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Abreviatures

AlF Factor inductor de I'apoptosi (Apoptosis Inducing Factor)

ANOVA Analisi de la Varianca

APC Cél-lules presentadores d’antigens (Antigen Presenting Cells)

ATP Trifosfat d’adenosina

BSA Albumina sérica bovina

BCIP/NBT 5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfatasa/nitroblue tetrazolium

cDNA Acid desoxiribonucléic complementari

CK Citocina

C, Cicle llindar de fluorescéncia

DAB 3,3-diaminobenzidina tetrahidroclorur

DMID Diabetis mellitus insulinodependent (tipus 1)

DMSO Dimetilsulfoxid

DNA Acid desoxiribonucléic

DNasa Desoxiribonucleasa

dNTP Trifosfat de desoxinucledtids

EDTA Etilendiaminotetraacétic

EEM Error Estandard de la Mitjana

ELISA Enzimoimmunoassaig sobre fase solida (Enzyme-linked immunosorbent
assay)

ERK Proteina cinasa regulada per senyals extracel-lulars

(Extracellular signal-regulated kinase)
FADD Proteina associada a Fas amb un domini de mort (Fas-associated death

domain protein)

FasL Lligand de Fas (Fas ligand)

FCS Serum de vedella fetal (Fetal Calf Serum)

FITC Forma reactiva del isotiocianat (Fluorescein-5-isothiocyanate)
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IDMID Diabetis mellitus insulinoindependent (tipus 2)

IAP Proteina inhibidora de 'apoptosi (Inhibitor-of-apoptosis proteins)
IEQ lllot equivalent

IFN-y Interfero-y

IL-1B8 Interleucina-1p

IL-10 Interleucina-10

IL-4 Interleucina-4

IL-6 Interleucina-6
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IP lodur de propidi
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JNK Proteina cinasa aminoterminal c-Jun (c-JUN amino-terminal kinase)
LPS Lipopolisacarid
MAPK Proteina cinasa p38 activada per mitdgens (p38 mitogen-activated

protein kinase)

MHC Complex major d’histocompatibilitat (Major Histocompatibility Complex)

MRNA Acid ribonucléic missatger

NAD" Dinucledtid d'adenina-nicotinamida oxidat

NADH Dinucledtid d'adenina-nicotinamida reduit

NO Oxid nitric

PARP Poli (ADP-ribosa)-polimerasa

PBS Tampo fosfat sali (Phosphate Buffered Saline)

PCR Reaccié en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction)

PDAR Pre-Development TagMan® Assay Reagents

PDX-1 Pancreatic-duodenum homeobox-1

PLN Noduls limfatics pancreatics (Pancreatic Lymph Nodes)

PNF Pérdua de funcio primaria (Primary non-function)

PFA Paraformaldehid

RNA Acid ribonucléic

RNasa Ribonucleasa

ROI Espécies reactives d’oxigen (Reactive Oxygen Intermediates)

rRNA Acid ribonucleic ribosdmic

STZ Estreptozotocina

TGF-B Factor de creixement transformant  (Transforming Growth Factor )

TNF-a Factor de necrosi tumoral-a (Tumor necrosis factor-«)

TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-End
Labeling

z-VAD.fmk z-Val-Ala-DL-Asp-fluorometilcetona
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Resum de l'estudi

La diabetis mellitus és una malaltia que esta afectant a més de 170 milions de persones en tot
el mén i es calcula que aquest nombre s’haura duplicat I'any 2.030. D’aquestes persones
afectades, al voltant del 10% so6n diabétics de tipus 1. Aquest tipus de diabetis es caracteritza
per la destruccié de les cél-lules beta productores de la insulina, la qual cosa fa que els nivells
de glucosa en sang augmentin. Actualment per aconseguir el control dels nivells de glucosa en
sang en aquests pacients diabétics cal I'administracié d’insulina exdgena. Una bona terapia
curativa seria aquella que retornés al pacient la seva capacitat enddogena de produir insulina de
manera controlada i aixi normalitzar el seu control metabdlic. La millor manera d’aconseguir
aquest objectiu és trasplantant les cél-lules beta productores de la insulina que responen de

manera regulada als nivells de glucosa de I'organisme.

El trasplantament d'illots pancreatics es presenta com una terapia molt prometedora pero
encara cal solventar algunes limitacions abans d'aplicar-lo com a tractament de manera estesa.
Uns dels problemes és la limitada disponibilitat d'organs i la pérdua de teixit que es produeix
després del trasplantament, tant per la fallida de I'empelt com per el rebuig. Cal trasplantar un
elevat nombre de cél-lules beta 0 massa beta, per sota del qual no s'aconsegueix retornar a la
normoglucémia i actualment es requereix més d'un pancrees per aconseguir aquesta massa

critica.

En treballs del nostre grup s’havia descrit la pérdua de massa beta funcional que es produeix
durant els primers dies després del trasplantament i que pot portar a la fallida del
trasplantament. Aquesta pérdua és deguda tant a mecanismes d'apoptosi com de necrosi i es
produeix de manera prévia als fenomens de rebuig. Els mediadors d’aquesta mort no es
coneixen bé, perd ha estat suggerit que després del trasplantament es produiria una resposta
inflamatoria comuna en tots els trasplantaments ja siguin singénics, al-logénics o xenogeénics.
So6n ben coneguts els efectes citotoxics de les citocines proinflamatories sobre la sintesi i
secrecio d'insulina i també sobre la viabilitat de les cél-lules beta i, si s'expressessin en I'empelt,

podrien conduir a la fallida de I'empelt.

D'altra banda, el nostre grup també ha descrit que els illots trasplantats exposats a altes
concentracions de glucosa presenten una menor funcionalitat de les ceéllules beta i un
contingut d'insulina reduit en comparaci6 amb els llots trasplantats a receptors
normoglucémics. També que I'augment de I'apoptosi que es produeix en l'empelt durant els
primers dies després del trasplantament es manté augmentat en els empelts exposats a una
hiperglucemia sostinguda. La relacio, perod, entre la hiperglucémia i I'expressio de les citocines
inflamatories en I'empelt no ha estat estudiada. Un millor coneixement dels factors citotoxics

que estan contribuint a la pérdua inicial de funcié i massa dels illots trasplantats podria ajudar a
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dissenyar estratégies que reduissin aquesta pérdua, fent que fos necessaria una menor massa

beta a trasplantar per a aconseguir un millor pronostic de I'empelt.

L'expressié de tots aquests factors citotoxics en I'empelt acaben desencadenant la cascada
d'activacio de les caspases i finalment I'apoptosi. L'apoptosi €s un procés altament regulat en
el qual les caspases (proteases dependents de cisteina) hi juguen un paper principal. Els
inhibidors de les caspases han estat usats amb éxit en alguns models in vitro i in vivo per reduir
I'apoptosi i s'han proposat com a terapia de malalties en les quals I'apoptosi hi juga un paper
principal. Com que en I'empelt d'illots durant els primers dies del trasplantament es produeix un
augment de l'apoptosi de les cél-lules beta, esperariem que I'us d'un inhibidor de les caspases
aconseguis reduir aquesta mort inicial. La reduccié de la mort inicial podria correspondre amb
una millora del pronodstic de I'empelt, en una disminucié de la massa que es requeriria per a
aconseguir la normoglucémia del receptor diabétic i aixi es podria optimitzar I'is de la limitada

quantitat de teixit de que es disposa per al trasplantament d'’illots pancreatics.

L’objectiu de I'estudi ha estat el d’aprofundir en el coneixement dels fendbmens que tenen lloc
durant els primers dies després del trasplantament d'illots i que després acabaran afectant la
viabilitat i funcié de I'empelt i, per tant, I'éxit del trasplantament. En concret, es va estudiar
I'expressié de citocines inflamatories durant els primers dies després del trasplantament
singénic i si aquesta expressié estava condicionada per la hiperglucémia del receptor. També
es va estudiar si una reduccid en la mort de les cél-lules inicialment trasplantades millorava el

pronostic del trasplantament.

En estudiar I'expressio de diferents citocines inflamatories en I'empelt d’illots singénics durant
els primers dies després del trasplantament es va poder observar que I'expressié de IL-1p,
TNF-a, IL-6 i IL-10 estava molt augmentada el primer dia després del trasplantament.
L’expressio d’aquestes citocines disminuia en els dies posteriors (3 i 7 després del
trasplantament), tot i que generalment, a excepcié de la IL-6, es mantenien a nivells superiors als
dels illots frescos i en cultiu. La hiperglucémia potenciava de manera significativa I'expressié del
TNF-o. i la IL-6 en el dia 1 després del trasplantament, suggerint que durant el primer dia després
del trasplantament els illots trasplantats a receptors hiperglucémics estaven sotmesos a una major
activitat proinflamatoria. En aquest estudi també es va detectar la preséncia de proteina de IL-13
aixi com de la sintasa de I'dxid nitric induible (iNOS), enzim responsable de la formacié d’oxid

nitric, metabdlit amb un paper important en la mort de les cél-lules beta mediada per les citocines.
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Tant la IL-1B com I'NOS estaven produits principalment per els macrofags, tot i que altres tipus

cel-lulars hi contribuien de manera minoritaria.

Usant un inhibidor de les caspases (z-VAD.fmk) es va aconseguir reduir la mort per apoptosi en
els empelts de 3 dies després del trasplantament. En els estudis a llarg termini (30 dies després
del trasplantament) es va observar una millora del pronostic de 'empelt quan els illots s’havien
tractat amb el z-VAD.fmk abans de trasplantar-los, aconseguint una millor taxa de curacié dels
receptors diabétics, aixi com un augment de la massa beta dels empelts. Aixi doncs, la
reduccié de la mort inicial per apoptosi del teixit trasplantat es va reflectir en una millora de

I'evolucio de I'empelt i en un major nombre de receptors curats.

Aquests resultats mostren que des del primer moment del trasplantament es produeix una
important resposta inflamatoria en la zona de la implantacié dels illots amb la produccié de
citocines que pot contribuir a la gran pérdua de massa beta que es detecta en aquest moment.
Aquesta resposta inflamatoria és independent del rebuig ja que es produeix en un model de
trasplantament singénic i es troba parcialment modificada per la concentracié de glucosa en
sang del receptor, suggerint que d’entre els efectes negatius que té la hiperglucémia sobre els
empelts d’illots pancreatics s’inclou el d’'una major inflamacié. Aquesta resposta inflamatoria
també. També hem pogut comprovar que la reduccié de la mort de les cél-lules beta inicial
condueix a una millora en el prondstic del trasplantament, aconseguint la curacié de la diabetis
fent servir un nombre d’illots inferior al que d’altra manera seria necessari per a restablir la

normoglucémia.
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