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Introduccion

1 LaCdk4y elciclo celular

En las células eucariotas el crecimiento celular, la replicacién del material genético y
la divisién celular ocurren conforme a una serie de eventos finamente regulados. Las
células somaticas proliferan para permitir el crecimiento de los tejidos y de los
organismos en general y para reemplazar el tejido y las células dafiadas. La
proliferaciéon es también esencial en los mecanismos celulares relacionados con la
inmunidad, la inflamacioén, la hematopoyesis y otras respuestas bioldgicas, asi como en
procesos patolégicos como la neoplasia. El ciclo celular es pues, una coleccion de

procesos muy ordenados cuyo objetivo final es la duplicacion de la célula [1].

Figura 1.1. Fases del ciclo celular
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La progresion del ciclo celular en las células eucariotas esta asociada a la expresion
de grupos de genes definidos en fases especificas. Concretamente el ciclo celular est4
subdividido en 2 etapas (Figura 1.1), la mitosis (M) donde se produce la segregacion del
DNA cromosémico duplicado y separacion en dos células hijas [2], y la interfase, que
comprende todas las fases entre dos procesos de mitosis. La interfase a su vez esta
estructurada en 3 fases: G1, S y G2. Durante la fase G1, la célula reconoce su entorno e
induce su crecimiento. Si las condiciones son las propicias, la célula entra en fase S o de
sintesis del ADN replicando el material genético. Le sigue la fase G2 donde las células
contintdan creciendo como en la fase G1 y se preparan para la mitosis. Esta tltima fase
permite a la célula corroborar la correcta y completa replicaciéon del ADN antes de
iniciar definitivamente la mitosis. La mitosis se divide, a su vez, en 4 fases, llamadas
profase, metafase, anafase y telofase que van acompafiadas de la division
citoplasmatica o citoquinesis dando lugar a dos células hijas idénticas genéticamente
[2].

Ademas de estas 4 etapas del ciclo celular, existe una fase adicional llamada G0. En
esta fase entran las células que salen del ciclo celular, pasando a una fase de
diferenciaciéon o bien entrando en un estado de quiescencia o reposo. En respuesta a
ciertos estimulos externos, algunas células quiescentes pueden reactivarse y entrar en
ciclo de nuevo [3]. Cuando las células en fase GO entran en ciclo, generalmente
requieren continua estimulacion mitogénica para conducir a la célula al punto de
restriccion (ver apartado 1.1), una vez en el punto de restriccién estos estimulos
mitogénicos desaparecen, y la célula entra en fase S y completa el ciclo [2].

Dada la importancia del ciclo celular en un organismo, es necesario que este proceso
se realice correctamente. Para ello, se llevan a cabo controles por distintos mecanismos,
que ayudan a la correcta consecucién del mismo.

En las células eucariotas, la progresiéon del ciclo celular estd asociada a la
transcripcion periddica de genes reguladores activadores o represores del crecimiento
[4]. Las Cdks (kinasas dependientes de ciclinas) son reguladoras clave en las
transiciones del ciclo celular.

El complejo ciclina-Cdk es un holoenzima de la familia de las Ser/Thr proteina
kinasas que acttia regulando distintos puntos esenciales de transicién en el ciclo
celular. Este complejo esta formado por dos subunidades, la Cdk y la ciclina. La Cdk
actia como subunidad catalitica y la ciclina como subunidad reguladora. Por tanto,

para que la Cdk sea activa es indispensable que vaya unida a una ciclina. Los niveles
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de Cdk son constantes y son los niveles variables de ciclina los que regulan, entre otros,
la actividad de la Cdk y la especificidad de sustrato [1]. Existen distintos tipos de Cdk y

de ciclinas que acttian en distintas partes del ciclo y en distintos tipos celulares [5].
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Figura 1.2. Estructura y mecanismos de regulaciéon de la Cdk4 por cambios en su
estructura. Adaptado de Ortega et.al 2002.

La estructura de la Cdk es muy parecida a las ya descritas para otras proteinas
kinasas de las células eucariotas [6]. La estructura consiste en un 16bulo N-terminal en
forma de ldmina B, en un I6bulo C-terminal en forma de a-hélice y en un profundo
surco en medio de los dos l6bulos que es el lugar de uniéon y de catalisis del sustrato
(ATP). Existen dos regiones en las Cdks que las distinguen de las proteinas kinasas
convencionales y que son puntos de regulacion. Una de las regiones es una a-hélice
con una secuencia anica PSTAIRE y la otra es un lazo regulador, llamado lazo T, donde
se localiza el sitio de activacion por fosforilacion [7] (Figura I1.2).

Las ciclinas, reciben su nombre del hecho que su expresiéon cambia a lo largo del
ciclo. Su actividad es controlada basicamente por sus niveles de expresién. Los niveles
de cada ciclina se regulan a nivel de transcripciéon y también de degradacién mediante
la via de las ubiquitinas y dependen de la fase del ciclo en el que se encuentre la célula.
A su vez, los niveles de ciclinas también se controlan a nivel de transcripcion [8].

Las ciclinas pueden interaccionar con multiples Cdks uniéndose a una parte del
surco catalitico de la Cdk, interaccionando con los dos 16bulos de la Cdk formando una
interfase proteina-proteina continua [7].

Para mantener el correcto orden temporal de las distintas fases del ciclo celular, las

parejas ciclina-Cdk deben actuar solamente en unos puntos especificos [5] (Figura 1.3).
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Figura I.3. Distribuciéon de los
distintos complejos ciclina-Cdk a lo
largo del ciclo celular.

Durante la fase G1, se expresan la ciclina D y la ciclina E que son las encargadas del
inicio del ciclo. La Cdk4 y la Cdké se asocian a ciclinas del tipo D formando el complejo
ciclina-Cdk. El complejo ciclina D-Cdk4 y el complejo ciclina D-Cdké fosforilan la
proteina del retinoblastoma (pRb) [9] inhibiendo asi su capacidad supresora del
crecimiento y permitiendo la entrada en fase S, por la liberacion del factor de
transcripcién heterodimérico E2F-DP1 por parte de la pRb. El factor E2F-DP1, a su vez,
inducira la expresion, entre otros, de genes reguladores del crecimiento como la ciclina
E ylaciclina A (Figura 1.4) [2].

En las etapas tardias de la fase G1, la Cdk2 se une a la ciclina E formando un
complejo que colaborara con el complejo ciclinaD-Cdk4 para la completa fosforilacién
de la pRb. El complejo ciclina E-Cdk2 es esencial para el inicio de la replicaciéon del
ADN en la fase S. El complejo ciclina E-Cdk2 fosforila también otros sustratos y su
accion estd intimamente ligado a la activacion del origen de replicaciéon. Una vez
iniciada la fase S la ciclina E se degrada y es sustituida por la ciclina A. El complejo
Ciclina A-Cdk2 desempena una funcién importante durante la sintesis del material
genético [2]. Tanto la ciclina A y como la ciclina B son ciclinas mitéticas. La ciclina A se
sintetiza durante la fase S y se degrada durante la anafase, mientras que la ciclina B1 se
sintetiza durante una etapa tardia de la sintesis y tiene su maxima expresién durante la
transicion de la fase G2 a la fase M y se degrada durante la anafase. La Cdkl forma
complejo con la ciclina B1, este complejo es activado por la fosfatasa CDC25 al final de
la fase S y conduce a la célula a la entrada en mitosis. Tanto la ciclina A como la ciclina
B forman complejos con la Cdk1 durante la mitosis [2].

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, una tnica Cdk de 34 kDa (cdkl/

cdc2/p34CPC28), es el controlador general del ciclo celular, uniéndose secuencialmente
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formando complejos holoenzimaéticos activos con ciclinas de la fase G1, de la fase S o

de la mitosis, para dirigir las distintas transiciones entre fases del ciclo celular [10, 11].

1.1 Transicion fase G1-S: Implicacién del complejo ciclina D-Cdk4. El
punto de restriccion

La fase G1 es la fase inicial del ciclo celular, donde las células deben adquirir toda la
informacién necesaria para proceder con total seguridad a la siguiente fase, la fase S.
En la fase G1 del ciclo, las células evaltian los estimulos extracelulares que reciben para
decidir el destino de la célula, bien hacia un proceso de proliferacion mediante su
entrada en ciclo o bien, hacia un estado de quiescencia, GO.

Al igual que las levaduras, una vez las células toman la decisién de entrar en ciclo y
alcanzan la fase tardia de G1, se llega a un punto de no retorno, y deben completar
como minimo un ciclo, ya que se vuelven mitégeno-independientes. En este punto,
donde las células pasan de ser mitégeno dependientes a mitégeno independientes se
llama punto de restriccién [12]. Punto de restricciéon (R) o checkpoint es el nombre que
se le da a una via bioquimica que asegura la dependencia de un proceso respecto a otro
que no estd relacionado bioquimicamente. En el ciclo celular es muy usado este
término para indicar el control de la transiciéon entre las distintas fases del ciclo. El
término checkpoint fue acufiado por primera vez por Arthur Pardee en 1974 [13].

Principalmente, son las familias de ciclinas D con sus 3 tipos D1, D2 y D3 y la
ciclina E formando complejo con la Cdk4, la Cdké y la Cdk2, las que intervienen en
este punto del ciclo llamado punto de restriccion.

La Cdk4 y la Cdké son unas kinasas reguladoras clave en la transicion G1-S del ciclo
celular y efectoras del punto de restriccion. Estas dos kinasas coexisten en muchos
tejidos, sin embargo la abundancia relativa de estas dos proteinas difiere en los
distintos tipos celulares [12].

Las ciclinas D son expresadas en respuesta a factores de crecimiento, a mitégenos o
a inductores de diferenciacién y rdpidamente se degradan cuando los mitégenos se
retiran. Las ciclinas D son inducidas mientras persiste la estimulacion de los factores de
crecimiento, con unos niveles bastante constantes durante toda la fase G1, llegando a
un pico maximo durante la transicion de la fase G1 a la fase S. No obstante, se
degradan  rdpidamente cuando los factores mitogénicos  desaparecen,
independientemente de la situacién del ciclo en la que se encuentre la célula. Si se

encuentra en fase G1, la célula no entra en fase S, pero si la retirada de los factores se
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produce en un estado mas avanzado del ciclo celular, no tiene efecto sobre la
consecucion del ciclo celular. La asociaciéon de la ciclina D a la Cdk4 no tiene lugar
hasta la mitad de la fase G1 y aumenta a medida que la célula se acerca a la transiciéon
G1/S[9].

El complejo ciclinaD-Cdk4 y el complejo ciclinaD-Cdk6, conducen a la célula
durante la fase G1 y la ayudan a superar el punto R. Su principal funcién es inactivar la
pRb mediante fosforilacion para permitir la activacién del factor de transcripcion E2F,
requerido entre otras cosas para la expresion de la ciclina E [12]. La ciclina E forma
complejo con la Cdk2 y ayuda al complejo ciclinaD-Cdk4/6 en la fosforilacién de la
pRb en una etapa tardia de la fase G1 (Figura 1.4).

Mitbgenos

Figura I.4. Mecanismo de accién del complejo ciclina D-Cdk4 en la regulacién de la transicion G1/S.

Adaptado de [12].

El complejo ciclinaD-Cdk4/Cdké tiene ademas otra funcién no catalitica que
consiste en secuestrar los CKls (Inhibidores del complejo ciclina-Cdk) facilitando la
activacion de la ciclina E-Cdk2 en la parte final de la fase G1. A su vez, el complejo
ciclina E-Cdk2 facilita su propia activaciéon fosforilando en un residuo de treonina
especifico la molécula p27kir! (inhibidor del complejo ciclina-Cdk) que conduce a su

degradacion [14, 15]. Estos cambios ayudan a reducir la dependencia de la célula de los
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mitédgenos y por tanto resulta en el compromiso irreversible de la célula de entrar en
fase S [16].

Los factores de crecimiento necesarios para la consecucién del ciclo son también
necesarios para la supervivencia de la célula. Si eliminamos los mitégenos de células de
mamiferos, éstas pueden salir del ciclo con el ADN no duplicado y entrar en un estado
de quiescencia (G0) donde la sintesis macromolecular estd reducida. Otros tipos
celulares se paran transitoriamente y luego se apoptotizan [17].

Fibroblastos que sobreexpresan ectdopicamente tanto la ciclina D como la Cdk4
permanecen en un estado de quiescencia si las células estdn deprivadas de factores de
crecimiento. La estimulacién con suero reestablece los niveles fisiologicos de actividad
del complejo ciclinaD-Cdk4. Por tanto, los factores mitogénicos no sélo regulan los
niveles de ciclina D, sino que ademas regulan la formacién del complejo y por tanto su
actividad [9].

Las evidencias experimentales de la dltima década parecen indicar que el dltimo
responsable del paso del punto R es la familia de pRb [18]. La proteina del
retinoblastoma es una proteina supresora de tumores, importante en la regulacién del
ciclo celular. Su funcién es la prevencién de la transcripcion de genes reguladores del
crecimiento. Al inicio de la fase G1, cuando la pRb se encuentra en su estado
hipofosforilado y por tanto, activo, es capaz de unir més de 80 proteinas, entre ellas el
factor E2F [19]. El modo como la pRb inactiva el factor E2F es por interacciéon funcional
que conduce a la inactivacion del factor tanto por secuestro de sus dianas fisiolégicas,
como por la formacién de complejos inactivos. La interacciéon pRB-E2F es sensible a la
fosforilaciéon de la pRb [4]. Sin embargo, otros eventos post-traduccionales como la
acetilacion pueden influir también en la actividad de pRb [20].

E2F es un factor que induce genes importantes en la replicacién del ADN, la ciclina
Ay la ciclina E. El factor E2F es un heterodimero formado por un miembro de la

familia E2F y por un miembro de la familia DP [4].

1.2 Regulacion de la Cdk4

Como reguladoras clave del ciclo celular, las Cdks deben estar finamente
controladas por sefales extra e intracelulares. Se conocen multiples mecanismos para
regular la actividad de los complejos ciclina-Cdk. Concretamente la actividad de la

Cdk4 estd controlada por 4 mecanismos bioquimicos muy conservados (Figura 1.5).
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Sintesis y degradacion de ciclinas, fosforilacion y desfosforilaciéon de las Cdks,
asociacion de los complejos ciclina-Cdk a ciertos inhibidores y la localizaciéon

subcelular de los complejos ciclina-Cdk [5, 7, 8].

L

. , /AN .
nactiva Parcialmente activa CAK Activa

Cdk

Figura I.5. Mecanismos de regulacién de la Cdk para su activacion.

La subunidad Cdk una vez sintetizada no tiene actividad detectable. Su activaciéon
ocurre mediante dos procesos: la unién a su subunidad reguladora, la ciclina D y
posterior entrada del complejo al ntcleo; y en segundo lugar por la fosforilaciéon del
complejo ciclinaD-Cdk por CAK (Cyclin activating kinase). Este proceso de activacion
puede ser truncado por 2 familias de proteinas inhibidoras del ciclo celular (INK4 y
CIP/KIP), que se unen al complejo ciclinaD-Cdk4 y lo inactivan. Ademas, la

fosforilacion de otro residuo de la Cdk4 tendra una funcién inhibitoria importante.

1.21 Regulacion del complejo mediante los niveles de ciclina D y su

localizacion subcelular

El primer regulador de la actividad de la Cdk es la subunidad ciclina. La homologia
entre ciclinas estd generalmente limitada a un dominio de 100 aminoacidos,
denominado la caja de ciclina, y que es responsable de la unién a Cdk y de su
activacion. La ciclina activa la Cdk mediante cambios conformacionales (Figura 1.2). La
ciclina mueve la hélice de PSTAIRE en el surco catalitico girdndola unos 90° y cambia
también la estructura y la posicién del Lazo T. La importancia de la secuencia PSTAIRE
es que contiene en su sitio catalitico un acido glutdmico en posicion 51 (Glu51),
conservado entre las proteina-kinasas eucariotas. Sin la ciclina el sitio de la cadena que

contiene el acido glutamico esta fuera del surco catalitico. Cuando la ciclina se une a la
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Cdk, el cambio en la hélice PSTAIRE lleva al Glu51 dentro del surco catalitico. Alli y
juntamente con un residuo de lisina, un residuo de aspartico y un i6én magnesio
coordinan los d4tomos de fosfato del ATP y los orientan correctamente para que tenga
lugar la reaccién catalitica [7].

La importancia funcional del lazo T es doble, por una parte sin la ciclina, el Lazo T
se sitda en frente de la entrada del surco catalitico, por otra parte, el cambio de posicién
del lazo T deja expuesto el lugar de fosforilacién [7].

En referencia a la localizacién subcelular, la ciclina D1 no tiene una localizacién
nuclear estatica. Los niveles de ciclina D1 nuclear aumentan durante la fase G1, pero al
iniciarse la fase S el complejo ciclinaD-Cdk4 es exportado al citoplasma [5]. Se ha
descrito también que la ciclina D1 puede ser fosforilada por la glicogeno-sintasa kinasa
3P produciendo su relocalizacién del ntcleo al citoplasma, donde se convierte en una
diana para la protedlisis [21]. Ni la ciclina D, ni la Cdk4, contienen secuencias de
entrada al ntcleo conocidas, es por ello que se hipotetiza, que el complejo Cdk4-ciclina
D utilizaria la clasica secuencia de localizacién nuclear (NLS) de la proteina p21
(miembro de la familia de inhibidores CIP/KIP, ver apartado 1.2.3) para entrar. A parte
de la p21, el complejo estaria formado también por otra proteinas PCNA (proliferating
cell nuclear antigen) que es una subunidad de la ADN polimerasa 6 que acttia tanto en
la replicacion como en la reparacion del ADN [18].

Se ha demostrado que fibroblastos de embrion de raton (MEFs) deficientes en p21 y
p27, tienen mermada la capacidad de ensamblaje de ciclinaD y Cdk4, y que cuando se
reintroducen estos inhibidores las células reestablecen los niveles normales de

complejo Ciclina D - Cdk4 [22].

1.2.2 Regulacion del complejo ciclina D-Cdk4 por fosforilacion / defosforilacion

Ademas de la unién a ciclina, la Cdk4 requiere la fosforilaciéon de un residuo de
treonina en la posicién 172 (Thr 172) para su activacion (Figura 1.2) [9, 23]. La treonina
se encuentra en el lazo T bloqueando la unién de las proteinas sustrato a la Cdk4. El
lazo T debe moverse para que el residuo Thr 172 pueda ser fosforilado [24, 25]. La
unién de la Cdk4 a la ciclina desplazaria el lazo T facilitando la fosforilaciéon de la
Cdk4. Una vez la Cdk4 ha sido fosforilada en la posicién 172, surge otro cambio
conformacional y el grupo fosfato que acttia de organizador central en esta region,
desplazaria de nuevo el lazo T mediante su unién a tres argininas, cada una

proveniente de una parte distinta de la estructura (I6bulo C, 16bulo N, Lazo T), dejando
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accesible el sitio de unidn al sustrato (Figura I.2) [8]. Por tanto, la fosforilacién completa
la reorganizacion del lugar de unién del sustrato iniciada por la ciclina.

El enzima responsable de la fosforilacion de la Cdk4 es CAK. CAK es un unidad
enzimatica cuya subunidad catalitica es una proteina-kinasa relacionada con la Cdk
(Cdk related protein kinase), llamada MO15 o Cdk?7, la otra principal subunidad es la
ciclina H [26]. Una sola CAK puede fosforilar la mayoria de Cdks. La localizaciéon
celular de CAK es nuclear [8].

La fosforilacién también puede inactivar la Cdk4. Concretamente, la fosforilacion en
el residuo tirosina en posicion 17 (Tyr 17) inactiva la Cdk4. La posicién que ocupa este
residuo es un sitio de unién de ATP, por lo que estd en una posicién ciertamente
comprometedora para la actividad de la kinasa en caso de fosforilaciéon [8]. El enzima
encargado de esta fosforilacién inactivante se denomina Weel.

La fosfatasa encargada de desfosforilarlo este residuo es la CDC25A, volviendo a la

Cdk4 a su conformacioén activa [27].

1.2.3 Regulacion del complejo ciclina-Cdk4 mediante inhibidores

Se han descrito principalmente dos familias de inhibidores (CKI) implicadas en el
proceso de inhibicién del complejo ciclina-Cdk, basandose en su estructura y sus
dianas. La familia CIP/KIP y la familia INK4 [16].

La familia CIP/KIP la forman p21Cirl, p27Kirl y p57 Kir2, que acttian uniéndose al
complejo ciclina-Cdk. Se les considera inhibidores moderados de la actividad ciclinaD-
Cdk4. El mecanismo de accion se ha descrito en caso de la p27, donde el mimetismo de
la estructura del ATP tanto en su posicién como en los contactos con la zona catalitica,
explican su accion inhibitoria [7]. Los inhibidores CIP/KIP tienen un espectro general
de accién en todos los complejos que intervienen en el ciclo celular. Como ya se ha
comentado anteriormente (ver apartado 1.2.1) pueden actuar también como
reguladores positivos de las kinasas dependientes de ciclina D.

El papel de p21 en el ciclo celular no esta claro y parece ser que depende de su
concentracion. Mientras que a bajas concentraciones, nuevas evidencias sugieren que
su principal funcién seria facilitar la progresion del ciclo celular asegurando la
apropiada activacién de la Cdk4, ya que acttia como factor de ensamblaje, ayudando a
la unién de la ciclina D a dicha kinasa, y la supervivencia de la célula (ver apartado
1.2.1). A altas concentraciones actuaria como inhibidor del ciclo celular impidiendo la

actividad de la CAK. Parece ser, que el aumento del nimero de moléculas del complejo
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Cdk4-Ciclina D, estabilizarfa y prevendria la degradacion de p21 [18, 28]. La sintesis de
p21 esta directamente regulada por p53 que es una proteina de supresién tumoral. Por
tanto p21 es el punto neurélgico de la regulacién del ciclo celular por parte de p53 [18].

La familia de inhibidores Ink4 (Inhibitors of Cdk4) esta formada per pl5INKéb, p16
INK4a p]8 INK4c p]9 INK4d  Estos inhibidores acttian usando una estrategia indirecta,
uniéndose a la Cdk aislada impidiendo asi, su unién a la ciclina y, por tanto, su
activacion. De todos modos se sabe que estos inhibidores también pueden unirse al
complejo una vez ya formado. Esta familia de inhibidores es exclusiva de las Cdks de
la fase G1 (Cdk4 y Cdké6) y cuentan en su estructura con multiples repeticiones de
dominios de anquirina [7].

El mecanismo de accién de esta familia se ha descrito en el caso de la unién de
pl6INKa 3 Cdkeé. El inhibidor se une cerca del surco catalitico, opuesto a donde se uniria
la ciclina e interacciona con los l6bulos N y C para formar una interfase continua,
causando cambios alostéricos en la Cdk (ligera rotacién de los 16bulos bajo un eje
vertical) que se propagan y alteran el sitio de unién a ciclina (Figura 1.2). Este giro
causa la desalineacion de los 16bulos C, N y la hélice PSTAIRE respecto a la unién de la
ciclina del modo normal. Los sitios de unién del inhibidor y de la ciclina no se solapan
y ello explica porque el inhibidor INK4 también puede unirse al complejo una vez
formado sin disociar la ciclina. No obstante, la union activa de la ciclina y del inhibidor
es incompatible, porque ambos necesitan la interacciéon con los 2 16bulos y el lazo T, y
la orientacién requerida es distinta.

Este no es el tnico mecanismo de regulacion por parte de la familia INK4, el surco
catalitico donde se encuentra el lugar de unién a ATP y cerca del sitio de unién a pl6
estd desplazado. Esta distorsion no impide la unién del ATP pero si que reduce su
afinidad [7].

Por tanto, la intrinseca flexibilidad estructural de la Cdk desempefia una funcién

central en el amplio espectro de posibilidades de regulacién que tiene.

1.3 Modelos animales relacionados con la via Cdk4-CiclinaD-INK4-
pRb-E2F
El papel central de la CDK4 en G1 se ha cuestionado estos ultimos afios por la
aparicion de distintas evidencias genéticas.

Por una parte, la ablacién del locus de la Cdk4 en la mosca de la fruta, Drosophila

melanogaster, un organismo que solo tiene una Cdk asociada a ciclina, DmCdk4, resulta
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en un fenotipo viable [29]. Por otra parte, usando la cldsica tecnologia de transgénicos,
se han desarrollado una serie de modelos murinos para el estudio in vivo de la
funcionalidad de componentes individuales de la via ciclina
D/Cdk4/Cdké6/INK4/pRb/E2F. Estos modelos también cuestionan la relevancia de la

Cdk4 en el ciclo celular en general. En la tabla 1.1 se muestran los modelos murinos

mas relevantes que han aparecido en relacién a la via Cdk4-ciclinaD-INK4-pRb-E2F.

modificacion
Diana Fenotipo Ref.
genética
Anulacioén de la [30-
pRb Defectos en neurogénesis y hematopoyesis
expresion 32]
Hematopoyesis extramedular esplénica y elevada
P15NK4b Genoanulado proliferacién linfocitaria in vitro en respuesta a [33]
estimulos mitogénicos
Ex6n la Hipercelularidad timocitica y aumento de la
P16 INK4a [34]
delecionado proliferacién de sus esplenocitos in vitro
Aumento del tamano corporal, desérdenes
P18 INKde Genoanulado linfoproliferativos, quistes en rifién y glandula [33]
mamaria.
P15NK4by Doble Fenotipo similar al de los genoanulados simples 3]
p18INKic genoanulado de cada uno de los inhibidores.
P18 INKic - Doble Infertilidad masculina. Fenotipo similar al del P18 (3]
p19NKad genoanulado INK4e genoanulado simple
ciclina D1 CarermulEds Tamafio corporal menor y dramatica reduccion [27]
del nimero de células en la retina
ciclina D1 Sobreexpresion Hiperplasia mamaria [35]
o Diabetes, deficiencias en el cerebelo, proliferacion [36,
ciclina D2 Genoanulado defectuosa de los linfocitos B y esterilidad en las 371
hembras [38]
ciclina D3 Genoanulado Desarrollo hematolégico anémalo [37]
ciclina D1y Doble No viable. El modelo Ciclina D2 -/-, D1 +/- 8]
ciclina D2 genoanulado presenta una diabetes severa
Desarrollo embrionario o postnatal normal, a
Cdk2 Genoanulado [39]
excepcién de las células germinales
Timo y bazo reducido, reduccién del ntimero de
Cdké Genoanulado [39]

megacariocitos y glébulos rojos. Hembras mas
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pequenas y cerca del 30% son estériles

Esterilidad, defectos de espermatogénesis,
Doble [39-
Cdk2-Cdké6 oogénesis, defectos en células hematopoyéticas y
genoanulado 41]
peso reducido

Tamafio corporal reducido, esterilidad y diabetes
Cdk4 Genoanulado [42]
insulino-dependiente.

Doble Letal debido a una anemia severa. Sin embargo,
Cdk4 -Cdké
genoanulado los embriones tienen una organogénesis normal [41]

Tamafio corporal superior e hiperplasia de las
Cdk4R24C Genomodificado [42]
células [ pancreaticas

Tabla I.1. Modelos murinos desarrollados para el estudio de la via ciclinaD/ Cdk4/ Cdké6/
INK4/ pRb/ E2F, fenotipo que muestran y tipo de modificacion genética efectuada. Ref. =

Referencia bibliografica.

La generacion de ratones genoanulados (knockout) para pRb puso de manifiesto una
funcion esencial de este gen durante el desarrollo embrionario para la correcta
diferenciaciéon y el control de la proliferacion en tipos celulares concretos como

eritrocitos, hepatocitos y células del sistema nervioso central [30-32].

1.3.1 Modelos con alteracién de alguno los miembros de la familia INK4

La relevancia de cada uno de los miembros de la familia de inhibidores de la Cdk4,
INK4 (pl5INK4b,  pl6 INKia, p]8 INKic p]9 INK4d)  ha sido dilucidada mediante
aproximaciones genéticas, usando animales genéticamente modificados para alguno de
estos inhibidores. También se ha estudiado el posible efecto sinérgico de estos
inhibidores mediante la generaciéon de dobles transgénicos.

Se han generado dos cepas distintas de ratones genoanulados para pl6 INK4a E]
primero mediante la expresion de la proteina truncada. Estos animales se desarrollan
normalmente y no desarrollan tumores, a excepciéon de un pequefio ntimero, que
desarrolla linfomas de célula B de larga latencia [43]. En segundo lugar, animales
homocigotos para la proteina p16 INK4a con el exén 1la delecionado, presentan una gran
variedad de tumores [34], la causa de la diferencia de fenotipo entre estos dos modelos,
teniendo en cuenta que se generaron en el mismo fondo genético, no se ha dilucidado
aun. Estos animales presentan ademas hipercelularidad timocitica y aumento de la

proliferacion de sus esplenocitos in vitro.
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En referencia a la proteina p15!NK4b, se ha desarrollado un ratén genoanulado, este
raton desarrolla tumores, principalmente hemangiosarcomas, con una baja incidencia
(10%). Presentan también hematopoyesis extramedular esplénica y elevada
proliferacion linfocitaria in vitro en respuesta a estimulos mitogénicos [33].

La proteina p18 INK4 también dispone de un modelo genoanulado [33]. Los animales
genoanulados para la proteina p18 INK4 tjenen un tamafio superior, desarrollan a corta
edad hiperplasia de la pituitaria, que progresa lentamente a adenomas de pituitaria.
Desarrollan tumores en una amplia variedad de tejidos, cosa que indica que la proteina
p18INKic gjerce se funcién en gran variedad de tejidos [33].

Para estudiar el papel sinérgico que puedan tener estos inhibidores, se desarrollaron
distintos modelos genoanulados miltiples de estos supresores tumorales. El doble
genoanulado p15INKéb y p18INKic no tiene un fenotipo mds severo que el genoanulado
simple de cada uno de los inhibidores, lo que sugiere que ejercen su actividad en
distintos tipos celulares [33]. El doble genoanulado p18 INK4c, p]19 INK4d tiene la misma
incidencia tumoral que el p18NK4 genoanulado simple.

Se han realizado cruces de ratones deficientes en inhibidores de la familia INK4, con
ratones deficientes en proteinas de la familia CIP/KIP. Estos cruces han revelado un

nivel de cooperacion significativo entre estas dos familias de proteinas [12].

1.3.2 Modelos con alteraciéon en la ciclina D

Aunque existen evidencias experimentales in vitro que hacen suponer que la ciclina
D tiene una funcién conductora de la fase G1 del ciclo celular, parece que su papel in
vivo no es tan relevante.

La sobreexpresion de las ciclinas D in vitro, acelera la transicién G1/S del ciclo
celular [44]. En cambio in vivo, los ratones modificados genéticamente muestran
defectos tejido-especificos que ilustran la funcién tisular especifica que estas
subunidades reguladoras desempefian in vivo. Por ejemplo, los ratones genoanulados
para la ciclina D1 presentan un tamafio corporal menor y la mayoria de ellos mueren
durante el primer mes de vida [27]. Ademads, se observa una dramatica reduccién del
nimero de células en la retina, lo cual sugiere que esta ciclina estd implicada
activamente en las células precursoras de retina. El epitelio mamario también se ve
afectado por esta ciclina, observandose un paro en la proliferacién en respuesta a

hormonas esteroideas ovaricas [45, 46]. Finalmente animales que sobreexpresan la
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ciclina D1, bajo el promotor MMTV desarrollan hiperplasia mamaria y mueren a
edades tempranas por cancer de mama [35].

Por otra parte, la ausencia de ciclina D2 impide la proliferaciéon de las células de
Sertoli testiculares y las células de la granulosa ovéricas en respuesta a la hormona
foliculo estimulante (FSH). Por tanto, las hembras genoanuladas para la ciclina D2 son
estériles. En lo que respecta a los machos, a pesar de exhibir testiculos hipoplésicos,
permanecen fértiles. Estos animales presentan también deficiencias en el cerebelo y una
proliferaciéon defectuosa de los linfocitos B [36, 37]. Es interesante destacar la
importante funciéon que desarrolla la ciclina D2 en la proliferacion de la célula beta de
los islotes pancredticos y en la homeostasis de la glucosa en la etapa adulta de la vida
del raton. El ratén genoanulado para la ciclina D2 desarrolla diabetes [38]. Este modelo
se tratard mas adelante en el apartado 3.1.1.

En cuanto a la ciclina D3, es posiblemente de la que se tiene menor informacién. El
ratén genoanulado para la ciclina D3 presenta un desarrollo hematolégico anémalo.
Recientemente, se ha descubierto que podria tener un papel esencial en la
adipogénesis, pero que esta funcién la desarrollaria de forma Cdk-independiente [47].
También se destaca su papel de forma individual en la induccién de apoptosis [48].

Se ha descrito también el modelo murino doble genoanulado para la ciclina D1 y
D2, el cual no es viable. Sin embargo, el animal genoanulado para la ciclina D2 y
heterocigoto para el alelo mutante ciclina D1 (ciclina D2 -/-, D1 +/-) presenta una

diabetes severa debido a una secrecién de insulina defectuosa [38].

1.3.3 Modelos con alteraciéon de las Cdks.

En los ultimos afios se han generado multiples modelos con alteracion en alguna de
las Cdks, para desvelar su funcién in vivo. De todos estos modelos, se puede extraer
que, si bien la cascada del ciclo celular estd muy bien definida, son muchas las
funciones redundantes que estas kinasas realizan, quiza como mecanismo de defensa
en caso de fallo o ausencia de alguna de ellas, aunque en condiciones normales no
realicen esa funcion.

De la proteina Cdk2 se ha descrito que es esencial para la meiosis pero no para la
mitosis, ya que el ratébn genoanulado para esta ciclina no tiene consecuencias
importantes en el desarrollo embrionario o postnatal, a excepcion de las mostradas en
las células germinales. Concretamente, en la meiosis la Cdk2 estaria implicada en la

profase 1 [39]. Posiblemente la compensacion por otra kinasa, la Cdkl en el caso de la
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unioén a la ciclina A y la Cdk4 o la Cdké en la fosforilacién de la pRb, sea la causa de la
ausencia de relevancia de la Cdk2 en la mitosis [39].

El ratén deficiente en Cdké es viable, si bien la hematopoyesis esta un poco alterada,
timo y bazo estdn reducidos y se observa una reduccion drastica del ntimero de
megacariocitos y glébulos rojos. Las hembras son mds pequefias y cerca del 30% son
estériles [41].

Se han generado distintos modelos murinos mediante ingenieria genética (gene
targeting), para caracterizar la funciéon de la Cdk4 en el ciclo celular in vivo.
Principalmente se puede destacar su relevancia en la proliferacién de la célula 3
pancreatica, objeto de estudio de la presente tesis, y cuyos efectos concretos se
explicaran en el apartado 3.1.1.

A nivel general la Cdk4 interviene de forma crucial en el crecimiento y fertilidad.
Los animales genoanulados para la Cdk4 tienen un tamafo inferior y presentan
infertilidad causada por una deficiencia en las células de Leydig testiculares en
machos, y la ausencia de cuerpo lateo en hembras, indirectamente causados por una
celularidad limitada en la adenohipdfisis. Cabe destacar que ademads presentan una
diabetes severa insulino dependiente por un defecto importante en la proliferaciéon de
la célula  a nivel post-natal. Esto nos sugiere que la Cdk4 en general, no es esencial
para la transicion entre G1/S, sin embargo a nivel tejido-especifico, es imprescindible
para el correcto desarrollo de la célula P en edad adulta de la vida del ratén [42] y para
la proliferacién postnatal de la pituitaria anterior [49].

Otros posibles efectos se ven enmascarados por el efecto redundante que ejerce en
algunos tejidos la Cdkeé.

Para desenmascarar este efecto Malumbres et al. [41] generaron un doble
genoanulado para Cdk4 y Cdk6. Este modelo si bien es letal debido a una anemia
severa, los embriones muestran una organogénesis normal y los distintos tipos
celulares proliferan normalmente. Fibroblastos embriénicos deficientes en Cdk4 y
Cdke, proliferan y se vuelven inmortales después de diversos pasajes. Ademas, células
quiescentes también deficientes en estas 2 kinasas responden a estimulos por suero y
entran en fase S con una cinética normal, aunque de baja eficiencia [41]. Por tanto, las
kinasas dependientes de ciclinas D no son esenciales para la entrada en ciclo en los
modelos celulares estudiados y ello sugiere la existencia de un mecanismo alternativo

para iniciar la proliferacién sin estimulos mitogénicos [41].
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Los dobles genoanulados Cdk6-Cdk2 presentan un fenotipo parecido al ya descrito
en ausencia de s6lo una de las kinasas: esterilidad, defectos de espermatogénesis y

oogénesis, defectos en células hematopoyéticas y peso corporal reducido [41].

1.3.3.1 El modelo genomodificado (knockin) Cdk4R24C

Junto con el modelo genoanulado para la Cdk4, el modelo genomodificado
Cdk4R24C fue generado en el laboratorio del Dr. Mariano Barbacid [42] cruzando los
ratones Cdk4+/nec con ratones CMV-Cre, que expresan de forma ubicua la recombinasa
Cre bajo el control del promotor del citomegalovirus (CMV). Esta recombinasa
reconoce los sitios LoxP y promueve su recombinacién eliminando la secuencia de
DNA que se encuentra entre ellos. La descendencia de este cruce deleciona el cassette
de resistencia a neomicina flanqueado por los sitios LoxI’ por accién de la recombinasa
induciendo la expresién del gen de la Cdk4, ahora con la mutacion R24C, de forma

normal (Figura 1.6).

ATG TGA

Cdk4 WT

>

ATG TGA

TGA

l Cruce con el raton CMV- cre

Vector diana

Cdk4 neo

TGA

Figura 1.6. Generacién del modelo genomodificado Cdk4R24C. Adaptado de [42].

Cdk4R24C

La mutacion R24C se descubrié por primera vez en pacientes con melanoma
familiar e impide la unién de la Cdk4 a los inhibidores de la familia Ink4 [50, 51].
El modelo Cdk4R24C se caracteriza por una hiperactivacién de la Cdk4 debido a

que la mutacién R24C confiere a la Cdk4 la imposibilidad de unién a la familia de

23



Introduccion

inhibidores INK4. Esta hiperactividad de la kinasa se ve traducida en un aumento
también de la fosforilacion de la pRb en Cdk4R24C MEFS [52].

Los ratones homocigotos para la mutacién nacen en la proporcién mendeliana
esperada, sugiriendo que la Cdk4 no interviene en el desarrollo embrionario, cosa que
se explicaria ya que la Cdk4 no empieza a expresarse hasta el desarrollo embrionario
tardio (E17,5), cuando la célula empieza a proliferar. Dichos ratones no muestran
anomalias en el desarrollo y son completamente fértiles. A pesar de ello, los machos
presentan un aumento en el nimero de células de Leydig, y en edad adulta alcanzan
un peso corporal ligeramente superior al normal (5-10% mas que el WT) [42]. Estos
ratones desarrollan hiperplasia de ciertos tipos endocrinos entre ellos la célula B de los
islotes pancreéticos y las células de Leydig de los testiculo [42].

Cabe destacar que estos ratones desarrollan también mualtiples tumores con una
penetrancia del 100% y con una latencia de 10 meses a un afio, siendo los mds comunes
los hemangiosarcomas y diversos tipos de tumores epiteliales endocrinos. Un 31%
desarrollan tumores endocrinos pancreaticos [53]. Ademads, la mutacién R24C coopera
con la ausencia de supresores de tumores como p53 o p27 Kirl [53]. Los ratones
portadores de la mutacion Cdk4R24C son muy susceptibles a los insultos
carcinogénicos. Aunque estos animales no presentan evidencias de padecer
melanomas, como se habia observado en humanos portadores de la misma mutacién
[50, 51], el tratamiento tépico con DMBA (9,10-di-metil-1,2-benzoantraceno) / TPA (12-
O-tetradecanoilfolbol-13-acetato) causa el desarrollo de melanomas invasivos en los
ratones Cdk4R24C rapidamente [54].

Precisamente este modelo (Cdk4R24C) es el que se ha escogido en la presente tesis
para el estudio del efecto de la Cdk4 en la proliferaciéon de la célula B, en fondos

genéticos  predispuestos o no a la autoinmunidad [  pancreética.
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2 Fisiologia de la célula

La homeostasis de la glucosa estd finamente controlada por las células endocrinas
del péancreas, localizadas en los islotes de Langerhans. Las células endocrinas de los
islotes monitorizan la concentraciéon de glucosa en sangre y secretan hormonas
dependiendo de la informacién bioquimica que reciban.

Las células P se localizan formando agrupaciones celulares llamadas islotes, junto
con otros tipos celulares, en el tejido pancreatico. El pancreas es un 6rgano que se
encuentra adyacente a la curvatura larga del estémago (Figura 1.7). Su nombre deriva
del griego Pan creas que significa “tejido a través”, debido a que, sobretodo en
roedores, parece que penetre en la membrana del intestino [55]. Tiene dos funciones
independientes:

(@) Una funcién exocrina. El componente exocrino produce enzimas digestivos que,

a través del conducto pancreético, llegan al duodeno.

(b) Una funcién endocrina. El componente endocrino se encuentra més difuso y

secreta hormonas a la circulacion.

Anatémicamente el pancreas esta dividido en tres regiones: La cabeza, el cuerpo y la
cola. A pesar de presentar estas tres regiones, el pancreas es una estructura homogénea
con un drenaje continuo de todos los lébulos del tejido exocrino mediante

ramificaciones del conducto pancreético que van a vaciarse al duodeno [55].

Pancreas

Figura 1.7. El entorno de la célula p. Las células [ se organizan, junto con las células a, 6 y las
células del polipéptido pancreético, formando los islotes de Langerhans, que a su vez, junto con

los acinos y ductos, formaran el tejido pancreatico.

Las células endocrinas se organizan en agrupaciones microscopicas llamadas islotes
pancreaticos. Los islotes constituyen tinicamente del 2 al 5% de la masa pancreatica
total. Fueron identificados por primera vez por Paul Langerhans en 1869, por lo que

recibieron el nombre de islotes de Langerhans 10 afios después.
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Los islotes de Langerhans estdn rodeados por tejido exocrino. La estructura del
islote cambia segtn la especie: mientras que en roedores es principalmente esférica, en
humanos la estructura es menos regular y muy variable en tamafio (50 um-500 pm de
didmetro). Los islotes se distribuyen aleatoriamente en el tejido exocrino pero,
sobretodo en roedores, se concentran principalmente en la cola del pancreas. Los
islotes estan muy vascularizados, reciben 5 veces mas aporte sanguineo que el tejido
exocrino adyacente. El flujo sanguineo se distribuye de la zona central a la periferia de
forma que la concentraciéon de insulina modula la secrecion de las otras hormonas
endocrinas (Figura 1.8). Los islotes pancreaticos estan considerablemente inervados por
nervios parasimpéticos, simpaticos y sensoriales, cuyas fibras entran con los vasos
sanguineos y forman una red periinsular, y/o entran directamente en el islote. Los
islotes se distribuyen cerca de los ductos pancreédticos, de donde originariamente
provienen. Los vasos de los islotes se distribuyen también préximos a las estructuras

ductales. Esta estructura tan compleja, junto con los neurotransmisores identificados en

B Célula no f
[ Célula

los islotes, es esencial para el control de la secrecién endocrina [55].

Figura 1.8. Irrigacién del islote

pancreético. La arteriola eferente entra

en el islote por un hueco o '|III; )
\ r( >

discontinuidad del manto de células no \ arteriola

[, de manera que penetra directamente

en el nidcleo de la célula B, donde se —

ramifica en diversos capilares. ___vena

La estructura de los islotes se compone de 4 tipos celulares distintos: las células (3
secretoras de insulina y que son las mas numerosas, formando el 60-80% de la masa del
islote; las células a que producen glucagén y forman el 25% de la masa del islote; las
células 6 que secretan somatostatina y que forman el 2-8% del total de la masa del
islote y finalmente las células que contienen el polipéptido pancreatico (PP) y que son
muy escasas (1-2%) (Figura 1.7). Las células endocrinas comparten muchas
caracteristicas con el tejido neuroendocrino. Tienen un ntucleo central grande y un
citoplasma donde se encuentra toda la maquinaria secretora [55].

Las células  del pancreas se identificaron por primera vez mediante una tincién

con plata en 1907. La hormona encontrada en su interior fue denominada isletina o
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insulina. Las células  se localizan en agrupaciones conectadas por uniones fuertes
(tight junctions) que permiten la secrecién coordinada de insulina por las distintas
células P dentro del islote. En la estructura general del islote, las células P se localizan
en el centro, rodeadas de células no . Aunque en humanos también podemos
encontrar células no {3 en el centro del islote. La tnica funcion fisiolégica conocida de
las células P es secretar insulina para asegurar que los niveles de glucosa circulante se
mantengan dentro de unos estrechos margenes fisiologicos [55].

La insulina es una hormona polipeptidica y fue descubierta por Sir Frederich Grant
y Charles Herbert en 1921 [55]. La insulina transmite una sefial anabdlica, ya que una
vez unida a su receptor, estimula la captacion de glucosa y aminoacidos (a.a.), el
aumento de la actividad glicogeno sintasa, el aumento general de sintesis de proteinas,
asi como la disminucion de la lip6lisis [55].

La estructura de la insulina estd formada por dos cadenas: la cadena A (21 a.a.) y la
cadena B (30 a.a.). Las 2 cadenas se mantienen unidas por dos puentes bisulfuro. Existe

un tercer puente bisulfuro interno, de la propia cadena A (Figura. 1.9).
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Figura I.9. a) Secuencia aminoacidica de la molécula de insulina. b) Estructura primaria de la

proinsulina.

2.1 Biosintesis de la insulina

Inicialmente se sintetiza el preprecursor de la insulina, la preproinsulina, la cual se
transforma en la proinsulina, después de una accién proteolitica y la formacion de
puentes disulfuro. Finalmente la proinsulina, a su vez, escinde la insulina, la hormona
biolégicamente activa, después de una dltima reaccién proteolitica (Figura. 1.10) [56].

La preproinsulina humana estd constituida por una tinica cadena polipeptidica de
86 a.a. que contiene la secuencia de proinsulina y un péptido sefial N terminal de 24

a.a. [56].
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La molécula de proinsulina es una tnica cadena polipeptidica formada por la
cadena B, por la cadena A y por el péptido C. Este tltimo péptido une la cadena Ay la
cadena B formando la molécula de insulina final. La molécula de proinsulina ya
contiene los puentes disulfuro que conforman la molécula de insulina definitiva. La
conversion de la proinsulina a insulina se lleva a cabo por la rotura de la unién de dos
aminodcidos dibasicos en la unién de la cadena B - péptido C y en la unién péptido C -
cadena A. Con ambas roturas, se libera el péptido C y las dos cadenas A y B unidas por
sendos puentes disulfuro y perfectamente alineadas, que forman ya la molécula de
insulina biolégicamente activa. La insulina forma complejos hexaméricos con el Zn
[56].

PREPROINSULINA PROINSULINA INSULINA

péptido C péptido C
Cadena A

s-9
1,NI-COOH
="
H,N LCOOH

Cadena B Cadena B

Cadena A Cadena A

Péptido
sefial

Figura I.10. Biosintesis de la insulina a partir de sus precursores, la preproinsulina y la

proinsulina.

La regulacion de la insulina a corto plazo ocurre a nivel de la secreciéon de dicha
hormona ya almacenada. Sin embargo, la adaptacién a cambios glicémicos a largo
plazo, implica cambios en la transcripciéon del gen de la insulina, en la traduccién de su
mRNA y en el procesamiento de la proinsulina a insulina [56].

La expresion del gen de la insulina es practicamente exclusivo de la célula . Existe
una alta homologia de secuencias entre especies. En humanos el gen que codifica para
la insulina estd localizado en el cromosoma 11, mientras que los roedores cuentan con
dos genes no alélicos que codifican para la insulina (I y II). La insulina II se localiza en
el cromosoma 7 y es la ortéloga humana, mientras que la insulina I se localiza en el
cromosoma 19, probablemente como resultado de la duplicacion del gen de la insulina
I [56].

La transcripcion del gen de la insulina es un proceso altamente controlado.

Adicionalmente, el mRNA de la preproinsulina es muy estable en las células 3
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pancreaticas, llegando a ser su vida media de hasta 36h. En condiciones normales
existe una reserva de mRNA de preproinsulina disponible para ser traducido [56].

El primer paso en la biosintesis de insulina es la traduccion del mRNA de la
preproinsulina, del mismo modo que ocurre en la mayoria de mRNAs de células
eucariotas [56]. En el RER (reticulo endoplasmatico rugoso) se escinde el péptido N
terminal de la preproinsulina, dejando la proinsulina libre. En el lumen del RER, se
lleva a cabo el correcto plegamiento de la proinsulina para la correcta alineacién de las
cadenas y la correspondiente formacién de los puentes disulfuro [56]. Una vez la
proinsulina ha llegado al RER y se ha plegado correctamente, puede ser llevada
mediante vesiculas de transporte al aparato de cis-Golgi mediante un proceso ATP-
dependiente en el que se requiere ademds de una red de microfilamentos y
microtabulos, cofactores como el i6n Ca, la hidrolisis de GTP y algunas proteinas
citosélicas [57-60]. Eventualmente, la proinsulina sintetizada se acumula en la red
trans-Golgi (TGN) en zonas recubiertas de clatrina, que son los lugares de biogénesis
de los granulos-p secretores. Los granulos inmaduros formados de novo emergen de
una region particular del TGN. El proceso de biogénesis de los granulos 3, requiere
ciertas condiciones: medio acidico luminal (PH=6,5) [61], Ca2+ [61], ATP [62], hidr6lisis
de GTP [63], proteinas citosdlicas [64-66] y proteinas fosforiladas en tirosina [67]
(Figura I1.11). La clatrina ejerce su funcién en la eliminacién de proteasa de los granulos
maduros, sin embargo, la clatrina no estd implicada ni en la seleccién o procesamiento
de la proinsulina, ni en la secrecion regulada de los granulos secretores [68]. Una vez el
granulo-P recubierto de clatrina se ha liberado del TGN, tiene lugar la maduracién de
los granulos con la conversion de proinsulina a insulina, la acidificacién intragranular,
la pérdida de la clatrina y la formacién de cristales hexaméricos de insulina [69].

La conversiéon de proinsulina a insulina esta catalizada por 2 endopeptidasas
dependientes de Ca2* (PC2 y PC3) [70-72] y por una exopeptidasa dependiente de Ni2+
(CP-H) vy tiene lugar principalmente en los granulos inmaduros. La molécula de
insulina humana tiene dos lugares dibasicos, el Arg31-Arg32, donde la PC3 tiene
mayor afinidad, y el Lys64-Arg65 donde la PC2 tiene mayor afinidad. Estos dos
lugares limitan la rotura endoproteolitica de la proinsulina generando el péptido Cy la
insulina madura. La CP-H se encarga de la eliminacién exopeptidica de los
aminodcidos basicos expuestos de novo. El orden de corte es indiferente, si bien se ha

observado una mayor frecuencia de actuacion de la PC3 seguida de la PC2 [73, 74].
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Transcripcion del gen de la insulina y
Niicleo maduracion de su mRNA
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Figura I.11. Biologia celular del procesamiento y transito de la proinsulina.

La biosintesis de proinsulina estd controlada por ciertos nutrientes,
neurotransmisores y hormonas a nivel traduccional, pero de todos ellos la glucosa es
probablemente el mas relevante [56].

Un granulo maduro puede ser retenido desde horas hasta dias antes de ser
exocitado a la membrana plasmaética. El contenido de insulina de la célula 3 es bastante
constante. Cuando se libera insulina debido a un estimulo, los niveles son rapidamente
reestablecidos mediante la biosintesis de insulina de novo. Si los niveles de insulina
sobrepasan los niveles normales o si el granulo de insulina no es exocitado en varios

dias, es degradado por via lisosomal mediante un proceso llamado crinofagia [75].

2.2 La secrecion de insulina

La célula B es capaz de detectar los niveles de glucosa extracelulares y activar la
secrecion de insulina mediante un complejo entramado de nutrientes, hormonas y
sefiales neuronales. Como resultado de un estimulo de secrecion, los granulos se unen
a la membrana plasmatica liberando los granulos de insulina al espacio extracelular,

donde los hexameros se disocian y la insulina se difunde en los capilares del islote [76].
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La insulina se almacena en granulos secretores en las células B. El granulo secretor
contiene ademads de la insulina, elevadas concentraciones de Ca?*, enzimas proteoliticos
como la convertasa 1/3 y 2 y la carboxipeptidasa, la cromogranina y el péptido C. La
célula [ del raton tiene aproximadamente 13.000 granulos secretores de insulina y cada
granulo contiene 200.000 moléculas de insulina [76].

Dada la importancia funcional de la insulina como regulador de las fluctuaciones de
glucosa en sangre dentro de un estrecho margen, no es extrafio que la secrecién de
insulina esté sujeta a un estricto control. Dos vias controlan la secrecién de insulina
inducida por glucosa: la via desencadenante y la via de amplificacién [77].

Via desencadenante: Cuando la concentracién extracelular de glucosa aumenta, el
metabolismo de la célula P se acelera. La glucosa llega al interior de la célula p a través
del transportador de membrana GLUT?2 [78], alli es fosforilada por la glucokinasa (GK)
iniciando el proceso de la glucélisis [79]. Una vez obtenido el producto final de la
glucdlisis, el piruvato, éste entra en la mitocondria donde es metabolizado mediante el
ciclo de Krebs, transfiriéndose asi equivalentes reductores a la cadena respiratoria. La
cadena respiratoria causa la hiperpolarizacién del potencial de membrana mitocondrial
y la generacién subsiguiente de ATP. El ATP es transferido al citosol de la célula,
aumentando la proporciéon ATP/ADP, lo cual provoca el cierre de los canales de K
dependientes de ATP (Katp), despolarizdndose la membrana de la célula. Como
consecuencia de esta despolarizacién, se abren los canales de Ca2+ dependientes de
voltaje aumentando la concentracién de Ca2+ intracelular y activando, por tanto, la
exocitosis de la insulina [76] (Figura 1.12).

Via amplificadora: Ademds de las sefiales desencadenantes, la glucosa también
produce sehales que amplifican la accién del calcio en el proceso exocitotico. Este
concepto, fue establecido mediante esperimentos que mostraban que, siempre que la
concentracion de calcio intracelular sea alta, la glucosa puede atn aumentar la
secrecion de insulina, aunque los canales de K+ dependientes de ATP no se puedan
cerrar o estén completamente cerrados ya [80-83]. Los efectos de la glucosa pueden ser
revocados por diazéxido, el cual previene la clausura de los canales de K+
dependientes de ATP, la despolarizacion de la membrana y por tanto, el aumento de
la concentraciéon de calcio intracelular. Sin embargo, incluso con la presencia del
diazéxido, la membrana de la célula B puede despolarizarse y aumentar la
concentracion de K+ extracelular, suficiente para aumentar la concentraciéon de calcio

intracelular, produciendo una sefial que indduce la secrecién de insulina en ausencia
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de glucosa [80]. La via amplificadora también requiere el matabolismo de la glucosa,
pero ni el mensajero intracelular, ni el efctor final han sido identificados. La accién
amplificadora de la glucosa confiere una eficacia mayor de la sefial desencadenante de

la exocitosis.

GK N\
glucosa S Glucosa-6-P

piruvato

insulina

o
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Figura 1.12. Mecanismo de secreciéon de insulina por la célula B pancreédtica por la via

desencadenante.

El control 6ptimo de la concentracion de glucosa en sangre o glicemia depende
tanto de los cambios en la produccion y secreciéon de insulina por las células B, como de
la capacidad de dicha célula  de disponer de grandes reservas de insulina [84] para
poder aumentar su secrecién de manera importante después de una ingesta. Por todo
lo anteriormente expuesto es imprescindible una fina regulacion de la masa f

pancredtica en funcién de las distintas necesidades del organismo.
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3 La masa f-celular. Replicacion de la célula  pancreatica

Es muy importante que la masa de células [ existente esté regulada por los niveles
de glucosa y por otros factores hormonales, para asegurar la normoglicemia. Debido
los niveles cambiantes de glucosa, la masa de células  es dindmica y procesos como la
proliferacion, la neogénesis y la apoptosis aseguran la adecuacion de la masa de células

B a cada momento [84] (Figura 1.13).

{ POBLACION
DE CELULA B

Figura I.13. Dindmica de la célula

Neogénesis

En roedores, el nimero de células P en el pancreas parece ya determinado alrededor
del dltimo cuarto de la gestacion fetal y en los primeros dias después del nacimiento,
cuando se dobla cada dia la poblacion de células 3 existente. La masa principal de
células P se desarrolla en un proceso de neogénesis a partir de células de origen
endodérmico. El proceso de neogénesis es el proceso por el cual se forma una nueva
célula P a partir de la diferenciacién de una célula precursora que no expresa insulina.
Este proceso dura hasta pocos dias después del nacimiento. La posterior diferenciaciéon
de los distintos linajes celulares en el pancreas, es resultado de cambios muy
especificos en programas de expresién génica. La transicion hacia un tipo celular u otro
depende de la expresion diferencial de determinados factores de transcripcion (Figura
1.14) [85]. Se ha descrito parte de la cascada de diferenciacién hacia célula B, pero
existen muchos puntos ain por resolver [84].

La adaptacion postnatal de la célula  en respuesta a las demandas metabdlicas se
lleva a cabo mediante la existencia de un equilibrio dindmico resultante del balance
alcanzado entre los procesos de replicaciéon y apoptosis de la célula . Ademas, la masa
de células  parece aumentar por un aumento del tamafio de los islotes y no por la
generacion de nuevos islotes. Sin embargo la proliferacion postnatal de las células P es

muy baja. Si la poblacion de célula P perinatal es subéptima (por ejemplo por un déficit

33



Introduccion

en la nutricién durante la gestacién), la replicacién postnatal no es suficiente para
compensar esta deficiencia en la edad adulta [84]. Por tanto, la etapa fetal es crucial
para el establecimiento de una masa de célula  suficiente para cubrir las necesidades
del organismo a lo largo de toda su vida [84].

Se conocen distintas moléculas que de un modo u otro intervienen en la regulacion
de la masa [} pancreatica. Por una parte la glucosa y ciertas hormonas como la insulina,
el lactogeno placentario (durante el embarazo) y el GLP-1 (Glucagon-like peptide-1).
Por otra parte factores de crecimiento como IGF-1 y II (insulin groth factor I y II), PDGF
(platelet-derived growth factor), EGF (epidermal growth factor), HPG (Hepatocyte
Growth Factor) y PTHrP (Parathyroid Hormone-related Protein) [84, 86]. En la dltima
década se ha visto que dichos mitégenos pueden aumentar de un modo significativo la
masa de célula 3, bien actuando via IGF — IGFR1 —IRS-2 —PI3- kinasa — AKT, bien
via el receptor de la hormona de crecimiento (GHR) o bien via el receptor de
prolactina. Sin embargo, las dianas distales en estas vias de sefializaciéon permanecen
confusas y no se sabe practicamente nada de las sefiales que terminan por influenciar a
la fase G1 del ciclo celular de la célula (3 [86].

El proceso de regeneraciéon de masa [ pancredtica por transdiferenciacién (cambio
fenotipico de un estado de diferenciaciéon a otro) o mediante la tecnologia de
diferenciacion de células troncales (stem cells) es otro proceso que se estado
explorando dltimamente. A pesar de los esfuerzos realizados durante estos tltimos 4
afios, aun no se disponen de los medios para obtener eficientemente células f3
funcionales mediante la diferenciacioén a partir de células madre. Tampoco se disponen
de resultados que confirmen la existencia de células troncales en el pancreas adulto que
pudiesen diferenciarse a células f en condiciones fisiol6gicas normales. La dificultad
de eleccion del material de partida apropiado y el desconocimiento de la via exacta de
diferenciacion de la célula (3, son dos de los principales motivos que impiden avanzar
con relativa rapidez en este campo [87].

Recientemente se ha mantenido cierto debate sobre el origen de las células que
contribuyen al mantenimiento de la masa [ pancreatica. Dor et al. [88], sugieren
mediante una técnica de seguimiento del linaje celular, que no hay neogénesis durante
la renovacién normal de las células B ni durante el crecimiento de la masa P celular
para satisfacer la demanda, sino que es la replicacién de la propia célula P la que tiene

una funcién més destacada. Ademads, el citado articulo sugiere que las células que
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expresan insulina existentes en los animales jovenes son las encargadas de
proporcionar la insulina también durante la etapa adulta [88].

Por otro lado, la aparicion de otro trabajo, mdas recientemente, afiade maés
controversia al concepto de proliferacion y renovacién de la célula . Teta et al. [89]
han realizado un estudio de renovacién de célula 3 en animales adultos a largo plazo.
Para ello, han administrado durante varios meses Bromodeoxiuridina (Brdu) en agua
de bebida a ratones de un afio de edad. Teta et al comprobaron que estos animales
tienen unos niveles de replicaciéon extremadamente bajos (1 de cada 1400 células tiene
evidencias de replicacion en 24 horas), con pocas evidencias de renovacion, siendo en
algunos animales incluso inexistente [89].

Ante estos datos, se podria pensar que la neogénesis de la célula 3 serfa un proceso
relevante en etapas prenatales de desarrollo y que la proliferacién tendria un papel
mas destacado en la etapa adulta, si bien con la edad, esta capacidad de proliferacion

iria disminuyendo.
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Figura I.14. Cascada de factores de transcripcién durante el desarrollo del pancreas del
ratén. Adaptado de [85].

3.1 Proliferacion de la célula f. El ciclo celular de la célula 8

Las células B del pancreas, al igual que otros tipos celulares, siguen las distintas
fases del ciclo celular. Ya en 1982 Swenne et. al [90] sugirieron que la célula P era capaz

de replicarse. Mediante ensayos de proliferaciéon con timidina tritiada de islotes en
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cultivo sincronizados con hidroxiurea, llegaron a la conclusién que el ciclo celular de la
célula B era de 14.9 h (2.5 h de la fase G1, 6.4 en la fase S, 5.5 h en G2 y 0.5 h en M).
Ademads, Swenne et. al observaron también que la progresiéon del ciclo celular no
cambia a distintas concentraciones de glucosa.

El crecimiento de la masa P celular viene determinado por el nimero de células que
entran en ciclo y no por el aumento de la velocidad del ciclo. La célula termina un ciclo
a una velocidad bastante elevada. Sin embargo, el namero de células en ciclo es muy
bajo. S6lo un 3% del total de la masa [ celular se replica en edad adulta, frente a un
10% en la etapa fetal. A pesar de esta dramatica reduccién de masa [ potencialmente
replicativa, existe un reservorio de células en fase GO susceptibles de entrar en ciclo y
que podrian aumentar el nimero de células en ciclo si el organismo asi lo requiriese,
indicando que la mayoria de células 3 no estdn en un estado GO irreversible [91].

Durante la etapa fetal, la célula f exhibe una baja respuesta replicativa a glucosa,
mientras que, en la fase tardia de la etapa fetal, la glucosa es un estimulo muy potente
para la replicacion de la célula . La glucosa estimula la entrada de la célula P en ciclo
desde la fase GO [91].

La primera observacion del impacto de la alteracion del ciclo celular en la
proliferacion de la célula B surge de estudios realizados con el antigeno-T de cadena
larga del virus SV40, conocido por promover proliferacién por inactivacion de p53 y de
la pRb. En dicho estudio, se sobreexpreso el antigeno-T especificamente en célula  y se
observo que ello producia un aumento de la proliferacién de célula p y una hiperplasia
de islotes derivando en el desarrollo de insulinomas [92]. Ademas, los animales
deficientes en p53 y en pRb exhibian hiperplasia en el islote y tumores [92], si s6lo una
de las 2 proteinas (p53 o pRb) estaba afectada, la masa de célula  se mantenia intacta
[93, 94].

Estas observaciones, sin duda, inducen a pensar que la proliferacién de las células

del islote pancreatico esta intimamente regulada a nivel de la fase G1 del ciclo celular.

3.1.1 Cdk4 como molécula clave en la proliferacion de la célula p

Continuando con la linea de investigacion que parecia confirmar la importancia de
la fase G1 en la proliferacion de la célula B, en 1999 Rane et. al [42] caracterizaron el
modelo murino genoanulado para la Cdk4 ( Cdk4neo/neo), Este modelo exhibe diabetes y
cetoacidosis a los 2 meses de edad debido a una clara hipoplasia de la célula 8 [42]. Los

niveles de insulinemia estdn reducidos en un 90% y la glicemia esta de 2 a 3 veces

36



Introduccion

aumentada con respecto a los hermanos de genotipo salvaje (WT), ademads presentan
glucosuria y cetonuria.

Los anélisis histolégicos llevados a cabo en los ratones deficientes en Cdk4 revelan
una deformidad y una reduccién severa en el tamafio y en el nimero de los islotes en
la etapa adulta. El examen morfométrico muestra un defecto selectivo en el desarrollo
del péncreas endocrino de los animales genoanulados comparado con el de los
hermanos WT. El area de islote por péncreas esta reducida en el caso de los animales
genoanulados, la proporcion islote:pancreas o islote:acinos pancreéticos esta también
disminuido, mientras que la proporcién acinos:islote estd aumentada.

El tejido pancreédtico muestra una importante reduccioén de los niveles de insulina en
los islotes de los ratones genoanulados, mientras que los niveles de glucagéon y
somatostatina son normales [42]. Por tanto la disrupcion de la Cdk4 en este modelo
tiene un marcado efecto tejido especifico en célula B, efecto que es también auténomo
de la célula B, ya que el restablecimiento de la expresiéon de la Cdk4 tinicamente en
célula P revierte el fenotipo insulinopénico de los ratones genoanulados y los ratones
se tornan normoglicémicos [95].

A nivel funcional cabe destacar que los animales Cdk4 neo/neo presentan intolerancia
a la glucosa y una baja sensibilidad a la insulina alas 4 y 8 semanas de edad [96].

La Cdk4 no empieza a expresarse hasta etapas tardias del desarrollo, E17.5, cuando
la célula empieza a proliferar, por tanto, la actividad de la Cdk4 es dispensable durante
el desarrollo embrionario. Sin embargo, la funcién de Cdk4 es esencial en células
pancreaticas diferenciadas [95].

Existe una evidencia experimental que confirma la importancia del complejo ciclina
D2-Cdk4 en la progresiéon del ciclo celular. El primer modelo genoanulado descrito
para la ciclina D2 exhibe intolerancia a la glucosa debido a una dramatica reduccién en
el namero de células B y no en su tamafio. Las células a también se ven afectadas por la
ausencia de la ciclina D2 reduciendo su namero. Este déficit de Ciclina D2 no es
contrarrestado por ninguna otra ciclina durante las primeras semanas de vida del
animal, que es cuando la célula P tiene la tasa mas elevada de replicacién [97]. Sin
embargo a partir de las 8 semanas empieza a detectarse Ciclina D1. En ningtin caso se
perciben niveles de ciclina D3 [97].

Posteriormente se ha generado otro modelo genoanulado para la ciclina D2, el cual
muestra también intolerancia a la glucosa, sin embargo, no es hasta los 9-12 meses de

edad que el raton desarrolla diabetes. En este caso, la ciclina D1 est4 ejerciendo una

37



Introduccion

funcién compensatoria de la falta de ciclina D2, lo cual explicaria el retraso en la
aparicion de la diabetes respecto al primer modelo genoanulado descrito. Los animales
genoanulados para la ciclina D2 y heterocigotos para la ciclina D1 (ciclina D2 /- ciclina
D1 +/-) padecen una diabetes severa a los 3 meses de edad. La variaciéon en el fenotipo
de estos dos modelos se atribuye a una diferencia en el fondo genético [38]. Més
adelante se ha observado que los ratones deficientes en E2F1 y E2F2 desarrollan
diabetes debido a una reduccion del nimero y tamafio de los islotes [98].

La ciclina D1 parece ser relevante en la replicaciéon de islotes humanos pancreéticos,
ya que la sobreexpresién adenoviral de ciclina D1 en islotes pancredticos humanos

provoca la proliferacion de dichos islotes in vitro [99].

3.1.1.1 La hiperplasia de célula  en el modelo knockin Cdk4R24C

El modelo murino genomodificado (knockin) Cdk4R24C (Cdk4R24C/R24C)  se
caracteriza por una hiperactivaciéon de la molécula Cdk4, debido a la sustitucién de una
arginina (R) por una cisteina (C) en el a.a. 24, lo cual impide la unién de la Cdk4 a la
familia de inhibidores INK4 (ver apartado 1.2.3). Los animales Cdk4R24C/R24C presentan
hiperplasia de célula B, que parece dependiente de dosis, ya que los individuos
heterocigotos para dicha mutacién también presentan cierta hiperplasia. Los anélisis
morfométricos muestran que hay un incremento de hasta 7 veces en el area del islote
de los animales genomodificados, respecto a los WT. Ademds la proporcion
islote:pancreas e islote:acinos estd aumentada en los animales Cdk4R24C/R24C Esta
hiperplasia es principalmente de células [, ya que los niveles de glucagéon y
somatostatina se mantienen semejantes a los de la poblaciéon WT. Contrariamente a lo
esperado, los andlisis por RT-PCR semicuantitativa mostraron ausencia de diferencias
significativas en los niveles de expresién de los transcritos de preproinsulina I y II. Sin
embargo, los pancreas de los ratones Cdk4R24C/R24C presentan niveles disminuidos de
somatostatina y polipéptido pancreético respecto a los pancreas de los animales WT.
HNF-1a estd también aumentado mientras que la glucokinasa y HNF-4a no varian
[96].

La sobreexpresion de la Ciclina D1 en células  causa hiperplasia en la célula (3
[100]. Estos datos corroboran de nuevo la vital importancia que tiene la Cdk4 en la
proliferacion de la célula p pancreatica. Estudiar el posible efecto de esta hiperplasia 3

pancredtica en la funcionalidad de la célula  es uno de los objetivos de esta tesis.
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4 Diabetes Mellitus de tipo 1 (DMT1)

La diabetes mellitus de tipo 1 (DMT1) es una enfermedad poligénica que se
caracteriza por la destruccion autoinmune, mediada por los linfocitos T, de las células
B de los islotes de Langerhans del pancreas [101, 102]

Ademas de la influencia de los factores genéticos, también los factores ambientales
tienen una funcién importante en condicionar el riesgo a padecer la enfermedad

Fi 1.15).
(Figura ) Virus
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Figura I.15. La DMT1 es una enfermedad multifactorial, son muchos los factores que pueden

inducirla.

Pero para entender la DMT1 como enfermedad autoinmune, es preciso entender
antes ciertos conceptos de inmunidad general.

La inmunidad es fundamental para la supervivencia del individuo y de la especie.
El sistema inmune tiene el papel de proteger a los individuos de cualquier elemento
extrafio potencialmente patogénico. Este proceso de proteccién incluye: la distincién
por parte de los linfocitos entre los agentes infecciosos y el resto de elementos propios,
la eliminacién del elemento extrafio y la reparacion de los dafios ocasionados [103,
104]. Existen dos vertientes en los procesos inmunes: la inmunidad innata y la
inmunidad adquirida. Es en la inmunidad adquirida que se centra este trabajo.

Con el fin de optimizar la activacién y el reconocimiento en la respuesta inmune, la
mayorfa de células del sistema inmunitario se concentran en o¢rganos y tejidos
definidos donde también se localizan ciertos antigenos que han llegado hasta alli [103,

104]. Existen dos tipos de 6rganos linfoides:
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(@) Los primarios, que son el timo y la médula 6sea y se encargan de la maduracién
de los linfocitos a partir de precursores hematopoyéticos.

(b) Los secundarios que son, entre otros, el bazo y los nédulos linfaticos. Recolectan
los linfocitos maduros de la periferia y facilitan su interaccién con otras células
inmunocompetentes para desarrollar la respuesta inmunitaria adecuada a cada
situacion.

La respuesta inmune se desarrolla en tres fases: (a)Fase cognitiva: reconocimiento
del antigeno; (b) Fase de activacion: proliferacién y diferenciacion de los linfocitos;
(c)Fase efectora: producciéon de citoquinas, citolisis y eliminacion del patégeno.
Generacion de anticuerpos y células memoria.

Existen dos tipos de linfocitos implicados en la respuesta inmune:

(@) Los linfocitos B (CD19), encargados de producir anticuerpos que reconoceran
antigenos no propios y de presentar antigenos a los linfocitos T. Se generan en la
médula 6sea.

(b) Los linfocitos T, encargados de la produccién de las citoquinas responsables de
activar los macrofagos. Se diferencian en el timo. Reconocen los antigenos
presentados por las células presentadoras de antigenos mediante el complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC). Dentro de los linfocitos T existen dos
subtipos:

e Linfocitos T helper o colaboradores (CD4). Reconocen los antigenos
exogenos de la célula, presentados en el contexto del MHC-II. En funcién
del patrén de citoquinas que secreten se diferencian TH1 (secretan
citoquinas con un perfil inflamatorio como la IL-2, IFN-y y TNF-f...) y
TH2 (secretan citoquinas con un perfil alergénico como la IL-4, IL-5 y IL-
10).

¢ Linfocitos citotoxicos (CD8). Reconocen los antigenos citosélicos, como
pueden ser las proteinas virales en el contexto del MHC-I. Acttan

mediante la lisis celular.
Para que un antigeno sea reconocido como extrafio y desencadene la respuesta

inmunolégica es necesario que las células presentadoras de antigeno (Antigen

Presenting Cells=APCs) lo presenten a los linfocitos T (Figura 1.16.a).
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Figura 1.16. Esquema de a) la presentacién de un antigeno por una APC, a un linfocito T

BNA binding domain

CD4; b) la cascada intracelular de sefializacion por el receptor de célula T (TCR).

Una vez se ha producido la presentaciéon del antigeno por parte de la APC al
linfocito T mediante el TCR, se produce una cascada de activacion del linfocito (Figura
1.15.b). El complejo del receptor de célula T y co-receptor (en la figura el CD4) estan
asociados con las proteinas de la familia Src de proteinas kinasas, Fyn y Lck,
respectivamente. Una vez se ha producido la presentacion MHC-restringida del
antigeno por parte a la APC al linfocito T mediante la interaccién con el TCR, se
produce la cascada de activacién del linfocito (Figura 1.16.b), que empieza por la
fosforilacién de las tirosinas de los motivos del TCR ITAMS (immunoreceptor based
tyrosine-activation motifs). Las proteinas kinasas encargadas de dicha fosforilacién son
la Lck y Fyn. Una vez los motivos ITAMS, situados en la cola citoplasmatica del
receptor, estan fosforilados, reclutan la proteina kinasa ZAP-70 (C chain-associated
protein). ZAP-70 se caracteriza por tener 2 dominios SH2, uno en la parte carboxi-
terminal y el otro en la parte amino-terminal, que se uniran a los motivos ITAM por 2
fosfotirosinas. ZAP-70, una vez unida al dominio ITAM, es activada por la Lck. La
activacion de ZAP-70 por fosforilacion conduce a 3 importantes vias de sefializacion.
La via del DAG (diacilglicerol), Ca2** y la proteina kinasa C (PKC); la via del fosfatidil
inositol trifosfato (IP3); y la via de MAP-K y Ras [104].

A parte de los procesos de reconocimiento de antigenos extrafios y
desencadenamiento de una respuesta inmunoldgica contra ellos, el sistema inmune
también tiene procesos de tolerancia inmunolégica. La tolerancia inmunolégica

consiste en el desarrollo de no reactividad en los tejidos linfoides a cierto antigeno, que
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en otras circunstancias induciria inmunidad. Es precisamente la tolerancia frente a
componentes propios lo que nos protege de las enfermedades autoinmunes.

Existen dos tipos de tolerancia, la central y la periférica (Figura 1.17) [103, 104].

Tolerancia Central: Cuando las células T y B maduran en los o6rganos
hematopoyéticos como el timo y la médula dsea, respectivamente, las células que
adquieren receptores que reconocen antigenos propios son eliminadas fisicamente por
un mecanismo apoptoético de seleccién negativa que recibe el nombre de delecién
clonal [103, 104].

Tolerancia periférica: Es el mecanismo que compensa los defectos de la tolerancia
central eliminando las células que han escapado de la misma. Existen principalmente 3
tipos de mecanismos que materializan la tolerancia periférica:

(a) La anergia. Se define como la falta de estimulacion de los linfocitos T por parte
de las APCs por ausencia de coestimulaciéon. Los linfocitos no proliferan ni
producen citoquinas en respuesta a un estimulo.

(b) La ignorancia inmunolégica. Es un fenémeno pasivo que se produce cuando las
células T no se activan por estar fisicamente separadas del antigeno diana.

(c) La supresién/regulacion. Llevada a cabo por un tipo de linfocitos T, las células
reguladoras, que tienen como funcién mantener la homeostasis del sistema
inmunitario y por tanto, participan en la preservacion de la tolerancia activa
hacia los autoantigenos. Recientemente se han descubierto muchos tipos
distintos de células reguladoras, las mas caracterizadas probablemente sean las
CD4+ CD25+ [105].

Existen procesos etiopatologicos en los que alguno de estos mecanismos de
tolerancia no realiza su funcién correctamente y nuestro organismo realiza un ataque
inmunitario contra si mismo, dando como resultado una enfermedad autoinmune.

Se define autoinmunidad como el proceso mediante el cual el sistema inmunitario
reconoce un antigeno propio como extrafio, generando anticuerpos y una respuesta
inmunitaria contra el propio organismo [104, 106].

La lesién autoinmune puede ser puntual, como sucede cuando anticuerpos
especificos y las células autoinmunes destruyen un solo tipo celular (las células  del
péancreas en la diabetes mellitus tipo 1), puede estar dirigida frente a un sistema de
6rganos, como el sistema nervioso central en la esclerosis multiple, o puede atacar

multiples sistemas como ocurre en el lupus eritromatoso sistémico [104, 106].
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Figura I.17. Mecanismos de tolerancia

Durante la presente tesis trataremos la diabetes de tipo 1, donde se produce un
ataque autoinmune linfocito T dependiente hacia las células p pancreaticas.

La causa del ataque autoinmune hacia la célula 3 sigue siendo una incégnita. Varios
autoantigenos han sido identificados y aunque parece que existe un defecto en la
regulacion de la funcién y respuestas inmunoldgicas, el defecto inmune sigue sin
desvelar porqué el proceso autoinmune afecta especificamente a la célula .

Se ha sugerido que las personas diabéticas tendrian una célula § mas susceptible al
ataque autoinmune [107]. Existen evidencias genéticas que apoyarian esta hipotesis. En
primer lugar, existen loci de susceptibilidad a diabetes (IDDM) relacionados con la
célula P. Es el caso del IDDM2 que codifica para el gen de la insulina, se ha descrito
que anteriormente al locus de codificacién, existen unas secuencias VNTR (Variable
number of tandem repeats) repetidas en tdndem, que en el caso de tener un nimero
bajo de repeticiones predispone a la enfermedad [108].

Ciertas alteraciones metabdlicas, tanto perinatales como postnatales, también
influyen en la predisposicion a padecer DMT1. A nivel perinatal, una excesiva

actividad de la célula f debido a un peso elevado durante el primer afio de vida, esta
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asociada a un incremento del riesgo de padecer DMT1 [109]. A nivel postnatal, es
también la hiperactividad del pancreas la que podria inducir el ataque autoinmune. Se
ha visto que familiares de pacientes con DMT1 tienen importantes niveles de
proinsulina-péptido C conectados en la sangre. En condiciones normales estos niveles
son muy bajos, y sélo cuando existe una estimulacion sostenida del pancreas, la célula
B no tiene tiempo a procesar la insulina correctamente y la secreta de forma inactiva
como proinsulina. Pacientes prediabéticos también presentan elevadas tasas de
proinsulina:insulina en sangre [109].

Por tanto, en conjunto, podemos suponer que las células  productoras de insulina
no son victimas inocentes del ataque autoinmune, sino participantes activos en el
proceso patogénico.

La secuencia exacta de la enfermedad es poco conocida y estd poco estudiada en
humanos, debido a la rdpida progresion de la enfermedad y a la dificultad de estudio
del desarrollo del pancreas.

Actualmente, se acepta el modelo de destruccion selectiva de la célula 3 en la DMT1
propuesto por el Modelo de Copenhagen [110]. Este modelo, sugerido por Nerup y
colaboradores en 1988 [110] y revisado en 1994 [107] y 2003 [102]. El modelo postula
que algun fenémeno del ambiente interno o externo destruiria la célula 3, conduciendo
a la liberacién de proteinas de la célula . Estas proteinas serian reconocidas por células
presentadoras de antigenos (macroéfagos, células dendriticas, etc.) en los islotes,
procesadas como péptidos antigénicos y presentados por el MHC-II. Esto activaria las
APCs que producirian y secretarian IL-1, TNF y sehales co-estimulatorias. Los
linfocitos T que reconocieran dichos péptidos antigénicos procedentes de los islotes
pancreaticos desencadenarian una respuesta inmunitaria hacia dichos islotes.
Actualmente, existe una corriente de opinién que sugiere que la diabetes seria el
resultado de una serie de cambios menores en la expresion de las proteinas que
colectivamente alteran la estabilidad y favorecen la destrucciéon de la célula {3
pancreatica. En otras palabras, la DMT1 seria una enfermedad multifactorial muy
compleja y podria ser vista como una serie de cambios dindmicos que involucran tanto
a mecanismos protectores como mecanismos destructores, debido a la interconexiéon de
distintas vias. A este concepto se le ha llamado teoria modular y propondria que la
DMT1 esta fundamentada sobre una serie de médulos que se definen como distintos

fenotipos controlados clinica y patoloégicamente. Estos médulos pueden interactuar
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aditivamente, sinergisticamente o antagonisticamente en cada individuo y condicionar

el desarrollo de la enfermedad [111].

4.1 Modelos animales de DMT1. Non-Obese Diabetic mouse (NOD).

Idealmente, las investigaciones realizadas sobre enfermedades humanas como la
DMT1 deberfan realizarse directamente con sujetos humanos. Eticamente y
funcionalmente esto no es siempre posible, y se han buscado aproximaciones
experimentales alternativas como el uso de lineas celulares derivadas de las células B y
modelos animales de DMT1. Los modelos animales de desarrollo de la DMT1 de forma
espontdnea son una herramienta muy util para el estudio de esta enfermedad y
proporcionan datos de gran relevancia. A pesar de esto, hay que tener en cuenta la
elevada consanguinidad en los estudios que implican modelos animales
experimentales, que si bien, por una parte, favorecen el estudio debido a la existencia
de menos variables, limitan, por otra parte, la aplicacién de sus resultados en humanos,
dada la heterogeneidad genética de nuestra especie en general y de la enfermedad
DMT1 en particular. Por tanto, las observaciones hechas en estos modelos pueden
representar solamente un subgrupo de la poblacion y deben considerarse con cautela.

En el marco de los modelos animales, existen concretamente dos modelos que
desarrollan DMT1 de forma espontanea: El ratén NOD (non-obese diabetic mouse)
[112] y la rata BB-DP (biobreeding Diabetes Prone) [113]. Ambos presentan DMT1
espontaneamente y de forma similar a la desarrollada por los humanos.

Concretamente, durante la mayor parte del desarrollo de esta tesis, se ha utilizado el
modelo de ratén NOD.

El modelo de ratén NOD es un modelo murino de diabetes autoinmune esponténea.
El raton NOD surgi6¢ de un programa de cria para establecer una sublinea susceptible a
padecer cataratas llamada CTS (cataract Shionogi). A la 6 generaciéon de distintas
lineas una de ellas, que no manifestaba cataratas, se separ6. A la 26* generacién de
cruzamiento endogamico, esa linea mostré una importante incidencia de diabetes
[114].

El modelo NOD permite estudiar la enfermedad antes de que se manifieste, desde la
predicibilidad relativa de la aparicion de la misma. Al igual que sucede con los
humanos, este modelo esta muy influenciado por los factores genéticos y ambientales,
sin embargo, a diferencia de los humanos, existe una diferencia de género. Las

hembras presentan una incidencia acumulativa de diabetes del 60-90% a las 30
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semanas, muy superior al 10-40% que tienen los machos a la misma edad [115] (tabla

1.2).
Similitudes Humanos Ratones NOD
Predisposicién genética y rasgos poligénicos St Si
Contribucién del loci MHC Multiple Multiple
Influencia ambiental St S
Defectos en la regulacién inmune periférica Si Si
Alteracion de la maduracién y de la funcién de las

Posible Si
DC
Transmision de la enfermedad por trasplante de o o

i i

médula 6sea

GADG65, insulina,

GADG65, insulina,

Autoantigenos

1A2 IA2
Autoantigeno iniciador Desconocido Desconocido
Retraso del debut mediante inmunosupresion St Si
Autoinmunidad ligada a la exposicion temprana al ’ ’
gluten . .
Diferencias
Induccién de insulitis por las células T Suave Severa
Gen de la insulina Uno Dos
Incidencia 0,25-0,40% >80%
Incidencia en individuos predispuestos

5-30% >80%
genéticamente
Diferencias de género No Si
Periinsulitis No Si
Infiltrados linfociticos en otros tejidos Una minoria Todos
Requerimiento de células B No Si

Tabla 1.2.Comparativa de las caracteristicas de la DMT1 en humanos y en la cepa NOD

(adaptado de [116]).

4.1.1 Patogénesis de la DMT1 en la cepa NOD

La patogénesis de la DMT1 en el ratén NOD es iniciada por macréfagos, células

dendriticas y linfocitos CD8 al infiltrar, en primer lugar, la regiéon periductal y
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periislote (periinsulitis) alrededor de las 3 semanas de edad. Posteriormente son los
linfocitos T CD4 y CD8 los que invaden los islotes pancreaticos causando insulitis. Esta
etapa es seguida por una lenta, progresiva y selectiva destruccién de las células p del
islote pancreatico, con la consiguiente glicosuria y manifestacion clinica de la
enfermedad alrededor de las 12-16 semanas [112] (Figura 1.18). Del mismo modo que
en los humanos, los ratones NOD también presentan los rasgos clésicos de un enfermo
diabético: hiperglicemia, hipercolesterolemia, polidipsia, poliuria, cetonuria, polifagia
y glicosuria [115].

Las células T CD4+ y CD8+ son las mediadoras de la enfermedad, aunque los
linfocitos B también parece ser que tienen cierta relevancia en el desarrollo de la
enfermedad (Figura 1.18). Los linfocitos CD4+ transferidos a ratones NOD irradiados o
a ratones NOD/SCID (deficientes en linfocitos) causan el desarrollo de la enfermedad

en los animales receptores [117].

periinsulitis insulitis infiltracion del islote
3 semanas 12-16 semanas

Figura I.18. Patogénesis de la célula p.

Los linfocitos T CD4+ son la poblacién predominante en el infiltrado de los islotes
pancredticos y son criticos en el inicio y durante el desarrollo de la enfermedad. La
activacion células T seria a su vez dependiente de la afluencia de macréfagos en la
lesién inflamatoria [115].

Los linfocitos T CD8+ son también importantes para el desarrollo de la enfermedad.
Las células T CD8 reconocen los antigenos de la célula p presentados por moléculas de
MHC-I presentes en las células [ pancreaticas. Los ratones con los linfocitos T
deplecionados, tanto genéticamente [118, 119] como con tratamiento con anticuerpos

[120], son resistentes al desarrollo de la enfermedad.
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El papel de los linfocitos B en la patogénesis de la célula  es un poco controvertido.
En general se considera que no son tan necesarios como los linfocitos T y se cree que su
principal funcion durante el desarrollo de la enfermedad es la presentacion antigénica,
mas que la produccién de autoanticuerpos. Por tanto, el papel de los linfocitos B se
considera secundario [115]. Sin embargo, los ratones NOD deficientes en linfocitos B
(Igunull) [121] y los ratones NOD tratados con anti-Igu [122] no desarrollan ni insulitis
ni DMT1.

Tr

Qe __

Th

ISLOTE

Figura 1.19. Por distintos motivos (toxinas, estrés local...) proteinas de la célula B (insulina,
GAD) quedan expuestas a las APCs ( macréfagos o DC) que las presentan a los linfocitos T, a la
vez que secretan citoquinas toxicas para la célula 3 (IL-1, TNF-a) . Los linfocitos T se expanden,
activan a los linfocitos B (producen anticuerpos y presentan antigenos) y a las células citot6xicas
(CTL) mediante la secreciéon de IL-2 y IFN-y. Las CTLs generan citoquinas que destruyen la
célula B. A su vez, las APCs estimulan también la generacién de células reguladoras (Tr) que

intentan suprimir el ataque autoinmune. (Adaptado de [123]).

4.1.2 Influencia de factores genéticos y ambientales en el desarrollo de DMT1 en

la cepa NOD

La DMT1 es una enfermedad poligénica. El ratén NOD tiene un haplotipo fijo. Los
ratones NOD son homocigotos para el haplotipo H-2¢7 (Kd, I-Ag7, I-Enull, DP), que
codifica al heterodimero I-Aad/ I-AB¢’. I-Ag’ tiene una prolina y una serina en posicion
56 y 57 respectivamente, en lugar de la histidina y el aspartico que se hallan en la
mayoria de cadenas I-AP murinas de cepas no predispuestas a la autoinmunidad [101].

Este haplotipo del MHC-II es esencial para el desarrollo de la DMT1, pero no es
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suficiente puesto que se requieren otros componentes genéticos para el desarrollo de la
enfermedad, tal y como muestran los estudios en ratones NOR [124].

Los Idds (insulin dependent susceptibility loci) son los loci que confieren
susceptibilidad a la enfermedad. Se conocen mas de 20 loci distintos. El mas
importante es el Idd1, que codifica para el MHC [125].

La incidencia de diabetes difiere bastante entre las distintas colonias NOD
estabuladas en diferentes animalarios, atin existiendo alta singenia entre ellos. Este
hecho resalta la importancia del componente ambiental [115]. La exposicion a agentes
viricos disminuye la incidencia de diabetes en la cepa NOD. También la dieta tiene un
importante efecto en la incidencia de DMT1. La ausencia de patégenos aumenta la
incidencia de DMT1 considerablemente en la cepa NOD, lo cual induce a pensar que la
presencia de patdgenos desencadenaria una respuesta inmunoldgica general que
prevendria de la autoinmunidad, quizds por aumento de los niveles de citoquinas
[126]. Paraddjicamente, existe la hipodtesis que defiende la infeccién virica como
desencadenante de la DMT1 por mimetizacion molecular, es decir, ciertas proteinas
virales tendrian gran homologia a nivel de estructura de 3D con ciertos autoantigenos.
Esta homologia confundiria al sistema inmunitario que acabaria por reconocer a los

autoantigenos como cuerpos extrafios [127].

4.1.3 Defecto inmunitario en el desarrollo de la DMT1 en la cepa NOD

La predisposicién a la autoinmunidad en la cepa NOD es debida tanto a defectos en
la tolerancia central como en la periférica [101].

Los defectos en la tolerancia central se atribuyen a una deficiente seleccion negativa
mediada por el haplotipo singular que el MHC-II de los ratones NOD presenta, MHC-
IT (I-A#7) y también a un defecto intrinseco de la sefializacion de la célula T. Ademas, I-
A¢7 se une con baja afinidad a muchos péptidos favoreciendo una presentaciéon pobre
de los mismos a las células T que los reconocen, escapando en tltima instancia de la
seleccion negativa del timo a la periferia [128]. Cabe afiadir que la habilidad del MHC-
IT I-A#7 para estimular linfocitos T es baja [129]. Esta alteracién en la seleccién negativa
defectuosa en el timo que ocurre en el ratén NOD, contribuye al aumento de células T
autoreactivas en la periferia.

Respecto a la tolerancia periférica, el modelo NOD presenta alteraciones en la
sefializacion de la activacion y la apoptosis de la célula T. Ademas, la co-estimulacién

defectuosa por las células accesorias y junto con las anomalias existentes en el
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comportamiento de las células reguladoras, promueven la activacién de las células T
autoreactivas existentes. Los linfocitos T CD4 estan polarizados hacia el fenotipo Thl, y
son resistentes a la muerte celular inducida por activaciéon (AICD: Activation Induced
Cell Death) [130-132].

Las APCs tienen una funcién coestimuladora que en el caso de la cepa NOD esté
alterada. Las células dendriticas (DC) y macréfagos provenientes de la cepa NOD
tienen niveles basales de CD86 (B7) inferiores a otras cepas murinas. Después de una
activaciéon con anti-CD3 la inducciéon de CTLA-4 y CD86 sigue siendo inferior a la
alcanzada por otras cepas murinas [133]. Los animales NOD deficientes en CD28 o B7
son més susceptibles a padecer diabetes [134].

A nivel regulatorio existe también un importante defecto. Un trabajo reciente
sugiere que la evolucion de la enfermedad es debida a una disminucién de la actividad
de las células reguladoras CD4+ CD25+, a medida que aumenta la edad del ratén. Por
otro lado, las células diabetogénicas serian maés resistentes al TGF-f condicionando el
aumento de la respuesta autoinmune [135]. En relacion con esta hipoétesis se ha descrito
que los tratamientos que disminuyen la incidencia de diabetes se han asociado a un
aumento en la frecuencia de células reguladoras CD4+ CD25+ [134].

Los niveles de células Natural Killer (NK) de la cepa NOD en el bazo, timo como en
el higado son inferiores comparado con los niveles de una cepa no autoinmune. Esta
disminucién en el ntmero de NKs probablemente viene condicionado por una

disminucién en los precursores de células T [136].

4.1.4 Defectos en la célula f que condicionan el desarrollo de la DMT1 en la cepa

NOD

Se ha descrito una hiperinsulinemia transitoria en la cepa NOD en comparacién con
la cepa NOD/SCID y con otras cepas control, que se corresponderia con un aumento
de la actividad de la célula (3 [137, 138]. Esta hiperactividad de la célula p se desarrolla
entre las 2 y las 4 semanas de edad, coincidiendo con el cambio de dieta por el paso de
la leche materna a pienso. La leche materna contiene muy poca glucosa, por lo que las
células  se mantienen en relativo reposo. Con el cambio a una dieta con un aumento
significativo de la glucosa, se estimularian las células  [139].Esta hiperactividad de las
células 3 produciria un incremento de los niveles de autoantigenos que las harfa mas

sensibles al ataque autoinmune [140].
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A las 8 semanas de edad, la insulinemia basal de los ratones NOD sigue siendo mas
alta que en el resto de cepas control, sin embargo la secrecion de insulina por unidad
de célula  no es superior a la secrecién del ratén NOD/SCID [138, 141].

La formacién de neo-epitopos es otra de las posibles causas de la DMT1. Existen
diferentes mecanismos propuestos para explicar su generaciéon. El aumento de los
niveles de proinsulina en sangre debido a la hiperactividad de la célula {3, dejaria
expuestos ciertos epitopos que normalmente no se observarian, como los que se
encuentran en los puntos de corte para la generaciéon de la insulina. La eliminacién de
las células T reactivas especificas para la proinsulina por expresion transgénica del
MHC-II de la proinsulina previene la aparicion de diabetes [142]. Existe también una
proteasa, la Granzyme B, liberada por los granulos citosélicos de las células T CD8, que
generarian con su actividad proteolitica nuevos epitopos potenciales nunca expuestos
anteriormente al sistema inmune y que podrian desencadenar una respuesta
autoinmune [143, 144].

La apoptosis también se ha definido como una posible causa de la induccién del
ataque autoinmune hacia la célula . Aunque tradicionalmente la apoptosis (muerte
celular programada del organismo) se describié como un proceso no inflamatorio, son
abundantes los estudios que le atribuyen un marcado efecto inductor de respuesta
inmune [145-149]. Se ha descrito que los ratones neonatos presentan un marcado
incremento en la apoptosis pancreatica alrededor de los 21 dias después de su
nacimiento [150] y que esta apoptosis es superior en el caso del ratén NOD [151]. Este
hecho coincide con la aparicién por primera vez de la respuesta autoinmunitaria en el
ratén NOD a los 21 dias. Por tanto, este aumento neonatal de los niveles de apoptosis
podria iniciar el proceso autoinmunitario pancreatico, proporcionando ciertos
autoantigenos para ser presentados al sistema inmune en individuos genéticamente

predispuestos [151].

4.1.5 Autoantigenos de la DMT1 en la cepa NOD

El suero de los pacientes con DMT1 presenta autoanticuerpos contra varios
antigenos expresados en el islote: insulina, acido glutamico descarboxilasa 65 (GAD
65), IA-2, tirosina fosfatasa deshidrogenasa, etc. Sin embargo, el papel directo de estos
autoanticuerpos en la patogénesis de la DMT1 permanece incierta [112].

Se ha descrito la existencia de células T que responden al estimulo de la insulina

[152] y GADG65 a las 3-4 semanas de edad del raton NOD. La induccién de tolerancia
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neonatal hacia GADG65 elimina la aparicion de insulitis y DMT1 [153-155]. El
tratamiento con insulina o con la cadena P de la insulina [156], la proinsulina [157] o el
péptido p277 de hsp60 [158, 159] previene la apariciéon de la DMT1 y disminuye la
respuesta hacia los otros autoantigenos. Se han descrito unos 10 autoantigenos de la
DMTT1 en el ratén NOD, de todos ellos, solo la insulina es especifica de la célula {3.
Aunque no se conoce con certeza el antigeno esencial para desencadenar la
respuesta autoinmune, ciertas publicaciones recientes apuntan a la insulina como el
autoantigeno clave en el desarrollo de esta enfermedad. Se ha generado un modelo
NOD doble genoanulado para la proinsulina 1 y 2 y transgénico a la vez para una
proinsulina funcional mutada no inmunogénica (Tyr posicién 16 por Ala). Este modelo
no desarrolla ni insulitis, ni autoanticuerpos para insulina, ni DMT1 [160].
Paralelamente, un estudio realizado en humanos donde se aislan y clonan células T de
nédulos linfaticos pancreaticos de pacientes diabéticos con el alelo MHC DR4 (un alelo
de susceptibilidad en la diabetes de tipo 1) muestra que la gran mayoria de clones de
células T autoreactivas reconocen el epitopo A 1-15 de la insulina, restringido a DR4
[161]. Ademas, el reconocimiento de este epitopo por las células T viene inducido por
una modificaciéon post-traduccional que introduce un puente disulfuro entre los
aminodcidos A6 y A7 de la insulina. Este epitopo se aislé6 de un paciente con
autoanticuerpos para insulina, sin embargo no se consiguié aislar dicho epitopo de

personas sanas, incluso teniendo el mismo HLA (DR4+) [162].

41.5.1 Autoantigenos de origen neuroendocrino. La proteina GFAP

El desencadenante inicial de la respuesta autoinmune, o dicho de otro modo, la
proteina responsable de la primera respuesta autoinmune, es una incégnita. Existe la
hipétesis que postula que no serian los antigenos de las células  los desencadenantes
iniciales de esta respuesta autoinmune, sino que serian las proteinas periislote de
origen neuroendocrino las primeras en desencadenar el ataque autoinmune [163]. Esta
afirmacién viene apoyada por varias observaciones experimentales.

En primer lugar, los modelos animales con predisposicién a padecer DMT1, como es
el modelo NOD, muestran ademas susceptibilidad a desarrollar autoreactividad hacia
tejidos neuronales [164, 165]. En segundo lugar, los islotes estan rodeados de fibras
nerviosas y de un tipo de células de Schwann que expresan GFAP (Glial Fibrilar Acidic
Protein) y S100B [166]. Cuando las células T inicialmente invaden el islote, no se

mueven directamente hacia la célula B en el interior del islote, sino que permanece
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alrededor de las células de Schwann, esto ocasiona una pérdida gradual de la tincién
inmunohistoquimica para GFAP, antes incluso de observarse la disminucién en la
tincion para insulina [166, 167]. Recientemente Carrillo et al [168] han observado que la
mayoria de células B aisladas del infiltrado pancreatico de ratones NOD producen
anticuerpos contra proteinas del sistema nervioso pancredtico (periferina, GFAP,
GADG65 y GAD67). Estos datos sugieren que las células de Schwann serian la causa
inicial de la DMT1 . Finalmente, se han detectado células T autoreactivas contra GFAP
en NOD. También existen autoanticuerpos de GFAP en el modelo NOD. Ademas,
pacientes con DMT1 o individuos prediabéticos muestran respuesta proliferativa hacia
GFAP o hacia S100p. También se detectan autoanticuerpos contra GFAP en dichos
pacientes [169].

Sin embargo, estas proteinas de origen neuroendocrino no son esenciales para el
desarrollo de la enfermedad, si bien pueden formar parte en el inicio de la misma, ya
que clones especificos de antigenos de la célula 3 son capaces de mediar la respuesta
autoinmune cuando son transferidos a ratones NOD/SCID [170]. La generacion de
células T reactivas para GFAP transferidas a ratones NOD/SCID no provocan la
aparicion de DMT1, so6lo una ligera periinsulitis que no evoluciona hacia una
destruccién de la célula . Sin embargo, la inmunizacién con anticuerpo anti-GFAP o

anti-5100P puede inhibir la transferencia de DMT1 [169].

4.2 Variaciones en la masa de célula B en el raton NOD, previas al desarrollo de la

enfermedad

La masa de células B en el pancreas de los ratones NOD de 8 semanas de edad es un
69% la de los ratones BALB/C , sin embargo la tasa de proliferacion medida por la
incorporaciéon de Brdu es superior en los ratones NOD. Esto sugiere que existe una
actividad compensatoria de la destrucciéon autoinmune de la célula B, mediante un
aumento de la proliferacion. Sin embargo, esta compensacién no es suficiente y la masa
de células B en ratones NOD diabéticos disminuye gradualmente, llegando a ser un
73% inferior a la de los ratones BALB/C a las 18 semanas de edad. Ademaés de la
reduccién en la masa P pancreatica, existe una reduccién adicional de la funcionalidad,
observandose también una disminucién de la secreciéon de insulina. La diabetes no se
manifiesta abiertamente hasta que la masa de célula p no es inferior al 30 % la de un

raton control, manteniéndose los niveles de normoglicemia hasta ese momento [141].
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