factory).

Un total de 10 RB per cada vector AAV8-CAG-IGF1, AAV8-CAG-NUL i AAV8-CAG-IGF1-
dmiRT, i 20 RB per a AAV8-CAG-GFP es van utilitzar per a la producci6é viral. 48 hores
post-transfeccié, es van recollir i centrifugar les cel-lules a 2500 g durant 10 min. El medi
de cultiu es va guardar a 42C. El pellet cel-lular es va reconstituir en TMS (50 mM TrisHC],
150 mM NaCl, 2mM MgCl,, pH 8.0) i es va sonicar per lisar les cel-lules i alliberar els virus
del seu interior. El lisat es va centrifugar a 2500 g durant 30 min, i el sobrenedant

d’aquesta centrifugacié es va afegir al medi de cultiu préviament guardat a 4 °C. A
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continuacio, les particules virals es van precipitar mitjancant una incubacié de 15h en PEG
8000 al 8% (Sigma) a 4 °C. Passat aquest periode, els vectors es van precipitar per
centrifugacié a 4000 g durant 30 min. Aquest nou pellet, que contenia els vectors virals
tant del medi de cultiu com de les cel-lules, va ser reconstituit amb TMS, tractat amb
benzonasa (Merck) durant 1h a 372C i finalment centrifugat a 10.000 g durant 10 min. El
sobrenedant resultant es va carregar en tubs de 37.5 ml Ultra clear (Beckman) que
contenien un gradient discontinu de CsCl de densitat 1.5 (5ml) i 1.3 g/ml (10ml). A
continuacio, van ser centrifugats durant 17 h a 27000 rpm en un rotor SW28 (Beckman).
Les bandes de virus van ser recollides mitjancant agulles de 18 G i es van transferir a tubs
Ultra clear de 12.5 ml. La resta del tub de 12.5 ml es va emplenar amb CsCl a 1.379 g/ml
per tal de generar un gradient continu. Aquests tubs es van centrifugar a 38000 rpm en un
rotor SW40Ti (Beckman) durant 48 h. Finalment, es van recollir i dialitzar les bandes
corresponent a les particules virals plenes mitjangant una membrana de 10 kDa (Slide-A-
Lyzer Dialysis Products, Pierce), i posteriorment es van filtrar mitjancant filtres de 0.22 pm

(Millipore).

2.4.2. Titulacié de genomes virals

Els genomes virals dels AAV8 van ser determinats per PCR quantitativa (qPCR)
adequant el protocol descrit pel AAV2 i AAV8 Reference Standard Material (Lock et al.,
2010) als vectors utilitzats en aquest estudi. La quantificacié de cada vector es va fer en
paral-lel amb un vector de referéncia de concentracié coneguda per garantir la validesa
dels resultats.

Com a corba estandard es va fer servir un plasmidi linealitzat i quantificat mesurant
I'absorbancia a 260 nm. Per assegurar que el titol del vector viral no se sobreestimava
degut a la presencia de plasmidis de DNA restants de la transfeccié a la preparacié viral
final, es va realitzar un tractament amb DNAsa previ a la quantificacié. Només els genomes
encapsidats son resistents a la digestié amb DNAsa.

Es van afegir 5 pl de cada preparacio6 del vector viral en 5 pl de tamp6 de DNAsa 10X
(130 mM Tris-HCI, 50mM MgCl;, 1,2mM CaClz, pH 7,5), 1 ul de DNAsa (10 U/ul) i 36 pl
d’agua Milli-Q. La digesti6 es va incubar 60 min a 37 2C. Després de la digesti6 les mostres
es van diluir per a obtenir un valor d’amplificacié dins del rang de la corba estandard. Cada

reaccié de qPCR TagMan contenia en un volum final de 10 pl:
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Reacci6 TagMan Volum
TagMan LightCycler® 480 Probe Master 5ul
Primer forward (10 uM) 0.2 ul
Primer reverse (10 uM) 0.2 ul
Sonda (10 pM) 0.1l
H,0 Milli-Q 2l
Vector diluit 2.5l

La reacci6 consistia en una incubaci6 inicial de 10 min a 952C (que permet 'activacidé
de la polimerasa i la desnaturalitzacié de les capsides virals, permetent l'alliberament del
genomes) seguida de 40 cicles de 30s a 952C (desnaturalitzacid) i 30s a 602C (annealing i
elongacio).

Els primers utilitzats en la quantificacié dels genomes virals dels AAV hibridaven a la
zona comu del polyA (intré -globina):

Forward: 5’ CTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAAT 3’
Reverse: 5 GGAGAGGAGGAAAAATCTGGCTAG 3’
Sonda: 5’ CCGAGTGAGAGACACAAAAAATTCCAACAC 3’

El titol viral assignat va ser el resultat de la mitjana de tres quantificacions realitzades

en dies diferents:

Vector viral Titol (gv/ml)
AAV8-CAG-GFP 8.7x1013
AAV8-CAG-NUL 1.4x1013
AAV8-CAG-IGF1 9.8x1013

AAV8-CAG-IGF1-dmiRT 1.3x1013

2.4.3. Quantificacio de les particules virals per tincié de plata

L’analisi de les preparacions virals per electroforesi de proteines SDS-PAGE i la
posterior tincié6 amb nitrat de plata permet la quantificaci6 de les capsides virals, que
comparat amb el valor de genomes virals obtinguts per qPCR (veure apartat 2.4.2), permet
calcular el percentatge de capsides buides en cada preparacié (relacié: particules virals /
genomes virals). A més a més, aquest metode permet visualitzar al gel el grau de
contaminacié de proteines no virals que podrien afectar I'eficiencia de transducci6 in vivo.

El volum apropiat del vector d’interes, del vector de referéncia (control utilitzat
també en la quantificaci6 per qPCR) i de diferents dilucions del vector K208 (de
concentraci6 coneguda i utilitzat com a corba estandard), es van barrejar amb el tamp6 4x
Novex® Tris-Glycine LDS Sample Buffer (Invitrogen) i 10x NuPAGE Sample Reducing Agent

(Invitrogen) fins a un volum final de 20 pl. Després de 5 minuts d’ebullici6, les mostres es
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van carregar en un gel del 10% Bis-Tris Gel 1,5mm 15 well (Invitrogen) i es van correr a 120
V durant 2 hores. Les proteines del gel van ser fixades amb una barreja de Milli-Q
H,0/etanol/acid acetic. A continuacio, el gel es va sensibilitzar amb una barreja de
Na;S,03/Acetat de sodi/etanol/H,0 Milli-Q. Finalment, el gel es va tenyir amb nitrat de
plata i les bandes es van revelar fent servir una barreja de Na;COs3; /Formaldehid/H-0
Milli-Q.

El titol de particules virals es va obtenir per densitometria. A partir de la intensitat de
la VP3 de cada diluci6 del vector K208 es va generar una corba estandard per quantificar

les particules virals de les diferents preparacions.

2.5. Determinacié de genomes virals en teixits per qPCR

El valor final del nombre de genomes virals que han transduit una determinada
cel-lula, és alhora representatiu del nombre de copies del transgen per cél-lula. La
determinacié de genomes virals es va obtenir a partir de la comparaci6 de 20 ng de DNA
genomic extret de diferents teixits de ratolins, amb una recta patré de referéncia generada

a partir de dilucions seriades del plasmidi linealitzat.

2.5.1. Generacio6 de la recta patro de referéncia

La recta patr6 es va generar a partir del DNA plasmidic pAAV-CAG-GFP-WPRE
linealitzat. Per tant, coneixent la concentraci6 del plasmidi i el nombre de parells de bases
del constructe (7772 pb), es va obtenir el nombre de copies del transgén per ul. Aquest
DNA plasmidic es va diluir de forma seriada de manera que s’obtingués una recta patré6 de
dilucions logaritmiques 107:106:105:104:103:102 copies del transgen/pl. A cada reacci6 de
PCR es va combinar el DNA plasmidic amb 20 ng de DNA genomic total irrellevant (no
transgenic) de ratoli amb la finalitat d’igualar les condicions de PCR entre la recta patrd i el

DNA genomic dels ratolins transgenics.

2.5.2. Quantificacié del nombre de copies del transgen per qPCR

Un cop generada la recta patr6 i diluides les mostres, es va realitzar la qPCR per al
calcul del nombre de copies del transgen. Cada reacci6 de qPCR (TaqMan LightCycler® 480

Probe Master, Roche) es va dur a terme en 20 pl de volum final:
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Reacci6 TagMan Volum
TagMan LightCycler® 480 Probe Master 10 pl
Primer forward (10 uM) 1pl
Primer reverse (10 uM) 1pl
Sonda (10 pM) 0.2 ul
H20 Milli-Q 6.8 ul
Vector diluit 1wl

La reacci6 de qPCR va consistir en una desnaturalitzacié inicial de 10 min a 95°C i 45
cicles de desnaturalitzacié (10 s 952C), annealing (30 s a 602C) i amplificaci6 (1 s a 722C).
Les seqliencies dels oligonucleotids utilitzats s’especifiquen a continuacio:

Forward: 5’ CTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAAT 3’
Reverse: 5 GGAGAGGAGGAAAAATCTGGCTAG 3’
Sonda: 5’ CCGAGTGAGAGACACAAAAAATTCCAACAC 3’

Els valors obtinguts a la qPCR en relaci6 a la recta patr6 van proporcionar el nombre
de copies del transgeén que hi havia inicialment en 20 ng de DNA genomic total. Sabent que
en ratoli, 20 ng de DNA genomic corresponen a 3115.26 cel-lules diploides, es va obtenir el

nombre de copies del transgen per cel-lula diploide.

2.6. Injeccié in vivo dels vectors virals
2.6.1. Administracio retrograda pel ducte pancreaticobiliar

La injeccio retrograda pel ducte pancreaticobiliar va ser realitzada seguint el protocol
descrit per Loiler i col-laboradors (Loiler et al, 2005) amb petites modificacions. Els
animals es van anestesiar mitjangcant una injeccié intraperitonial de ketamina (100
mg/kg) i xilacina (10 mg/kg). Es va afaitar la zona ventral del ratoli i es va realitzar una
incisié de 2-3 cm a través de la linia mitjana, comengant a 'alcada del cartilag xifoides i
continuant cabdalment. Tot seguit, es va procedir a 'obertura de 'abdomen per mitja
d’una incisié a través de la linia alba i es va col-locar un separador abdominal. Amb cura, es
van exposar al camp quirurgic el duode i el cap del pancrees, identificant-se el ducte biliar.
Es van apartar els lobuls del fetge i es va pingar el ducte biliar cabdalment al fetge, a la
zona de bifurcaci6 de la triada hepatica per tal de prevenir la disseminacié del vector viral
cap al fetge. Posteriorment, es va introduir una agulla de 30G a través de la papil.la de
Vater i es va avancar retrogradament pel ducte biliar. L’agulla es va fixar pincant el ducte a
I'alcada de I'intesti per assegurar la seva posicié i evitar la fuita de vectors virals a 'intest{

(Figura 64). Lentament, es va injectar un volum total de 100 pl amb la dosi corresponent
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de vectors virals. Un minut després de la injecci6, es va retirar la pinca que assegurava
I'agulla i es va aplicar una gota d’adhesiu quirurgic veterinari Histoacryl (Braun) al punt
d’entrada de I'agulla. Aproximadament dos minuts després es va retirar la pinca del ducte
biliar i es va suturar la paret abdominal i la pell. Els ratolins es van deixar recuperar de

I'anestésia en una manta calefactora per evitar la perdua de temperatura.

Ducte pancreatic
3 +— Microclamp

Ducte biliar

Figura 64. Representaci6é esquematica de la xeringa i la col-locacié del microclamp per a la injeccié
intraductal retrograda de vectors virals al pancrees a través del conducte biliar. La solucié que conté els
vectors virals s'injecta a través de la papil-la de Vater utilitzant una agulla de 30G. El primer microclamp es
col-loca al conducte biliar tallant la circulacié vascular cap al fetge i la segona pinga s'utilitza per a fixar I'agulla
de la xeringa per tal d’evitar la disseminaci6 dels vectors virals cap a l'intesti.

2.6.2. Administracié hidrodinamica

L’administracié hidrodinamica per la vena de la cua es va realitzar com s’ha descrit
anteriorment (Liu et al.,, 1999). El plasmidi de DNA es va diluir en una soluci6 salina en
volum (ml) igual al ~ 10% del pes corporal mitja (g) dels animals i es va injectar
manualment a la vena lateral de la cua en menys de 5 segons. Abans de la injecci6, els
animals van ser exposats sota una llum d’infraroig de 250W (Philips) durant uns minuts
per dilatar els vasos sanguinis i facilitar la visualitzaci6 i facilitar I'accés a la vena de la cua.
Es van col-locar els animals en un rastrainer de plastic (Harvard Apparatus) per
immobilitzar-los i facilitar la injeccié. Es van utilitzar agulles de 30G (BD).

La injecci6 per la vena de la cua com més proximal al cos millor ja que s’aprofita la
dilatacié natural del vas a mesura que entra a '|abdomen i augmenta la taxa d’injeccié. No
obstant, si falla la injeccié (un problema que pot passar, és que immediatament la regio
que envolta el lloc d’injeccié es blanqueja), no és possible dur a terme una altra injecci6
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més distal en la mateixa linia lateral. Si aix0 passa, I'animal es pot injectar a través de la
vena de la cua contra lateral o a través de la vena original després de dues hores.

En general, els ratolins van tolerar les injeccions hidrodinamiques bé, pero
immediatament després els ratolins normalment restaven immobils i manifestaven una
respiracié forcada que persistia durant pocs minuts. A part d’aquests efectes immediats de
la injeccié hidrodinamica, els animals no van patir conseqiiencies conegudes durant el

tractament.

2.7. Aillament d’illots pancreatics

Els illots pancreatics s’extreien a partir de la digesti6 del pancrees i posterior
aillament dels illots. Per tal de digerir els pancrees, els ratolins es sacrificaven i se’ls
perfonia el pancrees mitjangant la injeccid, via el conducte biliar comu i la circulacid
clampada per l'ampul-la de Vatter, amb 3 ml d’una solucié de Liberasa (Roche;
0.104mg/ml en medi sense serum M199 (Gibco - Life Technologies #10012-037). Un cop
perfosos els pancrees es mantenien en gel fins a ser digerits en la mateixa solucié que
s’havia preparat per les injeccions a 372C durant 19 minuts. Per aturar la digesti6 i diluir
I'enzim s’afegien 35 ml de medi M199 fred amb el 10% de sérum (Biowest #50250-500) i
s’agitava durant 30s per acabar de disgregar completament el teixit. Seguidament es feien
2 rentats amb 30 ml i 10ml, respectivament, amb medi M199 complementat amb sérum i
eren filtrats (450mm PGI 34-1800-09) i recol-lectats en un nou tub. El filtrat amb 10 ml de
medi amb sérum, era centrifugat (Eppendorf 5810R, rotor A-4-62) a 200-230xG, 5 minuts
a 4°C. El sobrenedant era descartat i després d’eliminar totes les restes de medi, es
resuspenia el precipitat amb 13ml d’'Histopaque-1077 (Sigma 10771) fresc amb la pipeta i
fins a un volum de 25 ml s’afegia medi M199 sense serum sense que es barregessin les
dues fases. Seguidament era centrifugat (Eppendorf 5810R) a 1000xG durant 24 minuts a
49(C per tal d’obtenir els illots pancreatics a la interfase entre el medi i 'Histopaque i aixi,
amb la pipeta ser recol-lectats. Un cop aillats els illots eren rentats dos cops amb 40 ml de
medi amb serum i centrifugats a 1400 rpm, 2.5 minuts i a temperatura ambient. En I'altim
rentat el pellet d’illots era resuspes en 10-15 mL de medi M199. En aquest pas, i per ajudar
a la seva identificacié sota la lupa, els illots eren tenyits mitjan¢ant I'addicié de 200 ul
d’una soluci6 de Ditizona (Fluka #43820) al medi (per 10ml de volum: 30 mg Ditizona, 9
ml EtOH absolut, 150 pl NH40OH i 850 pl H;0). Trancorreguts 5 min d’incubacié, els illots
eren transferits a una placa de petri per ser pescats sota la lupa binocular.

Un cop recuperats, els illots eren processats per a la corresponent extracci6 de RNA

(veure apartat 2.8.2 de Materials i Métodes) o de proteina (veure apartat 2.10.1 de
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Materials i Metodes). Per a la determinacié del contingut d’IGF-1 dels illots per ELISA, els
illots pescats de cada animal es van transferir a una placa de 12 pous on van cultivar a 37
°C, al 8.5 % de CO; en un volum de 500 pl de medi RPMI-1640 (PAA), 11 mM glucosa, 1%
BSA, P/S, 2mM Glutamina, 0.1 mg/mL aprotinina (Sigma-Aldrich A6279) per pou. Després
de 90 minuts en cultiu, el volum dels pous es va recuperar en eppendorfs de 1.5 mL que
van ser centrifugats 5 min a 300xG i 42C per pelletejar els illots. El pellet d’illots es va
resuspendre en 60 pl de tamp6 d’homogenitzacié de proteines RIPA (veure apartat 2.10.1
de Materials i Métodes) i es van conservar congelats fins a la realitzacié de I'assaig ELISA

(veure apartat 2.11.3 de Materials i Metodes).

2.8. Analisi d’expressié del mRNA per qPCR
2.8.1. Extraccié de RNA total

Les mostres de teixits per a I'obtencié de RNA total van ser obtingudes dels animals
acabats de sacrificar i van ser rapidament congelades en nitrogen liquid. Els teixits
congelats van ser homogeneitzats (Polytron® MICCRA-KIT D-9, ART Prozess &
Labortechnik GmbH & Co. KG, Mullheim, Alemanya) amb 1 ml de la solucié TriPure
I[solation Reagent (Roche, 11667) i, seguint el protocol comercial de purificacié de RNA en
columna de Rneasy Mini Kit de QIAGEN (Cat.No.74104, QIAGEN, Invitrogen), es va obtenir
el RNA total. Aquest métode es basa en I'extraccié amb fenol-cloroform utilitzant Tiocianat
com a inhibidor de ribonucleases.

Totes les mostres van ser tractades en les columnes de purificaci6 amb DNasal
(RNase-Free DNase Set proporcionat amb les columnes, Qiagen) i, després de ser
eliminada amb el buffer subministrat pel fabricant, van ser eluides amb 30 pl d’aigua
destil-lada lliure de RNases (DEPC). Finalment, la concentracié de RNA obtingut es va

determinar mitjan¢ant I'ds d’'un Nanodrop (ND-1000, ThermoCientific).

2.8.2. Extraccié de RNA dels illots pancreatics

L’'obtenci6 de RNA d’illots pancreatics es realitzava mitjancant 1'ds de la solucid
TriPure Isolation Reagent (Roche, 11667) i seguint el protocol comercial de purificaci6 de
RNA en columna de Rneasy Mini Kit de QIAGEN (Cat.No.74104, QIAGEN, Invitrogen). El
mateix protocol inclou un tractament amb DNases. EL RNA quedava finalment resuspes en

un volum de 30 pl d’aigua lliures de RNases.
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Finalment, es determinava la concentracié de RNA de les diferents mostres, tant dels
teixits com dels illots pancreatics, mesurant I'absorbancia a 260nm i la puresa amb la ratio

de les absorbancies a 260 i 280 nm.

2.8.3. Sintesi de cDNA

Un pg de RNA total va ser retrotranscrit a cDNA utilitzant el Transcriptor First Strand

cDNA Synthesis Kit (Roche) seguint les instruccions del fabricant. Oligo-dT i
oligonucleotids hexamers aleatoris van ser utilitzats com a primers en la reacci6 juntament

amb la presencia d’un inhibidor de RNases.

2.8.4. PCR quantitativa

La PCR quantitativa (qPCR) o Real-time PCR ha esdevingut molt ttil en l'analisi de
I'expressio del mRNA de diversos gens. La qPCR es va fer en el LightCycler® 480 (Roche)
utilitzant LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche). A la seglient taula es mostren

els diferents primers de ratoli (m) o rata (r) utilitzats a la g-PCR:

Gen Seqiiéncia Forward Seqiiéncia Reverse

miIGF1 TGGATGCTCTTCAGTTCGTGT CAACACTCATCCACAATGCCT
mCdk4 AGCCGAGCGTAAGATCCCCT CAGCTGCTCCTCCATTAGGA
mciclina D1 CAAAATGCCAGAGGCGGATG CATGGAGGGTGGGTTGGAAA
mciclina D2 CTGCGGAAAAGCTGTGCATT GAAGTCGTGAGGGGTGACTG
mp21 GAGGCCCAGTACTTCCTCTG AAGGCCGAAGATGGGGAAGA
mp27 AGGCGGTGCCTTTAATTGGG TTACGTCTGGCGTCGAAGGC
mMip-1a GCAACCAAGTCTTCTCAGCG AGCAAAGGCTGCTGGTTTCA
mMip-18 CCATGAAGCTCTGCGTGTCT GAGAAACAGCAGGAAGTGGGA
mMIG CGAGGCACGATCCACTACAA AGTCCGGATCTAGGCAGGTT
miP-10 CCAAGTGCTGCCGTCATTTT AGCTTCCCTATGGCCCTCAT
mCCL5 GTGCCCACGTCAAGGAGTATT CCCACTTCTTCTCTGGGTTGG
mTNF-a TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG GGTCTGGGCCATAGAACTGA
mH2-Aa CTCTGATTCTGGGGGTCCT ACCATAGGTGCCTACGTGGT
mp2-microglobulina CCGGAGAATGGGAAGC GTAGACGGTCTTGGGC
mIFN-y AGACAATCAGGCCATCAGCA TGGACCTGTGGGTTGTTGAC
mCD80 ATACGACTCGCAACCACACC GAATCCTGCCCCAAAGAGCA
mCD86 GCTTCAGTTACTGTGGCCCT TGTCAGCGTTACTATCCCGC
mCCL2 ATGCAGTTAACGCCCCACTC GCTTCTTTGGGACACCTGCT
mRplpo TCCCACCTTGTCTCCAGTCT ACTGGTCTAGGACCCGAGAAG
rRplp0 GATGCCCAGGGAAGACAG CACAATGAAGCATTTTGGGTAG
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Cada reacci6 de qPCR (LightCycler® 480 SYBR Green I Master, Roche) contenia 20 ul

de volum total:

Reaccio SYBR Green Volum

SYBR Green LightCycler® 480 Probe Master 10 pl

Primer forward (10 uM) 0.4 ul
Primer reverse (10 uM) 0.4 ul
H.0 Milli-Q 7.2 ul
cDNA (dil.1/10) 2l

La reaccié va consistir en 5 minuts a 95°C per a una desnaturalitzacié inicial i 45 cicles
de 4 etapes: desnaturalitzacié (10 segons a 95°C), annealing (10 segons a 60°C)
amplificacié (10 segons a 72°C) i 30 segons a 60°C. Abans de refredar la reaccié a 4°C, es
va deixar 5 segons a 95°C i 1 minut a 65°C per determinar la temperatura de melting.

Es va utilitzar el metode delta-delta-Ct (2-AACt) descrit per Livak (Livak and
Schmittgen, 2001) per quantificar I'expressié relativa dels gens d’interés. En aquest
metode ampliament utilitzat, s'assumeix una duplicaci6é optima de cada cicle de qPCR amb
una taxa d'amplificacié del 100%. Amb aquest metode, les Ct (indica el nombre de cicles al
qual la quantitat del gen diana d’interés és amplificat) del gen d’interes, tant en les
mostres de I'assaig com en les mostres de referencia, sén ajustades en relaci6 a les Cts del
gen pel qual es normalitza (housekeeping) per cada una de les mostres. El valor resultant

servira per determinar la diferéncia d’expressio.

2.9. Analisi d’expressio dels miRNA per qPCR
2.9.1. Extraccié de miRNA dels teixits

Per a l'aillament de miRNA els teixits es van disgregar mecanicament amb un politré
(Polytron® MICCRA-KIT D-9, ART Prozess & Labortechnik GmbH & Co. KG, Mullheim,
Alemanya) amb la solucié de lisi seguint les instruccions del kit comercial miRVana™
miRNA Isolation Kit (Ambion by Life Technologies, Madrid, Espanya). Aquest kit es basa
en una extracci6é organica del RNA seguida per una purificacié amb filtres i solucions de

rentat especifiques proporcionades per la casa comercial.

2.9.2. Sintesi de cDNA

Els miRNA obtinguts van ser diluits fins a una concentracié de 5ng/pl dels quals 2 pl

van ser retrotranscrits a cDNA utilitzant el miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR -
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Universal cDNA synthesis kit II (Exiqon, Vedbaek, Dinamarca) seguint les instruccions del

fabricant.

2.9.3. PCR quantitativa

A la qPCR dels miRNA, a diferéncia del mRNA anteriorment esmentat, es va utilitzar
ExilLENT SYBR® Green Master mix (Exiqon, Vedbaek, Dinamarca) seguint les instruccions
de la casa comercial. Cada reaccié de qPCR (ExiLENT SYBR® Green Master mix, Exiqon)

contenia 10 ul de volum total:

Reacci6 ExiLENT SYBR® Green Volum
PCR Master mix 5ul
Primer mix 1wl
cDNA (dil.1/80) 4 ul

Els resultats obtinguts de les Ct van ser processats tal i com s’explica en I'apartat 2.8.4
de Materials i Métodes, pero en aquest cas es va utilitzar un gen normalitzat housekeeping

diferent, el U6.

2.10. Extracci6 i analisi de proteines
2.10.1. Extraccié de proteines d’illots pancreatics

L’extraccié de proteines dels illots pancreatics es realitzava a partir illots aillats
(veure apartat 2.7 de Materials i Metodes). El precipitat es resuspenia amb 60 ul del tampé
d’homogeneitzacié de proteines RIPA (50mM TRIS-HCI pH8, 150mM NaCl, 1% NP-40, 0.5
% Na-deoxycholate, 5 mM EDTA, 0.1 % SDS, 2 mM NazV04, 10 mM NaF, 10 mM Na4P,07).
Immediatament abans d’utilitzar el tampé d’homogeneitzaci6 RIPA s’hi afegien
Ortovanadat (1000 p) i els inhibidors de proteases (una pastilla d’'inhibidors per cada 10
ml de tampd; Complete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche
Diagnostics GMBH, Alemanya). Un cop resuspes el precipitat d’illots es deixava 20 minuts
en gel i finalment sThomogeneitzava mitjancant un ultrasonicador. A partir de la solucié es
determinava la concentraci6 de proteines de I’extracte mitjancant el metode BCA. La resta

d’extracte de proteines es guardava a -202C fins a la seva propera utilitzacio.
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2.10.2. Determinacio de la concentracié de proteines

Per tal de determinar la concentraci6 de proteines dels diferents extractes es va
utilitzar el metode de BCA (BCA Protein Assay Reagent #23227, Thermo Scientific) seguint
les instruccions de la casa comercial. Aquest metode es basa en la reducci6 del Cu2+ en Cu*
per la proteina en un medi alcali detectat per un canvi colorimetric altament sensible.
Breument, es barrejaren els components del reactiu BCA en una proporcié 1:50, per altra
banda, es van diluir les mostres (1:5) amb H,0-miliQ. En una placa de 96 pous transparent
s’afegiren 10 pl de mostra amb 190 pl del reactiu de BCA a cada un dels pous. S’incubaren
30 minuts a 372C i es realitzar una lectura de l'absorbancia a 565nm. A partir de la
comparaci6 amb una recta patré generada amb BSA (Albiumina 2 pg/pl) i successives

dilucions es realitzaren els calculs per obtenir la concentracié de proteina de les mostres.

2.10.3. Analisi de I'expressié de proteines mitjancant Western Blot
2.10.3.1. Electroforesi en gels de poliacrilamida (SDS-PAGE)

L’analisi de l'expressi6 de proteines es realitza mitjancant I'electroforesi dels
diferents extractes proteics en gels de poliacrilamida al 10%, en presencia de SDS
(Laemmli, 1970). EI gel de poliacrilamida SDS-PAGE es forma a partir de la fusi6é de dos
gels. El primer gel és el de compactacié o stacking, el qual contenia un 3.9% de
poliacrilamida i contenia els pous a on es dipositaven les mostres. El segon, es tracta del
gel separador o resolving, aquest contenia un 10% de poliacrilamida i s’hi donava la
separacié de les proteines. Els diferents extractes proteics es descongelaven en gel. La
quantitat de proteines a carregar es va barrejar amb 1/5 volum de tampé de carrega
Laemli 5x (Tampé fosfat 20mM, Glicerol 20%, SDS 4%, 2-B-mercaptoetanol 2% i blau de
bromofenol com a colorant). Un cop preparades les mostres, les proteines es
desnaturalitzaren a 902C durant 2 minuts, es posaven en gel i es carregaren al gel SDS-
PAGE. El tamp¢é utilitzat per a l'electroforesi fou el seglient: Tris base 5mM, Glicina
192mM, SDS 0.1% (pes/vol). L’electroforesi es va realitzar a 50V mentre les mostres
creuaven el gel de compactacié, i posteriorment a 80V quan es trobaven ja en el gel
separador. A l'electroforesi es va utilitzar el marcador de pes molecular per proteines

Spectra Multicolor Broad Range (Thermo Scientific, 26623).

2.10.3.2. Transferencia de proteines a membranes i immunodeteccio

L’electrotransferencia de les proteines des del gel a les membranes de PVDF
(Hyperbond-P, Amersham Biosciences) es realitzava amb un I'aparell Transblot model
2051 de LKB/Pharmacia. A 100V durant dues hores a 4°C en eun tampoé
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d’electrotransferencia (Tris 25mM, Glicina 150 mM, Metanol 20%). Després de la
transferéncia les membranes es bloquejaven amb TBS-T (Tris-HCl 25mM, NaCl 137mM,
Tween20 0.1%) amb un 5% de llet desnatada en pols i pH 7.4, o bé TBS-T amb un 5% de
BSA, depenent del protocol de I'anticos a utilitzar. EI bloqueig es realitzava durant 1 hora
en agitaci6 a temperatura ambient. Posteriorment, les membranes s’incubaren amb els
anticossos primaris diluits en la mateixa solucié utilitzada al bloqueig. La incubaci6 es
realitza en agitacié suau a 4°C durant tota la nit. L’endema les membranes es rentaren
amb TBS-T 0.1% (3 rentats de 5 minuts) i s'incubaren durant 1 hora, en agitaci6 suauia
temperatura ambient, amb els corresponents anticossos secundaris, conjugats amb la
peroxidasa i diluits 1/20000 en la mateixa solucié que s’havia utilizat en el bloqueig.
Finalment les membranes es rentaven de nou amb TBS-T 0.1% (3 rentats de 5 minuts). La
immunodeteccié es realitzava mitjancant el producte comercial ECL+ Western Blotting
analysis System (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Alemanya) seguint el
protocol del fabricant. La membrana tractada amb ECL+ s’exposava en el film fotografic
High performance chemiluminescence film (GE Healthcare Limited, 28906835) per tal de
visualitzar la senyal.

Els anticossos primaris utilitzats en aquest treball AKT-PSer+73. AKT total, Bad, Bcl-2
(casa) i a-Tubulina en una dilucié 1/1000 estan detallats a I'apartat 1.3. de Materials i
Metodes.

Les bandes obtingudes van ser quantificades per densitometria i analitzades amb el

programari Image].

2.11. Determinaci6 de parametres seérics

El sérum es va obtenir a partir de mostres de sang obtingudes per la cua, o bé, a partir
de la decapitaci6 dels ratolins en els estudis a temps final. En tots dos casos, la sang va ser
recollida en tubs no heparinitzats i es va deixar durant 1 h a 4°C. Posteriorment, es va
centrifugar 5 minuts a 14.000 g a 4°C per a 'obtencié del sérum, el qual es va mantenir

congelat ( -20°C) fins al moment de la determinacié6 dels diferents parametres.

2.11.1. Glucosa

Els nivells de glucosa sérica es van determinar a partir d’'una gota de sang (5 pl)
procedent de la cua dels ratolins, mitjangant el sistema Glucometer Elite™ (Bayer,
Leverkusen, Alemanya). Es van considerar animals diabetics a partir de dues mesures

consecutives d’'una glicémia = 250 mg/dl.
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2.11.2. Insulina

La insulina circulant es va determinar a partir de 100 pl de serum per
radioimmunoassaig (RIA) mitjancant el kit Rat Insulin (Millipore) seguint les instruccions
del fabricant. La insulina de ratoli té una reactivitat creuada del 100% comparada amb la
de rata. Aquest metode té un limit de sensibilitat de 0.081 ng/ml i una variaci6 intrassaig
maxima del 10%. En condicions de deju els valors d’'insulina han d’estar entre 0.5 i 2

ng/ml.

2.11.3. IGF-1

Els nivells circulants d’IGF1 van ser determinats mitjancant un assaig
immunoenzimatic en 10 pl de sérum utilitzant un kit d’ELISA d’IGF-1 per a ratoli/rata
comercial (Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca) i seguint les instruccions del fabricant. El

nivell de detecci6 del kit és de 63 ng/ml.

2.11.4. Triglicérids

Els nivells de triglicérids en el serum van ser determinats per espectrofotometria
utilitzant un kit comercial GPO-PAP (Horiba-ABX, Montpellier, Franga) i l’aparell
autoanalitzador PENTRA 400 (Horiba-ABX, Montpellier, Franga). Es un métode basat en la
reaccio enzimatica GPO-PAP descrita per Fossati et al,, (Fossati and Prencipe, 1982) on el
cromogen quinoneimina (PAP) es obtingut a partir de la reaccié del p-clorofenol i 4-
aminoantipirina catalitzada per la glicerol kinasa, el glicerol-3-fosfat oxidasa (GPO) i la

peroxidasa.

2.11.5. Acids grassos lliures

Els nivells d’acids grassos lliures no esterificats es van determinar
espectrofotometricament utilitzant un producte comercial NEFA C (Wako Chemicals,
Neuss, Alemanya) i 'autoanalitzador PENTRA 400 (ABX Diagnostics, Montpellier, Franca).

El métode es basa en la reacci6 enzimatica de I’acil-CoA sintetasa i ’acil-Co oxidasa.

2.11.6. B-hidroxibutirat

La concentracié del p-hidroxibutirat present en el serum va ser determinat
enzimaticament (Randox Lab, Crumlin, Regne Unit) i amb 'autoanalitzador PENTRA 400

(ABX Diagnostics, Montpellier, Franca).
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2.12. Test de tolerancia a la glucosa

El test de tolerancia a la glucosa es va utilitzar per comprovar si els ratolins eren
capacos de respondre correctament a una sobrecarrega de glucosa. Aquells animals que
mantenien les glucémies elevades i no recuperaven els nivells basals de glucosa durant el
temps de realitzaci6 del test eren considerats animals intolerants a la glucosa. Els animals
escollits per a la realitzacié del test es van dejunar 16 hores abans. Passades les hores de
dejuni es van pesar i es va determinar la glucemia basal a partir d'una gota de sang de la
vena de la cua mitjangant el sistema Glucometer Elite®. Posteriorment, se’ls va injectar
intraperitonealment una dosi de 1 o 2 g de glucosa/Kg de pes. A partir d’aquest moment es
van realitzar extraccions de sang seriades als 15 i 30 minuts després de la injecci6 de la
glucosa i, posteriorment, cada 30 minuts fins a les 2 hores de l'inici del test per tal de
determinar I'evoluci6 de la glucémia al llarg del temps. Durant aquest procés els animals
no van tenir accés ni al menjar ni a I'aigua. Els resultats de les glucemies es van expressar
en mg/dl en els diferents punts de I’experiment.

El calcul de I'area per sota de la corba dels perfils de glucémia obtinguts dels test de
tolerancia a la glucosa es van fer amb el programari estadistic GraphPad Prism versié 5.0

(GraphPad Software, San Diego, CA, EEUU).

2.13. Analisi immunohistoquimica del pancrees

Els pancrees dels ratolins es van fixar amb una solucié tamponada de formol al 10%
durant 24 hores a 4°C i a continuacié es van incloure en parafina (inclusor tipus
Histokinette) i es van obtenir seccions (2-3um) amb Il'ajut d’'un microtom, les quals
posteriorment es van desparafinar (2 rentats amb Xilol 10 minuts, 2 rentats amb etanol
100% 5 minuts i 2 rentats d’etanol 96% 5 minuts) i es va procedir a la seva tinci6. Les
seccions es van incubar durant tota la nit a 4°C amb els anticossos primaris corresponents:
contra insulina (1/100), contra GFP (1/300), contra glucagé (1/100) i contra IGF1
(1/100). Posteriorment es van incubar amb els corresponents anticossos secundaris
(1/300) i streptavidina conjudada amb fluorofors en el cas de les immunohistoquimiques
en fluorescéncia (1/300). Com a cromogen, en els estudis en camp clar, es va utilitzar la
diaminobenzidina (DAB). Tots els anticossos utilitzats han estat descrits anteriorment en

I'apartat 1.3. de Materials i Metodes.
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2.13.1. Determinacio de la massa de cél-lula

La massa de la cel-lula  va ser calculada multiplicant el pes del pancrees total pel %
de I'area de la cel-lula (3. L’area de la cel-lula (3 al pancrees va ser calculada a partir de tres
seccions separades 200um marcades amb insulina i dividint I'area de totes les cél-lules
insulina* de cada seccié entre l'area total de la secci6 corresponent utilitzant el mateix

analitzador d’imatges (analySIS 3.0; Soft Imaging System, Center Valley, PA, EEUU).

2.13.2. Deteccié d’apoptosi a la cél-lula  (TUNEL).

La mesura de I'apoptosi es va realitzar mitjancant I'analisi immunohistoquimica de
TUNEL en seccions desparafinades utilitzant un marcatge terminal amb dideoxinucleotids
dUTP mitjan¢ada per dideoxinucleotiltransferasa (TdT), kit de deteccié de mort cel-lular in
situ (Roche 1.684817). Les cel-lules no-f es van tenyir amb un coctel d'anticossos (anti-
glucago6, anti-somatostatina, i anti-polipeptid pancreatic). Els nuclis es contrarestaven amb
DAPI. Tots els anticossos utilitzats han estat descrits anteriorment en l'apartat 1.3. de
Materials i Metodes. Una cél-lula 8 es considerava apoptotica quan era positiva per TUNEL
i negativa per la tincid del coctel d’anticossos no-p. La preséncia d’'un elevat nombre de
cel-lules mononuclears al voltant dels illots no va permetre la identificacié clara de la
totalitat de nuclis corresponents a un illot pancreatic. Per aquest motiu, es va fer el

recompte de les cel-lules § apoptotiques normalitzades per nimero d’illots examinats.

2.13.3. Deteccié de la replicacio de la cél-lula .

La replicaci6 de la cel-lula § es va mesurar mitjangant ’analisi immunohistoquimica
del marcador Ki67. Aquest marcador s’expressa en nivells baixos durant la fase inicial G1 i
s’acumula durant la S, G2 i M del cicle cel-lular (Starborg et al., 1996), fet que és
generalment utilitzat com a marcador de la replicacid.

Les mostres van ser desparafinades i tractades amb Proteinasa K (10 mg/ml) amb
TRIS/HCI, pH 7.6 durant aproximadament 10 minuts a 372C i es permeabilitzarenamb
Triton X (0.1%) amb PBS durant 2 minuts. Finalment, es va realitzar una doble tincié amb
un anticods contra insulina (1/100) i un anticos contra Ki67 (1/200) amb la finalitat de
detectar la replicaci6 de les cel-lules . Es van comptabilitzar almenys 1000 nuclis de

cel-lules B dels illots per pancrees.
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2.13.4. Determinacié del grau d’insulitis.

Es va analitzar la incidencia i la gravetat de la insulitis en 3 seccions de parafina per
pancrees, cadascun separat entre 100 - 150 um, i es va realitzar una immunohistoquimica
contra insulina utilitzant 'anticds esmentat anteriorment (secci6 1.3 de Materials i
Metodes) i la contratinci6 amb hematoxilina. El grau d’insulitis (infiltraci6 limfocitaria) als
illots pancreatics es va determinar segons el criteri i classificaci6 segilient: no infiltrat
(0%), periinsulitis (les cel-lules mononuclears envolten lillot i els ductes, pero
majoritariament sense infiltraci6 a I'arquitectura de l'illot, <25%); insulitis moderada (les
cel-lules mononucleades infiltren <50% de la superficie de I'illot); insulitis greu (> 50% de

I'area de l'illot infiltrada per limfocits i/o pérdua de l'arquitectura dels illots).

2.14. Analisi de subpoblacions limfocitaries mitjan¢ant citometria de flux

Per a I'analisi de les cel-lules immunes mitjangant la tecnica de citometria de flux, es
van obtenir extractes de cél-lules vives de pancrees total, dels noduls limfatics pancreatics

i de la melsa.

2.14.1. Aillament de leucocits del pancrees

Els pancrees van ser perfosos pel ducte pancreatic amb 3 ml de la solucié de Liberasa
(descrit a I'apartat 2.7 de Materials i Métodes) i es van mantenir en gel fins a ser incubats a
37°C durant 19 minuts per digerir el pancrees. Després del temps d’incubacié, es van
afegir 10 ml de Hank’s complementat amb el 5% de BSA per disgregar mecanicament i
completament el pancrees. A continuaci6 es va centrifugar durant 2 minuts a 1200rpm i es
va descartar el sobrenedant per decantacié. El precipitat obtingut va ser resuspés amb un
volum total de 25 ml de Hank’s amb el 5% de BSA i es va deixar resposar en gel 10 minuts
per tal que els trossos de teixit més gran sedimentessin. El sobrenedant va ser recol-lectat
(12 ml) i filtrat a través de filtres amb un porus de 30 um de diametre (PARTEC CellTrics).
Seguidament, es va fer sedimentar les cél.lules mitjangant centrifugacié (1300 rpm durant
6 minuts), es va elimar el sobrenadant i el precipitat va ser resuspes amb 4 ml de Hank’s
amb el 5% de BSA. A sobre d’aquests 4 ml es va afegir de forma molt acurada 4 ml de RT
Histopaque 1083 (Sigma Aldrich) en un tub de 15 ml formant-se dues fases. Aquests tubs
amb les dues fases van ser centrifugats a 600g durant 20 minuts amb una acceleraci6
minima a temperatura ambient. Com a resultat es va generar una interfase on hi havia els
limfocits pancreatics, els quals van ser aillats en un nou tub amb 15 ml de Hank’s i 5% de

BSA. Posteriorment, van ser centrifugats a 1200rpm durant 10 minuts i el sobrenedant va
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ser decantat. Finalment, el precipitat va ser resuspes amb 150 pl de Hank’s i 5% de BSA,

preparats per ser marcats amb els anticossos.

Hank’s (Quantitats per preparar 1 L)

NaCl 8¢g Nota: La solucié de Hank’s es preparava
KCl 400 mg dies abans i es guardava filtrada (0,22um)
CaClz.2H20 155 mg a 4°C.

MgS04.7H20 200 mg

El mateix dia en que es realitzava

Na;HPO..12H,0 127 mg I'obtencié dels illots s’hi afegia 1mg/ml de

KH2PO4 60 mg BSA i 3mM de glucosa. A partir d’aquesta
Gassejar durant 10 min soluci6 de Hank’s-BSA amb glucosa es
amb carbogen (95% 02, 5% CO5) preparava la solucié de col-lagenasa i les

posteriors solucions de rentat i pesca dels
Afegir NaHCO3 380 mg illots.

AjustarelpHa 7.4

2.14.2. Aillament de leucocits dels noduls limfatics pancreatics

Els noduls limfatics del pancrees, d’aspecte esferic i refringent, es localitzaven entre la
melsa i el duodeé del ratoli amb una elevada vascularitzacié. Un cop aillats es van posar en
una placa de 6 pous amb 1 ml de PBS amb 0.5% BSA fresc i es van deixar en gel fins a ser
fragmentats en dos fines capes i cobertes amb el volum necessari de PBS amb 0.5% BSA
per tal de cobrir el maxim les cel-lules. Un cop cobertes, es va transferir la solucié amb les
cél-lules en un tub de 15ml i es van rentar PBS amb 0.5% BSA fins a 1 ml. A continuacid, es
va centrifugar 5 minuts a 1500 rpm a 42C i va ser decantat el sobrenedant. Les cél-lules del
precipitat resultant van ser resuspeses amb 50-100 ul de PBS amb 0.5% BSA per ser

tractades per al marcatge amb els anticossos corresponents.

2.14.3. Aillament de leucocits de la melsa

La melsa aillada dels animals es van posar en plaques de petri de 6 cm amb 2-3 ml de
PBS amb 0.5% BSA i en gel. Un cop obtingudes totes les melses, es van fragmentar en dos
talls fins cada una i cobertes amb el volum necessari de PBS amb 0.5% BSA. La solucié
obtinguda es va passar a través de filtres amb uns porus de 30 um de diametre (PARTEC
CellTrics), es va recol-lectar en un nou tub de 15 ml i es va centrifugar 5 minuts a 1200
rpm. El precipitat resultant amb les cel-lules es va resuspendre amb 4 ml de PBS amb 0.5%
BSA i a sobre de forma molt acurada i suau s’afegi 3 ml d’'Histopaque 1083 (Sigma Aldrich)
atemperat formant-se dues fases. A continuacié es va tornar a centrifugar, pero, a 600g i
20 minuts amb minima acceleraci6 amb l'objectiu de recol-lectar la interfase amb els

limfocits. En el nou tub amb els limfocits aillats de la interfase s’afegi PBS amb 0.5% BSA
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fins a un volum de 15 ml i es va centrifugar a 1200 rpm durnat 10 minuts. Abans del
marcatge dels limfocits amb els anticossos, van ser resuspesos amb 700 pl de PBS amb

0.5% BSA.

2.14.4. Marcatge de la superficie cel-lular per FACS

Per al marcatge de la superficie cel-lular dels limfocits aillats dels diferents teixits,
descrit anteriorment, amb els anticossos corresponents, es va carregar en una placa de 96
pous, 50 ul de mostra amb 10 pl totals dels diferents anticossos. En aquest treball s’han fet
servir els anticossos CD4 i CD25, previament descrits a I'apartat 1.3 de Materials i
Metodes, diluits amb PBS i 0.5% BSA. Es van deixar els anticossos incubant 1 hora a 42Cia
la foscor. Després de la incubaci6 s’afegi 200 pl de PBS amb 0.5% BSA a cada pou per ser
centrifugat 2 minuts a 2000 rpm i a 42C. El precipitat visible als pous es va invertir la placa
amb un cop sec per eliminar el sobrenedant i es va acabar d’eliminar les restes de gotes
amb paper secant abans de tornar-la a girar, procés de rentat que es va repetir de nou.
Finalment, el precipitat va ser resuspes amb 200 pl de PBS amb 0.5% BSA. En el cas de
I'anticos Foxp3 (Biolegend # 320021), marcatge intracel-lular, es va fer seguint les
instruccions de la casa comercial. Les cel-lules marcades van ser transferides als tubs
especials per al citometre de flux (BD FACS Canto™). Els resultats van ser analitzats amb

el programari BD FACSDiva™ Software.

2.15. Analisi estadistica

Els resultats es van expressar com a la mitja = error estandard de la mitja. La
comparaci6 dels resultats es va realitzar mitjancant el test t de Student de dades no
aparellades o a través de la taula ANOVA de dos factors. Les diferéncies es van considerar

estadisticament significatives amb *p<0.05, **p<0.01 i ***p<0.001.
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