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Resum

L’ultim informe de I'organitzacié mundial de la salut (OMS) ha inclos a la diabetis mellitus en el
seu llistat de les 10 principals causes de mort a nivell mundial. Segons dades de la Federacié
Internacional de la Diabetis (IDF) del 2013, la diabetis afecta un total de 382 milions de
persones en tot el mén i es calcula que aquest nombre arribara fins a 592 milions en menys de
25 anys. Del total de persones afectades entre el 85-95% son diabetics tipus 2 i al voltant d’un
10% son diabetics tipus 1, perd s’estima que la diabetis tipus 1 en els joves també presentara
un inexplicable i rapid increment en diverses regions del mén juntament amb I'augment de la
incidéncia de diabetis tipus 2 en les poblacions més joves. Un aspecte central, tant en el
desenvolupament de la diabetis tipus 1 com en el de la tipus 2, és la reduccié del nombre de
cél-lules beta productores d’insulina. En la diabetis tipus 1 la pérdua de massa beta es déna per
una destruccié autoimmune selectiva de les cel-lules beta, mentre que en la diabetis tipus 2
existeix una alteracio de la funcié beta que, conjuntament amb la reduccié parcial de la massa
beta, desemboca en la incapacitat de fer front a la demanda metabolica generada per la

resisténcia a la insulina.

El trasplantament d’illots és una terapia prometedora per la curacié de la diabetis mellitus.
Amb aquest tractament s’ha aconseguit un control acurat de la glucemia de I'individu. Ara bé,
una de les limitacions del trasplantament d’illots radica en la baixa disponibilitat d’organs i la
seva elevada demanda, agreujada per l'alt nombre d’illots requerits per restablir la
normoglucemia del pacient diabétic. Un dels motius pel qual és necessari trasplantar un elevat
nombre d’illots als receptors diabétics és la important perdua de massa beta que té lloc els
primers dies post-trasplantament. Aquesta pérdua es deu als alts nivells d’apoptosi i de necrosi

de les cél-lules beta i a la seva limitada proliferacié incapag¢ de compensar la mort.

S’hipotetitza que la interleucina 1 (IL-1) té un paper clau en la destruccié de les cél-lules beta
pancreatiques que es dona en la diabetis mellitus tipus 1 i tipus 2. A més, la citocina juga un
paper important en I'increment de la mort beta que té lloc durant els primers dies després del
trasplantament d’illots pancreatics. En aquest sentit, en el nostre grup hem detectat |'expressiod
d’IL-1B en els empelts els primers dies post-trasplantament. També hem demostrat que la IL-1
juga un paper important en la pérdua de la massa beta trasplantada, ja que amb la inhibicié del
seu efecte s’aconsegueix augmentar la replicacié i la massa de les cel-lules beta i millorar el

pronostic del trasplantament d’illots.
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Per tant, les estratégies orientades a reduir I'expressio de la IL-1 a I'empelt o a contrarestar les
seves accions deletéries sobre els illots trasplantats, aixi com aquelles dirigides a restablir o
regenerar la massa beta podrien ser utils en el desenvolupament de terapies contra la diabetis i

en la millora del pronostic del trasplantament d’illots.

El factor de creixement similar a la insulina 2 (IGF2) és un potent factor de creixement que té
un rol important promovent la diferenciacid i la proliferacié cel-lular i actuant com a factor de
supervivencia en limitar I'apoptosi en diferents tipus cel-lulars. Els efectes d’'IGF2 en els illots
pancreatics han estat demostrats tant in vitro com in vivo. In vitro s’ha descrit que IGF2 promou
la sintesi de DNA en linees cel-lulars beta, en illots de rata i illots fetals humans. In vivo els
efectes mitogenics d’IGF2 s’han posat de manifest en ratolins transgénics que sobreexpresen el
factor de creixement. En illots adults, les accions d’IGF2 com a factor de supervivéncia s’"han
determinat en rates alimentades amb una dieta baixa en proteines i en un model de
trasplantament d’illots encapsulats, en que s’ha mostrat que la incubacié dels illots amb IGF2,
previament al trasplantament, redueix la seva mort. També s’ha descrit que I'lGF2 protegeix els
illots enfront dels efectes deleteris de les citocines. Per tant, IGF2 podria tenir un doble rol
beneficids en la massa beta, actuant sobre les cel-lules beta pancreatiques com a factor

mitogenic i com a factor de supervivéncia.

La hipotesis general del projecte és que el pronostic del trasplantament d’illots pot millorar
amb la utilitzacié d’estrategies orientades a incrementar la supervivencia i la replicacié de les
cél-lules beta. Hipotetitzem que la sobreexpressié d’IGF2 pot millorar el pronostic del
trasplantament d’illots pancreatics en augmentar la massa beta mitjancant la reduccid de
I'apoptosi i I'augment de la proliferacid de les cel-lules beta. L'objectiu del projecte és
determinar si la sobreexpressido d’IGF2 en els illots pancreatics millora la supervivencia i la
replicacié de les cel-lules beta pancreatiques, limitant els efectes deleteris d’IL-1B sobre els

illots en cultiu i millorant el pronostic del trasplantament.

L’estudi dels efectes de la IL-1B i de la sobreexpressié d’IGF2 in vitro es va realitzar amb un
cultiu primari d’illots de rata que van ser exposats durant 48 h a 5.5 0 22.2 mM de glucosa en
presencia o abséncia de 1, 10, 30 i 50 U/ml d’IL-1B. IGF2 es va sobreexpressar mitjancant un
vector adenoviral. Després de 48h de la infeccié el 100% dels illots i el 29% de les cel-lules de

I'illot expressaven el transgen. Aquesta eficiéncia de la infeccié ens va permetre assolir uns
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nivells d’expressié d’IGF2 en els illots infectats suficients per poder demostrar els efectes

beneficiosos sense alterar la viabilitat, la funcié ni la replicacié de les cél-lules beta dels illots.

La proliferacié de les cél-lules beta (determinada per incorporacié de BrdU) es va veure
drasticament reduida quan els illots es van exposar a 10, 30 i 50 U/ml d’IL-1pB, tant a baixa com
alta glucosa. En els illots exposats a 10 U/ml d’IL-1B la replicacié de les cél-lules beta va
disminuir substancialment, i es va suprimir gairebé completament en els illots exposats a 30 i
50 U/ml d’IL-1B. En abséncia d’IL-1B, la sobreexpressié d’IGF2 va doblar la replicacio de les
cél-lules beta tant en els illots cultivats a baixes com a altes concentracions de glucosa i va
exercir un efecte protector sobre la replicacié en els illots exposats a 10 U/ml d’IL-1B, que van
mantenir uns nivells de proliferacid beta similars als dels illots control no exposats a la citocina.
No obstant aix0, la IL-1p també va suprimir la replicacié de les cel-lules beta en els illots que
sobreexpressaven IGF2 exposats a altes concentracions de la citocina (30 i 50 U/ml), cultivats
en ambdues concentracions de glucosa. La glucosa no va modular I'efecte inhibitori de la IL-13
sobre la replicacié de les cél-lules beta.

L’apoptosi de les cél-lules beta dels illots exposats a la citocina (determinada per la técnica del
TUNEL) va augmentar de forma dosi dependent, tant en els illots cultivats a altes com a baixes
concentracions de glucosa, pero va ser superior en les cel-lules beta dels illots cultivats a baixa
glucosa, que presentaven un augment significatiu de I'apoptosi quan es van exposar a 10U/ml
d'IL-1B, en els illots cultivats a alta glucosa van ser necessaries 30 i 50 U/ml d'IL-1B per
augmentar-ne l'apoptosi de manera consistent. La sobreexpressié d’IGF2 en els illots va
presentar una clara accidé antiapoptotica. En tots els grups que van presentar un augment de
I'apoptosi induida per IL-1B la sobreexpressidé d’IGF2 va reduir I'apoptosi de les cel-lules beta,
pel que van ser necessaries concentracions superiors de la citocina per induir un augment
significatiu de I'apoptosi respecte els illots control. L'efecte protector de la glucosa es va
confirmar en els illots que sobreexpressaven IGF2 exposats a 30 U/ml d’IL-1B que van mostrar

un increment de I'apoptosi de les cél-lules beta només quan es van cultivar a baixa glucosa.

L'estudi dels efectes de la sobreexpressid d’IGF2 en els illots trasplantats es va portar a terme
utilitzant un model de trasplantament singenic. Grups de 500 illots control (no infectats) o 500
illots que sobreexpressaven IGF2 es van trasplantar sota la capsula renal de rates Lewis
diabétiques. 500 illots és una massa beta clarament insuficient per restablir la normoglucémia,

per tant els animals d’ambdds grups es van mantenir hiperglucémics al llarg de I'estudi. Els
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empelts es van recuperar els dies 3, 10 i 28 després del trasplantament i es van processar per
realitzar els estudis histologics.

La sobreexpressié d’'IGF2 en els illots trasplantats va provocar un augment de la proliferacié de
les cél-lules beta dels empelts a dia 3, 10 i 28. L’apoptosi de les cél-lules beta no es va modificar
per la sobreexpressid d’'IGF2. L'area individual de les cél-lules beta va augmentar de manera
similar tant en els empelts d’illots control com en els illots que sobreexpressaven IGF2 als 10 i
28 dies post- transplantament. Per ultim, la sobreexpressié d’IGF2 va resultar en un increment
de la massa beta.

Per determinat si els efectes beneficiosos de la sobreexpressio d’IGF2 permetien la reduccid del
nombre d’illots necessaris per restablir la normoglucéemia, es van trasplantar 800 illots, que es
una massa beta subcritica, d’illots control no infectats, illots infectats amb un adenovirus
control (Ad-Luc) i illots que sobreexpressaven IGF2. El 100% dels animals trasplantats amb illots
gue sobreespressaven IGF2 van assolir la normoglucemia 10 dies després del trasplantament i
la varen mantenir fins a I'extraccié de I'empelt, a dia 60. En canvi, només el 14% dels animals
trasplantats amb illots control (illots no transfectats i illots Ad-Luc) van assolir la
normoglucémia a dia 10 post-trasplantament, i tan sols el 71% dels animals van aconseguir la
normoglucémia al llarg del temps de seguiment (entre els dies 21 i 28 després del

trasplantament).

En conclusid, I'estudi dels efectes de la sobreexpressié d’IGF2 i la IL-1B in vitro ens ha permeés
analitzar el doble efecte que exerceix la citocina proinflamatoria IL-1B sobre les cél-lules beta
pancreatiques dels illots; d’una banda inhibint drasticament la seva proliferacié i de I'altra
induint-ne I'apoptosi. També hem mostrat I'alta sensibilitat de la replicacié de les cél-lules beta
als efectes deleteris de la IL-1B. A més, hem pogut determinar que la sobreexpressié d’'IGF2
estimula la proliferacio de les cél-lules beta, protegeix dels efectes deleteris de la IL-1p sobre la
viabilitat i protegeix, en part, del profund efecte inhibitori de la citocina sobre la replicacié de
les cél-lules beta. In vivo hem demostrat que la sobreexpressié d’IGF2 en els illots trasplantats
estimula la proliferacid de les cel-lules beta de manera sostinguda després del trasplantament,
perd no en redueix I'apoptosi. Aquest increment de la replicacié en els empelts d'illots que
sobreexpressen IGF2 es tradueix en la regeneracié de la massa beta trasplantada, fet que es
reflexa en la millora del pronodstic del trasplantament. En conjunt, aquests resultats
suggereixen que estrategies dirigides a augmentar la proliferacié beta poden ser utils per induir

la regeneracié de la massa beta pel tractament de la diabetis i en el trasplantament d’illots.
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Introduccio

1. EL PANCREES, L’ILLOT PANCREATIC | LA CEL-LULA BETA

El pancrees és un organ d’origen endodérmic que té un paper clau en la regulacié de la digestid
de proteines i glicids i en la homeostasi de la glucosa. Generalment el pancrees es subdivideix
en 3 regions: el cap (porcid interior a la corba del duode), el cos (corresponent a la regio

central) i la cua (part extrema, propera a I'ili) (Fig. 1).

conducte ducte pancreatic
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Figura 1. Representacio esquematica del pancrees huma. Modificat de medicinayprevencion.com.

La formacié del pancrees s’inicia de manera primerenca durant el desenvolupament
embrionari. La morfogénesi pancreatica es fa evident quan dos primordis, un dorsal i un
ventral, es fan visibles en la zona de I'endoderm de I'intesti primitiu que donara lloc al duode.
Durant el desenvolupament es dona el creixement i la ramificacié de I'epiteli dels dos primordis
pancreatics els quals pateixen una reorientacié i es fusionen formant un Unic organ bipolar. El
primordi pancreatic ventral, amb intima relacié amb el coledoc, formara la part posterior del
cap del pancrees i el primordi dorsal donara lloc a la cua i el cos del pancrees. La diferenciacié
endocrina és aparent des de les etapes més inicials del desenvolupament embrionari, en un
primer moment la majoria de cél-lules formades sén positives per glucagd, posteriorment es

produeix la diferenciacié exponencial de cél-lules endocrines, majoritariament beta, a partir de
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precursors, és el que es coneix com a transicio secundaria, i finalment les cél-lules comencen a
agrupar-se, pero no és fins les primeres setmanes després del naixement que els illots seran

plenament madurs.

El pancrees exerceix una doble funcid, és simultaniament una glandula exocrina i endocrina.
Aguesta divisié funcional és clarament diferenciable a nivell histologic, de manera que dins el
teixit pancreatic podem distingir el pancrees exocri i el pancrees endocri. El pancrees exocri
representa el 80% de la massa tissular de I'organ i és I’encarregat de la produccié del suc
pancreatic, ric en enzims digestius. El pancrees exocri esta format per cél-lules acinars,
centreacinars i ductals. Les cel-lules exocrines envolten el pancrees endocri que és el
responsable de la sintesi d’hormones relacionades amb el control de la glucémia i esta
constituit per agrupacions de cel-lules endocrines, que reben el nom d’illots pancreatics o illots

de Langerhans, en reconeixement a Paul Langerhans que els va descriure I'any 1869.

Els illots pancreatics es distribueixen per tota la porcidé exocrina del pancrees, tot i ser més
abundants en la cua del pancrees (Reers et al., 2009), i representen entre I'1 i el 2% de la massa
total del pancrees adult. Els illots pancreatics estan envoltats per una capsula de teixit
connectiu caracteristica que els ajuda a mantenir la seva integritat estructural. En un pancrees
huma hi ha aproximadament 1 milié d’illots, entre 1000 i 2000 en el pancrees de rata i uns 500
en el de ratoli. Cada illot conté aproximadament unes 2000 ceél-lules que constitueixen un

mosaic de diversos tipus cel-lulars que secreten diferents hormones.

Es coneixen quatre tipus cel-lulars ben caracteritzats que constitueixen els illots pancreatics: les
cél-lules beta (B), alfa (a), delta (8) i PP encarregades de sintetitzar i secretar insulina, glucago,
somatostatina i polipéptid pancreatic respectivament. Més recentment han estat descrites les
cél-lules € que secreten ghrelina. Cada un dels tipus cel-lulars presenta una distribucio

caracteristica i es troba formant part dels illots en diferents proporcions.

Les cel-lules beta sén les més abundants, sén cél-lules altament diferenciades i especialitzades i
son l'dnic tipus cel-lular de l'organisme adult capa¢ de sintetitzar i secretar insulina,
caracteristica que les fa indispensables pel correcte manteniment dels nivells de glucosa en
sang de l'individu; representen, en el cas dels rosegadors, entre un 70 i un 80% de les cél-lules
insulars i es situen majoritariament al centre de l'illot envoltades per les cél-lules alfa que es

troben en una proporcié d’entre el 8 i el 12%, les cél-lules delta que corresponen a un 4-8%, les
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cel-lules PP que representen un 3-4% de les cel-lules endocrines i, finalment les cél-lules € que
son les més escasses, suposen menys d'un 1% de les celllules de lillot i presenten una
distribucié aleatoria (Fig. 2). A més de les cel-lules secretores endocrines, els illots estan ben
innervats i contenen abundants capil-lars que permeten que les hormones produides siguin
alliberades directament a la sang i, a través de la vena porta, siguin transportades cap al fetge i

a la resta de I'organisme.

o @
PP . ., ‘o ;.
Figura 2. ll-lustracié esquematica d’un illot de
P langerhans. Obtinguda de Beta Cell
i Consortium de JP Carteiller.

Els illots pancreatics sén els responsables del control glucémic de lI'individu, el qual porten a
terme mitjangant la participacio de les tres hormones principals secretades per les cél-lules de
I'illot: la insulina, el glucagd i la somatostatina. La insulina redueix els nivells de glucosa, ja que
n‘estimula la captacid per part dels teixits periférics i la conversié a glicogen. El glucagé,
contrariament a l'accié de la insulina, fa augmentar la glucemia, incrementant l'activitat
fosforilasa, la qual cosa provoca que es mobilitzi la reserva de glicogen a glucosa. | per ultim la

somatostatina que actua inhibint tant la secrecié de la insulina com la del glucago.
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1.1. Control de la homeostasi de la glucosa

La glucosa és la principal font d’energia per les cél-lules, fet que determina que la regulacié dels
seus nivells en sang dins d'un estret marge sigui essencial per l'organisme, ja que la

desregulacié de la seva concentracié pot esdevenir critica per a la supervivencia.

La regulacio dels nivells de glucosa en sang i, en Ultim terme de I'equilibri energétic, es realitza
mitjancant la secrecid coordinada d’insulina i glucagd pel pancrees. Ambdues hormones sén

claus en el control de la produccid i la utilitzacié de la glucosa per part de I'organisme.

Durant el periode postprandial es donen tres processos que de forma sinérgica garanteixen el
manteniment de I'homeostasi de la glucosa. En primer lloc, es déna |'estimulacié de la
produccid i la secrecié d’insulina per les cél-lules beta del pancrees. En segon lloc, en els teixits
periferics (fetge, muscul i teixit adipds) es dona la captacié de la glucosa, promoguda per
I'increment de la insulina en sang. | per ultim, es redueix la produccié hepatica de glucosa com

a resultat de la inhibicid de la secrecié de glucagé.

En deju, 'augment del glucagd i altres factors hormonals i nerviosos mantenen els nivells de
glucosa a través d’un increment de la produccié hepatica de glucosa per estimulacié de la

gluconeogeénesi i de la glicogenolisi.

Tota alteracid de la funcionalitat de les cél-lules beta, del fetge, del muscul o del teixit adipds

pot desencadenar trastorns en I'homeostasi de la glucosa i portar a estats patologics.

1.2. Lainsulina

El gen de la insulina humana es troba situat en la regié p15.5 del cromosoma 11 (Orci, 1982) i
esta constituit per 3 exons i 2 introns (Steiner et al., 1985). Els rosegadors tenen 2 gens que
codifiquen per a les insulines 1 i 2. En el cas de les rates, els dos gens que codifiquen per les
insulines 1 i 2 es troben en el cromosoma 1, en canvi, en els ratolins els dos gens es troben

situats en dos cromosomes diferents, el cromosoma 7 i el cromosoma 9.

El promotor del gen de la insulina presenta llocs d’unid per diversos factors de transcripcid

(Melloul et al., 2002), com el PDX-1 (de I'anglés, Pancreatic Duodenal Homebox 1), que sén
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imprescindibles per I'expressié del gen i que condicionen el grau de diferenciacié de la cél-lula

beta.

El transcrit de RNA (acid ribonucleic) té uns 1500 nucleotids, i els seus nivells estan modulats
per glucosa, AMPc (fosfat d'adenosina ciclic) i dexametasona, a més d’altres substrats com
diversos sucres, nutrients, aminoacids, citocines i ions que també tenen la capacitat de regular

I'expressié del gen.

En situacio fisiologica, la regulacid de la sintesi de la insulina per glucosa es produeix
principalment per control post-transcripcional del RNA i la traduccio a preproinsulina (Giddings

et al., 1982; Nielsen et al., 1985; Weber et al., 1998).

La insulina es sintetitza en les cél-lules beta com a precursor: la preproinsulina. La
preproinsulina es forma en el reticle endoplasmatic rugds i conté un peptid senyal que es
escindit en el pol cis de I'aparell de Golgi formant la proinsulina. La proinsulina és una molécula
més estable que passa al pol trans de I'aparell de Golgi, on es formaran els granuls de secrecié
(Rhodes, 2000). Es en els granuls de secrecié on es déna la maduracié final de la proinsulina a

insulina.

En el granul la proinsulina és tallada per dues convertases (Endopeptidasa 1 i 2)(Rhodes and
Alarcon, 1994) donant lloc a la insulina de 6 kDa i al peptid C de 3 kDa. La insulina que es va
produint precipita i forma cristalls amb atoms de zinc presents en el granul. La insulina
precipitada quedara situada en el centre del granul, el péptid C, més soluble, restara a la

periferia d’aquest.

El granul de secrecid madur migrara cap a la membrana plasmatica guiat pels microtubuls de la
cél-lula, un cop a la membrana plasmatica es fusionara amb aquesta en un procés en el qual
participen les proteines SNARE de la maquinaria de fusié (Jahn and Stidhof, 1999; Weber et al.,
1998). Finalment els productes de la secrecio seran alliberats a I’espai extracel-lular en resposta

a estimuls altament regulats per dur a terme la seva accid biologica.
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1.3. La secrecio d’insulina

El citoplasma de les cél-lules beta conté nombrosos granuls secretors d’insulina, uns 13.000 en
ratoli (Dean, 1973). Cada granul conté unes 200.000 molécules d’insulina cristal-litzades amb
atoms de Zn**. Tan sols una petita proporcié d’aquests granuls participaran en I'alliberacié de la

insulina estimulada per glucosa.

1.3.1. Secrecio d’insulina estimulada per glucosa

La secrecid d’insulina esta altament regulada per diferents factors d’entre els quals la glucosa
és el de major importancia fisiologica. La metabolitzacidé de la glucosa és necessaria tant per la

sintesi com per la secrecio de la insulina (Prentki et al., 1997).

La glucosa entra a la cel-lula beta a través del transportador de glucosa GLUT-2, el qual es
caracteritza per presentar una elevada capacitat de transport de glucosa i una baixa afinitat per
aquest monosacarid tal i com indica la seva Km (Km = 5 mM), amb un valor semblant a la
concentracid normal de glucosa en sang. Les caracteristiques del transportador GLUT 2
permeten que les concentracions de glucosa intra- i extracel-lulars puguin arribar a equilibrar-

se.

Un cop a l'interior de la cél-lula la glucosa és fosforilada a glucosa 6-fosfat (G6P) per un
isoenzim de I'hexoquinasa d’elevada Km, i per tant de baixa afinitat: la glucoquinasa. La

fosforilacié de la glucosa a glucosa 6 fosfat (G6P) és el primer pas per la glucolisi.

En les cél-lules beta la glucolisi ddna com a producte final el piruvat, i donat que la concentracié
de la lactat deshidrogenasa (LDH o LD), enzim que catalitza una reaccié d’oxidacio-reduccio en
la qual el piruvat és reduit a lactat gracies a I'oxidacié del NADH a NAD", és baixa en les cél-lules
beta, la conversi6 de piruvat a lactat en aquest tipus cel-lular és minima. La lactat
deshidrogenasa, essencial per I'oxidacié6 del NADH generat per la glucolisi, es troba
compensada en les cél-lules beta per transportadors de protons ancorats en la membrana
mitocondrial (el transportador de glicerofosfat i el de malat/aspartat). El transportador
malat/aspartat passa els electrons NADH de la glucolisi citosolica al malat el qual sera reoxidat
a oxalacetat en la matriu mitocondrial. El bloqueig d’ambdds transportadors inhibeix la

secrecié d’insulina induida per glucosa (Eto et al., 1999). L'estreta dependéncia entre la
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secrecid i els transportadors explica la coordinacié entre la glucolisi i el metabolisme

mitocondrial en les cél-lules beta (Newgard and McGarry, 1995).

En el mitocondri el piruvat es converteix bé a acetilCoA (acetilcoenzim A), per accié de la
piruvat deshidrogenasa, bé a oxalacetat, mitjangant la piruvat carboxilasa, i s’inicia el cicle de
Krebs. En el cicle de Krebs es generen equivalents reduits NADH i FADH, que transfereixen
electrons a la cadena respiratoria provocant un increment en el potencial de la membrana
mitocondrial (APm), aquesta hiperpolaritzacié estimula I'entrada de Ca™. Els nivells de Ca** sén
suficients per activar les deshidrogenases generadores de NADH (Rutter et al., 1996). D’aquesta
manera lI'augment de Ca” en el citosol durant I'estimulacié de la secrecié d’insulina per glucosa
es transfereix al mitocondri facilitant la produccié de NADH i altres factors que participen en

I’estimulacio (Maechler et al., 2006).

L'ATP format a partir de la fosforilacié oxidativa, passa al citosol. La major part de I'ATP té la
funcido de mantenir I’'homeostasi idonica de la cél-lula, ja que I'entrada i sortida de ions esta
controlada per bombes idniques que consumeixen ATP o bé per ATPases. L’ATPasa Na'/K"
controla el gradient de ions de sodi (Na*) (10 vegades inferior a I'espai intracel-lular) i ions de
potassi (K') (20 vegades superior a I'espai intracel-lular). Aquesta bomba s'encarrega de

restablir I'equilibri inicial després d'un potencial d’accid.

La membrana plasmatica de la cél-lula beta en deju es troba polaritzada (-70 mV , potencial
negatiu en l'interior). Aquest estat es manté per la sortida de K* a través del canal de K
sensible a ATP (Karp). Aquest canal esta format per les subunitats kir6.2 amb receptors
sulfonilureas i SUR1. Quan incrementa la concentracié de glucosa intracel-lular, augmenta la
relacié ATP/ADP degut a I'increment d’ATP generat en la fosforilacié oxidativa, fet que provoca
el tancament del canal Karp i la despolaritzacié de la membrana plasmatica. Les sulfonilureas
(farmacs hipoglucemiats) imiten aquest procés unint-se a SUR1 i provocant el tancament del
canal, pel contrari el diazoxid (amb accidé hipergluciamant) inhibeix aquest procés obrint els

canals Karp (Miki et al., 1999).

El tancament de Kurp és clau perqué es produeixi 'augment citosolic de ca” ja que la
despolaritzacié de la membrana estimula I'obertura dels canals de ca” dependents de
voltatge, actius quan el potencial de membrana es situa entre -40 i 0 mV. Els patrons globals

. 2 . g . . eey .
del potencial de membrana, del Ca * citosolic i de la secrecié tenen una resposta bifasica a
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I’estimulacié de glucosa, amb una primera fase transitoria que dura pocs minuts i una segona

fase sostinguda (Bergsten, 1995). El bloqueig dels canals de Ca* de tipus L suprimeix ambdues

fases de la secrecié mentre que, I'estimulacié d’aquests I'augmenta, indicant la importancia de

I’augment de Ca” enel procés de la secrecio (Fig. 3).
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Figura 3. Esquema de la secrecid d’insulina. Modificat de (De Ledn and Stanley, 2007).
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2. REGULACIO DE LA MASSA CEL-LULAR BETA

La concepcidé de la capacitat d’adaptacié del pancrees endocri ha canviat radicalment en els
ultims anys, de ser considerat un organ estatic a definir-se com a un organ dinamic i plastic. La
plasticitat endocrina es pot definir com la capacitat que té I'organ per regular la massa cel-lular
beta en funcié de les necessitats d’insulina per tal de poder garantir un optim control de la
glucémia. Aquesta plasticitat cel-lular implica, per una banda I'expansié, i per l'altra la
disminucié de la massa beta. Aixi doncs, el pancrees endocri es troba en constant remodelacio
mitjancant un procés dinamic en el que participen tant la regeneracié com la mort cel-lular.
Diversos factors de tipus genetic, metabolic i ambiental participen d’aquest procés de
remodelacié. El balang entre els diferents mecanismes que controlen la massa beta permeten
I'adaptacié d’aquesta a les variacions de la demanda metabolica de I'organisme al llarg de la
vida. Els mecanismes d’adaptacio de la massa beta no sén excloents i poden donar-se de
manera simultania. L'expansid i la involucié de la massa beta poden venir determinades tant
pel canvi en el nimero de cel-lules com per la modificacié de la seva mida mitjancant
I'augment (hipertrofia) o la disminucidé (atrofia) del volum cel-lular (Montanya and Téllez,

2009).

2.1. Canvis en el nombre de les cél-lules beta

El nombre de cél-lules beta presents en I'organisme es troba en equilibri dinamic i la quantitat

final dependra del balang entre I'augment i la mort d’aquestes.

Duplicacia de _ @ #-*2 diferenciacio a

cel-lula progenitora 'ﬁw cel-lula beta
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Figura 4. Representacié esquematica de I'equilibri dinamic de la massa beta.
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Els dos mecanismes que determinen I'augment del nombre absolut de cel-lules beta son la neogenesi i la

replicacio (Bonner-Weir and Weir, 2005) (Fig. 4).

2.1.1. Neogeénesi

La neogenesi és el procés de formacié de noves cel-lules beta a partir de precursors no
endocrins; pel que es requereix en primer lloc, la proliferacié d’aquests precursors i en segon

lloc, una posterior diferenciacié dels precursors cap a cel-lules beta productores d’insulina.

Durant el desenvolupament embrionari I'expansid de la massa cel-lular beta es ddna
principalment per neogénesi, en canvi, en el pancrees adult es considera que la neogenesi
generalment es déna en baixa freqliencia, perd podria augmentar en casos de perdua d’una

part important de la massa beta.

En el pancrees adult la naturalesa dels precursors no ha estat determinada de manera
inequivoca, tot i que existeixen diversos estudis que suggereixen que es podrien trobar en els

ductes pancreatics i serien d’origen epitelial (Suzuki et al., 2004).

En I'estudi de la regeneracié endocrina del pancrees els models in vivo més utilitzats han estat
el de I'obstruccié ductal i el de la pancreatectomia subtotal. Ambdds models resulten en un
increment de la massa de cel-lules beta. L'aparicié de petites agrupacions de cel-lules beta
escampades per la porcid exocrina del pancrees, d’illots en contacte amb els ductes i de
cel-lules ductals expressant insulina han portat a reforcar la hipotesi de que cél-lules ductals
adultes poden considerar-se cel-lules progenitores endocrines (Bonner-Weir et al., 1993;

Rosenberg et al., 1983; Wang et al., 1995).

Tant en el model d’obstruccié ductal com en el de la pancreatectomia subtotal es déna un
increment del nombre de cel-lules amb fenotip ductal que es troben formant complexes
tubulars, i s’ha hipotetitzat que aquestes cel-lules amb fenotip ductal podrien contenir cel-lules
mare multipotents (Sharma et al.,, 1999; Wang et al.,, 1995). Per tant, I"administracié de
molécules amb accions mitogéniques, com sén I'EGF, la gastrina o els analegs del GLP-1 als
animals sotmesos a lesid pancreatica, potencia I'increment de I'expansid de la massa beta
(Rooman and Bouwens, 2004; Téllez et al., 2011; Xu et al., 2006; Xu et al., 1999). S’ha proposat

gue lI'increment de la massa beta vindria donat, principalment, per la diferenciacié de cél-lules
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amb fenotip ductal que actuarien com a progenitors de les cél-lules endocrines (Rooman et al.,

2002).

En I'actualitat les técniques de marcatge genétic induible han permeés estudiar d’'una manera
més precisa I'origen de les cel-lules beta que es generen després de la lesid del pancrees. Tot i
gue aquesta técnica ha representat un gran aveng, convé recalcar que, I'eleccié del gen usat
per marcar la potencial cel-lula progenitora és determinant pel resultat de la investigacié.
Aguest fet es pot exemplificar amb dos treballs rellevants que utilitzen el mateix model de lesio
pancreatica, I'obstruccié ductal, perd que parteixen del marcatge de gens diferents i obtenen
resultats discrepants. En el primer treball, realitzat pel grup de Bonner-Weir es descriu,
mitjancant el marcatge geneétic de les cél-lules ductals utilitzant el promotor del gen de
I’'anhidrasa carbonica, que aquestes cél-lules actuen com a progenitores de les cél-lules tant
endocrines com exocrines del pancrees de ratoli adult (Inada et al., 2008). Posteriorment, el
grup de Ferrer, en un altre estudi de marcatge genétic de les cel-lules ductals, aguesta vegada
utilitzant el promotor del gen que codifica pel hnf-1B (factor nuclear hepatic 1B), va
determinar que en el pancrees de ratoli adult, les cél-lules ductals donen lloc, exclusivament, a
cél-lules ductals (Solar et al., 2009). A més, aquest estudi, va posar en entredit I'existencia de
fenomens de transdiferenciacié acino-ductal que s’havien proposat anteriorment (Lardon et

al., 2004; Rooman et al., 2000; Rooman et al., 2002).

Donant suport a I'existéncia de cél-lules precursores en I'epiteli ductal del pancrees adult
danyat, un altre treball confirmava la preséncia de cél-lules Neurogenina 3 positives (Ngn3*) en
I'epiteli ductal de pancrees de ratoli adult, i mostrava com aquestes cél-lules tenien la capacitat
de diferenciar-se a cel-lules beta en un cultiu d’explants pancreatics embrionaris (Xu et al.,
2008). Cal remarcar que la reaparicié de I’expressid del factor de transcripcié Ngn3 després del
dany induit per obstruccié ductal és clau, ja que es considera que una cél-lula que expressa
Ngn3, regulador mestre de la formacié de les cél-lules endocrines, és una cel-lula progenitora

de les cél-lules endocrines de l'illot (Gu et al., 2002).

La hipotesi de les cél-lules ductals adultes com a possibles progenitores de les cel-lules
pancreatiques esta recolzada per un elevat nombre d’estudis, perd no exclou la possibilitat de
que altres tipus cel-lulars pancreatics puguin actuar com a progenitors de les cél-lules beta. A
tall d’exemple, la reprogramacid de les cél-lules acinars, per mitja de la modificacié genética

d’aquestes in vivo, es va demostrar en un estudi on es va corroborar la diferenciacié de les
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ceél-lules acinars cap a un fenotip beta (Zhou et al., 2008). En aquest estudi es va injectar una
barreja de 3 vectors d’expressié que codificaven pels gens Ngn3, Pdx-1 i MafA, i que tenien
com a diana les cél-lules dels acinis pancreatics, directament en la regié del pancrees esplénic
dels ratolins. Deu dies després de la transferéncia génica es va observar I'aparicid de noves
cel-lules beta en la zona tractada del pancrees, confirmant que les cel-lules acinars adultes es

poden reprogramar per donar lloc a cél-lules beta in vivo.

Altrament, alguns estudis han evidenciat la preséencia de cel-lules progenitores formant part
dels propis illots pancreatic i han mostrat que aquestes cél-lules, en determinades situacions
com l'edat o el dany pancreatic, poden donar lloc a cel-lules productores d’insulina (Liu et al.,
2010). La naturalesa d’aquestes céel-lules, pero, és encara desconeguda. D’altra banda, també
s’ha demostrat in vivo que les cél-lules alfa poden transdiferenciar-se cap a cél-lules beta
(Thorel et al., 2010). En aquest estudi, es va emprar la tecnica d’eliminacié cel-lular per
determinacié genéetica combinada amb el marcatge genétic. L'eliminacié de les cél-lules beta
pancreatiques es va portar a terme mitjancant I'expressio del receptor de la toxina diftérica
sota el promotor de la insulina, per tant, al administrar la toxina diftérica als ratolins, es
provoca la mort selectiva per apoptosi de les cel-lules beta pancreatiques. Amb aquest métode
els autors aconsegueixen la desaparicié del 99% de les cél-lules beta pancreatiques i d’aquesta
manera, amb la destruccid practicament total de les cel-lules beta, poder estudiar quines
cél-lules sén les responsables de la regeneracié de la massa cel-lular beta. En aquest cas, els
autors proposen les cel-lules alfa com a cél-lules progenitores de les cel-lules beta. Per poder
confirmar la seva hipotesi utilitzen el promotor del glucagd per marcar les cel-lules alfa, i poder
seguir-les en el procés de regeneracié de la massa beta. Finalment, creuant aquests dos
ratolins i administrant la toxina diftérica observen que les cel-lules alfa poden donar lloc a

noves cel-lules beta en situacions de destruccié massiva de la massa beta pancreatica.

En definitiva, a la controvérsia existent sobre la naturalesa dels precursors de les cél-lules
endocrines del pancrees cal afegir el desconeixement de la importancia relativa de la
neogenesi en els organismes adults, és a dir, si la formacié de cél-lules beta a partir de
precursors contribueix de manera significativa al manteniment de la massa beta en I'edat

adulta.
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2.1.2. Replicacié

La replicacid consisteix en la divisi6 d'una cél-lula per obtenir dues noves cél-lules.
Historicament es pensava que les cél-lules beta pancreatiques eren cél-lules totalment
diferenciades que no tenien la capacitat de proliferar. Aquesta idea va quedar obsoleta quan
en diversos estudis es va demostrar que les cel-lules beta podien replicar en resposta a
diferents estimuls, tant fisiologics, com experimentals, estimuls tals com [I'embaras,

I"alimentacid hipercalorica, la pancreatectomia o la hiperglucémia.

La capacitat replicativa de les cel-lules beta humanes disminueix durant els primers anys de
vida, i a partir dels 20-30 anys es veu clarament reduida (Cnop et al., 2010; Meier et al., 2008;
Perl et al., 2010) malgrat pugui estar sotmesa a variacions en funcié de la demanda metabolica
(Bonner-Weir et al., 1989; Montafia et al., 1994) per tal de garantir un bon control glucemic en
situacions extraordinaries. En els rosegadors s’observa el mateix fenomen, durant el primer
mes de vida les cel-lules beta presenten nivells de replicacio més elevats que van disminuint
paulatinament fins els 12 mesos d’edat moment en el qual resulten significativament inferiors

(Maedler et al., 2006b; Montanya et al., 2000; Parnaud et al., 2008; Teta et al., 2005).

S’ha postulat que en l'illot existeixen diferents tipus de cel-lula beta: el pool replicatiu i el pool
senescent. El primer inclouria les cél-lules beta capaces de dividir-se per mitosi en resposta a
diferents factors de creixement; el segon estaria compost per aquelles cél-lules beta funcionals
incapaces de replicar (Fellous et al., 2007; Gershengorn et al., 2004). Ara bé, aguesta teoria ha
estat posteriorment refutada en estudis on es demostra que, en ratolins adults, totes les
cél-lules beta comparteixen aquesta capacitat replicativa, i per tant, participen de forma

equitativa en el manteniment de la massa cel-lular beta (Brennand et al., 2007).

2.1.2.1. Cicle cel-lular de les cel-lules beta

La replicacié de les cél-lules beta depen de l'estricte control de I'entrada, la progressid i la

sortida del cicle cel-lular.

I. Swenne i C. Hellerstrom van ser els pioners en I'estudi del cicle cel-lular de les cel-lules beta.
Basant-se en estudis realitzats amb illots fetals de rata en cultiu sotmesos a diferents

concentracions de glucosa (Swenne, 1982), Swenne va proposar la durada del cicle cel-lular de
43



Introduccio

les cel-lules beta: fase G1 (2.5 hores), fase S (6.4 hores), fase G2 (5.5 hores) i fase M (0.5 hores),
sent la durada total del cicle de 14.9 hores (Swenne, 1982). Amb aquests estudis també es va
postular que la glucosa estimulava la proliferacié de les cél-lules beta promovent I'entrada en

cicle.

A part de la glucosa, d’entre els diferents estimuls que indueixen la replicacié de les cél-lules
beta sén també de destacar el factor de creixement d’hepatocits (HGF), I'hormona del
creixement (GH), la prolactina (PRL) i el lactogen placentari (PL), la betacel-lulina, el péeptid
similar al glucagd 1 (GLP-1) i els seus analegs i els factors de creixement similars a la insulina

(IGFs), entre molts d’altres.

L'HGF és un factor de creixement mesenquimatic que es va descriure com una molecula
circulant implicada en la regeneracido hepatica. Tant I'HGF com el seu receptor (receptor
tirosina quinasa codificat pel proto-oncogen c-met) s’expressen en els illots pancreatics de
diverses especies. HGF actua com a agent mitogénic i insulinotropic en cel-lules d’illots fetals i

adults (Otonkoski et al., 1994; Otonkoski et al., 1996).

La GH, la PRL i el PL pertanyen a una familia d’hormones que juguen un paper important en
I'augment de la massa beta que es déna durant els periodes de I'embaras i I'alletament, i han
estat extensament estudiades pel que fa el seu efecte mitogénic en les cel-lules beta
pancreatiques, a més s’ha demostrat la capacitat de la GH per estimular la replicacié de les
cél-lules beta en illots fetals, neonatals i adults (Billestrup and Nielsen, 1991; Sjéholm, 1992;

Sjoholm et al., 1990).

La betacel-lulina és un péeptid que pertany a la familia dels factors de creixement epidérmics
(EGFs). Es troba en la membrana plasmatica de les cel-lules beta i s’activa mitjancant la
proteolisis de la part extracel-lular, la proteina activa és lligand pel receptors EGF. El seu efecte

mitogénic ha estat demostrat en cél-lules d’insulinoma de rata (Huotari et al., 1998).

El peptid similar al glucagd (GLP-1) és una hormona incretina sintetitzada i secretada per les
cél-lules L de l'intesti que promou la biosintesi i la secrecié d’insulina. Els seus efectes com a
potent estimulador de la proliferacié de les cél-lules beta han estat ampliament revisats (Doyle
and Egan, 2007; Perfetti and Hui, 2004; Stoffers, 2004). A més el GLP-1 inhibeix la secrecié de
glucagd i disminueix I'apoptosi. La vida mitja circulat del GLP-1 és molt curta degut a la rapida

inactivacié per la dipeptidil-peptidasa- IV i I'aclariment renal. L'exendina-4 (Ex-4) és un agonista
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del GLP-1R resistent a la degradacié per la dipeptidil-peptidasa-IV i que, per tant, té una vida
mitja in vivo molt més llarga. Estudis realitzats en rates demostren que I'administracié
d’exendina-4 provoca un increment del 200% de la massa insular (Greig et al., 1999) mitjancant

I'augment de la replicacio i de la neogénesi (Xu et al., 1999).

Els factors de creixement similars a la insulina sén polipéptids que exerceixen accions de forma
paracrina i autocrina regulant I'estimulacié del creixement, promovent la diferenciacié i la
proliferacié cel-lular i actuant com a factors de supervivéncia limitant I'apoptosi en diferents
tipus cel-lulars. Les diverses accions dels IGFs es tractaran en detall en I'apartat 6 d’aquesta

introduccio.

2.1.3. Mort cel-lular

L'augment de la massa cel-lular beta produit per la neogéenesi o la replicacié pot ser
contrarestat per la disminucid del nimero de ceél-lules mitjancant la mort cel-lular. La mort
cel-lular és un procés indispensable pel manteniment i regeneracié de qualsevol teixit. La
contribucié relativa dels diferents mecanismes d’expansio i involucid poden variar de manera

considerable, inclds en un mateix individu, quan canvien les condicions fisiologiques.

Classicament s’han descrit dos mecanismes diferenciats de mort cel-lular, un d’actiu i
programat, que comporta despesa d’energia, denominat apoptosi, i un de passiu anomenat
necrosi. Ambdés mecanismes poden donar-se simultaniament en el mateix teixit i sera la
intensitat i la durada de I'estimul el que determinara a la cel-lula a morir per apoptosi o per

necrosi.

2.1.3.1. Apoptosi

La mort cel-lular per apoptosi és un procés rapid, controlat genéticament, que requereix
consum energeétic i que implica sintesi de novo de diferents proteines. El procés comporta una
regulacié molt precisa i es caracteritza per un seguit de canvis bioquimics i morfologics. Afecta

a la cel-lula individualment i s’acostuma a denominar “suicidi cel-lular”.
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L'apoptosi o mort cel-lular programada permet modelar el teixit pancreatic durant
I'organogénesi i la vida de l'individu, a part de jugar un paper fonamental durant I'expansio i

posterior involucid de la massa cel-lular beta en la diabetis tipus 2.

L'apoptosi es pot dividir en tres fases en funcié dels canvis morfologics que experimenta la

cel-lula (Fig. 5).
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Figura 5. Esquema del procés de mort cel-lular per apoptosi. Modificat del cataleg de Roche

(www.roche.com).

En la primera fase es produeix la condensacié i fragmentacié del DNA, que s’acumula en la
periféria del nucli i provoca la reduccié de la mida nuclear. La fragmentacido del DNA és el
parametre que es detecta en la técnica del TUNEL, técnica amplia i habitualment utilitzada per
la quantificacié de I'apoptosi. També es redueix el volum total cel-lular i en conseqliencia
augmenta la densitat, es déna la compactacié dels organuls citoplasmatics i la dilatacié del
reticle endoplasmatic. En aquesta primera fase de |'apoptosi I'estructura del mitocondri es

manté inalterada.

En la segona fase del procés, que es pot solapar amb I'anterior, la membrana citoplasmatica
perd la seva estructura, es replega formant invaginacions, fenomen anomenat “blebbing”,
aquestes invaginacions s’acabaran tancant i donarant lloc a la formacié de vesicules que
contindran fragments cel-lulars: els cossos apoptotics. Els cossos apoptotics seran fagocitats

per cél-lules veines, generalment macrofags per evitar la resposta inflamatoria. En el moment
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del “blebbing” es déna també la translocacié de la fosfatidilserina, fosfolipid apolar que es
troba en la part interna de la membrana plasmatica. L'exposicidé de la fosfatidilserina a la cara
externa de la membrana pot ser detectada per la unié especifica de la proteina anexina V,

utilitzada habitualment per la deteccié de I'apoptosi primerenca mitjancant citometria de flux.

En la tercera fase es ddna la degeneracid de les estructures citoplasmatiques i nuclears
residuals. Aquest procés recorda les caracteristiques propies de la mort per necrosi, pel que es

coneix com a necrosi secundaria.

Existeixen gran varietat de factors que poden activar I'apoptosi, per exemple diferents
productes quimics (radicals lliures d’oxigen, farmacs...), factors que provoquen dany fisic a la
cél-lula (raig X, xoc termic), atac d’altres cel-lules (cel-lules T), citocines (TNF-a), pérdua de
factors trofics (hormones, 1I-2, IL-3) o pérdua del contacte amb la matriu extracel-lular (procés

conegut com a anoikis).

2.1.3.2. Necrosi

La necrosi es la mort accidental que provoca la destruccié no controlada de les cel-lules degut a
un dany sever i sobtat que pot afectar a un conjunt de cél-lules o a una zona amplia de teixit. La
necrosi es caracteritza per canvis irreversibles tant en el nucli com en el citoplasma de la

cél-lula, aquests canvis incapaciten el manteniment de ’lhomeostasi cel-lular (Fig. 6).

Els primers canvis es donen a nivell mitocondrial, augmenta la permeabilitat dels mitocondris
gue s’inflen i es formen diposits de lipoproteines en la matriu mitocondrial. Posteriorment la
membrana plasmatica perd la capacitat per regular la pressidé osmotica, provocant I'alteracié
del balang de sodi, calci i aigua. Quan les bombes d’ions presents a la membrana no funcionen,
davant la disminucié de I’energia cel-lular, hi ha una aturada del moviment de cations de dins la
cel-lula cap a I'exterior acompanyat per una entrada de fluids, com a conseqtiencia d’aquestes
alteracions el volum cel-lular augmenta desmesuradament i entra en xoc osmotic (Gores et al.,
1990). L'acidosi que es deriva del xoc osmotic provoca la precipitacio de la cromatina.
Finalment els lisosomes i el reticle endoplasmatic també s’inflen i exploten alliberant enzims

digestius que indueixen la destruccié autolitica de la cel-lula. La ruptura de la membrana fa que
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el contingut intracel-lular sigui alliberat a I'espai extracel-lular provocant una resposta

inflamatoria.

Canvis morfologicsen el Trancament de la
mitocondri membrana plasmatica
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Figura 6. Esquema del procés de mort cel-lular per necrosi. Modificat del cataleg de Roche

(www.roche.com).

Els factors que poden desencadenar el procés necrotic son diversos, d’entre els quals trobem la
hipoxia greu, la isquemia, diferents factors que danyen la membrana cel-lular com sén
determinades toxines, un trauma del teixit, toxics quimics, especies reactives d’oxigen o

inhibidors de les bombes idniques.

Els processos de mort sén importants pel manteniment de I’equilibri dinamic de la massa beta,
al igual que la replicacié i la neogenesi. En el moment en que es déna un desajust entre aquests
processos augmentant la taxa de mort cel-lular en detriment de la proliferacid i de la

neogenesi, es produira una reduccié de la massa beta, fet que desencadenara la intolerancia a

la glucosa i I’hiperglucémia.

2.2. Canvis en la mida de les cél-lules beta

La regulacié de la massa beta per canvis en la mida de les cél-lules beta és un mecanisme

acceptat malgrat no estigui ben caracteritzat.
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Sembla que un augment en la demanda metabolica podria portar a un increment del volum de
les cél-lules beta que, conjuntament amb I'augment de la replicacid, resultaria en I'augment de

la massa beta.

Estudis realitzats en models animals posen de manifest que la mida individual de les cel-lules
beta augmenta des del primer mes de vida fins al sete, moment en que s’estabilitza per

augmentar novament a partir del quinze mes (Montanya et al., 2000).

L’embaras és una situacio fisiologica de regulacié de la massa beta en el que han estat descrits
canvis en la mida de les cél-lules beta. Durant la gestacié els illots de la mare s’adapten a la
nova demanda metabolica augmentant tant la replicacié com la mida de les cel-lules beta, i
sembla que el lactogen placentari podria tenir un paper important en aquests canvis (Parsons
et al., 1995; Parsons et al., 1992). L’augment de la massa beta disminueix durant els 10 dies
posteriors al part, moment en el que es déna un augment de I'apoptosi de les cél-lules beta

gue permet el restabliment de la massa beta normal (Scaglia et al., 1995).

Els mecanismes que porten a I'increment de la mida cel-lular no sén ben coneguts, pero alguns
estudis suggereixen que la proteina Akt podria estar-hi implicada, ja que s’ha descrit que la
seva sobreexpressid, de forma constitutiva, promou un augment de la mida de les cél-lules
beta en ratolins (Bernal-Mizrachi et al., 2001; Tuttle et al., 2001). Més recentment també s’ha
descrit que Akt indueix hipertrofia mitjancant I'activacid i inactivacié de les quinases

Serina/Threonina mTOR i GSK-3 (Dickson and Rhodes, 2004).

També ha estat descrit el paper de la S6K1, quinasa efectora de la via de senyalitzacié PI3K, en
el control de la mida de les cél-lules beta (Pende et al., 2000). Pende i colaboradors mostren
que ratolins deficients per la quinasa S6K1 sén intolerants a la glucosa i hipoinsulinemics. La
resisténcia a la insulina no s’observa en muscul aillat, per tant la forta reduccié en la secrecié
d’insulina estimulada per glucosa i en el contingut d’insulina que presenten aquests ratolins, no
és deguda a la fallada en la deteccié o la secrecio de la insulina sind a una reduccié de la massa

beta pancreatica, que s’explica per una disminucio selectiva en la mida de les cél-lules beta.
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3. DIABETIS MELLITUS

La primera referencia historica de la malaltia es troba en el Papir d'Ebers, un dels tractats
meédics més antics que es coneixen. El Papir d’Ebers fou redactat en I'antic Egipte I'any 1550 aC,
i s’hi descriu amb precisié un quadre clinic que avui anomenem diabetis, terme utilitzat per
primera vegada pels grecs el segle | dC i que fa referéncia a la continua pérdua de liquid en
forma de grans quantitats d'orina (polidria) que caracteritza aquest trastorn. Posteriorment, en
el segle setze es va afegir al terme diabetis I'adjectiu mellitus (provinent de la mateixa arrel
llatina de la paraula mel), que assenyala la dolcor, deguda a I’alt contingut en glucosa, de I'orina

d'aquests malalts.

La diabetis mellitus (DM) és una sindrome heterogénia, que presenta com a tret primari comu
la presencia d’hiperglucémia. Sota el terme diabetis s’inclouen un grup de malalties que es
desencadenen per defectes en la secrecié d’insulina, en I'augment de la resisténcia a la seva
accié o per ambdues causes, donant com a conseqiencia la presencia de nivells de glucosa en

sang anormalment elevats i trastorns en el metabolisme lipidic i proteic.

Diferents processos patogenics poden estar implicats en el desenvolupament de la malaltia.
D’una banda, processos de naturalesa autoimmunitaria contra les cel-lules beta del pancrees
gue porten a la seva destruccid i donen lloc a la deficiencia d’insulina. D’una altra, anomalies
produides tant en les cel-lules productores d’insulina com en les cel-lules diana de I’hormona,
especialment en muscul esquelétic, fetge i teixit adipds, que es traduiran en I'aparicié de la

resisténcia a I’accio de la insulina.

La hiperglucémia esta associada tant a I'aparicid dels simptomes clinics caracteristics de la
malaltia com en el desenvolupament de complicacions secundaries a llarg termini. Els
simptomes més caracteristics de la diabetis mellitus sén la poliuria, la polidipsia, la pérdua de
pes i en algunes ocasions la polifagia i la visié borrosa i, en els casos més severs també es pot
presentar cetoacidosi o la sindrome hiperosmolar no cetonica, que sense un tractament
adequat porten a la mort del pacient. La hiperglucémia cronica afecta nombrosos sistemes i
organs, de forma que les complicacions a llarg termini de la diabetis son molt diverses. Algunes
d’elles sén la retinopatia, amb potencial pérdua de la visid, la nefropatia, amb possibilitat de
fallada renal i la neuropatia periférica. Els pacients diabétics també presenten una elevada

incidencia d’arteriosclerosi amb complicacions macrovasculars entre les quals trobem malalties
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coronaries i vasculopaties en les extremitats inferiors aixi com un augment del risc de mort

cardiovascular que es situa entre el 100 i el 400%.

Aguestes complicacions causen una gran morbiditat i generen també importants despeses
sanitaries. Segons dades de la Federacié Internacional de la Diabetis (IDF), el 2013 el dispendi

atribuible a la diabetis va ser de 548 billons de dolars.

En les ultimes décades la prevalenca de la diabetis ha augmentat de forma alarmant fins a
convertir-se en un greu problema de salut mundial. Les dades de la Federacid Internacional de
Diabetis (IDF) del 2013 indiquen que en el mén hi ha més de 382 milions de persones amb
diabetis, un 8.3% de la poblacié adulta, i el nombre de persones afectades per la malaltia va en
augment en els diferents paisos. El 2013 van morir 5.1 milions de persones a causa de la
diabetis i la meitat d’aquestes morts va ser de persones menors de 60 anys. Convé subratllat
que el 80% de les persones amb diabetis viuen en paisos amb rentes baixes i mitges i un 46%
de les persones amb la malaltia no sén conscients de la seva condicié. En darrer terme, i segons
les darreres estimacions, es calcula que si aquesta tendéncia creixent continua, el nombre de
persones afectades arribara als 592 milions en menys de 25 anys. El fet que actualment 175
milions de casos no estiguin diagnosticats implica que una gran quantitat de persones amb
diabetis dessarrollin de manera progressiva complicacions de les que no sén conscients, a més
amb el 80% del numero total d’afectats en els paisos amb ingressos mitjos i baixos, on
I'epidemia s’accelera a un ritme alarmant, les dades de la IDF proporcionen una indicacié
preocupant de l'impacte futur de la diabetis com una de les principals amenaces pel
desenvolupament mundial. En definitiva, aquestes dades fan palesa la magnitud del problema
sanitari que representa la diabetis i la gran necessitat de cercar les millors estratégies per

prevenir-la i tractar-la.

3.1. Classificacio de la diabetis mellitus

La classificacié vigent (American Diabetes Association, ADA 2013) dels diferents tipus de

diabetis inclou quatre categories:

La diabetis tipus 1 (DM1) és una malaltia causada per la destruccié autoimmune de les cel-lules

beta del pancrees. Representa aproximadament un 10% dels pacients diabetics i normalment
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apareix en nens i adolescents. El déficit quasi absolut de la insulina enddgena és el que provoca
la hiperglucémia i la causa per la qual aquests pacients requereixen de I'administracié
d’insulina exogena per sobreviure, és per aquest motiu que en el passat la DM1 va rebre el
nom de “diabetis insulino-dependent” o “diabetis juvenil”. Actualment s’ha abandonat aquesta

nomenclatura degut a que aquestes caracteristiques no sén exclusives de la DM1.

La diabetis tipus 2 (DM2) és una malaltia multifactorial causada per una resisténcia a I'accié de
la insulina en els teixits periférics (muscul, fetge i teixit adipds) i a una inadequada secrecid
d’aquesta, juntament amb una disminucié de la funcionalitat i la massa de les cél-lules beta.
Engloba entre el 90 i el 95% dels pacients diabetics i basicament es presenta en I'adult. Els
diabeétics de tipus 2 poden regular els nivells de glucosa per mitja d’intervencions en el seu estil
de vida (control de la dieta i exercici fisic) associades a I'administraci6 de farmacs
hipoglucemiants. Anteriorment la DM2 es coneixia com a “diabetis no insulino-dependent” o
“diabetis de I'adult”, pero aguesta nomenclatura també va ser substituida ja que la DM2 no és
totalment independent de la insulina, un nombre significatiu de pacients amb diabetis tipus 2
requereix, de manera puntual o cronica, I'administracié d’insulina exdgena i, tot i ser més comu

en adults, en I'actualitat també es presenta en infants i joves.

Els tipus especifics de diabetis estan causats per defectes perfectament definits o presenten
trets molt caracteristics que permeten la seva clara identificacid. Aquesta categoria engloba les
formes de diabetis causades per defectes monogenics en la funcié de la cél-lula beta, que es
coneixen amb el nom de MODY (maturity-onset diabetes of the young), o per defectes genetics
en l'accio de la insulina, on es troba afectat el receptor de la insulina o les molécules que
formen part de la seva via de senyalitzacié. També formen part d’aquest grup certs tipus de
diabetis que son induits per infeccions, farmacs o toxics o bé que la seva aparicié és secundaria
a la presencia d’altres malalties, com malalties del pancrees exocri, endocrinopaties
(acromegalia, sindrome de Cushing, hipertiroidisme, etc.) o sindromes genetiques (sindrome de

Down, de Klinefelter, de Turner, ataxia de Friedreich, etc.).

La diabetis gestacional es defineix com a qualsevol hiperglucémia o grau d’intolerancia a la

glucosa que apareix o es detecta en el periode gestacional.
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3.2. Diabetis Mellitus tipus 1

La diabetis tipus 1 (DM1) és una malaltia autoimmunitaria que afecta selectivament les cel-lules
beta pancreatiques productores d’insulina. La destruccio de les cel-lules beta porta a I'insulino-

dependeéncia de I'individu afectat.

La DM1 s’associa a la preséncia d’una autoimmunitat, de tipus humoral i cel-lular, contra els
illots pancreatics que estaria associada amb un defecte de la immunoregulacio (Atkinson, 2005;
Atkinson and Eisenbarth, 2001). Malgrat els avencos en la caracteritzacié immunologica de la

DM1, actualment es desconeix I'etiologia exacta i la patogenesi de la malaltia.

Es conegut, pero, que la DM1 és una malaltia cronica que es desenvolupa en varies etapes que
s’iniciarien amb una susceptibilitat genética, seguida d’una fase d’autoimmunitat amb pérdua
de massa cel-lular beta pero sense increment de la glucosa en sang, i una fase final on es déna

la destruccié quasi total de la massa de cél-lules beta que desemboca en la diabetis clinica.

El desencadenament de I'autoimmunitat contra les cél-lules beta esta causat, probablement,
per factors ambientals que actuen quan existeix un context de predisposicié genetica. Un cop
activades, les cel-lules immunes, envaeixen els illots i els seus efectes deleteris sobre les
cél-lules beta estan mediats via mecanismes com Fas/FasL, perforina/granzima, especies
reactives d’oxigen i nitrogen i citocines proinflamatories. La unié de les citocines als seus
receptors en les cél-lules beta provoca 'activacié de les MAPK i els factors de transcripcié STAT-
1 i NF-kB, provocant un empitjorament funcional, estrés del reticle endoplasmatic i finalment

I"apoptosi cel-lular.

3.2.1. Factors implicats en I'atac autoimmune en la diabetis tipus 1

S’han descrit diversos gens associats amb el desenvolupament de la malaltia i, estudis en
bessons monozigotics demostren que els factors ambientals també hi participen. Per tant,
factors ambientals activarien mecanismes autoimmunes en individus genéticament

susceptibles (Haverkos, 1997; Zimmet et al., 2001).
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3.2.1.1. Factors ambientals

Varies evidéencies suggereixen que els factors ambientals séon importants en el

desenvolupament de la malaltia ja que actuen sobre la penetrancia dels gens de susceptibilitat:

-L’area geografica pot ser determinant en el grau d’incidéncia de la malaltia en poblacions

relacionades amb un fons genétic similar (Zimmet et al., 2001).

‘El grau de concordanca en el desenvolupament de diabetis en bessons monozigots és

d’aproximadament del 50% (Salvetti et al., 2000).

-Els gens susceptibles, que predisposen a un risc elevat de desenvolupar la malaltia, com
determinats haplotips de la regié HLA de classe Il, no manifesten una penetrancia del 100%

dins la poblacié afectada.

S’ha especulat molt sobre quins poden ser els factors ambientals que estan implicats en el
desenvolupament de la DM1. D’entre els possibles candidats implicats en l'inici de I'atac
autoimmune trobem: infeccions viriques i toxines (Andréoletti et al., 1997; Devendra et al.,
2004), alguns antibiotics (Myers et al., 2001), la dieta (Schrezenmeir and Jagla, 2000) i I’estres
(Zimmet et al., 2001).

Infeccions virals: Els virus poden causar la destruccié de la cél-lula beta, bé mitjangant una
interaccid directa amb la propia cél-lula beta, bé induint de forma indirecta un atac
autoimmune. Aquest ultim podria estar causat per diversos mecanismes, com son: (1)
I'activacid policlonal de limfocits T, (2) I'existéncia d’una reaccid creuada amb proteines
cel-lulars en la resposta contra un antigen viral (molecular mimicry), (3) I'expressidé de
molecules de MHC en les cél-lules diana, (4) I'expressié d’antigens amagats o la generacié de

neoantigens (Robles and Eisenbarth, 2001).

Alguns dels virus que s’han relacionat amb el desenvolupament de la diabetis sén el virus de la
rubéola congeénita, els enterovirus com Cocsakie virus, els citomegalovirus, els retrovirus i el
virus d’Epstein-Barr (EBV). En els darrers anys els enterovirus, virus comuns que normalment
causen infeccions lleus que provoquen refredats, vomits o diarrea, han generat major interes,
ja que diferents estudis han apuntat aquests virus, amb tropisme especific pel pancrees, com a

possibles desencadenants de la DM1 (Yeung et al., 2011).
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Dieta: Estudis epidemiologics en humans han associat un increment del risc de desenvolupar
DM1 a la substitucié prematura de la llet materna per llet de vaca dins els primers mesos de
vida (Gerstein, 1994). S’ha suggerit que un elevat consum de llet de vaca durant la infancia pot
predisposar al nen a desenvolupar autoanticossos associats a la diabetis a la vegada que en
promou la progressié (Virtanen et al., 1998). L’existéncia de certes regions d’homologia entre
les proteines de la llet i els antigens de l'illot s’han relacionat amb el mecanisme a través del
gual realitzarien el seu efecte immunologic. En el periode neonatal, I'intesti pot ser permeable
al pas d’antigens a la sang i induir la produccié d’anticossos. Entre les diferents proteines de la
llet, I'albumina sérica bovina i la B-caseina, podrien ser responsables del desenvolupament de

DM1 en humans i ratolins (Schrezenmeir and Jagla, 2000).

La ingestid de nitrosamines i una disminucié del consum de vitamina D sén altres factors de la
dieta relacionats amb la patogenicitat de la DM1. Les nitrosamines estan presents en el fum del
tabac i en carns fumades; per altra banda, la vitamina D pot tenir un efecte modulador de la

reactivitat del sistema immunitari (Gorus et al., 2001).

En l'actualitat s’esta portant a terme un estudi anomenat BABYDIET, que té com objectiu
principal determinar si la intervencié primaria, a través de la introduccié tardana del gluten a la
dieta, és factible i pot reduir la incidéncia de I'autoimmunitat en familiars de primer grau de

pacients diabétics tipus 1 (ClinicalTrials.gov Archive Site).

Toxines: Petites quantitats de bafilomycina Al (BafAl) poden causar una reduccié de la
tolerancia a la glucosa i una alteracid dels illots pancreatics en ratolins (Myers et al., 2001).
BafAl i les substancies relacionades sén produides per Streptomyces, grup de bacteries de les
qgue s’ailla la streptozotocina, que es troben de forma ubiqua en la terra i sén capaces
d’infectar tubercles com patates o canya de sucre (Myers et al., 2001). Una exposiciod repetida a
la toxina produida per Streptomyces a través de la dieta podria ser diabetogenica en humans

genéticament susceptibles.

Estrés: L'estres té un efecte cooperant, més que promotor, en el desenvolupament de la
malaltia. Presenta un efecte modular en el sistema immunitari i incrementa els nivells de
glucosa en sang. L'augment de la glucémia esta produit per I'estimulacié de I'alliberacid
d’hormones contrareguladores, aixi com la induccié de certa resisténcia a I'accié de la insulina

(Surwit and Schneider, 1993).
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3.2.1.2. Factors genétics

La DM1 és una malaltia poligénica, perd no s’ha identificat cap variant al-1élica que per si sola
sigui capac de causar la malaltia. Ara bé, s’han identificat diversos loci que s’associen a un
major risc de desenvolupar DM1. Entre ells el locus de 'Human Leuckocyte Antigen (HLA) és el
principal polimorfisme de predisposicié. El super locus HLA conté gens que codifiquen per les
molécules de classe Il del complexa major d’histocompatibilitat o MHC, les quals s’expressen a
la superficie de les ceél-lules presentadores d’antigen (APC) (per ex. cél-lules dendritiques,
macrofags i limfocits B), aquests gens serien els responsables de fins el 50% del risc geneétic de
desenvolupar DM1 (Achenbach et al., 2005). S’han identificat també altres gens que s’associen
a un major risc de desenvolupar DM1, tot i que la seva contribucié al risc relatiu de la malaltia
és menor, son el locus del gen de la insulina, responsable del 10% de la susceptibilitat genética
pel desenvolupament de la DM1, el gen del CTLA-4 (proteina 4 associada als limfocits T
citotoxics), el gen del receptor a de la interleucina 2 (IL-2Ra) i el gen de la PTPN22 (proteina
tirosina fosfatasa no receptora tipus 22) (Todd et al., 2007). Recentment estudis d’associacio
genéetica han suggerit nous loci candidats, codificants per gens involucrats en la senyalitzacid
immune, com el receptor tirosina quinasa ErbB3 (ERBB3), la proteina adaptadora SH2B3
(SH2B3/LNK), el domini tipus dit de zinc TRAF 1 (TRAFD1) i la proteina tirosina fosfatasa tipus 1
(PTPN11).

3.2.2. Mecanisme de I'atac autoimmune contra les cel-lules beta

Durant el desenvolupament de la malaltia i préeviament a la destruccié de les cél-lules beta té
lloc la insulitis, procés que consisteix en la infiltraciod dels illots per una barreja de poblacions
leucocitaries, principalment limfocits T CD8" i CD4', perd també macrofags, cellules
dendritiques i alguns limfocits B. Posteriorment, la major part de les cél-lules beta sén
destruides, essencialment per apoptosi, i aquest fet comporta que no es produeixi suficient
insulina com per regular els nivells de glucosa, i en conseqliencia apareixi la hiperglucemia

(Thomas and Kay, 2000).

Un cop iniciat el procés autoimmune contra els illots, el temps de progressié de la destruccié

de les cel-lules beta pot ser més o menys rapid. En determinats individus el periode d’insulitis
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pot durar mesos, en d’altres poden passar anys abans que es desenvolupi una diabetis oberta

(Kukreja and Maclaren, 1999).

L’atac autoimmune de les cél-lules beta esta orquestrat per una gran varietat de cel-lules que
produeixen citocines i altres mediadors citotoxics. Tant les cél-lules B com les T tenen un paper
efector en contra els antigens de les cel-lules beta en pacients amb diabetis tipus 1. Les cél-lules
B, a més de les seves accions com a secretores d'anticossos, sén cel-lules presentadores

d’antigens (APCs).

En la DM1 els limfocits T CD8" o citotoxics, tenen un rol principal en I'atac selectiu de les
cél-lules beta pel sistema immunitari. Es tracta doncs, d’una resposta immune de tipus Thl o
cel-lular (Mathis et al., 2001), no obstant aix0, també s’ha detectat un component humoral
(propi d’una resposta Th2) ja que en molts pacients s’observen elevats nivells circulants
d’autoanticossos contra antigens de les cel-lules beta. Tanmateix, el mecanisme exacte de

I’atac autoimmune aixi com la seva activacié son qliestions encara desconegudes.

La DM1 presenta una fase pre-clinica que es pot detectar per la preséncia d’aquests
autoanticossos dirigits contra les cél-lules dels illots pancreatics.

Els primers anticossos que es varen descriure van ser els dirigits contra antigens localitzats al
citoplasma de totes les cél-lules dels illots pancreatics (ICA). Posteriorment es va poder
disposar d’assaigs quantitatius amb una alta sensibilitat i especificitat que van permetre
detectar altres antigens i epitops insulars enfront els quals responen els limfocits T CD4" i CD8"
autoreactius i en contra els que es produeixen autoanticossos. Els principals antigens soén: la
insulina, la isoforma de 65 kDa de l'acid glutamic descarboxilasa (GAD65) i les molécules

relacionades amb la proteina tirosina fosfatasa IA-2 (IA-2A i IA-2B).

Diferents grups han dut a terme un seguiment prospectiu des del naixement de nadons amb un
alt risc genétic de desenvolupar DM1, fet que ha permes estudiar la patogenia de la malaltia
(Honeyman et al., 2000; Kupila et al., 2001; Rewers et al., 1996; Ziegler et al., 1993). Aquests
estudis han demostrat que els anticossos apareixen varis anys abans del debut clinic de la DM1
i que, per tant, poden ser utilitzats per identificar a aquells individus amb un major risc per
desenvolupar DM1. També s’ha comprovat que el risc d’aparicié de DM1 i el periode de temps
des de l'aparicié dels autoanticossos fins al desenvolupament de la DM1 es relaciona de

manera directa amb el titol d’ICA i amb el nUmero d’autoanticossos positius. Aixi doncs, els
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pacients amb multiples autoanticossos mostren un grau més elevat de progressié que els que
nomeés en tenen un. A més, s’ha determinat que el risc varia en funcié del tipus d’autoanticos
contra els illots, essent els dirigits contra la IA-2 els que s’associen a un major risc de progressioé
a DM1 (Redondo and Eisenbarth, 2002). Més del 90% dels nous subjectes diagnosticats
presenten autoanticossos contra un o més dels antigens descrits i els ratios d’autoimmunitat
assoleixen el 98% quan es combina la deteccid d’aquests anticossos amb la deteccid
d’anticossos contra el més recentment descobert autoantigen del transportador de zinc 8

(ZnT8).

Pel que fa als limfocits T autoreactius, en condicions normals es troben en sang periférica i en
els organs limfoides sense tenir accés als teixits. Quan els antigens derivats de les cél-lules beta
(insulina, I'acid glutamic descarboxilasa, tirosina fosfatases) son recollits per les cél-lules
presentadores d’antigen (APCs) que es troben a l'illot, aquestes cel-lules maduren i migren cap
a noduls limfatics i pancrees. En el nodul limfatic els limfocits autoreactius entraran en
contacte amb els antigens de les celllules beta, s’activaran i migraran cap al teixit.
Posteriorment els limfocits T podran retrobar I'antigen present en les cél-lules beta i es

reactivaran iniciant el procés d’insulitis (Figura 7A).

S’ha proposat com a possible factor desencadenant de I'autoimmunitat I'onada apoptotica
neonatal que es déna en la fase de remodelacié d’organs, que permetria a les APCs recollir i
presentar els antigens de les cél-lules beta. Aquest fet tindria conseqiiéncies patologiques pels
individus amb predisposicié per desenvolupar la malaltia, els quals tenen una poblacié

leucocitaria autoreactiva que podria activar-se davant d’antigens propis.

Els mecanismes que porten a la destruccié de les cel-lules beta en la DM1 no estan totalment
dilucidats, perd sembla que poden donar-se per diferents vies en les que els limfocits T CD8" o

citotoxics hi tenen un paper principal i probablement involucren:

1) La secrecié de citocines, incloent la IL-1, el TNFa i I'INFy per part de les diferents cél-lules
immunes infiltrades en els illots (Fig 7B). 2) La secrecid de quimiocines, induida per les
citocines, per les cél-lules endotelials. Les quimiocines incrementen el reclutament de cel-lules
immunes dins els illots i, juntament amb les citocines, activen els limfocits T CD8" (Fig. 7C). 3)
La produccid d’especies reactives d’oxigen, com el NO pels macrofags, les cel-lules

dendritiques i les propies cél-lules beta, les quals també secreten quimiocines en resposta a les
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citocines, magnificant el reclutament i I'activacio de les cél-lules immunes (Fig. 7D). 4) La
estimulacié de I'apoptosi induida pels limfocits T CD8" activats via:

a) L'expressié del lligand de Fas a la seva superficie (Fig. 7E) b) L’alliberament de perforina i
granzima (Fig. 7F) c) La uni6 de les citocines als seus receptors de superficie en les ceél-lules
beta: IL-1 activa NF-kB i les quinases PKC, p38 i JNK (Fig. 7 G). TNFa activa la caspasa 8, NF-kB,
la MAPK p38 i JNK (Fig. 7 H). INFy activa STAT-1 i la quinasa ERK (Fig. 7 1).
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Cal remarcar també, que les citocines secretades, addicionalment a la seva accié citotoxica
directa sobre els illots, exerceixen un rol important incrementant I'expressié de les molécules

MHC de classe |, les quals poden incrementar el reconeixement immune de les cél-lules.

Pel que fa a la via de la perforina, s’estimula quan les cél-lules T s'activen, mitjancant el
reconeixement dels complexos MHC-péptid especific en la superficie de les cél-lules diana,
produint-se una rapida polaritzacié dins els limfocits T citotoxics i induint la mobilitzacié dels
lisosomes secretors, que contenen granuls litics, al llarg dels microtubuls fins a la membrana
plasmatica on el contingut dels granuls, les proteines citotoxiques, s'allibera en I'espai
intercel-lular format entre el limfocit T i la cél-lula diana. La perforina o proteina formadora del
porus, homologa amb el component C9 del complement, s'insereix en la membrana de la
cel-lula diana i polimeritza, creant-se un porus i facilitant aixi I'entrada de granzimes, proteines
serina esterases, al citosol de les cél-lules diana, induint la mort cel-lular mitjangant I'escissié
de substrats cel-lulars citosolics. La induccié de I'apoptosi es déna tant a través de la via de les

caspases, com a través de vies independents de les caspases.

S’han identificat 11 granzimes en ratolins i cinc en els humans, les quals presenten dianes

diferents, el que determina que la mort mitjangant granzima resulti particularment eficac.

Addicionalment als danys causats per la perforina i les granzimas, els limfocits CD8" també
expressen el lligand de Fas que es troba als granuls litics i que, per tant, també s'allibera
juntament amb les altres proteines citotoxiques. Els illots expressen Fas
en un ambient inflamatori, sent aquesta una forma més per induir I'apoptosi per mitja de les

interaccions Fas - Fas lligand.

Aixi doncs, no existeix una Unica hipotesi que expliqui com es produeix I'atac autoimmunitari
gue acabara donant la destruccid cel-lular beta i I'aparici6 de la DM1. Diversos estudis en
animals transgeénics i knockout han indicat que el més probable és que es doni una combinacié

d’ambdds mecanismes, que de manera resumida serien:

1) la mort de la cel-lula beta es donaria de manera directa mitjancant el reconeixement per
part dels limfocits T citotoxics dels autoantigens que presenten les propies cél-lules beta
mitjancant les molécules del complex major d’histocompatibilitat (MHC). En aquest mecanisme

es requereix el contacte cel-lula T/cél-lula beta que podria produir-se per la via de la perforina
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i/o la interacci6 Fas-Fas lligand (Fas és el principal receptor de membrana que transmet senyals

de mort cap a l'interior de la cel-lula).

2) la mort de la cél-lula beta es produeix de manera indirecta, en aquest cas, la destruccid de
les cel-lules beta es donaria per mediadors citotoxics expressats pels limfocits T proxims a les
cél-lules diana. Autoantigens de les ceél-lules beta serien recollits per les APCs (macrofags o
cél-lules dendritiques) residents o reclutades als illots i presentats als limfocits T reactius. Com
a resultat de la interaccid limfocit T /APCs, els limfocits T activats destruirien directament les
cél-lules beta veines, bé a través de la via de la perforina i/o Fas-FasL, o bé per la produccié de
mediadors solubles (IL-1B, IFN-y, TNF-a, etc.) que induirien la mort de les cél-lules beta o
activarien els macrofags circumdants. A la vegada, les propies cél-lules beta podrien sintetitzar

alguns d’aquests mediadors solubles capacos de participar en el procés de destruccid.

En suma, la destruccié de les cél-lules beta en la DM1 sembla dependre de la interaccidé entre
macrofags i limfocits CD4" i CD8" que provoquen una lesié inflamatoria cronica en la qual les

citocines hi tenen un paper important.

3.3. Diabetis mellitus tipus 2

La diabetis mellitus tipus 2 (DM2) es caracteritza per un defecte en la secrecié d’insulina, massa

beta insuficient i resistencia periférica a la insulina.

En la patogenesi de la DM2 hi intervenen tant factors genetics com ambientals. Malgrat aquest
caracter multifactorial, la rapidesa amb que la DM2 ha augmentat en les ultimes décades
respon sobretot a les modificacions en I'estil de vida de les societats actuals. Els factors
ambientals que han afavorit I'epidémia d’obesitat, com el consum d’aliments altament calorics
i la disminucié de I'activitat fisica, han estat també determinants per I'expansié de la DM2
donat que I'obesitat és el principal factor de risc per desenvolupar la malaltia, sobretot a causa
de la seva associacid amb la resisténcia a la insulina. La condicié d’obés multiplica el risc de
patir diabetis per 10 en les dones, i per 11.2 en els homes (Field et al., 2001). La resistencia a la
insulina és un defecte estretament lligat a I'obesitat i, de fet, és la manera més important en

que aquesta ultima contribueix a I'aparicié de la diabetis.
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3.3.1. Patogenesi de la diabetis mellitus de tipus 2

La DM2 és el resultat de la combinacié de diverses anomalies en un mateix pacient:

- La resisténcia a la insulina, que determina una major demanda d’insulina per tal de poder

mantenir els efectes d’aquesta en els seus teixits diana.

- Una disfuncié en la cél-lula beta, que no permet respondre correctament a la major necessitat
d’insulina. Aquesta disfuncié de les cél-lules beta és la conseqliencia del seu esgotament degut
a l'augment de la demanda secretora que es produeix per contrarestar la resisténcia a la
insulina, la dessensibilitzacié de la cel-lula beta provocada per les altes concentracions de
glucosa i la lipotoxicitat. Algunes de les anomalies descrites en la secrecid d’insulina son:
I'abséncia de pulsacio en la secrecid, I'abséncia de la primera fase de la secrecié i la disminucié
de la segona fase de secrecid en resposta a la glucosa o l'augment de la secrecid per

proinsulina.

- Una reduccié de la massa de cél-lules beta productores d’insulina, molt probablement per un

augment de I'apoptosi.

La conseqiiéncia d’aquest conjunt d’anomalies és la impossibilitat del manteniment de la

normoglucémia.

La importancia de la resisténcia a la insulina en la patogénesi de la DM2 és un fet ampliament
acceptat. Es tracta d’'una anomalia que es pot detectar en la immensa majoria de diabetics de
tipus 2, i nombrosos estudis prospectius han demostrat que és present des dels estadis més

inicials de la malaltia.

El terme “resisténcia a la insulina” es defineix com la baixa resposta dels teixits diana de la
insulina als seus efectes metabolics. Les conseqliencies que se’n deriven son diferents segons el
teixit afectat. La insulina estimula la captacid i la utilitzacié de la glucosa en tot I'organisme,
pero preferentment en el muscul esquelétic. Conseglientment, la resisténcia a la insulina en el
muscul redueix significativament la utilitzacié de la glucosa circulant. La produccié hepatica de
glucosa esta fortament inhibida per la insulina. La falta de sensibilitat a insulina en el fetge
indueix un augment de la produccié de glucosa que, al seu torn, contribueix a agreujar la
hiperglucémia caracteristica de I'estat diabetic. El principal efecte de la insulina en el teixit

adipds és la inhibicié de la lipolisi. Per tant, la menor sensibilitat a la insulina en aquest teixit
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incrementa l'alliberament d’acids grassos lliures a la circulacid, els efectes dels quals sén
empitjorar encara més la resisténcia a la insulina en els altres teixits, donat I'ambient lipotoxic

gue s’hi origina (Gerich, 2003).

Ara bé, malgrat el seu important paper, la resistencia a la insulina no és suficient per
desencadenar la hiperglucémia. La millor prova d’aquest fet és que una gran part dels individus
obesos no arriben a desenvolupar DM2 (Mokdad et al., 2001), i que tampoc no presenten
hiperglucemia diversos models animals amb una severa obesitat o resisténcia a la insulina
(Nandi et al., 2004). S’"ha comprovat que en aquests casos, per evitar la diabetis, és decisiva la
capacitat de la cel-lula beta per adaptar la secrecié d’insulina al grau de sensibilitat a aquesta.
Aqguest procés d’adaptacid es coneix com a “resposta compensatoria de la cel-lula beta” i és el
resultat de la suma de dos processos: d’'una banda, I'increment de la secrecié d’insulina en
cada cél-lula beta i, de I'altra, 'augment de la massa cel-lular beta. El paper clau d’aquesta
resposta, ha generat un gran interés per definir els mecanismes que la fan possible. Pel que fa a
I'increment de la secrecié d’insulina, s’ha proposat que pot tenir lloc gracies a I'estimulacié de
certs factors circulants o per el sistema nervids parasimpatic, i a través d’un augment del
metabolisme de la glucosa o una major expressié d’insulina (Prentki and Nolan, 2006). En el cas
de la compensacid mitjancada per 'augment de la massa beta, no s’ha constatat la implicaci

de cap factor concret.

Diversos estudis longitudinals de pacients diabeétics tipus 2 han mostrat que durant I'estat
prediabétic té lloc aquest increment de la insulinemia, fet que demostra l'intent de
compensacié per part de la cellula beta. Tanmateix aquesta hiperinsulinémia només
aconsegueix mantenir la normoglucémia durant un cert temps, ja que el deteriorament
progressiu de la cel-lula beta condueix a I'aparicié de la intolerancia a la glucosa en primer lloc,
i de diabetis en ultim terme (Lillioja et al., 1993). Aixi doncs, la manca d’'una resposta
compensatoria eficient per part de la cel-lula beta estaria causada per anomalies que poden

afectar la secrecio d’insulina o bé impedir el creixement adequat de la massa de cel-lules beta.

Efectivament, ha estat descrit que en el desenvolupament de la DM2 hi participa una reduccio
de la massa de cél-lules beta que no permet fer front a I'augment en la demanda metabolica
generada per la resisténcia a la insulina (Prentki and Nolan, 2006). Aquesta reduccié en la
massa beta s’ha demostrat en els models de diabetis 2 i més recentment s’ha confirmat de

manera clara en humans, en els que es detecta abans de I'aparicié de la hiperglucémia (Butler
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et al., 2003; Rahier et al., 2008). A més, també s’ha determinat que la freqiiencia de cel-lules
beta apoptotiques esta augmentada en els pancrees de malalts diabétics tipus 2. Aquestes
dades suggereixen que el mecanisme a través del qual es redueix la massa beta en la diabetis

tips 2 és 'augment de la mort cel-lular per apoptosi.

Cal remarcar que en els darrers anys s’han assolit progressos substancials en la identificacié de
loci de risc pel desenvolupament de la diabetis tipus 2 mitjancant estudis d'associacié del
genoma complet (GWAS, de I'anglés Genome-Wide Association Study). | és també interessant,
pel tema de la present tesi, fer esment a I'associacié descrita entre la proteina d’unid al factor
de creixement similar a la insulina 2 (IGFBP2), que s’uneix als elements leader de les regions no
traduides dels transcrits del factor de creixement similar a la insulina 2 (IGF2) i regula la
traduccié d’IGF2 durant el desenvolupament tarda en mamifers (Nielsen et al., 1999), i la

diabetis tipus 2 (Saxena et al., 2007; Scott et al., 2007; Zeggini et al., 2007).

En definitiva, es creu que molts dels defectes descrits sédn hereditaris i actuen com a factor
predisposant per al desenvolupament de la DM2. La coincidéncia entre la predisposicid
genetica i la resisténcia a la insulina adquirida a causa de |'obesitat, provocaria que la cél-lula
beta acabés fallant en veure’s forcada a secretar insulina per sobre de la seva capacitat. A
mesura que la malaltia avanca, també contribueixen al deteriorament altres anomalies
adquirides, provocades tant per la propia hiperglucémia (glucotoxicitat) com per I'ambient

lipotoxic derivat de I'obesitat (Leahy, 2005).
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4. CITOCINES PROINFLAMATORIES

Les citocines sén mediadors peptidics de la comunicacié de I'estrés intercel-lular que fan el seu

efecte mitjancant accions autocrines, paracrines i endocrines.

Practicament totes les cél-lules nucleades produeixen i responen a citocines quan es troben en
determinades condicions, principalment en resposta a senyals d'estres i paral-lelament a les

seves funcions diferenciades.

El grup de les citocines engloba diversos centenars de proteines individuals, incloent 37
interleucines (ILs) i una multitud de quimiocines. Moltes d'aquestes molécules tenen funcions
redundants, d’altres en canvi provoquen reaccions cel-lulars especifiques, i es discuteix si les
citocines també tenen propietats homeostatiques, és a dir, si contribueixen al manteniment de
la fisiologia cel-lular normal. Les citocines sdn mediadors centrals de la inflamacié mitjangant el
seu rol en el control de la resposta immune innata i adaptativa, aixi com en el dany tissular, la

defensa, la reparacio i la remodelacié.

Tradicionalment les citocines s’han dividit en proinflamatories (ex. IL-1, IL-6, TNF-a, TGF-B) i
antiinflamatories (ex.IL-1Ra, IL-4, IL-10, IL-13). Les citocines efectores de funcions
proinflamatories poden ser inhibides per citocines antiinflamatories o antagonistes especifics
dels receptors de citocines. En un elevat niumero de patologies s’ha observat una variacié en el

balang entre les citocines pro- i antiinflamatories (Opal and DePalo, 2000).

4.1. Familia de la interleucina 1 (IL-1)

La familia de la IL-1 esta formada, d’'una banda, per mediadors proinflamatoris entre els que
trobem els lligands: la interleucina 1 alfa (IL-1a) i la interleucina 1 beta (IL-1PB), el receptor tipus
1 (IL-1R1), proteines lligades als receptors com la proteina accessoria (IL-1RacP), la proteina
quinasa associada al receptor (IRAK) i I’enzim convertidor d’IL-1 (ICE)/caspasa 1 (CASP1), i de
I'altra banda, per mediadors antiinflamatoris que inclouen: |'antagonista del receptor

d’interleucina 1 (IL-1Ra) i el receptor de tipus 2 (IL-1R2) (Fig. 8).

Les dues isoformes de la IL-1 (o i B) estan codificades per diferents gens perd estan

estructuralment relacionades i, a I'igual que el IL-1Ra, sén glicoproteines que es secreten i
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s’uneixen als receptors de la IL-1. Els dos receptors (IL-1R1 i IL-1R2) sén el producte de dos gens
diferents i en humans les seves principals fonts cel-lulars sén els fagocits mononuclears, els

fibroblasts, els queratinocits i els limfocits Ti B.

4.1.1. La interleucina 1 (IL-1)

Tant la IL-1a com la IL-1P es sintetitzen com a precursors glicosilats. La citocina proinflamatoria
IL-1B es sintetitza com a proteina immadura de 31 kDa anomenada pro-IL-1B. La pro-IL-1P es
manté en el citosol fins que és tallada proteoliticament per I'enzim convertidor d’IL-1
(ICE)/caspasa 1 (CASP1) i esdevé la forma madura de la IL-1B de 17.5 kDa. (Fig. 8). Una petita
guantitat de la pro-IL-1B pot ser exportada fora de la cél-lula quan es bloqueja I'activitat ICE.
S’ha determinat que la sobreexpressid d’ICE potencia la mort cel-lular mitjangada per Fas, i en

canvi la inhibicio de I'activitat ICE evita aquest tipus d’apoptosi.

La secrecié de la IL-1 es déna des de diversos tipus cel-lulars i és induida per diferents estimuls
inflamatoris, com productes bacterians (per exemple LPS), altres citocines (per exemple TNFa) i

lipids bioactius (per exemple el factor activador de plaquetes).

Els efectes sistéemics de la IL-1 es reflecteixen en la regulacié de la taxa de metabolisme basal,
els nivells de glucosa en sang, la pressié sanguinia, el metabolisme del ferro i la remodelacié de
I'os (Dinarello, 1996). A més la IL-1 s’ha descrit com a una molécula critica per I'enllag entre el
sistema immune i neuroendocri, participant en processos com la regulacié térmica i la
percepcié del dolor i de la gana. La IL-1 promou l'adhesié de neutrofils i altres cel-lules
mitjancant I'estimulacié de I'expressié de molécules d’adhesié com les molecules d’adhesié
intercel-lular (ICAM-1/CD54), la molecula-1 d’adhesié cel-lular vascular (VCAM-1/CD106), i la L-
selectina (Tsang et al., 1997). A més, la IL-1 té diversos efectes deleteris sobre les cél-lules

pancreatiques, com descriurem en els seglients apartats.

4.2. Senyalitzacié intracel-lular d’interleucina 1 (IL-1)

La IL-1 s’uneix al receptor IL-1R, encarregat de transduir el senyal cap a l'interior de la cél-lula, a

través de la interaccio amb dos dominis, aquesta unié provoca un canvi conformacional i el
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reclutament de la proteina accessoria formant el complex actiu que sera internalitzat i

desencadenara la transduccid del senyal i la induccié de I'accié biologica.

La interaccid de la IL-1 amb el seu receptor indueix senyals bioquimics i de senyalitzacié com la
fosforilacié de multiples proteines i I'activacié de fosfatases (Brooks and Mizel, 1994; Kuno and
Matsushima, 1994; O'Neill, 1995). Ara bé, no ha estat identificat I'ordre dels events que es
donen en la cascada de senyalitzacid, tot i que se sap que sén especifics depenent del tipus
cel-lular. En general esta acceptat que les principals vies de transduccio de senyal activades per

la IL-1 son la via del factor de transcripcié NFkB, la via de PKC i la de MAPK/p38/INK (Fig 8).

IL-1R2 s
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diana: iNOS, Fas, COX-2, etc Nucu

Figura 8. Esquema de la via de transduccié de senyal i la sintesi de la IL-1B. Modificat de (Risbud and

Shapiro, 2014).
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S’ha descrit que la IL-1B activa la via de la quinasa N-terminal c-Jun (JNK) en les cél-lules beta
(Major and Wolf, 2001). Les JNK sén quinases activades per mitogens (MAPK) que responen a
estimuls d’estrés i estan implicades en la transmissié de I'estrés i en la senyalitzacié apoptotica
en diversos tipus cel-lulars. L'activacié de les JNK s'aconsegueix mitjancant la fosforilacié dual
de la Thr183 i la Tyrl85 per les MAP quinasa quinases especifiques, MKK4 MKK7, que al seu
torn son activades per una MAPK (Chang and Karin, 2001). Les JNK tenen un paper fonamental
en l'apoptosi de les cél-lules beta mitjancada per citocines com suggereix la prevencié de
I'apoptosi resultant de la inhibicié de la via de les JNK (Ammendrup et al., 2000; Bonny et al.,
2001). A més, I'activacio de les INK esta implicada en la reduccié de I'expressio del gen de la
insulina deguda a I’estrés oxidatiu en les cél-lules beta, s’"ha determinat que la supressid de les
vies de les JNK protegeix les cél-lules beta de I'estrés oxidatiu (Kaneto et al., 2002). Per tant,
fortes evidéncies apunten a les JNK com a reguladors clau de la funcid i I'apoptosi de les
cel-lules beta. No obstant aix0, els esdeveniments que regulen I'activacié de les JNK per part de
la IL-1B en les cél-lules productores d'insulina segueixen sent en gran part desconeguts. La
comprensié d'aquests mecanismes pot portar a la identificacié de dianes per a la intervencio

farmacologica pel tractament de la diabetis i la fallada de I'empelt d'illots.

Cal esmentar també, que els efectes de la IL-1 estan estretament controlats per diversos
inhibidors d'origen natural, com sén el IL-1Ra, el IL-1R2 i altres receptors solubles (Fig 8). L'Us
d'antagonistes de la IL-1 ha estat associat amb efectes beneficiosos en pacients amb condicions
autoinflamatories hereditaries relacionades amb I'excés de senyalitzacié d'IL-1, com
criopirinopaties i la deficiencia d'IL-1Ra (revisat per (Banerjee and Saxena, 2012). L'activitat
antagonista d'IL-1Ra es basa en la seva capacitat per unir-se al IL-1R1 amb gairebé la mateixa
afinitat que la IL-1a i la IL-1B i bloquejar d’aquesta manera la formacié de I’heterodimer IL-
1R1/IL-1RACP interrompent la transduccié del senyal (Fig. 8). A diferéncia de la IL-1B, el IL-1Ra
té només un lloc d'unié, per tant, actua amb els receptors mitjancant la interaccié amb un sol
domini i aquesta unié no és suficient perqué es doni el canvi conformacional del IL-1R1
impedint 'acoblament de la proteina accessoria i evitant d’aquesta manera la formacié del
complex actiu i la transduccioé del senyal. Tot i que la afinitat d'unié del IL-1Ra al IL-1R1 és alta,
es necessita una concentracié molar d’entre 10-100 vegades superior per inhibir I'activitat de la
IL-1 (Dinarello, 1996). A més, la unié d’IL-1Ra al receptor tipus 1 presenta afinitat diferent
depenent si el receptor es troba en forma soluble (Kd = 70 pM) o ancorat a la membrana

citoplasmatica (Kd = 200 pM).
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4.3.IL-1B i cél-lula beta

La interleucina 1 té diversos efectes deleteris sobre les cél-lules pancreatiques. In vitro,
I'exposicié dels illots pancreatics a la IL-1B sola o en combinacié amb l'interferé gamma (IFN)-y
i/o el factor de necrosi tumoral alfa (TNFa) indueix la mort cel-lular beta en illots de ratoli, de
rata i humans (Eizirik and Mandrup-Poulsen, 2001; Mathis et al.,, 2001; Saldeen, 2000),
condueix a un deteriorament de funcié de les cel-lules beta (Eizirik and Mandrup-Poulsen,
2001) i inhibeix la seva replicacié (Eizirik et al., 1990; Maedler et al., 2001; Sjéholm, 1991;
Southern et al., 1990a; Téllez et al., 2005). /n vivo, la IL-1 és un mediador clau de la inflamacio,
la febre i la resposta de fase aguda i té importants funcions en la defensa immune innata
contra els microbis, el trauma i I'estres, a més, es tracta també d’una molécula efectora
implicada en la destruccié tissular i la fibrosis. La IL-1 té un paper clau en la destruccio de les
cél-lules beta pancreatiques que es déna en la diabetis mellitus tipus 1 i tipus 2 i 'increment de
la mort beta els primers dies després del trasplantament d’illots pancreatics. L’evidencia del
paper de la IL-1B en la mort de les cél-lules beta in vivo es va observar en ratolins NOD
deficients per IL-1R, els quals presentaven un retard en I'aparicio de la diabetis (Thomas et al.,
2004). A més, el bloqueig de la senyalitzacié de la IL-1 amb I'antagonista del receptor de la IL-1,
endarrereix I'aparicié de la diabetis en ratolins NOD, evita la induccié de la diabetis mitjancant
multiples dosi de STZ, prolonga la supervivéncia dels al-loempelts d’illots, impedeix la
recurrencia de la hiperglucemia en ratolins NOD diabétics després del trasplantament d’illots i

millora el pronostic del trasplantament en un model singénic (Téllez et al., 2007).

4.3.1.1L-1B i funcid de la cél-lula beta

La primera evidencia de que les citocines alteren la funcid beta es va tenir al cultivar illots amb
el sobrenedant de cultius de macrofags i es va observar la inhibicid de la secrecié de la insulina
(Mandrup-Poulsen et al., 1985). Posteriorment es va determinar que el principal factor

inhibidor era la IL-1 (Mandrup-Poulsen et al., 1986).

El grau d’inhibicié de la secrecié d’insulina depéen de les concentracions d’IL-1B i del temps
d’exposicié a la citocina, indicant que la inhibicié de la secrecié d’insulina depén de la sintesi

proteica de novo.
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Els efectes inhibitoris de la IL-1B sobre la funcié beta sén reversibles, aixi illots de rata culivats
15 h amb IL-1P restableixen la secrecié normal després de 4 dies de cultiu en medi lliure de la
citocina (Palmer et al., 1989). A més aquesta inhibicid és especifica de les cél-lules beta, ja que
la secrecié de glucagd no es troba afectada per la citocina (Ling et al., 1998). Aquesta toxicitat
selectiva podria ser deguda a que la IL-1B indueixi I'expressié d’iNOS exclusivament en cél-lules
beta (Eizirik et al., 1993). L’oxid nitric produit inhibeix I'aconitasa (Scarim et al., 1997), enzim
del cicle de Krebs, aquesta inhibicid pot provocar un defecte en el metabolisme de la glucosa
conduint a una disminucid de la produccié d’ATP i la inhibicié de la secrecid d’insulina. Per altra
banda, també s’ha descrit que el bloqueig d’iNOS evita la inhibicié de la secrecié d’insulina en
cel-lules exposades a IL-1B. Per tant, la inhibicié de la secrecié d’insulina induida per la IL-18 es

deu en gran part a 'augment de la produccié d’oxid nitric (NO).

Cal remarcar I'existéncia de diferéncies importants en els efectes de la IL-1B sobre els illots
pancreatics de diferents especies. Entre els illots de ratoli, rata i huma, els illots de rata sén els
més sensibles als efectes deleteris de la citocina, en canvi existeixen discrepancies pel que fa

als efectes de la IL-1P sobre els illots humans.

4.3.2. 1L-1B i viabilitat de la cél-lula beta

Diversos estudis han posat de manifest que I'exposicié dels illots pancreatics a la IL-1B, sola o
en combinacid amb l'interfer6 gamma (IFN)-y i/o el factor de necrosi tumoral alfa TNFa,
indueix la mort cel-lular beta en illots de ratoli, de rata i humans (Eizirik and Mandrup-Poulsen,

2001; Mathis et al., 2001; Saldeen, 2000).

La mort induida per la IL-1B es ddna tant per processos necrotics com per apoptotics. D’'una
banda, ha estat descrit que la IL-1B provoca una fragmentacio del DNA, caracteristica tipica del
procés apoptotic, aixi com un augment en els nivells de ceramides i de molécules implicades en
la senyalitzacié de I'apoptosi (Rabinovitch et al., 1994; Welsh, 1996), de I'altra, s’ha determinat
un augment dels nivells d’oxid nitric en cél-lules beta exposades a IL-1B, fet que es relacionaria

amb un augment de la necrosi (Zumsteg et al., 2000).

Al igual que pels efectes de la IL-1B sobre la funcié de les cél-lules beta, els efectes de la

citocina sobre la viabilitat beta sén variables entre especies. Per induir un augment de la mort
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cel-lular a illots de ratoli cal exposar-los a la combinacié IL-1B, IFN-y i TNFa, que provocara la
mort cel-lular tant per necrosi com per apoptosi (Hoorens et al., 2001; Pavlovic et al., 1999). Els
illots humans també responen a aquesta barreja de citocines pero en aquest cas la mort que
s’'indueix és basicament per apoptosi (Delaney et al., 1997). Finalment, la IL-1B sola provoca la

mort per apoptosi de les cél-lules beta dels illots de rata.

També s’ha determinat que I'efecte de les citocines és diferent en cel-lules beta aillades o en
illots sencers. En cel-lules beta de rosegador aillades el tipus de mort que predomina és
I’'apoptosi (Hoorens et al., 2001), en canvi, quan és l'illot sencer el que s’exposa a les citocines,
principalment augmenta la necrosi, mentre que I'apoptosi ho fa en menor grau (Saldeen,
2000), quest fet fa pensar que en els illots sencers de ratoli es produeixen concentracions locals
d’oxid nitric més elevades que en les cél-lules aillades (Hoorens et al., 2001). L’augment de les
concentracions de NO serien les responsables de I'activacié de I'0xid nitric sintasa (iNOS) la
gual tindria un paper important en la necrosi induida per citocines en les cel-lules beta de
rosegadors. Pel contrari, en el cas dels illots humans, en que I'exposicié a la combinacié de
citocines indueix la mort basicament per apoptosi, el NO no hi jugaria cap paper, tal i com es va
demostrar amb I’Us d’inhibidors de I'iINOS, que no van tenir cap efecte sobre I'apoptosi dels

illots humans exposats a citocines (Delaney et al., 1997).

4.3.3.IL-1B i proliferacié de la cél-lula beta

La IL-1B també exerceix efectes inhibitoris sobre la replicacio de les cél-lules beta
pancreatiques (Eizirik et al., 1990; Maedler et al., 2001; Sjoholm, 1991; Southern et al., 1990b;
Téllez et al., 2005), ara bé, aquests efectes de la citocina sobre la proliferacié beta han estat

menys estudiats.

En un model de trasplantament d’illots pancreatics, el nostre grup ha descrit que la
sobreexpressié de I'antagonista del receptor d’IL-1 en els illots trasplantats, augmenta la
replicacié i la massa beta (Téllez et al., 2007), suggerint que la IL-1B té un rol important en la

inhibicid de la replicacié beta i la reduccié de la massa beta.

Per tant, la IL-1B pot tenir un doble paper en la pérdua de la massa beta, per una banda induint

la mort cel-lular beta i per I'altra inhibint la replicacié de les cel-lules beta.
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4.4. 1L-1B i la diabetis mellitus

Les citocines proinflamatories i en particular la IL-1B tenen efectes clarament deleteris sobre
les cél-lules beta pancreatiques i contribueixen de forma important al dany cel-lular beta en la
diabetis tipus 1 (Eizirik and Mandrup-Poulsen, 2001; Mandrup-Poulsen, 1996) i també en el
desenvolupament de la diabetis tipus 2 (Féve and Bastard, 2009; Guest et al., 2008; Larsen et

al., 2007; Maedler et al., 2002b; Sathyapalan and Atkin, 2011).

4.41.1L- 1B i la diabetis mellitus tipus 1

El paper de la IL-1B, conjuntament amb el de altres diverses citocines proinflamatories esta
ampliament acceptat en el desenvolupament de la diabetis tipus 1, tant a nivell del sistema
immune com a nivell de les cél-lules beta (Eizirik and Mandrup-Poulsen, 2001; Rabinovitch and

Suarez-Pinzon, 2003).

Com s’ha comentat, la senyalitzacié de la IL-1 participa en la disfuncié de les cél-lules beta i la
seva destruccié a través de NF-kB i les vies de les quinases activades per mitogens, que
condueixen a I'estrés mitocondrial i del reticle endoplasmatic i, finalment, a la activacié de la

magquinaria apoptotica.

A més, la IL-1f actua sobre la regulaci6 dels limfocits T. L’efecte modulador de la IL-18 en la
interaccio entre els sistemes immunes innat i adaptatiu i els seus efectes sobre les cél-lules
beta fan d’aquesta molécula un potencial objectiu d’intervencié en la diabetis mellitus
autoimmune. L'eliminacié geneética o farmacologica de la accié de la IL-1 redueix la incidéncia
de la malaltia en models animals de diabetis mellitus tipus 1, els quals apunten a un paper
modulador de la citocina a nivell de la funcié del sistema immune, en la sensibilitat a la insulina
o en la funcié beta pancreatica (Eizirik and Mandrup-Poulsen, 2001; Mandrup-Poulsen, 1996),
aixi com en assaigs clinics en que s’han comencat a estudiar la factibilidad, seguretat i eficacia

del bloqueig de la IL-1 com a tractament en pacients amb DM1.

Per altra banda, la inhibicido de la accié de la IL-1 té una eficacia clinica en moltes malalties
inflamatories, com sén els trastorns hereditaris autoinflamatoris, la febre hereditaria familiar,

la gota, I'artritis reumatoide i la diabetis mellitus tipus 2 (DM2). La DM2 és una malaltia
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metabolica causada per la resistéencia a la insulina i la fallada beta i ambdues alteracions

presenten components inflamatoris.

4.4.2.1L-1B i la diabetis mellitus tipus 2

Estudis recents realitzats en models animals, cultius cel-lulars i assaig clinics, proporcionen
evidencies que donen suport a un paper causal de la IL-1B com a agonista primari en la péerdua
de la massa beta que es déna en la diabetis tipus 2. In vitro, el procés autoinflamatori mitjancat
per la IL-1B resulta en la mort cel-lular beta. L’autoinflamacié ve donada per la glucosa, els
acids grassos lliures, la leptina i la propia IL-1B. Per I'activitat de la IL-13 es requereix la caspasa-
1il'alliberament d’acids grassos per part dels adipocits.

La hipotesi que el desequilibri entre la IL-1B i I'antagonista del receptor d’IL-1 (IL-1Ra)
determina la inflamacid de l'illot té cada vegada més suport. El bloqueig del receptor de IL-1
amb anakinra, la forma recombinant del IL-1Ra, o la seva neutralitzacié amb anticossos, indica
gue la reduccié de l'activitat de la IL-1B és suficient per corregir la produccié disfuncional
d’insulina en la diabetis tipus 2, incloent la possibilitat que la supressié de la inflamacié

mitjancada per la IL-1B en el microambient dels illots permeti la seva regeneracié.

La diabetis tipus 2 es manifesta per la hiperglucémia que resulta de la resisténcia a la insulina i
la disminucid de la seva secrecid. La inflamacid és un event clau estretament associat amb la
seva fisiopatologia. Els nivells de diferents citocines pertanyents a la familia de la IL-1, com el
IL-1Ra i la IL-18, en pacients diabétics tipus 2 s'han sumat a la creixent evidencia que la diabetis
tipus 2 és un estat inflamatori cronic de grau baix. Les concentracions de diverses proteines de
fase aguda, citocines i quimiocines, son elevades en els pacients amb diabetis tipus 2 en
comparacio amb els individus sense la malaltia i, en particular, els nivells de la citocina pro-
inflamatoria IL-1B, la qual, tal i com ja s’"ha mencionat, inhibeix la funcié de les cel-lules i en
promou l'apoptosi. En definitiva doncs, podriem dir que la diabetis tipus 2 és un estat
proinflamatori, amb augment dels nivells de citocines circulants, el que suggereix un paper

causal de la inflamacié en la seva etiologia.

L'aspecte estructural i funcional de la familia de la IL-1 ha estat descrit per diversos grups, pero
la important variacié genética de les citocines en diferents poblacions fa necessari

I"'aprofundiment dels estudis d'associacié dels polimorfismes genetics de la familia dels gens de
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la IL-1i altres citocines pro- i antiinflamatories per poder determinar els haplotips indicadors de

susceptibilitat per a la diabetis tipus 2 en diverses poblacions.

No obstant aix0, els mecanismes reals de I'enorme nombre de citocines requerira posteriors
investigacions per tal d'explicar la relacié entre la inflamacié cronica i l'activacié del sistema
immune en la patogenesi de la diabetis tipus 2. Per tant, seran necessaris nous estudis sobre
mediadors immunologics pro-i anti-inflamatoris per donar suport a la hipotesi que la inflamacié
de grau baix contribueix al desenvolupament de la diabetis tipus 2, tant mitjancant la induccio
de la resisténcia a la insulina com per la reduccié de la secrecié d'insulina (revisat per

(Banerjee and Saxena, 2012)).

4.5. IL-1B i la destruccid dels illots pancreatics trasplantats

Pel que fa al trasplantament d’illots pancreatics, s’ha descrit que els primers dies després del
trasplantament es déna un procés inflamatori inespecific i independent del rebuig que podria
afectar la viabilitat i la funcié dels illots trasplantats (Biarnés et al., 2002). Aquesta inflamacio
inespecifica podria ser una de les causes de la gran péerdua de massa beta que es dona aquests
primers dies post-trasplantament. En el nostre grup hem descrit un augment de I'expressié del
gen de la IL-1B i d’INOS en els empelts d’illots singénics els primers dies després del
trasplantament (Montolio et al., 2007a; Montolio et al., 2007b). També hem demostrat que la
IL-1 juga un paper important en la pérdua de la massa beta trasplantada, ja que amb la
inhibicié de la senyalitzacié d’IL-1 s’aconsegueix augmentar la replicacid i la massa de les
cél-lules beta i millorar el pronostic del trasplantament d’illots (Téllez et al., 2007). Aquests
resultats, conjuntament amb els obtinguts per Ozasa et al. (Ozasa et al., 1997) en que
confirmen un augment de I'expressio d’IL-1B en empelts d’illots, tant al-logenics com singénics,
post-trasplantament, i amb l'estudi de Gysemans et al. (Gysemans et al., 2003) en que
determinen un increment d’IL-1B, TNF-a, NF-kB i altres citocines en empelts d’illots xenogénics
a les 8 hores del trasplantament, donen suport a la hipotesi que la inflamacié no especifica que
té lloc els primers dies després del trasplantament d’illots pancreatics pot afectar negativament
la funcié i la viabilitat de les cel-lules beta trasplantades i que la IL-1B pot tenir-hi un paper molt

important.
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5. TERAPIES PER LA DIABETIS

Actualment el tractament per la diabetis tipus 1 consisteix en I'administracié d’insulina
exogena. Es tracta d’un tractament substitutiu que, malgrat ser molt efectiu, presenta
importants limitacions, la principal de les quals és la incapacitat per mantenir un control
glucémic normal, fet que pot desencadenar I'aparicid de les complicacions croniques de la

malaltia.

Cal esmentar pero, que amb les pautes de tractament intensificat actuals alguns malalts
aconsegueixen bons controls glucémics que permeten retardar I'aparicié de complicacions

cliniques a llarg termini.

Actualment s’han intensificat els estudis que tenen com objectiu el desenvolupament de
tractaments curatius per la diabetis. Les terapies en desenvolupament s’orienten, d’una banda,
a aturar la lesié autoimmune que es déna en la diabetis tipus 1, i de I'altra, al restabliment de la

massa beta, que es troba disminuida tant en els malalts diabétics tipus 1 com tipus 2.

Les dues vies mitjangant les quals es podria assolir el restabliment de la massa beta en malalts
amb diabetis son, per un costat la regeneracié de la propia massa beta del pacient, i per I'altre
la restauracié de la massa cel-lular beta per implantacié de cél-lules productores d’insulina

provinent d’una font externa.

5.1. Terapia regenerativa

La regeneracié de la massa cel-lular beta en la diabetis pot donar-se principalment mitjangant
dos mecanismes, el primer és la proliferacié de les cél-lules beta residuals, i el segon la

generacio de noves cel-lules beta a partir de precursors pancreatics.

Pel que fa a la proliferacid, un punt important a considerar en l'aplicacié de la terapia
regenerativa per el tractament de la diabetis és avaluar si els pacients diabétics tipus 1
mantenen cel-lules beta residuals. Malgrat classicament es creia que la pérdua de la massa
beta era total en els diabeétics tipus 1, el grup de Butler va descriure en un analisis retrospectiu
realitzat en una série d’autopsies, que un important subgrup de pacients amb diabetis tipus 1

mantenien cel-lules beta residuals (Meier et al., 2005). Més recentment, I'estudi de pancrees
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de donants en que la diabetis havia tingut una aparicié molt primerenca va demostrar també la
presencia de cel-lules beta residuals (Gianani et al.,, 2010). L’existéncia de cél-lules beta en
aquests subjectes podria ser una evidencia indirecta de regeneracié, tal com van concloure
Butler i col-laboradors basant-se principalment en la deteccié d’apoptosi en les céel-lules beta
residuals, fet que suggereix I'existéncia de regeneracid per contrarestar-la i poder explicar la

presencia de cél-lules beta.

Un estudi recent ha posat de manifest I'existéncia d’'una gran variabilitat en els patrons de
pérdua de cel-lules beta al llarg del temps, tant entre pacients diabétics tipus 1 com entre
diferents regions dins d’'un mateix pancrees, podent-se trobar arees on la manca d’insulina és

total i altres zones on se’n pot detectar clarament I'expressio (Coppieters et al., 2012).

Ara bé, altres dades semblen indicar que la regeneracié beta podria no donar-se en la diabetis i
en el cas que es presentes seria un fenomen poc comu i poc robust, considerant el fet que una
part molt important de pacients amb un llarg historial de diabetis tipus 1 presenten una manca

total de cél-lules beta (Gianani, 2011).

Pel que fa a la generacié de noves cél-lules beta a partir de precursors no endocrins, la terapia
regenerativa es basa en la capacitat d’algunes cél-lules per convertir-se en altres tipus cel-lulars
amb un fenotip diferent. Aquest procés de conversié es el que coneixem com a diferenciacio
cel-lular, i la capacitat que té cada cel-lula per modificar el seu fenotip en funcié dels senyals
gue rep s’anomena plasticitat cel-lular. Les cél-lules que posseeixen I’habilitat d’autorenovar-se
i diferenciar-se en altres tipus cel-lulars son les denominades cél-lules mare i constitueixen un

interessant potencial terapeutic.

Existeixen quatre grups de cél-lules mare: Les totipotents, que es formen a partir del zigot
durant els 2-3 primers dies i tenen la capacitat de generar tots els diferents tipus cel-lulars de
I'organisme, incloent els teixits embrionaris i extraembrionaris. Les pluripotents o cel-lules
mare embrionaries, que s’extreuen de I’'embrié als 4-5 dies posteriors a la fecundacié de I'oocit
i poden donar lloc a qualsevol tipus cel-lular dels llinatges embrionaris (ecto, meso i endoderm)
aixi com al sac vitel-li i al llinatge germinal. Les multipotents, que tenen la capacitat de generar
gualsevol tipus cel-lular del propi llinatge embrionari, per exemple les cél-lules mare

mesenquimals del moll de I'os, de naturalesa mesodérmica, poden donar lloc a totes aquelles
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cel-lules que tinguin el mateix origen mesodéermic. | per ultim les unipotents, amb la capacitat

d’autorenovar-se i diferenciar-se cap a un tipus cel-lular concret.

En I'embrié les cél-lules beta pancreatiques s’originen a partir de cel-lules precursores
multipotents que sén comuns pel compartiment exocri i endocri. Aquestes ceél-lules
progenitores, d’origen endodérmic, es troben en els extrems de I'arbre ductal proto-diferenciat
gue es forma per invaginacié de I'epiteli al voltant del dia E9.5 del desenvolupament
embrionari de ratoli, i es caracteritzen per expressar Pdx-1, Ptfla (de I'anglés Pancreas
Transcription Factor subunit-1), cMyc i CPA (Carboxipeptidasa A) (Zhou et al., 2007).

Malgrat que a dia E9.5 es poden trobar algunes cél-lules endocrines, majoritariament cél-lules
alfa, no és fins als dies E10.5 - E13.5 del desenvolupament embrionari quan s’inicia la gran
onada de diferenciacié del compartiment endocri del pancrees, periode anomenat “transicio
secundaria” que s’allarga fins el dia E16.5 (revisat a (Jgrgensen et al., 2007; Oliver-Krasinski

and Stoffers, 2008)).

Els dltims anys s’han identificat diversos marcadors dels progenitors de les cél-lules endocrines
mitjancant tecniques de marcatge genetic, que han permes fer el seguiment del llinatge d’un
tipus cel-lular concret, fet que ha significat un gran aveng en la biologia del desenvolupament i

la medicina regenerativa.

L’analisi i els diferents estudis de la regeneracié de la cél-lula beta pancreatica en el pancrees
adult esta detallat el I'apartat (2.1.1.) d’aquesta introduccié i tot i que es tracta d’'un camp que
genera una important controversia, tant pel que fa a quin és el tipus cel-lular progenitor, com
sobre la importancia dels mecanismes de neogenesi en I'adult, la regeneracié pancreatica
representa una eina terapéutica molt esperancadora per la curacié de la diabetis (Butler et al.,

2010; Halban et al., 2010).

5.2. Terapia substitutiva

L'altre estrategia per substituir la massa beta perduda en la diabetis és la reposicid de les

cél-lules productores d’insulina a partir d’'una font externa.
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5.2.1. Trasplantament de pancrees

Fins ara I"Gnica via pel restabliment de la normoglucémia a llarg termini en malalts diabétics
tipus 1 havia estat el trasplantament de pancrees. Amb el trasplantament de pancrees
s’aporten les cél-lules beta necessaries per a la produccié d’insulina segons el requeriment
fisiologic de I'organisme, evitant d’aguesta manera els problemes secundaris que resulten dels
periodes d’hiperglucemia i hipoglucémia. Segons les ultimes dades aparegudes al registre
internacional de trasplantament de pancrees (International Pancreas Transplant Registry)
(Gruessner, 2011) s’han registrat més de 35.000 trasplantaments de pancrees en tot el mdn.
Actualment un 80% dels pacients trasplantats aconsegueixen la insulino-independéncia durant
un minim de 3 anys (Berney et al., 2005). El trasplantament de pancrees millora
substancialment la qualitat de vida dels pacients i disminueix el risc d’aparicié de complicacions
com la nefropatia, neuropatia i retinopatia degudes a la diabetis (Fioretto et al., 1998; Navarro

et al., 1997).

Ara bé, malgrat els resultats positius del trasplantament de pancrees, s’ha de tenir en compte
gue es tracta d’un procediment quirdrgic complex i de risc. En I'actualitat tot i que el grau de
mortalitat ha disminuit, es situa sobre el 5% el primer any després del trasplantament i sobre el
15% als 5 anys (Gruessner, 2011). També s’ha de tenir en compte que a més necessita una
immunosupressio cronica del pacient que pot provocar risc d’infeccions, formacié de tumors i
complicacions renals a llarg termini (Pipeleers et al., 2002). Per tant, la relacid riscos vs
beneficis és superior respecte el tractament amb insulina, aquest fet en limita I'Us a pacients
diabetics tipus 1 que necessiten un doble trasplantament, habitualment de ronyé, i que de

totes maneres s’han de sotmetre a un tractament immunosupressor.

5.2.2. Trasplantament cel-lular

La DM1 és un candidat excel-lent per les terapies de reemplacament de cel-lules degut a que
esta provocada per la falta d’un dnic i ben definit tipus cel-lular: la cél-lula beta. A més el
trasplantar Unicament les cel-lules encarregades de censar la glucosa i secretar insulina pel
restabliment de la massa beta perduda en la diabetis, representa una bona alternativa al
trasplantament de pancrees sencer. El trasplantament cel-lular suposa una intervencid de baix

risc que es pot dur a terme en régim quasi ambulatori.
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Existeixen diverses possibilitats per I'obtencié de cel-lules productores d’insulina per la seva
posterior implantacid a receptors diabetics, entre les diferents fonts trobem els illots
pancreatics humans, bé propis, bé procedents de donants cadaver, I'expansié ex-vivo d’illots
humans, els illots d’altres especies o illots xenogénics, les cél-lules productores d’insulina
generades per bioenginyeria, com sén les linees cel-lulars beta transformades, tant de
rosegadors com humanes, les cél-lules neuroendocrines i somatiques transformades i
finalment les cél-lules mare embrionaries i adultes. De totes elles el trasplantament d’illots

pancreatics és I'Unica que en I'actualitat ha assolit un Us clinic.

5.2.2.1. Trasplantament d’illots pancreatics

El trasplantament d’illots pancreatics (Fig. 9) consisteix en aillar els illots del pancrees, bé del
propi pancrees per realitzar un autotrasplantament, bé d’'un donant cadaver, per
posteriorment infondre’ls en un pacient diabétic tipus 1. El trasplantament es realitza a través
de la vena porta i els illots embolitzen en els sinusoides hepatics on quedaran retinguts i des

d’on secretaran insulina restablint la glucemia del receptor.

Donant Receptor
lllotsen el pancrees Diabetic tipus 1

Esofag

Diafragma

. T

Vena porta

Illots en lavena porta

Figura 9. Il-lustracié esquematica del trasplantament d’illots en huma. Modificat de (Naftanel and Harlan,

2004).
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5.2.2.1.1. Antecedents historics

El trasplantament d’illots pancreatics es va donar a coneixer a principis dels anys 70 quan Lacy i
col-laboradors van aconseguir normalitzar la glucémia de rates diabétiques mitjancant el
trasplantament d’illots (Ballinger and Lacy, 1972). Al llarg dels anys 70 i 80 es va intentar
reproduir en humans I’éxit assolit en animals d’experimentacié sense obtenir resultats positius.
No va ser fins els anys 90 quan es va aconseguir que pacients que havien rebut un
trasplantament d’illots es mantinguessin normoglucémics durant més d’un any després de la
intervencié (Warnock et al., 1992). Tot i aixi dels pacients trasplantats durant la década dels 90
només el 12% van aconseguir la insulino-independéncia en algun moment i tan sols el 8% es
van mantenir normoglucemics durant més d’un any (White et al., 2000). Aquesta situacid va
canviar radicalment I’any 2000 quan Shapiro i els seus col-laboradors a Edmonton (Canada) van
aconseguir mantenir la normoglucémia durant més d’un any al 100% de 7 pacients amb DM1
gue havien estat trasplantats usant un nou protocol conegut com el “protocol
d’Edmonton”(Shapiro et al., 2000). Dos anys després el 80% dels pacients trasplantats seguien
sent insulino-independents, d’un total de 17 pacients trasplantats 15 portaven trasplantats
més d’un any i 12 d’ells es mantenien insulino-independents, 6 d’aquests 15 ja feia més de dos
anys que havien estat trasplantats i 4 seguien sent independents del tractament amb insulina

(Ryan et al., 2005).

La clau de I'éxit del protocol d’Edmonton es va basar basicament en 2 punts: d’una banda el
trasplantament d’un gran nombre d’illots, i de l'altra en la modificaci6 de la pauta
immunosupressora.

El nombre d’illots que va rebre cada pacient va ser d’aproximadament 800.000 illots, en un,
dos o tres trasplantaments. 800.000 illots és una quantitat superior a la necessaria per
mantenir la normoglucémia ja que l'autotrasplantament de 300.000 illots esta associat a un
75% d’insulino-independeéncia (Teuscher et al., 1998). A part de I'augment del nombre d’illots,
es va millorar la qualitat d’aquests evitant I'is de productes que continguessin xenoproteines
per la seva obtencid, també es va minimitzar el temps d’isquémia freda abans del
trasplantament. El punt determinant per I'exit del grup d’Edmonton va ser, pero, el canvi en la
pauta immunosupressora, en especial I'eliminacié dels farmacs que contenien glucocorticoides.

Els glucocorticoides afecten la funcid i la supervivéncia de les cél-lules beta pancreatiques ja
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gue s’acumulen al fetge, emplacament dels illots trasplantats per embolitzacié portal
transhepatica percutania.

Les expectatives generades per aquest exit van disminuir amb la publicacié dels resultats a 5
anys, que mostraven que només el 10% dels pacients trasplantats es mantenien insulino-
independents. No obstant, al voltant del 80% dels pacients amb funcié inicial de I'empelt
d’illots la mantenien als 5 anys del trasplantament, fet que els permetia gaudir d’'un bon
control metabolic amb reduides dosis d’insulina (Ryan et al., 2005).

Aguests resultats van ser parcialment reproduits en un estudi multicéntric internacional,
I'International Network Trial (ITN) (Shapiro et al., 2006). Els 9 centres que van participar en
I'estudi, 6 a Nord Ameérica i 3 a Europa, van utilitzar el protocol d’Edmonton, pero la seva
experiencia prévia en el trasplantament d’illots anava de nul-la a molt elevada. En total es van
trasplantar 36 pacients. Un any després del trasplantament el 44% es mantenien insulino-
independents i presentaven un control glucémic adequat, el 28% mantenien parcialment la
funcio de I'empelt i el 28% restant I'havien perdut completament. Dos anys després del
trasplantament només el 31% dels pacients trasplantats que s’havien mantingut insulino-
independents al llarg del primer any després del trasplantament, continuaven mantenint la
funcio de I'empelt.

Estudis més recents han presentat una milloria en els resultats a llarg termini. El 2009 es van
publicar els resultats d’un assaig clinic en fase Il en el que s’havien trasplantat illots a catorze
pacients (Vantyghem et al., 2009). Després del trasplantament tots els pacients van assolir la
insulino-independencia i el 64% presentaven un control optim de la glucémia. Als tres anys el

57% dels pacients trasplantats continuaven sent independents de la insulina.

En definitiva, el trasplantament d’illots permet assolir la insulino-independéncia a curt-mitja
termini, i el fet que I'empelt mantingui la produccié d’insulina evita les hipoglucemies i millora
I’estabilitat de la glucémia, inclis en aquells en que és necessaria la coadministracié d’insulina

exogena.

5.2.2.1.2. Limitacions del trasplantament d’illots pancreatics

La limitada disposicié d’organs per portar a terme I'aillament i posterior trasplantament d’illots

pancreatics, juntament amb la necessitat de tractament immunosupressor, continua sent un
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dels impediments més importants que limita el trasplantament d’illots. Malgrat que Espanya és
capdavantera mundial en el nombre de donants d’organs i presenta xifres creixents al llarg dels
anys, les donacions sén clarament insuficients per tractar els nombre de malalts amb DM-1,
gue es situa sobre els 100.000, ni tan sols serien suficients per trasplantar els 2000 nous
malalts que sén diagnosticats cada any. A aquestes limitacions cal afegir-hi la necessitat
d’utilitzar dos o més pancrees per a trasplantar un uUnic pacient amb éxit, donada la baixa
eficiencia del procés d’aillament i la important pérdua inicial de teixit trasplantat, agreujant

encara més la situacio.

El baix rendiment del procés d’aillament s’ha d’atribuir, entre d’altres factors, a la llarga i
important manipulacié que implica, als enzims utilitzats per realitzar la digestié del pancrees,
gue presenten certa activitat endotoxina, i a la toxicitat dels gradients de ficoll que s’utilitzen
per purificar els illots. Aquests tres factors sén determinants per explicar la gran variabilitat
existent entre aillaments pel que fa a la qualitat, nombre i puresa dels illots obtinguts. Pero no
s’ha de menystenir la variabilitat introduida en el procés d’obtencid del pancrees, dels donants
i del propi pancrees, factors que també influeixen de manera determinant en el resultat de

I'aillament.

Diversos grups han demostrat que l'activitat endotoxina present en alguns dels reactius
utilitzats durant I'aillament dels illots pot estimular I'expressié de citocines proinflamatories
per part dels macrofags residents als illots (Jahr et al., 1995; Jahr et al., 1999; Vargas et al.,
1998). Les citocines afavoririen la migracié dels monocits i polimorfonuclears que expandirien
la resposta inflamatoria local, que al seu torn, podria estar reforcada per la produccié d’oxid
nitric (NO) per part dels macrofags i altres tipus cel-lulars (Montolio et al.,, 2007a).
Paral-lelament el NO podria també provocar la perdua de funcid de les cél-lules beta

pancreatiques (Stevens et al., 1996).

La necessitat d’utilitzar més d’un pancrees per a trasplantar un Unic pacient es deu també a la
important perdua de massa cel-lular beta que es produeix després del trasplantament i que

principalment es pot atribuir a tres processos:

El rebuig agut de I'empelt al-logénic. La destruccido de I'empelt d’illots és deguda a un atac

immunologic en el que intervenen les APCs i els limfocits T CD4", conjuntament amb una

82



Introduccio

barreja de citocines proinflamatories IL-1a, IL-2, IL-6, IL-10 (Ricordi et al., 1992; Scharp et al.,
1991) i INFy (Diamond and Gill, 2000).

La pérdua primaria de la funcié de I'’empelt (primary nonfunction, PNF). La pérdua primaria de

funcié dels illots trasplantats es deu a causes independents al rebuig immunogenic. Ha estat
descrit que els primers dies després del trasplantament els illots trasplantats no sén
completament funcionals, fet que s’ha associat a una inflamacié no especifica produida en el

lloc d’implantacid i a la manca de vascularitzacié dels illots.

Els illots pancreatics endogens estan molt ben vascularitzats i tot i que només representen
entre I’ 1-2% de la massa de cél-lules pancreatiques, reben del 5-10% del flux de la sanguini del
pancrees (Lifson et al., 1980). La microvasculatura de l'illot es molt densa i constitueix una
complexa xarxa vascular que garanteix un subministrament optim d'oxigen i nutrients a les
cél-lules dels illots, ara bé, quan els illots pancreatics sén aillats de la resta del pancrees, les
connexions vasculars i nervioses es trenquen. Com a conseqiiéncia es trasplanten agregats
d’illots avasculars que es troben en situacid d’hipoxia i depenen de I'oxigen i la difusié de
nutrients de l'espai intercel-lular fins que la xarxa vascular es restableix. En rosegadors
I’angiogenesi inicial sol comencar entre el segon i quart dia després del trasplantament d'illots,
guan té lloc la captacié i I'estimulacio de la proliferacio de les cél-lules endotelials, perd no sera
fins 14 dies després del trasplantament que els illots trasplantats estaran novament
revascularitzats (Menger et al., 2001). Per tant, la hipoxia que té lloc inicialment després del
trasplantament, deguda a la pérdua de les connexions vasculars durant el procés de I'aillament,
juga un paper clau en el dany precog de I'empelt, afectant no només el metabolisme cel-lular

sind també la viabilitat dels illots trasplantats (Davalli et al., 1996).

La recurréncia de l'autoimmunitat. La perdua de funcié de I'empelt també pot donar-se per la

recurrencia de I'autoimmunitat contra les cél-lules beta trasplantades. Com s’ha descrit en
I'apartat (3.2) d’aquesta tesi, la diabetis tipus 1 és una malaltia autoimmunitaria que es
caracteritza per la destruccio selectiva de les cél-lules beta. Un cop les cél-lules beta han estat
destruides I'enfermetat entra en un estat de “quiescéncia”, ara bé, una nova exposicié al teixit
insular beta, com es ddéna en el cas del trasplantament d’illots pancreatics, pot desencadenar
novament la recurrencia de I'autoimmunitat degut a la preséncia de cel-lules T autorreactives

especifiques contra les cél-lules beta de l'illot. La destrucciéo autoimmune de les cél-lules beta
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dels illots trasplantats en pacients diabétics tipus 1, és per tant un altre factor que contribueix

al resultat del trasplantament d’illots.

5.2.2.1.3. Perspectives i trasplantament experimental d’illots

Malgrat el trasplantament d’illots és una terapia potencialment esperancadora presenta
diverses limitacions importants que cal solventar, com sén |'obtencié d’illots de bona qualitat,
evitar la pérdua de la massa cel-lular beta després del trasplantament i millorar la pauta

immunosupressora.

Paral-lelament als reptes assolits en el trasplantament clinic d’illots, els models experimentals
de trasplantament en rosegadors suposen una important font de coneixements per poder

avancar en la millora del trasplantament d’illots pancreatics.

Aguests models experimentals permeten, d’'una banda, analitzar i entendre com evoluciona la
massa beta trasplantada, i de I'altra, testar noves estratégies destinades al manteniment del
teixit beta trasplantat, i finalment i de manera més general, estudiar les cél-lules endocrines en

un entorn in vivo .

El nostre grup ha descrit que la pérdua de funcié primaria de 'empelt esta determinada per la
mort d’entre el 60-70% de la massa beta trasplantada els primers dies després del
trasplantament d’illots. Aquesta mort inicial es pot atribuir tant a processos de necrosi com
d’apoptosi que no poden ser contrarestats per la replicacié de les cel-lules beta durant aquest
periode inicial post-trasplantament (Biarnés et al., 2002). De fet, el nostre grup ha descrit la
inflamacié primaria que es déna els primers dies després del trasplantament durant la qual
s'indueix I'expressié de diverses citocines proinflamatories entre les que trobem la IL-1B i el
TNFa, que sén ben conegudes pels seus efectes deleteris sobre les cél-lules beta pancreatiques
(Montolio et al., 2007a). També hem demostrat que en els primers dies després del
trasplantament, i com a resposta a la lesid provocada pel procés, s’indueix I'expressid de

diversos gens tant pro com anti-apoptotics (Rodriguez-Mulero and Montanya, 2008).

En conseqiiéncia, ens hem proposat estudiar possibles mecanismes capacos de contrarestar la

mort inicial que es déna els primers dies després del trasplantament, concretament evitant
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I'apoptosi i incrementant la supervivencia de les cél-lules beta, augmentar-ne la replicacié i

potenciar-ne la neogénesi i la regeneracio.

En aquest sentit hem estudiat la inhibicid de I'apoptosi i I'augment de la replicacié en els
empelts mitjancant el trasplantament d’illots pancreatics préviament pre-incubats amb
inhibidors de caspases (Montolio et al., 2005), illots que sobreexpressaven factors inhibidors de
determinades citocines (Téllez et al, 2007) o administrant analegs d’hormones

glucoreguladores (Joanny G, tesi doctoral 2011).

5.2.2.2. Fonts alternatives de cel-lules productores d’insulina

Degut a la limitacié del teixit del que es disposa per realitzar el trasplantament d’illots
pancreatics i la important perdua de massa beta que es déna després del trasplantament, els
darrers anys s’han desenvolupat diverses i prometedores aproximacions per la generacié de
noves cél-lules productores d’insulina. Aquestes aproximacions inclouen, I'expansid de cél-lules
beta, la diferenciacido directa de cel-lules pluripotencials com sén les cél-lules mare
embrionaries (ES), o la reprogramacio de cél-lules de teixits madurs com soén les cél-lules mare
pluripotencials induides (iPS). S’han establert métodes d’alt rendiment per diferenciar
poblacions cel-lulars a cél-lules productores d’insulina amb factors de creixement i molecules
petites. Ara bé, encara no s’ha obtingut in vitro el pas final de diferenciacié dirigida a generar

cél-lules productores d’insulina funcionals i madures en quantitats suficients.

S’ha de considerar que conjuntament amb les necessitats pel trasplantament, una font
renovable de cel-lules beta també seria important per I'estudi de la patogenesi de la diabetis i
la recerca de tractaments alternatius. A més, mitjancant la generacio de noves cél-lules beta es
podrien coneixer més detalls sobre el desenvolupament del pancrees i la diferenciacié cap a

cel-lula beta.

5.2.2.2.1. Expansid in vitro de cél-lules beta

La necessitat de desenvolupar estrategies dirigides a generar cél-lules productores d'insulina en

guantitats abundants, que permetin una aplicaci6 més amplia del trasplantament pel
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tractament de la diabetis, ha fet pensar en I'expansié de cel-lules beta primaries humanes com
a potencial font pel subministra de grans quantitats de cel-lules productores d’insulina
(Gershengorn et al., 2004; Ouziel-Yahalom et al., 2006; Parnaud et al., 2008). Ara bé, un dels
majors obstacles per la seva consecucié és el fet que les cél-lules beta sén dificils de mantenir i
no es divideixen en cultiu. In vivo, les cél-lules beta humanes mostren una capacitat de
proliferacié molt baixa. /n vitro, illots aillats poden ser cultivats en suspensié durant mesos,
pero, tot i que segueixen sent funcionals, no proliferen (Nielsen et al., 1979). Tanmateix, quan
es permet I'adhesid dels illots, es pot induir la replicacié de les cél-lules beta amb factors de
creixement, per exemple amb el factor de creixement hepatocitari (HGF)/scatter factor (SF), o
components de la matriu extracel-lular (ECM). Ara bé, aquestes aproximacions tot i resultar en
un increment en el nombre de cél-lules, es veuen limitades per la senescéncia cel-lular i la
perdua del fenotip cel-lular beta i de la funcié diferenciada, sén cel-lules que no expressen
insulina (Beattie et al., 1999; Beattie et al., 2000; Beattie et al., 2002). Aquestes cél-lules
insulina negatives, similars a fibroblasts, que es fan evidents després de la pérdua gradual del
fenotip beta en cultius a llarg termini, tenen la capacitat de proliferar i expandir-se, i fins i tot
poden produir petites quantitats d'insulina al induir la seva diferenciacié. S’ha hipotetitzat que
les cél-lules beta madures poden patir una transicio epiteli-mesénquima (EMT) (Gershengorn et
al., 2004; Ouziel-Yahalom et al., 2006) donant lloc a una poblacié de cél-lules fibroblastoides
proliferatives després de I'expansid, que posteriorment, podrien ser induides a rediferenciar-se
en cel-lules productores d'insulina. Tot i que en un principi, la hipotesi que les cél-lules beta
madures poden patir una EMT no va poder ser confirmada (Billestrup and Otonkoski, 2008),
més recentment, I'Us de técniques de marcatge genetic, que permeten fer un seguiment d’un
llinatge cel-lular concret, ha permeés demostrar convincentment que les cel-lules humanes
expandides que expressen un fenotip mesenquimal deriven directament de cél-lules beta (Russ
et al.,, 2008; Russ et al., 2009) i es pot induir la proliferacid en cultiu d’aquestes cél-lules
mesenquimals desdiferenciades negatives per insulina fins a 16 duplicacions. El procés de la
EMT en les cel-lules beta de l'illot és probablement una conseqliencia de la dissociacié de
cél-lules de l'illot en cél-lules individuals, donant com a resultat contactes cel-lula-cél-lula i
cel-lula-matriu alterats. La pérdua dels contactes cel-lulars després de la dispersié dels illots
molt probablement condiciona canvis importants en I'expressié de gens responsables del
manteniment del fenotip cel-lular beta i l'activacié de marcadors mesenquimals. La qliestié

fonamental que queda per resoldre és com aconseguir la rediferenciacié de les cél-lules
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expandides tipus mesenquimals cap a cél-lules amb un fenotip de cel-lula beta madura. Pel que
fa a la reagregacid de les cél-lules expandides, que sembla ser important per al procés de
rediferenciacid, la informacié que es té és limitada tot i que recentment s’han assolit

progressos forca encoratjadors (Russ et al., 2011).

5.2.2.2.2. Obtenci6 de cél-lules productores d’insulina a partir de cél-lules mare embrionaries

La diferenciacié de les cél-lules mare (ES) embrionaries en cél-lules productores d'insulina ha
estat objecte d'una intensa recerca en els darrers anys. Ara bé, malgrat el gran potencial
d'aquesta font de cel-lules potencialment il-limitada, la tasca resulta ser molt dificil. La majoria
dels protocols han intentat imitar les etapes en el desenvolupament del pancrees de ratoli
utilitzant combinacions de proteines recombinants humanes per activar o bloquejar vies de
senyalitzacio especifiques. El procés de diferenciacid es basa, a grans trets, en quatre passos
principals: 1. Induccié de I'endoderma definitiu. 2. Compromis de I'endoderma cap a desti
pancreatic. 3. Diferenciacié de progenitors de pancrees a progenitors Ngn3’. 4. Diferenciacié
en cél-lules productores d’insulina. Ara bé, malgrat els successius avencos que han permes
incrementar la consisténcia dels resultats, I'eficiencia de la diferenciacié segueix sent bastant

baixa, i els resultats han estat dificils de reproduir en multiples linies de cél-lules pluripotents.

Les cél-lules productores d'insulina generades in vitro a partir de cél-lules mare embrionaries
humanes resulten immadures, tal com es manifesta per |'expressioé de diverses hormones dels
illots i la falta de resposta a la glucosa. Pel contrari, el trasplantament de cel-lules ES humanes
derivades de cél-lules progenitores pancreatiques Pdx1" a ratolins immunodeficients resulta en
la diferenciacid a cél-lules productores d'insulina funcionals (Kroon et al., 2008; Rezania et al.,
2012; Schulz et al.,, 2012). L'éxit de la diferenciacié obtingut in vivo posa de relleu les
deficiencies amb els protocols in vitro que, probablement, fallen en imitar els elements clau de
I'organogenesi normal, com ara l'equilibri entre la replicacié cel-lular i la diferenciacié en les
etapes intermedies, les interaccions complexes entre els diversos tipus cel-lulars, la

sincronitzacié exacta, la intensitat i la durada de cada estimul morfogenic.

Un altre element que complica la interpretacié dels estudis de diferenciacié in vitro és
I'heterogeneitat de les poblacions de cél-lules en fases intermeédies, el que probablement

inclou cél-lules bloquejades en etapes anteriors de diferenciacié. Es probable que el treball
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amb poblacions homogenies permeti avancar en el desenvolupament de protocols de
diferenciacié més eficients i redueixi el risc de tumorigenicitat associada amb el trasplantament
de les poblacions de cel-lules heterogénies que contenen ceél-lules pluripotents no

diferenciades.

Un altre desavantatge per I'obtencié d’un Unic tipus cel-lular a partir de les cél-lules mare
pluripotents és la deplecié en els cultius cel-lulars d'altres tipus de cel-lules, que en el
desenvolupament embrionari normal poden formar un microambient crucial per a la
diferenciacié de les cél-lules dels illots. En els rosegadors, durant el desenvolupament I'epiteli
pancreatic interactua estretament amb les cél-lules mesenquimals, que secreten multiples
factors que regulen el desenvolupament pancreatic. Entre aquests factors, el factor de
creixement de fibroblasts 10 s'ha demostrat que es requereix per a l'expansié de cel-lules

progenitores de pancrees (Attali et al., 2007).

5.2.2.2.3. Obtencio de cél-lules productores d’insulina a partir de cél-lules pluripotencials

induides (iPS)

A principis dels anys 2000 va sorgir la idea de generar cél-lules mare pluripotencials, similars a
les embrionaries, a partir de cél-lules somatiques adultes. La induccié de pluripotencialitat a les
cel-lules adultes evita, per un cantd, els conflictes éetics existents respecte la utilitzacié de
cél-lules embrionaries humanes i per I'altre, la limitacid que representa el rebuig a I'empelt

al-logenic, ja que es podrien realitzar autotrasplantaments.

La transferencia nuclear de cel-lules somatiques (SCNT, de l'anglés Somatic Cell Nuclear
Transfer), desenvolupada durant els anys 60, va demostrar que el nucli d’una cel-lula adulta
diferenciada es podia reprogramar cap a un estat totipotent quan s’injectava en un oocit
anucleat. Tenint en compte aquesta capacitat que tenen les cél-lules adultes per ser
reprogramades, I'any 2007, el grup de Yamanaka va demostrar, per primer cop, que les
cél-lules somatiques adultes podien revertir a un estat pluripotencial mitjancant la insercié de 4
gens: Oct4, Sox2, c-Myc i KIf4. A més, aquestes cel-lules es podien diferenciar cap a cél-lules
dels diferents llinatges seguint els protocols de diferenciacié utilitzats per les cel-lules mare

embrionaries (Takahashi et al., 2007; Takahashi and Yamanaka, 2006).
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Actualment, s’han aconseguit reprogramar fibroblasts adults provinents de pacients diabétics
inserint, només, 3 factors de transcripcid, Oct-4, Sox2 i KIf4. L’eliminacié de cMyc de la barreja
inicial ha estat possible per I'addicié d’un inhibidor de la histona deacetilasa 1 (HDAC1, de
I’anglés Histone Deacetylase 1), I'acid valproic (Maehr et al., 2009). A més, aquestes cél-lules
poden derivar cap a cel-lules productores d’insulina (revisat per Borowiak i Melton (Borowiak

and Melton, 2009)).

5.2.2.2.4. Transdiferenciacio de cél-lules no beta a cél-lules productores d’insulina

Com s’ha comentat en I'apartat (2.1.1.) d’aquesta introduccio, els models de lesié pancreatica
suggereixen que les cel-lules de I'epiteli ductal podrien retenir la capacitat progenitora per
diferenciar-se cap a cél-lules beta pancreatiques. A més, en algun cas s’ha observat
transdiferenciacié cap a cel-lula beta a partir de cél-lules similars a ducte (“duct-like cells”)
presents en el teixit pancreatic metaplasic que eventualment podrien tenir un origen acinar.
Aixi doncs, es tractaria d’'una transdiferenciacié acino-endocrina passant per un fenotip ductal
intermig. Aquests indicis van portar a estudiar la capacitat de les cél-lules ductals i de les

cél-lules acinars per donar lloc a cél-lules beta en cultiu.

Tot i que cal considerar que les condicions en cultiu sén radicalment diferents a les que
s’obtenen en els models in vivo i que, per tant, I'extrapolacid de resultats presenta certes
limitacions, aquesta aproximacié permet analitzar de manera més acurada, el paper concret de
certes molecules sobre la plasticitat cel-lular i a més, estudiar el comportament del teixit

pancreatic huma.

El cultiu enriquit de cel-lules acinars passa per una serie d’estadis que presenten un perfil
d’expressid génica i proteica concret i diferent per cada estadi. Inicialment la major part de
cél-lules expressen amilasa, lipasa i Ptfl1a-p48 (de I'anglés pancreas specific bHLH transcription
factor), que correspon al patré d’expressid proteica de les cél-lules acinars. Posteriorment,
passen a expressar marcadors clarament ductals que en presencia del EGF (de I'anglés
Epidermal growth factor) i LIF (de I'anglés Leukemia inhibitory factor) en el medi de cultiu,
acabaran expressant marcadors de cél-lula beta diferenciada (revisat per Baeyens i Bowens
(Baeyens and Bouwens, 2008)). En el procés de transdiferenciacid acino-ductal-insular sembla

que el contacte cél-lula-cel-lula, mitjancant les proteines d’adhesié dependents de Calci,
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Cadherines, podria jugar un paper important, ja que I'expressié d’E-Cadherina en les cél-lules
acinars és necessaria per la transdiferenciacié acino-insular (Minami et al., 2008). De la mateixa
manera que el bloqueig de la via de senyalitzacié de Notch, descrit per la diferenciacié de les
cél-lules endocrines durant el desenvolupament pancreatic en I'embrié (Miralles et al., 2006;
Parsons et al., 2009), i que també és un requeriment per obtenir cél-lules beta a partir del

cultiu de cél-lules acinars (Baeyens et al., 2009).

D’altra banda, també s’han obtingut cel-lules beta pancreatiques a partir del cultiu de cél-lules
ductals (Bonner-Weir et al., 2000; Gao et al., 2005). En aquest cas el metode utilitzat per
obtenir el cultiu primari de les cél-lules ductals determina, en part, el rendiment del procés de
transdiferenciacié. Quan el cultiu inicial esta format per cel-lules ductals que representen un
90% de puresa, el nombre de cel-lules beta obtingudes al final del procés és considerablement
més baix que si es parteix d’un cultiu heterogeni que conté una part de cel-lules d’origen
mesenquimal (Yatoh et al., 2007). Aquestes cél-lules mesenquimals, que provenen de I'estroma
pancreatic, podrien secretar factors inductors de la diferenciacio pels quals, les cél-lules ductals
en serien diana i respondrien diferenciant-se cap a un fenotip cel-lular beta pancreatic. Aquesta
hipotesi es recolza en la, ja coneguda, interaccié epiteli-mesénquima que és requerida per una
correcta formacié del patrd d’estructuracid de les cél-lules embrionaries per formar els teixits i
per I'adequada morfogenesi de I'endoderm pancreatic durant la formacié del pancrees
embrionari (Ahnfelt-Rgnne et al., 2010; Ball and Risbridger, 2001; Duvillié et al., 2006; Duvillié
et al., 2008; Scharfmann et al., 2008).

Fins ara s’ha parlat de la plasticitat de les cél-lules pancreatiques, de la capacitat que tenen per
diferenciar-se cap a un fenotip beta in vitro, sense necessitat de modificar forcadament la seva
genetica, pero també cal mencionar que aplicant técniques de modificaciéd genetica, s’han
obtingut cel-lules productores d’insulina a partir de cel-lules hepatiques (Ber et al., 2003;
Ferber et al., 2000). Concretament, la induccié d’expressid de Pdx-1 en les cél-lules hepatiques
mitjancant transferéncia génica, afavoreix I'expressié d’insulina i de les proteines de la

magquinaria secretora resultant en una poblacié de cél-lules beta funcionals (Sapir et al., 2005).

En conjunt doncs, podem dir que en els darrers anys s'ha assolit un progrés considerable en
diversos enfocaments orientats al desenvolupament de noves fonts de cél-lules beta humanes.
La demostracié de la rediferenciacié de les cel-lules beta propagades en cultiu ha proporcionat

mitjans per a l'expansié significativa del nombre limitat d'aquestes cél-lules per el
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trasplantament. L'aillament de les cél-lules en etapes intermeédies entre les cél-lules mare
pluripotents humanes i les cél-lules productores d'insulina, juntament amb la capacitat
d'expandir-les, és probable que proporcioni noves eines per a l'optimitzacié del protocol de
diferenciacié. La identificacio de possibles elements bloquejants epigeneétics en la generacié in
vitro de cél-lules beta pot donar lloc a millores del protocol dissenyat per superar-los. Els
avencos en la comprensié de la reprogramacio cel-lular no-beta a beta en ratolins pot obrir el
cami per a lI'avanc d'aquest enfocament en els respectius tipus de cél-lules humanes in vivo o ex

vivo.

En definitiva, els resultats obtinguts fins al moment sén prometedors i porten a pensar que
cada cop estem més a prop de la generacié de cél-lules beta, productores d’insulina, en el
laboratori. De totes maneres existeixen varies limitacions que encara s’han de superar, com és
aconseguir unes cel-lules beta totalment diferenciades. Les cél-lules que resulten dels protocols
de diferenciacid de les cél-lules pluripotencials, tant les induides com les embrionaries,
expressen i secreten insulina en resposta a glucosa, pero a uns nivells molt més baixos dels que
ho fan les cél-lules beta madures. L'expressié de més d’'una hormona per part d’aquestes
cél-lules, normalment insulina i glucagd, i la manca d’expressié de factors de transcripcié claus
pel correcte funcionament de la cél-lula beta, com MafA, fan que aquestes cel-lules es
caracteritzin com a desdiferenciades. Per tant, les cel-lules beta generades mitjancant els
diversos enfocaments s’hauran de comparar enfront de les cél-lules beta normals pel que fa al
seu perfil d'expressié genica, la produccié d'insulina, la secrecid regulada i l'estabilitat
fenotipica. Treballs recents han proporcionat una detallada caracteritzacié del transcriptoma
de les cel-lules dels illots humans, del perfil de microRNAs, del proteoma, i I'epigenoma, el que

permet coneixer quan de similar és cada poblacié de cél-lules productores d’insulina obtinguda.

Aixi doncs, malgrat és necessari avangar tant en el coneixement de la plasticitat cel-lular,
caracteristica de les cél-lules eucariotes d’un elevat potencial terapeutic, com en I'obtencié de
cél-lules beta secretores d’insulina, el major obstacle al que s’enfronten les noves estratégies
terapeutiques aplicades a la diabetis segueix sent I'atac autoimmune contra les cel-lules beta
qgue es dona en els pacients diabétics tipus 1. En aquest sentit, I’'encapsulacio cel-lular ha estat
vista durant molt de temps com una estrategia prometedora, perd segueix veient-se
obstaculitzada per problemes com la falta d'oxigen i nutrients i una lenta cinética de la secrecié

d'insulina en resposta a secretagogs. Un recent estudi sobre un dispositiu d'encapsulacio
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equipada amb la seva propia camera d'oxigen (Ludwig et al., 2012) representa un pas endavant

en els esforgos per desenvolupar encara més aquest enfocament de proteccid.

Per ultim, remarcar que, tot i que la generacié de cél-lules productores d’insulina a partir de
cél-lules mare és una alternativa prometedora, és improbable que els coneixements que es
tenen actualment en aquest camp permetin obtenir en els propers anys una font il-limitada de
cel-lules productores d’insulina valida per Us clinic, pel que és possible que el trasplantament
d’illots segueixi sent a curt plag¢ I"Ginica terapia cel-lular substitutiva aplicable clinicament al

tractament de la diabetis.

5.3. Terapia geénica.

Es podria definir la terapia génica com la transferéncia de material genéetic a les cél-lules d’un
organisme amb finalitat terapeutica. El material genétic introduit ha de contenir una copia del
gen d’interés i els elements que controlen la seva expressid. La transferencia de gens pot ser
realitzada ex vivo o in vivo i comporta diferents etapes: La unié del DNA a la cél-lula, la seva
internalitzacio, el transport a l'interior del nucli cel-lular i finalment, la transcripcié i expressié
de la proteina. En la terapia génica in vivo el material genétic s’introdueix en un vector i
s’administra directament al pacient, en la terapia ex vivo el DNA és introduit en un vector el
gual es transfereix en les cel-lules préviament aillades, que posteriorment seran reintroduides a
I'organisme. També cal considerar que les manipulacions genétiques poden realitzar-se en les
cel-lules de la linea germinal, i per tant es transmetran a la descendéncia, o bé en la linea
somatica i d’aquesta manera tindran efectes Unicament sobre l'individu tractat. La terapia

génica és basicament una terapia somatica.

En principi la terapia génica es va considerar una eina basica pel tractament d’enfermetats
hereditaries monogeéniques, amb la finalitat de tornar a les cél-lules la capacitat de produir la
proteina funcional mitjangant la transferéncia d’una copia correcte del gen. Ara bé, en
I'actualitat la majoria de les aplicacions de terapia génica s’estan desenvolupant per malalties
d’alta prevalencga, ja siguin poligéniques o no hereditaries, com per exemple el cancer o el SIDA.
Per tant, la diabetis, tant la tipus 1 com la tipus 2, pot considerar-se una bona candidata per ser

tractada amb estrategies de terapia genica.
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En cada cas, per aconseguir I'efecte terapéutic desitjat, I'estrateégia de terapia genica més
adequada vindra determinada pel problema a tractar: A) introduccié d’una copia normal d’un
gen defectiu per restaurar la produccié d’una proteina no produida o no funcional. B) expressio
de determinat gen d’interés que pot actuar estimulant, inhibint, potenciant o contrarestant els
efectes d’altres proteines de l'organisme. C) incorporacié de gens suicides els quals sén
introduits a les cel-lules que es volen eliminar i les sensibilitzen contra substancies especifiques,
gue al ser administrades provoquen la destruccio selectiva de les cél-lules que expressen el gen
fora. D) introduccié de sequiencies d’oligonucledtids o fragments de RNA antisentit que

inhibiran I'expressié del gen seleccionat.

Aixi doncs, per desenvolupar una nova estratégia de terapia génica per la diabetis, cal
seleccionar el gen terapéutic a utilitzar en funcid de si volem, per exemple, regenerar el
pancrees, mantenir la normoglucemia o bloquejar la neovascularitzacié de la retina, etc. Per

tant, I'eleccié del gen a transferir dependra del mecanisme sobre el qual volem actuar.

5.3.1. Vectors per terapia genica

La introduccié de gens com a terapia genica requereix la utilitzacid de vehicles, vectors
d’expressid, que encapsulen el material genétic i el guien cap a la cél-lula diana. Els vectors
representen també un element clau per la terapia génica. Actualment els vectors es
classifiquen en: virals (d’origen biologic) i no virals (d’origen fisicoquimic). D’entre els vectors
virals trobem: adenovirus, virus adenoassociats, retrovirus, lentivirus i Herpes Simplex Virus.
Entre els diversos métodes no virals: coprecipitacié amb fosfat calcic, lipids i polimers cationics,
administracié directa del DNA, electroporacié i gene gun. Cada tipus de vector presenta
diferents caracteristiques, per tant, el tipus d’estratégia i de vector a utilitzar vindra
determinada per I'objectiu que es vol assolir, la duracié de |’expressié del gen terapéutic que es
necessiti, aixi com per les caracteristiques del teixit i dels tipus cel-lulars a tractar. En definitiva,
no es pot afirmar quin és el vector ideal pel tractament de la diabetis ja que la seva eleccié
dependra en cada cas de la estratégia a desenvolupar, del teixit al que es vol accedir, al temps

que dura I'expressié del gen curatiu i de si es tracta d’una aproximacio in vivo o ex vivo.
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5.3.1.1. Vectors no virals.

Els vectors no virals, com els plasmids, els quals contenen el gen d’interés, un promotor i un
senyal de poliadenilacio, poden utilitzar-se per introduir gens en diferents tipus cel-lulars, pero
la seva aplicacid in vivo no ha tingut gaire bons resultats donada la baixa eficiéncia en I'entrada
del plasmid dins la cél-lula, basicament degut a la baixa capacitat de les cél-lules per captar el
DNA. Ara bé, existeixen diversos metodes fisics i quimics que permeten incrementar I'eficiencia
de I'entrada del DNA dins la cel-lula. L'electroporacio o aplicacié de polsos eléctrics, després de
la injeccid intratisular d’un plasmid, és molt prometedora. Els polsos eléctrics desestabilitzen la
membrana i permeten una major entrada del plasmid a la cel-lula, a més els gens que conté el
vector poden expressar-se durant mesos. Es tracta d’una técnica simple, economica i segura.
De manera similar es poden utilitzar ultrasons per incrementar la incorporacio del DNA dins les
cel-lules, aquest procés s’"anomena sonoporacid. Les principals avantatges de |’Us de vectors no
virals son la possibilitat de transferir gens de gran tamany i que practicament no desencadenen
cap resposta immunitaria. Ara bé, els protocols aprovats per la practica clinica utilitzen vectors

virals degut a la baixa transferéncia genica obtinguda amb els vectors no virals.

5.3.1.2. Vectors virals

Els vectors virals aprofiten la capacitat natural dels virus per infectar un determinat tipus
cel-lular i transferir el material genétic al nucli de la cél-lula. Aquests vectors tenen
delecionades les regions responsables de la replicacié del virus, eliminant d’aquesta manera la
seva patogenicitat i permetent la introduccié dels gens d’interés, ja que la seva capacitat per

entrar a les ceél-lules i transportar el DNA es mantenen intactes

Els vectors virals es poden classificar en 1) vectors integratius: que tenen la capacitat d’insertar
el gen d’interes en el genoma cel-lular, el que permet I'expressié del gen terapéutic a llarg plag
i la seva transferéncia a les cel-lules filles al dividir-se la cél-lula transfectada. 2) vectors no
integratius: en que el material genétic es manté de forma episomal en la cel-lula infectada, i
per tant, la seva I'expressid depén basicament de la taxa de replicacié del tipus cel-lular

transfectat.
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D’entre els vectors integratius els més utilitzats inicialment van ser els retrovirus derivats de
oncorretrovirus murins, si bé tant sols tenen la capacitat d’infectar cél-lules en divisié.
Actualment els lentivirus, que sén retrovirus derivats del virus de la immunodeficieéncia
humana (VIH), estan guanyant terreny als retrovirus. Els vectors lentivirals, a diferencia dels
retrovirus, poden infectar tant cél-lules quiescents com cél-lules en divisié, i es poden utilitzar

en terapies ex vivo i in vivo. Aquests vectors poden contenir gens exogens de fins a 8 kb.

Pel que fa als vectors no integratius, els més ampliament utilitzats son els adenovirus (Ad) i els

vectors adenoassociats (AAV), que poden infectar cél-lules quiescents i cel-lules en divisio.

Els vectors adenovirals de primera generacié permeten I'expressié d’elevats nivells de gens
exogens de manera transitoria, perd al mantenir I'expressié d’algunes proteines virals resulten
immunogenics. En els seglient apartat farem una completa revisiéd d’aquests vectors ja que sén

els utilitzats en aquesta tesi per la transduccio de les cel-lules dels illots.

En els adenovirus d’ultima generacid, gut-less o helper-depender, els gens virals s’"han eliminat
completament, i per tant sdn poc immunogenics i permeten I'expressié a més llarg plag dels
gens exogens. Aquests vectors tenen una gran capacitat de clonatge respecte els adenovirus de
primera generacio (36 kb vs 8kb respectivament). La contrapartida és que la seva produccié

resulta molt complicada.

Els vectors AAV deriven de virus adeno-associats, que van ser identificats com a virus
contaminants de preparacions d’adenovirus. Els AAV necessiten d’altres virus per replicar-se
(adeno o herpes virus). Actualment s’han obtingut varis serotips d’AAV que presenten diferent
tropisme cel-lular i que poden seleccionar-se depenent del tipus cel-lular en el que es vulgui
expressar el gen terapéutic. A més, els AAV es poden produir facilment i en models animals no
generen resposta immune i la seva expressido es manté a llarg pla¢. La limitacié d’aquests
vectors és la baixa capacitat d’empaquetament. Els AAV només poden contenir gens de fins 4.5

kb.
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Vectors Avantatges Inconvenients
Retrovirus Expressio estable Infecta Unicament cél-lules en divisio
Possibilitat de pseudotipar els vectors Integracid aleatoria en el genoma de
per modificar el tropisme I'hoste. Risc de carcinogénesi
Baixa/Nul-la immunogenicitat Limitada capacitat per introduir ADN
exogen (8Kb)
Lentivirus Infecta tant célllules en divisi6 com Potencial patogenicitat dels vectors
quiescents derivats del VHI (?)
Expressio estable durant llargs periodes  Integracié aleatoria en el genoma de
de temps I'hoste
Baixa/Nul-la immunogenicitat Limitada capacitat per introduir ADN
exogen (8Kb)
Relativament baixa produccié de virus
Adenovirus Elevada eficiencia de transduccid Expressio transitoria del transgen

Infecta tant cél-lules en divisi6 com
quiescents

Gran capacitat de clonatge en Ad
d’dltima generacio (36 kb)

Moderada/Baixa immunogenicitat en Ad
d’dltima generacid

Elevada produccié de virus (Ad de
primera generacid)

Elevada immunogenecitat (vectors de
primera i segona generacio)

Dificil produccié de virus (Ad d’ultima
generacio)

Toxicitat aguda amb elevades dosi
sistéemiques

Virus adenoassociats

Gran nombre de serotips amb varietat
de tropisme

Infecta tant cél-lules en divisi6 com
quiescents

No s’ha descrit patogenicitat

Elevada produccio de virus

Poca capacitat d’incorporacié d’ADN
exogen (4.7 kb)

Limitada efectivitat quan existeixen
anticossos contra AAV

Reaccié immunitaria contra les proteines
de la capside del serotip 1i 2 en humans

ADN plasmidic

Baixa/Nul-la immunogenicitat
Elevada bioseguretat

Abséncia de limits estrictes en la
capacitat d’incorporacié d’ADN

Possibilitat de multiples administracions

Expressio transitoria

Dany transitori en el teixit transduit

Taula 1. Avantatges i inconvenients dels principals vectors utilitzats per terapia génica.
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5.3.2. Adenovirus

Els adenovirus han estat els vectors virals més utilitzats en terapia génica, van ser descrits i
aillats per primera vegada per Rowe I'any 1953 a partir d’adenoides humans en la recerca dels
agents causals d’un refredat comu al reconeixer un agent transmissible que estava destruint les

cél-lules epitelials (ROWE et al., 1953).

Des d’aleshores dins de la familia Adenoviridae s’han descrit més de 51 serotips d’adenovirus
humans que es classifiquen en 6 grups (A-F) en funcid de les seves caracteristiques
immunologiques, biologiques i les seves seqiiéncies genomiques. En general els adenovirus
causen, en hostes immunocompatents, infeccions que cursen amb afeccions respiratories,
oculars i gastrointestinals lleus. Els adenovirus millor caracteritzats i més utilitzats en terapia

génica son els Ad tipus 2 i 5, ambdds pertanyents al grup C.

Els primers estudis realitzats utilitzant els adenovirus com a vectors de transferéncia genica es
situen entre els anys 1991 i 1993 (Becker et al., 1994a; Becker et al., 1994b; Berkner, 1988). Els
adenovirus recombinants o vectors adenovirics sén virus deficients als que s’han delecionat

regions del genoma indispensables per a la seva replicacié.

5.3.2.1. Estructura dels adenovirus

La particula de I'adenovirus o virié esta composta per una capside icosaedrica sense embolcall
lipidic d’entre 70-100 nm de diametre formada principalment per 8 proteines estructurals, de
les quals les 3 majoritaries son els hexons, els pentons i les fibres (Fig. 10). Cada capside esta
formada per 240 capsomers hexagonals (formats per 720 monomers d’hexons) que
constitueixen les 20 cares del icosaedre, 12 capsomers pentagonals (formats per 60 monomers
de pentons) que componen els 12 vertex del icosaedre des de cadascun dels quals es projecta a
mode d’antena la proteina de la fibra. Cada capside conté 36 monomers de fibres, i cada fibra
esta constituida per tres dominis ben diferenciats: I'extrem N-terminal, responsable de la unié
al pento, la regié central o cos de la fibra, important en el procés infectiu, i I’'extrem globular C-
terminal anomenat domini knob, responsable de la interaccié del virus amb el receptor CAR

(receptor coxsackie-adenovirus) (Zhang and Bergelson, 2005).
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Trobem altres proteines minoritaries de la capside, com la proteina Illa que uneix la base dels
pentons, els hexons i la proteina de la fibra, o la proteina VIII que actua estabilitzant les
interaccions entre els hexons en la particula de I'adenovirus) (Saban et al., 2005; San Martin et

al., 2008) (Fig. 10).

Fibra
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Figura 10. |Il-lustracié esquematica de [Iestructura del viri6 d’adenovirus. Adabtat de: ssg-

adenovirus.blogspot.com

El genoma viral és lineal i esta format per una doble cadena de DNA de 36-40 Kb, presenta
cassets genics (unitats transcripcionals) solapats en ambdues cadenes de DNA, i gracies a
I’empalmament (splicing) alternatiu, s’arriben a transcriure fins a 50 proteines diferents (Verma
and Weitzman, 2005). L'analisi de les seqliéncies dels genomes de diferents adenovirus ha
posat de manifest I'existéncia de diverses repeticions terminals invertides (ITRs) que varien en
tamany de 36 fins a 200 parells de bases i que funcionen com a origens de replicacié (Davison
et al., 2003). Les seqliencies de DNA que codifiquen per la majoria de les proteines estructurals
del virid, les proteines relacionades amb la replicacid viral aixi com en I'assemblatge estan
majoritariament conservades en tots els genomes adenovirics. Pel contrari, les seqliencies de
DNA de les regions d’expressid primerenca 1, 2 i 4 aixi com la regié que codifica pel VA RNA
(small virus-associated RNA) es troben en tots els virus aillats en mamifers perd no en altres
géneres de la familia Adenoviridae (Davison et al., 2003), les proteines codificades per aquestes
regions sén les encarregades de regular diversos processos virals entre els que s’inclou la

transcripcié del genoma viral, el processament del RNA i la seva posterior exportacio al nucli.
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El genoma del adenovirus es troba associat a 5 proteines diferents: la proteina terminal TP (671
aminoacids), que es troba unida covalentment als extrems 5’ terminals (Rekosh et al., 1977), la
proteina VIl i el péptid Mu (Anderson et al.,, 1989) que estan intimament units al DNA, i el
polipéptid V que també esta empaquetat amb el genoma del virus i li confereix una unié
estructural amb el polipéptid VI de la capside (Matthews and Russell, 1995). El virus també
conté 10 copies de la cisteina-proteasa viral p23 necessaria pel processament d’algunes
proteines estructurals i la produccié de particules viriques infeccioses madures (Russell,

2009)(Fig. 10).

5.3.2.2. Infeccié amb adenovirus

Els adenovirus sén virus amb cicle litic. L'entrada del virus a la cél-lula hoste té lloc mitjangant
el reconeixement i la interaccié d’alta afinitat que s’estableix entre el domini globular de la

fibra i receptors situats en la membrana cel-lular.

El principal receptor per el subgrup C d’adenovirus és el receptor del virus Coxsackie
B/Adenovirus (CAR). Es tracta d’una glicoproteina transmembrana d’uns 46 KDa que pertany a
la superfamilia de les immunoglobulines, consta de dos dominis extracel-lulars (distal o D1 i
proximal o D2), una regidé hidrofobica transmembrana i un domini citoplasmatic. El domini D1
és suficient per a la interaccido amb el domini globular de la fibra adenoviral (Freimuth et al.,
1999). La presencia del CAR condiciona la susceptibilitat a la infeccié per adenovirus i la seva
absencia en la membrana de determinats tipus cel-lulars explica la resistencia d’aquests a la
infeccid per adenovirus (Mentel et al., 1997). A part dels serotips 2 i 5 d’adenovirus, altres
serotips d’adenovirus humans (Roelvink et al., 1998) aixi com adenovirus no humans, poden
interaccionar amb CAR, en canvi adenovirus d’altres especies sembla que entren a la cel-lula de
manera independent a CAR (Bangari and Mittal, 2005). També s’han descrit proteines amb un
alt grau d’homologia amb el CAR huma en gran varietat d’espécies (Bergelson et al., 1997;
Fechner et al., 1999). D’altra banda, existeixen altres receptors com el CD46 que és el receptor
per la majoria dels adenovirus humans del grup B (Pache et al., 2008; Persson et al., 2007), s’ha
determinat que vectors de terapia genica derivats d’adenovirus del grup B o vectors quimerics
amb fibres del grup B poden transfectar de manera eficient tipus cel-lulars que sén refractaris

als vectors tradicionals derivats dels adenovirus 5, incloent cél-lules cancerigenes, cél-lules
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mare hematopoetiques i limfocits. Alguns membres del grup D utilitzen I'acid sialic com a
receptor cel-lular (Arnberg et al., 2002; Arnberg et al., 2000). També s’han identificat proteines
de membrana com CD80 i CD86, que pertanyen a la superfamilia de les immunoglobulines, i
els proteoglicans com a receptors primaris per adenovirus. Per ultim, multiples tipus
d’integrines sén capaces d’actuar com a receptors secundaris d’adenovirus a través dels motius

RGD i LDV situats en els bucles exposats del penté.

Seguidament al reconeixement i la interaccié amb el receptor es ddna la internalitzacié de la
particula virica, via endocitosis mediada per clatrina. S’ha determinat que es déna una
interaccio secundaria entre el motiu RGD (Arg-Gly-Asp) del penté i les integrines av (Wickham
et al., 1993) i és aquesta unid penté-integrina que permet la internalitzacid del virus mitjancant
la formacid de vesicules de clatrina (Stewart et al., 1997). Durant el transport cap al nucli es
produeix un desensemblatge parcial de la particula virica en que les proteines dels vertex del
icosaedre son alliberades al medi acid de l'interior de I’endosoma. L’alliberacié de la proteina VI
provoca la lisi de la membrana endosomal (Wiethoff et al., 2005), permetent que la
subparticula virica formada en I'endosoma sigui alliberada al citoplasma. Un cop al citoplasma,
la subparticula s’associa a la dineina, proteina motriu, que la transporta a través dels
microtubuls del citoesquelet fins al nucli (Suomalainen et al., 1999). El procés d’entrada
culmina amb l'alliberacié de I’acid nucleic viral i el seu transit a través del complex del porus
nuclear fins assolir el nucli cel-lular, una vegada dins el nucli el virus aprofitara la maquinaria

transcripcional cel-lular per iniciar la transcripcio dels gens virals.

La transcripcié del genoma viral es dona en dues fases: la primerenca (early) en que es
transcriuen els gens primerencs (E1, E2, E3 i E4) i la tardana (late) en que es transcriuen els

gens tardans (L1, L2, L3, L4 i L5).

Durant la fase primerenca, la cél-lula hoste es converteix en una productora eficient del
genoma viral. Degut a que la gran majoria de les cél-lules hoste es troben en estat quiescent en
el moment de la infeccio, les proteines virals han d’interaccionar amb les proteines de la
cél-lula hoste per tal d’activar la replicacio i la divisié cel-lular, al mateix temps que protegir la

cel-lula infectada d’atacs immunologics i d’activacions de cascades proapoptotiques.

La transcripcid, replicacid i encapsidacié del genoma de I'adenovirus tenen lloc en el nucli de la

cél-lula infectada i s’inicien amb la transcripcié dels gens primerencs. Els productes de E1 es
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divideixen en E1A i E1B. El primer gen que es transcriu a nivell del genoma viral és E1A, donant
lloc a dues proteines, 289R i 243R, les quals estan involucrades en la regulacié de la transcripcié
i la replicacié viral. La funcié principal d’aquestes proteines és modular el metabolisme cel-lular
per fer a la cel-lula susceptible de la replicacié viral (Russell, 2009). La desregulacid del cicle
cel-lular provocada per E1A indueix I'acumulacié del gen supressor de tumors p53, I'activacioé
de la via p53 portaria a la induccié de I'apoptosi perdo I'expressido del gen adenoviral E1B
impedeix la mort prematura de la cel-lula hoste. E1B genera mitjancant processos de splicing
alternatiu dues proteines, 19k i 55k, necessaries per bloquejar el transport del RNAm cel-lular i
estimular el del RNAm adenoviral, afavorir la replicacié viral i bloquejar la induccié de
I’'apoptosi (dependent principalment de p53), la proteina E1B-55kD s’uneix a p53 i indueix la
seva degradacio, mentre que la proteina E1B-19kD presenta funcions similars al factor
antiapoptotic Bcl2. A través d’aquests mecanismes el virus manté a la cél-lula viva el maxim de

temps possible per tal de maximitzar la produccio viral (Russell, 2009).

La regid E2 codifica per la maquinaria replicativa del DNA del virus, E2 es divideix en 2
subregions E2a i E2b que comparteixen el mateix promotor, E2a codifica per la proteina d’unio
al DNA (DBP) i E2b per la polimerasa viral (Pol) i el precursor de la proteina terminal

(pTP)(Caravokyri and Leppard, 1996; Hay et al., 1995).

E3 doéna lloc a nombroses proteines involucrades principalment en I'evasié de la resposta
immunitaria de I’hoste generada contra I’ adenovirus (Wold and Gooding, 1991) i en facilitar la
lisis cel-lular per tal d’alliberar els nous virions formats (Tollefson et al., 1996). La proteina
gp19k s’uneix a la cadena pesada del MHC-l i la reté en el reticle endoplasmatic evitant la seva
translocacid a la membrana plasmatica i aixi eludir el reconeixement per part dels limfocits
(Bennett et al., 1999). E3 també codifica per una proteina anomenada adenovirus death (ADP)
necessaria per I'alliberacid eficient dels virions del nucli i la lisi de la cél-lula (Tollefson et al.,

1996).

E4 codifica per al menys 7 proteines (ORF 1-6/7) que faciliten el metabolisme del RNAm viral,
promouen la replicacié del DNA viral, I'expressio dels gens tardans i el shut off de la sintesi de
proteines cel-lulars. Els productes dels ORF 3 i 6 faciliten el creixement viral incrementant
I’estabilitat dels transcrits tardans en el nucli, a més la proteina ORF6 forma complexes amb la

proteina E1B per promoure el transport dels RNAs virals a I’exterior del nucli. El producte dels
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ORF 6/7 s’uneix al factor de transcripcid cel-lular E2F activant la regié E2 per augmentar

I'expressié de proteines implicades en la replicacié viral.

La replicacié del DNA viral comenca 8 hores després de la infeccid, s’inicia en ambdds extrems
del genoma viral utilitzant els ITRs i la TP com a motllo per la sintesi de DNA catalitzada per la
polimerasa adenoviral (Pol). La sintesi continua al llarg del genoma mitjangant un mecanisme
de desplacament que requereix diferents proteines d’unié al DNA, Pol i factors cel-lulars (Hay

et al., 1995).

Després de la replicacié6 comenca la fase de transcripcié tardana. En aquest moment quasi la
totalitat de les proteines expressades son d’origen viral degut basicament a l'activitat dels
productes de E1 i E4. La transcripcid tardana esta controlada pel promotor MLP (Mayor Late
Promoter) i dona lloc a 5 transcrits (L1-L5) per processos de splicing. L1-L5 codifiquen per les
proteines estructurals, les proteines necessaries per I'encapsidacié del genoma viral i per la
maduracié dels virions. En aquesta fase tardana es transcriuen els VA RNAs que no es
tradueixen, necessaris per la traduccid dels transcrits virals tardans i per la inhibicié de les
proteines antivirals induides per I'interferd (Russell, 2000). També s’expressa la proteina IX que
contribueix a I'estabilitat termica de I'adenovirus i a I'eficiencia de I’encapsidacié del genoma
viral. El procés d’encapsidacio esta dirigit per la preséncia en el genoma viral del senyal
d’empaquetament que consisteix en diverses seqiiencies riques en A-T (Hearing et al., 1987).
La produccié de virions continua durant 40 hores i s"acompanya de canvis importants en
I'estructura i permeabilitat nuclear, facilitant la sortida del virus al citoplasma i finalitzant amb

la lisi cel-lular i I'alliberacio de les particules virals (Tollefson et al., 1996).

5.3.2.3. Adenovirus com a vectors d’expressiod

Els adenovirus presenten una serie de caracteristiques que els converteixen en bons vectors
per a la terapia genica: tenen una elevada bioseguretat i son produits facilment en
concentracions elevades (per sobre de 10" particules/ml), infecten eficagment un gran nombre
de tipus cel-lulars, tant si es troben en divisi6 com si estan en estat de quiescéncia, presenten
una alta eficiencia de transfeccié i per tant expressen elevades quantitats del transgen, el
material geneétic transferit resta episomal (fora del propi genoma) per la qual cosa desapareix el

risc de mutagenesi per integracié del DNA viral al de la cél-lula hoste. Tanmateix, la divisid
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cel-lular va diluint el nombre de particules adenovirals fins a desapareixer. Pero, el principal
inconvenient dels adenovirus de primera generacié com a vectors de transferéncia genica in
vivo és la resposta immunologica que generen. Les cél-lules transfectades amb adenovirus
donen lloc a una resposta immune inflamatoria, que portara a la destruccié de les ceél-lules
modificades, limitant la duracid de I'expressié del transgén a un periode que pot anar d’algunes
setmanes a pocs mesos. Aquest fet s’explica per I'expressié de proteines viriques altament

immunogeniques.

Els adenovirus que s’utilitzen com a vectors d’expressid son virus delecionats, els adenovirus
recombinants de primera generacid tenen delecionades les regions E1 i/o E3 (Fig. 11), la
delecié té una doble finalitat, d’'una banda converteix als adenovirus en vectors incapacos de
replicar-se i de l'altra proporciona cabuda al gen fora, els vectors adenovirics de primera
generacio delecionats en E1 permeten incorporar DNA extern de fins a 5,1 Kb i els delecionats
en E1 i E3 de fins a 8,2 Kb. El fet que les proteines expressades en la regiéd E1 siguin
imprescindibles per la replicacié dels adenovirus i per I'expressié d’altres gens virals, com sén
els de la regié E2, fa que la produccio d’aquests adenovirus recombinants s’hagi de realitzar en
cel-lules transformades que proveeixin les proteines codificades per la regié E1 en trans, essent
la linea cel-lular 293 la més utilitzada (Graham et al., 1977). La regié E3 codifica per proteines
gue contraresten els mecanismes de defensa de la cel-lula hoste, aquestes proteines no sén
imprescindibles per a la replicacié viral pel que no és necessari que la linea cel-lular les aporti.
Malgrat els vectors tinguin delecionada la regié E1 i no puguin replicar-se, I'expressié residual
de gens adenovirals pot desencadenar la resposta immune dels limfocits T citotoxics (Yang et
al., 1994) portant a I'eliminacié de les cél-lules transduides i per tant, a la pérdua de I'expressio
geénica del gen exogen.

Per evitar aquest problema es van generar els adenovirus de segona generacid en els quals es
van delecionar a més de les regions primerenques E1 i/o E3 també les regions E2 i/o E4 ja que
es va determinar que al utilitzar titols molt elevats de virus de primera generacio la regié E2
podia expressar-se tot i que la regié E1 s’hagués eliminat, generant-se adenovirus replicatius
(RCA; Replicative-Competent Adenovirus) i provocant la mort de les cél-lules hoste de manera
agreujada pel fet que no es doénes la inhibiciéd de I'apoptosi en front de la infeccié degut a
d’inexisténcia de les proteines E1. L’eliminacié de les regions E2 i/o E4 permet incorporar fins a
14 kD de DNA exogen. Ara bé, amb els adenovirus de segona generacié no s’elimina

I'immunogenicitat i per la seva produccid és requereixen linies cel-lulars complementaries més
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sofisticades (Danthinne and Imperiale, 2000), a més no permeten obtenir titols virals tan

elevats com en el cas dels vectors de primera generacié (Volpers and Kochanek, 2004).

Ad 12 generacid

L1 L2 L3 L4 L5

>>>>>
E3
1)
Adenovirus (Ad) <— <
ITR £2 MM
L112131415
>>>>>
E1A E1B E3 Ad 32 generacid o gutless
Yy - > > D
ITR £2 E4 ITR

v —
Casset Genic (CG)

ITR ITR

Figura 11. Esquema de I'organitzacié del genoma en els Ad i en els seus vectors. El genoma dels Ad té un
conjunt de gens early (E) i gens late (L), un senyal d’empaquetat () i les ITR (Inverted Terminal Repeats).
Els vectors adenovirals de 12 generacid substitueixen els gens E1A i E1B i/o E3 pel casset génic (CG) i es
mantenen la resta de gens virals, Y i ITR. Els vectors gutless no contenen cap gen viral i només contenen

P ilTR.

Els adenovirus de tercera generacié també anomenats “gutless” o “helper-dependent”
adenovirus (Amalfitano et al., 1998) sén vectors adenovirals als quals s’han eliminat tots els
gens virals i només conserven intactes les seqliencies que actuen en cis, és a dir, les regions
ITRs i la seqlieéncia d’empaquetament (Fig. 11). Aquests virus permeten incorporar fins a 36 kD
de DNA exogen. Per a la seva propagacidé, els adenovirus gutless, necessiten cel-lules
complementaries i un virus helper que aporti totes les regions codificants del virus que
actuaran en trans. L'obtencié de virus gutless lliures de contaminacié per particules helper
requereix una meticulosa i costosa purificacio, és dificil produir titols alts de virus i el seu
genoma és sovint inestable. Per I'eliminacié de la contaminacid de les particules helper de la
preparacié final s’han generat diferents sistemes basats en [I'escissio del senyal
d’empaquetament del helper, entre ells el més usat és el sistema Cre-loxP (Parks et al., 1996),
perd se’n han desenvolupat d’altres com sén la delecié de la proteina IX del helper. pIX és una

proteina associada a I’"hexd essencial per 'empaquetament dels genomes virals, o bé I'is de
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vectors no adenovirics com a helpers, com son el virus de I’'Herpes Simplex (Kubo et al., 2003) i
el Baculovirus (Cheshenko et al., 2001). Els vectors gutless es consideren els vectors adenovirals
més segurs degut a que la manca de les proteines virals fa que generin una resposta immune
innata molt limitada, ara bé, la seva produccid és un procés complicat, sobretot I’eliminacio del
virus helper, i la seva eficieéncia és controvertida i sembla que pot dependre del teixit que s’ha

de tractar, de I'origen exacte del vector, de I'hoste i del tipus de transgen.

5.3.2.4. Adenovirus i l'illot pancreatic

Tot i que per transfectar els illots pancreatics han estat utilitzats diversos vectors d’expressio,
entre els quals trobem DNA plasmidic (Gainer et al., 1998), lisosomes cationics (Benhamou et
al., 1997; Welsh et al., 1990), dominis de fusié de péptids (Embury et al., 2001; Mi et al., 2000;
Rehman et al., 2003), virus adenoassociats (Flotte et al., 2001; Kapturczak et al., 2002; Yang
and Kotin, 2000), lentivirus (Gallichan et al., 1998; Giannoukakis et al., 1999a; Ju et al., 1998),
retrovirus (Leibowitz et al., 1999), Herpes Simplex Virus (Liu et al., 1996; Rabinovitch et al.,
1999), sén els vectors adenovirals els que han estat més ampliament usats per la introduccid
de gens exogens a les cel-lules de l'illot pancreatic (Becker et al., 1994a; Contreras et al., 2001;
Giannoukakis et al., 1999b; Moriscot et al., 2000; Téllez et al., 2005; Téllez et al., 2007; von
Herrath et al., 1997).

Els adenovirus sén bons vectors d’expressid per la transferencia ex vivo de gens a les céel-lules
de l'illot pancreatic, oferint un vehicle adequat tant per la prevencidé de la mort cel-lular beta
mitjancant I'expressié de gens immunoreguladors, citoprotectors o antiapoptotics (Fernandes
et al., 2004; Tran et al., 2004; Téllez et al., 2007), com per 'estimulacié de la diferenciacid i la
regeneracié de les cel-lules beta a través de la induccié de reguladors de la transcripcid i factors
de creixement (Brun et al., 2004; Cozar-Castellano et al., 2004).

Es de remarcar també, que, aquests vectors han demostrat assolir una bona eficiéncia de la
infeccid de les cél-lules de l'illot, és a dir del percentatge de cel-lules de l'illot que expressen el
transgen, tot i que la infeccid es localitzi principalment en les cél-lules de la periferia de I'illot.
Malgrat que la utilitzacié d’elevades quantitats de virus pot tenir efectes deleteris en les
cél-lules de l'illot (Barbu et al., 2005), s’ha descrit que la infeccié amb adenovirus a baixes MOI

no afecta ni la viabilitat ni la funcié dels illots (Weber et al., 1997).
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D’altra banda, tot i que I'expressid del transgen introduit mitjancant un vector adenoviral sigui
transitoria, s’ha determinat que I'expressid6 d’un gen marcador (B-galactosidasa) es pot
detectar en illots infectats ex vivo i posteriorment trasplantats fins un minim de 140 dies post-

trasplantament (Muruve et al., 1997).

Per ultim, cal mencionar que els adenovirus sén, al marge dels seus potencials usos terapeutics,

valuoses eines experimentals per la manipulacié genética de les cel-lules de I'illot.

5.3.3. Terapia génica en diabetis

La terapia genica es una eina prometedora pel tractament de moltes malalties humanes,
incloent la diabetis (Yechoor and Chan, 2005). En els dltims anys la terapia geénica pel
tractament de la diabetis ha estat abordada des de diverses perspectives, utilitzant gran
varietat de vectors d’expressié i de manipulacions genétiques per tal d’aconseguir el
manteniment o la normalitzacid dels nivells de glucosa en sang. Entre les diverses estrategies

utilitzades son de destacar:

Terapia genica ex vivo. Aquesta terapia es basa en la modificacié genética dels illots per tal de,
per exemple, conferir-los resisténcia contra el sistema immunitari, millorar la seva
supervivencia o augmentar-ne la proliferacio per la seva posterior reintroduccid a I'organisme,
mitjancant el trasplantament d’illots pancreatics. En aquest sentit s’han portat a terme un
elevat nimero d’estudis centrats en la terapia génica dirigits a la transferéncia de gens
antiapoptotics, proangiogénics o immunomoduladors, entre d’altres, mitjangant I'Us de vectors

virals i no virals.

Terapia génica preventiva. S’han descrit un gran numero d’aproximacions en models animals
gue tenen com objectiu reduir o eliminar la resposta immunitaria contra la cel-lula beta.
Malgrat aixo, en l'actualitat és dificil que aquestes aproximacions es puguin traslladar a la
clinica degut a la manca de marcadors 100% fiables per poder predir quins individus
desenvoluparan diabetis tipus 1. Per desenvolupar aquest tipus d’aproximacié, doncs, es
requereixen técniques avangades capaces d’identificar la susceptibilitat geneética individual al
risc de desenvolupar diabetis, com sén les analisis de Iligament de genoma complet amb les

guals s’han relacionat determinats haplotips del locus de I'antigen leucocitari huma (HLA) i la
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predisposicidé a patir diabetis tipus 1 (Golden et al.,, 2005). Ara bé, en els casos en que la
patologia no es pot identificar de manera primerenca i es desenvolupa, la manipulacié genética
permet la realitzacié de diverses técniques que poden ser usades com a mesures de proteccié
pels illots trasplantats, técniques com sén la induccié de la tolerancia immune (Ansari et al.,
2003; Giannoukakis et al., 1999c), la interferéncia en la presentacié d’antigen (Arnush et al.,
1998a; Arnush et al., 1998b; Corbett and McDaniel, 1995; McDaniel et al., 1996; Stassi et al.,
1997), la interferéncia amb I’activacio o la co-estimulacié de les cél-lules T (Giannoukakis et al.,
1999c), la immune regulacié de les citocines (Bregenholt et al., 2003; Cameron et al., 2000;
Creusot et al., 2008; Dénes et al., 2006; Meagher et al., 2007; Sadeghi et al., 2002; Sun et al.,
1994) ila inhibicio de I'apoptosi (Giannoukakis et al., 2000; Grey et al., 1999; Klein et al., 2000;
Kojima et al., 2009)

Terapia génica curativa. Aquesta estrategia té com a finalitat la regeneracié de la massa beta in
situ en el pancrees del pacient i a la vegada reduir la resposta immunitaria. L'objectiu es
incrementar la replicacié de les ceél-lules beta remanents o bé induir la formacié de noves
cel-lules beta, per tal de regenerar els illots destruits i protegir les noves cel-lules beta del atac
autoimmune. Malgrat el pancrees és un organ dificil de manipular, ja que facilment es pot
induir pancreatitis, amb I'Gs d’eines de transferéncia genica és possible expressar factors
involucrats en la diferenciacido, manteniment i funcido de les cél-lules beta directament al
pancrees. Alguns exemples sén la proteccié de I'atac autoimmune de les cél-lules beta en
ratolins NOD mitjancant I'expressié de IL-4 utilitzant vectors AAV. L'increment de la replicacié
beta per sobreexpressid de GLP-1 mitjangant virus adenoassociats, o I'estimulacié de la
neogenesi beta gracies a I'expressié d’una combinacié de factors de transcripcié importants pel
procés de diferenciacié beta, en aquest sentit la transferéncia dels gens Pdx-1, Ngn-3 i MafaA
ha permeés aconseguir la formacié de cél-lules productores de insulina a partir de cél-lules
exocrines. Aquestes aproximacions indiquen que a través de la combinacié de gens terapeutics
clau, vectors de transfeccié més eficients i vies d’administraciéd més especifiques en el futur la

regeneracié del pancrees podria esdevenir una realitat.

Terapia geénica substitutiva. Diverses aproximacions tenen ['objectiu de mantenir la
normoglucémia contrarestant la hiperglucémia diabeética a través I'increment de la captacié de
glucosa per part dels teixits periférics gracies a I'expressié del gen de la insulina en teixits

extrapancreatics. Com que la diabetis tipus 1 és una malaltia autoimmunitaria que afecta
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selectivament les cél-lules beta pancreatiques productores d’insulina, alguns tractaments de
terapia genica intenten recrear les funcions de les cel-lules beta en altres tipus cel-lulars de
I'organisme evitant d’aguesta manera |'atac del sistema immunitari. Entre els tipus cel-lulars
gue s’han manipulat genéticament per aconseguir cel-lules productores d’insulina trobem el
muscul esquelétic, les cél-lules epitelials, com els queratinocits, que s’han transfectat
mitjangant vectors virals per convertir-los en productors d’ insulina (Lei et al., 2007; Soltani et
al., 2007; Tian et al.,, 2008), experiments similars s’han realitzat amb les cel-lules k
enteroendocrines (Zhang et al., 2008). Nombrosos grups de recerca han utilitzat els hepatocits
com a cél-lules diana per aconseguir cél-lules amb la capacitat de fabricar insulina, ja sigui
mitjancant la introduccid del propi gen de la insulina, o bé inserin altres gens per promoure la
seva I'expressié (Fodor et al., 2007; Hsu et al., 2008; Koizumi et al., 2006; Olson et al., 2008;
Ren et al., 2007) o I'administracio de PDX-1 usant adenovirus per adregar la funcié dels
hepatocits a cel-lules productores d’insulina (Shternhall-Ron et al., 2007). D’altra banda, estudis
realitzats amb cél-lules mare mesénquimals murines transfectades amb el gen de la insulina
han assolit bons nivells d’expressié del transgen i han mantingut la normoglucemia de ratolins
diabétics amb exit (Xu et al., 2007). Altres aproximacions experimentals utilitzades per redirigir
la funcionalitat de determinats tipus cel-lulars utilitzant vectors d’expressié sén per exemple
I’'s de métodes no virals com les nanoparticules per transfectar el gen de la insulina a través
del tracte gastrointestinal (Niu et al., 2008), o altres técniques no virals com I'electroporacio
mitjancant la qual Soltani et al. van induir I'expressio de GLP-1 a les fibres musculars de ratolins
diabétics per STZ aconseguint una disminucié de la incidéencia de la diabetis del 50% (Soltani et

al., 2007).

Terapia genica per les complicacions secundaries. Aquesta terapia té la finalitat de contrarestar
o endarrerir la retinopatia, la nefropatia o la neuropatia diabétiques. Aquestes aproximacions
representen una area d’investigacidé activa i, malgrat la majoria d’estudis sén experimentals,
existeix algun assaig clinic de terapia genica per la isquémia de les extremitats en pacients

diabeétics.

En definitiva, els avencos assolits els darrers anys en la terapia genica en diabetis indiquen que
es treballa en la direccid correcta pero queden, encara, molts aspectes que cal optimitzar en

aquest camp.
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6.ELS FACTORS DE CREIXEMENT SIMILARS A LA INSULINA (IGFs).

6.1. Antecedents historics

Els factors de creixement similars a la insulina (IGFs) es van descobrir en base a la seva
capacitat d’estimular la sulfatacié del cartilag i substituir I'activitat com a factor de sulfatacié de
I’'hormona del creixement (SALMON and DAUGHADAY, 1957). La seva significacid biologica,
pero, va augmentar rapidament en identificar-se la seva accié sobre I'estimulacié de la sintesi
de DNA (Daughaday and Reeder, 1966), la sintesi de proteoglicans (Hall and Uthne, 1971), la
sintesi de glicosaminoglicans (Daughaday et al., 1975) i la sintesi proteica (Salmon and DuVall,
1970). En reconeixement als seus efectes pleiotropics, a principis dels anys 70 el factor de
sulfatacioé va ser reanomenat somatomedina (mitjancer dels efectes de la somatotropina) i es
va incloure en la classificacié emergent dels factors de creixement conjuntament amb el factor
de creixement derivat de les plaquetes, el factor de creixement de fibroblasts i el factor de

creixement epidérmic (Daughaday et al., 1972).

Durant el periode en que es van comencar a caracteritzar les accions biologiques del factor de
sulfatacio, estudis paral-lels intentaven definir factors en serum amb la capacitat d’estimular

efectes tipus insulina.

Ja en el 1941, Gellhorn i col-laboradors van determinar que I'administracié de sang humana a
rates hipofisectomitzades i adrenalectomitzades provocava una caiguda dels nivells de glucosa
en sang. Aquesta va ser una de les primeres demostracions que la sang humana posseia la
capacitat de disminuir la glucosa, o el que és el mateix, tenia activitat tipus insulina (ILA, de
I'anglés insulin-like activity). Gellhorn va assumir que havia detectat només insulina. Durant la
decada dels 60, pero, es va fer evident que el plasma amb ILA contenia almenys dos
components: un ILA suprimible (SILA), on I'lLA s'inactivava per anticossos anti-insulina i era
considerat, per tant, indistingible de la insulina pancreatica, i I'altre ILA no suprimible (NSILA),

on I'ILA no es veia afectada per anticossos anti-insulina (FROESCH et al., 1963).

Treballs posteriors van resoldre que la NSILA es dividia en dos components, es va establir la
seva identitat amb les somatomedines i la seva similitud amb la proinsulina i la insulina. Va ser
en el 1976 quan Rinderknecht i Humbel, que préviament havien identificat dos polipeptids amb
activitats promotores del creixement, van recomanar la designacié de factor de creixement

similar a la insulina (IGF, de I'anglés insulin-like growth factor) per substituir la de NSILA i
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d’aquesta manera emfatitzar les seves accions predominantment mitogeniques (Rinderknecht
and Humbel, 19764a, b). NSILA | va esdevenir IGF1, i NSILA Il IGF2, el 1978 els mateixos autors
van publicar les seqiiéncies aminoacidiques completes d’ambdds péptids: IGF1 (Rinderknecht
and Humbel, 1978b) i IGF2 (Rinderknecht and Humbel, 1978a). Es de remarcar que la insulina i
els IGF presenten sorprenents homologies en la composicié d'aminoacids i un cert grau de

solapament en les seves vies de senyalitzacid i les seves accions.

Les proteines “insulin-like” han estat identificades no només en totes les classes de vertebrats,
sind també en els mol-luscs, insectes i nematodes. Aquestes observacions son la base per
hipotetitzar que els gens que codifiquen per les insulines i els IGFs de vertebrats i les molécules
tipus insulina d'invertebrats han evolucionat a partir d'un gen ancestral comd, i per tant, es

reforca el concepte d'una superfamilia de péptids de la insulina que promouen el creixement.

6.2. Elements del sistema IGF/Insulina

Els factors de creixement similars a la insulina i la insulina i constitueixen una complexa xarxa
gue controla molts aspectes del metabolisme, el creixement i la supervivencia en una amplia
gamma de teixits en mamifers (Nakae et al.,, 2001). La senyalitzacié IGF/insulina també
contribueix a la regulacié de la durada de la vida (Narasimhan et al., 2009), el manteniment de
I'homeostasi tissular, I'angiogenesi, I'adhesid cel-lular, la migracid, la cicatritzacié de ferides
(LeRoith and Roberts, 2003) i té diversos efectes en el cervell (Broughton and Partridge, 2009),
mentre que la seva desregulacid ha estat implicada en la neoplasia i altres patologies (Pollak,
2008). Es per aixod que I'estudi dels IGFs inclou d’una banda, el potencial terapéutic, i de Ialtra,
el paper en la patogenesi tant en les malalties neoplasiques com en d’altres patologies

humanes.

El sistema IGF/insulina esta format pels factors de creixement IGF1 i IGF2 i la insulina, els seus
respectius receptors de superficie: el receptor d’IGF1 (IGF1R), el receptor d’IGF2 (IGF2/manosa-
6 fosfat R), el receptor de la insulina (IR), el receptor relacionat amb I'IR (IRR), més els receptors
hibrids formats per hemireceptors del receptor de I'lGF1 i de la insulina (IGFR1R/IR), sis
proteines d’'unié especifiques d’alta afinitat (IGFBP 1-6) i diverses proteines d’unié de baixa
afinitat, conegudes com a proteines relacionades amb les IGFBP (IGFBP-rPs), proteines amb

activitat proteasa, aixi com altres molécules que interactuen amb les IGFBP (Jones and
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1995; Nissley and Lopaczynski, 1991) (Fig. 12). Aquest complex

sistema s’encarrega de propagar i regular les accions dels IGF en diversos teixits.

Supervivencia

Homeostasi tissular

Complexes IGF/IGFBP= IGF1  IGF2 Dissociacio o escissio de Nivells de
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Figura 12. Esquema del sistema IGF/insulina. Es representen els diversos components que el formen, aixi

com els diferents nivells de complexitat i els multiples efectes que desencadena. Modificat de (Naftanel

and Harlan, 2004).
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6.2.1. Els factors de creixement similars a la insulina: IGF1 i IGF2

Els IGFs es sintetitzen principalment al fetge, perd també es produeixen localment en molts

altres teixits, on poden actuar de forma autocrina o paracrina (LeRoith and Roberts, 1993).

Tant I'lGF1 com I'lGF2 sén polipéptids de cadena simple estructuralment homolegs a la
proinsulina. Estan constituits per quatre dominis (A, B, C i D), on com en la proinsulina, el
domini C és un péptid de connexid que uneix I'extrem C-terminal de la cadena B amb I|'extrem
N-terminal de la cadena A, pero a diferéncia d’aquesta, en el seu extrem carboxiterminal, a
continuacié del domini A, presenten una extensié: el domini D, que no és present en la

proinsulina.

L'estructura terciaria d’IGF1 i IGF2 es manté gracies a tres ponts disulfur intracatenaris, dos
entre les cadenes A i B i un tercer dins de la cadena A, que donen a la molécula la caracteristica

forma de bucle similar a la formada per la proinsulina.

Els models tridimensionals de la insulina, la proinsulina, i I'lGF1 mostren importants
homologies estructurals, perd també algunes diferencies: El peptid de connexié, o domini C, és
molt més curt en I'IGF1 (12 residus) que en la proinsulina humana (35 residus). L'IGF1 no
presenta parells de residus d'aminoacids basics (Arg-Arg i Lys Arg-) que si es troben a cada
extrem del domini C de la proinsulina (necessaris per I'escissio final del domini C), i per ultim, la
presencia dels dominis D units a I'extrem C-terminal de la cadena A en els IGFs, dominis que no

es troben en la proinsulina.

Els IGFs, a diferéncia de la insulina que circula a concentracions d’ordre picomolar, circulen a
concentracions d’ordre de nanomolar, predominantment com a components de complexes
heterotrimérics que comprenen una molécula d’IGF1 o IGF2, la subunitat acid-labil (ALS) i una
de les proteines d’unié IGFBP-3 o IGFBP-5, sent els complexes ternaris que contenen IGFBP-3
els que transporten el gruix dels IGFs en serum (Firth and Baxter, 2002). Quan els IGFs estan
formant complexes, la seva vida mitja augmenta de minuts a hores, i el seu accés als receptors
esta restringit (Payet et al., 2004). El mecanisme pel qual els IGFs sén alliberats d’aquests
complexes relativament inerts per permetre el seu pas des de la circulacié fins als seus teixits
diana, no és encara conegut. La limitada proteolisi de les IGFBPs pot reduir la seva afinitat pels

IGFs (Binoux et al., 1993; Payet et al., 2004; Yan et al., 2009), aixi com la interaccié amb la
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matriu extracel-lular o la membrana plasmatica, facilitant I'alliberament dels IGFs des dels

complexes circulants.

6.2.1.1. Factor de creixement similar a la insulina 1 (IGF1)

L'IGF1 és un polipéptid monocadena compost de 70 aminoacids i amb un pes molecular de
7649 Da (Rinderknecht and Humbel, 1978b), codificat pel gen Igfl que es localitza en humans
en el locus 12g22-24.

Els residus 1 al 29 de I'extrem N-terminal de la molecula d’IGF1 presenten una elevada
homologia amb els residus 2 a 30 de la cadena B de la insulina, i els aminoacids 42 a 62
presenten també una identitat del 52% amb els residus 1 a 21 d’aquesta hormona. Pel contrari
no existeix cap analogia entre el peptid de connexié (péptid C) de la proinsulina i la part

corresponent d’IGF1.

Les posicions dels tres enllacos disulfur i de les sis cisteines que els formen sén també
caracteristiques estructurals conservades entre la insulina i I'lGF1, es mantenen també els
residus d'aminoacids hidrofobics que formen els nuclis dels monomers i son essencials per al
manteniment de les seves configuracions tridimensionals. En contrast, els aminoacids en la
superficie de la insulina estan en la seva major part substituits per altres residus en I'lGF1, fet
gue, molt probablement, explica el fracas dels anticossos anti-insulina per reaccionar amb

I'lGF1.

6.2.1.2. Factor de creixement similar a la insulina 2 (IGF2)

L'IGF2 és un polipéptid de cadena simple compost de 67 aminoacids i amb un pes molecular de
7471 Da (Rinderknecht and Humbel, 1978a) que presenta un elevat grau d’homologia amb
I'IGF1 i la insulina. L'IGF2 esta codificat pel gen Igf2 que es localitza en humans en el locus

11p15.5.

L'expressié del gen que codifica per I'lGF2 esta regulada per imprompta gendmica. La

imprompta gendomica o imprinting genomic és un mecanisme epigenétic de regulacié
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transcripcional que afecta un grup reduit de gens en mamifers i que resulta en I'expressid
monoal-leélica diferenciada d’aquests gens. L'al-lel expressat esta determinat per I'origen

parental. En el gen Igf2 s’expressa exclusivament I'al-lel patern.

La majoria dels gens que presenten imprompta genomica estan relacionats amb el
desenvolupament embrionari, i I'expressié parental especifica pot donar-se en totes les
cel-lules, en teixits especifics o durant diferents etapes del desenvolupament, gracies a
I'existencia de marques epigenetiques en determinats locus basades en I'origen de I'al-lel

(matern o patern).

Les principals modificacions epigenétiques que determinen |'expressié parental especifica en
els gens que presenten imprompta genomica sén variacions en la metilacié del DNA en els
diferents al-lels, aixi com modificacions de la cua d’histones que alteren la conformacioé de la
fibora de cromatina i, per tant, regulen |'expressid génica. Les delecions, duplicacions,
mutacions o alteracions de la imprompta de I'al-lel actiu, aixi com la pérdua de la imprompta de
I'al-lel inactiu, porten al desequilibri (pérdua de funcié o guany de funcid) en la dosi del
producte genic i a importants conseqiiéncies fenotipiques. Les alteracions genétiques o
epigenetiques del gen Igf2 estan implicades en la fisiopatologia de dues sindromes, la sindrome
Beckwith-Wiedemann i la sindrome Russell-Silver (Smith et al., 2007), fet que indica clarament

un paper clau d’IGF2 en el creixement prenatal.

El gen Igf2 compren 9 exons (7-9 codons codificants) i 4 promotors i abasta una regid
d’aproximadament 30 Kb. Les diferents molécules de RNA es formen després de la transcripcid
del gen dins la regié codificant més una de les 59 regions no traduides derivades dels exons 1-

6. Els diferents transcrits s’expressen en funcid del teixit i I'etapa del desenvolupament.

La proteina IGF2 presenta un elevat grau d’homologia amb I'lGF1 i la insulina. Dels 67 residus
aminoacidics el 62% soén idéntics als d'IGF1. Al comparar les cadenes A i B dels dos polipéptids
(IGF1 i IGF2) es va determinar que el 76% dels residus eren idéntics. Igual que I'lGF1, I'lGF2 no
reacciona amb anticossos antiinsulina i presenta activitat promotora del creixement. La insulina

humana presenta una homologia del 49% i 47% respecte I'lGF1 i I'|GF2 respectivament.

S’ha suggerit que I'lGF1 i la proinsulina es van originar com a productes diferents de la
duplicacié d'un gen ancestral i la divergéncia entre I'lGF1 i IGF2 s'hauria produit durant el curs

de I'evolucio dels vertebrats, possiblement en el temps d'aparicié dels primers mamifers.
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6.2.1.2.1. Precursors de I'|GF2

El pre-pro-IGF2 comprén la seqiiéncia senyal N-terminal de 24 aminoacids, els 67 aminoacids
del peptid IGF2 madur, i els 89 aminoacids del domini E de I'extrem C terminal. Després de
I’escissid del peptid senyal, el pro-IGF2 entra a les vies secretores i és processat a IGF2 madur.
L’escissid proteolitica en llocs alternatius de la seqlieéncia del domini E, en les posicions 104 i 87,
produeix intermediaris anomenats “big” IGF2. Tant el pro-IGF2 com el “big” IGF2 s’han trobat
en el plasma de rosegadors i humans. En humans “big” IGF2 i pro-IGF2 representen
conjuntament del 10 al 30% del total de I'lGF2 (Daughaday and Trivedi, 1992; Marks et al.,
2011).

L'estudi dels precursors d’IGF2 mitjancant I'is de columnes cromatografiques i RIA amb
anticossos policlonals contra IGF2 i diversos immunoassaigs contra I'lGF2 madur i el domini E
no havien permes distingir la forma “big” de I'lGF2 i el pro-IGF2. Posteriorment pero, un estudi
ha permes la deteccid i la mesura especifica dels nivells de les tres isoformes de I'lGF2 tant en
plasma huma com en el de rata mitjancant Western blot i usant un sol anticdos contra I'lGF2

madur (Qiu et al., 2007).

Pel que fa a la unid als receptors, s’ha descrit que les formes més grans de I'lGF2 poden unir-se
a I'lGF1R (Valenzano et al., 1997), si bé es desconeix el nivell relatiu d’activacio del receptor per
“big” IGF2 i pro-IGF2. Ara bé, no hi ha estudis d’unié de “big” IGF2 o de pro-IGF2 al receptor de
la insulina, tot i que s’"ha documentat un augment del metabolisme de la glucosa en cél-lules
adiposes de rata després de la exposicié a “big” IGF2, suggerint una possible activacié del IR

(Zapf et al., 1992).

D’altra banda, ha estat proposada una teoria per explicar la causa de la hipoglucemia tumoral
qgue es dona en pacients amb NICTH (de I'anglés nonislet cell tumor hypoglycemia), en el
plasma dels quals el 1988 es van descriure per primera vegada les formes més grans de I'lGF2
(Daughaday et al., 1988). Préviament s’havia determinat que aquestes formes més grans serien
la causa de I'hipoglucémia, ja que les cél-lules tumorals contenen un elevada quantitat del
RNAmM d’IGF2, i la proporcié de les formes grans respecte el total de I'lGF2 en plasma és
elevada. A més, els nivells d’aquestes formes grans decreix amb la reversié de I'hipoglucemia
després de I'extraccid del tumor. La teoria es basaria en el fet que “big” i/o pro-IGF2

presentarien interaccions alterades amb les IGFBP, i aixd portaria a que hi hagués més IGF2
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lliure disponible per interactuar amb el IR, donant com a resultat la hipoglucémia (Baxter et al.,
1995). Una altra alternativa proposada és que les formes “big” i/o pro-IGF2 provocarien una
major activacié del IR que I'lGF2 madur, explicant el mecanisme pel qual la sobreexpressié
d’IGF2 en tumors que es dona en NICTH resulta en hipoglucémia. Ara bé, un estudi recent
mostra que les formes més grans de I'lGF2 no causen una major activacié, la senyalitzacié
induida per la forma “big” és equivalent a la induida per la forma madura, i I'activacié causada
per pro-IGF2 és inferior a la provocada per I'lGF2 madur i la forma “big”. Per tant, les
diferencies en el senyal de I'IR no explicarien necessariament la hipoglucémia en pacients amb

NICTH (Marks et al., 2011).

6.2.3. Receptors

Els IGFs exerceixen els seus efectes a través de la unié a diferents receptors. Es coneixen dos
receptors que uneixen de forma especifica els IGFs: el receptor d’IGF1, que presenta un elevat
grau de homologia amb el receptor de la insulina, i el receptor d’'IGF2, que és ideéntic al
receptor de manosa 6 fosfat independent de catid i que actua en el trafic dels enzims
lisosomals, pero pel que no es coneixen accions en la transmissié de senyals dels IGFs. Per altra
banda, el receptor de la insulina, que uneix els IGFs amb baixa afinitat, també participa en
I'activacié dels senyals promogudes pels IGFs, aixi com els receptors hibrids, formats per
hemireceptors IGF/IR que uneixen els IGFs i transmeten senyals citoplasmatiques. IRR és un
receptor orfe del que no es coneix el lligand, i per tant, sols participa en la senyalitzacié al

heterodimeritzar amb un hemireceptor dels membres de la familia (Zhang and Roth, 1992).

6.2.3.1. El receptor d’IGF1 (IGF1R)

El receptor d’IGF1 juga un paper central en la transduccié de senyal del sistema. Aquest
receptor es sintetitza com a polipéptid de cadena simple, i posteriorment és modificat post-
traduccionalment per eliminacié del peptid senyal de 30 aminoacids i escissio del proreceptor
per tal de generar la subunitat a extracel-lular de 706 aminoacids i la subunitat

transmembrana de 626 aminoacids. Les subunitats a i B s’uniran mitjancant ponts disulfur per
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formar un hemireceptor apf, que al seu torn s’unira a un altre hemireceptor af3 a través de

ponts disulfur entre les subunitats a per formar I’"holoreceptor madur a,f,.

Els receptors de la insulina i I'lGF1 sén heterotetramers a,B, amb subunitats d’idéntica mida i
regions amb seqiéencies d’alta homologia, d’entre el 50-60% d’identitat total i amb un 84%
d’homologia en el domini B citoplasmatic catalitic amb activitat tirosina quinasa, altament
conservat. La principal diferencia estructural entre I'IR i I'lGF1R sén les regions riques en

cisteines de la subunitat a que confereixen I'especificitat d’'unié del lligand.

L’autofosforilacié en els residus tirosina en resposta a la unié del lligand es déna en els
receptors de I'lGF1 i de la insulina com una reaccid intramolecular en trans on les tirosina
guinases de la subunitat B fosforilen els residus de I'altre subunitat  de I’holoreceptor a,f,.
S’ha demostrat que I'activitat tirosina quinasa de les subunitats B tant de I'lGF1R com de I'IR
son essencials per la senyalitzacié dels receptors, per exemple en el cas del receptor de la
insulina, mutacions en el domini catalitic de la subunitat B s’han establert com a causes de la

resisténcia a la insulina.

L’estructura dels dominis externs explica moltes de les caracteristiques de la unié dels lligands
(Lawrence et al., 2007). En relacié amb la membrana plasmatica, el domini extern presenta una
conformacié plegada en la qual els dos hemireceptors es situen de forma antiparal-lela i
envolten el lloc d’unié del lligand. Malgrat I'estructura dimeérica del receptor, tant sols una
molecula del lligand pot fer tots els contactes requerits per la unié d’alta afinitat, i per tant, la
unié demostra cooperativitat negativa, ajustant-se a un model oscil-latori harmonic (Kiselyov et

al., 2009).

La delecié especifica en les cel-lules beta del IGFIR no modifica el desenvolupament i
creixement de les cel-lules beta, pero s’observa una expressid reduida de Glut2 i de la
glucoquinasa en les cél-lules beta, la qual cosa resulta en una secrecié d’insulina estimulada per
glucosa defectiva i una tolerancia a la glucosa alterada. Per tant, el receptor d’IGF1 no és
crucial pel desenvolupament de les cél-lules beta, la massa beta no es veu alterada, pero

participa en el control de la seva funcié diferenciada (Kulkarni et al., 2002).
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6.2.3.2. El receptor d’IGF2 (IGF2R)

El receptor d’'IGF2 no esta relacionat estructuralment ni amb el receptor d’IGF1 ni amb el de la
insulina, es tracta d’'una proteina transmembrana de cadena simple, d’aproximadament 300
KDa amb un llarg domini extracitoplasmatic format per 15 repeticions homologues i una cua
intracel-lular que no presenta activitat tirosina quinasa intrinseca, pero que té llocs de
fosforilacié en residus tirosina i serina i és substrat per tirosines quinases, proteina quinasa C o
guinases dependents d’AMPc. El receptor d’IGF2 és idéntic al receptor de la manosa 6 fosfat
independent de catié i uneix IGF2 i glicoproteines que contenen manosa-6-P, i s’ha descrit que
pot mitjancar accions a través de proteines G, ara bé, el seu rol en la transduccié de senyal no

esta clar.

En el context de la biologia dels IGFs es creu que la seva funcié, al menys en part, és la
internalitzacio i degradacié de I'excés d’IGF2 (Scott and Firth, 2004), i per tant tindria una
funcid inhibitoria sobre les accions d’IGF2. Evidencies recents suggereixen que I'lGF2R també té
un rol directe en la senyalitzacié que involucra I'activacié d’ERK (de I'anglés extracellular-signal-
regulated kinase), mitjancada per la esfingosina quinasa dependent de I'activacié dels

receptors de esfingosina-1-fosfat (EI-Shewy et al., 2007).

6.2.3.3. El receptor de la insulina (IR).

El receptor d’insulina (IR) huma esta codificat per un gen de 22 exons que comprén 120 kb i
esta localitzat en el cromosoma 19. Existeixen dues isoformes del receptor de la insulina (IR)
gue difereixen per la preséncia (IR-B) o abséncia (IR-A) de 12 aminoacids en I'extrem
carboxiterminal de la subunitat a, i que sén resultat del processament alternatiu de la
seqliéncia codificada en I'exd 11. En el receptor tipus 1 dels IGFs (IGFR1) la seqléncia

corresponent és inexistent.

L'abundancia relativa de les dues isoformes esta regulada de forma teixit especifica tant en
humans com en rata (Goldstein and Dudley, 1990; Moller et al., 1989) i també per |'etapa del
desenvolupament i la diferenciacié cel-lular, sent I'IR-A I'isoforma predominant en els teixits

fetals i les cel-lules cancerigenes (Frasca et al., 1999).

118



Introduccio

IR-B, és I'IR “classic” i la isoforma més abundant en muscul, fetge i teixit adipds. La insulina
s’uneix amb afinitat similar a les dues isoformes del receptor d’IR, pero els IGFs i en particular
IGF2, presenten una major afinitat per I'IR-A que per I'IR-B, sent I'IR-A un mitjancer important
de les accions d’IGF2 a concentracions fisiologiques. Alguns estudis han indicat que I'IR-B
podria resultar en senyals metaboliques més eficients i I'IR-A desencadenaria senyals de tipus

mitogénic (Belfiore et al., 2009).

Ara bé, es coneix molt poc sobre els detalls moleculars subjacents a la senyalitzacié diferencial
de I'IR per diferents lligands. S’ha suggerit que aquestes diferencies poden estar associades a
un reclutament i activacié diferencial de les molecules substrat de I'IR, aixi com en canvis en
I'expressié genica. Diversos treballs han utilitzat analegs de la insulina, péeptids mimétics i
anticossos contra I'IR amb I'objecte d’estudiar la interaccid entre el lligand i el receptor a nivell
molecular, per establir correlacions amb la senyalitzacido. A més, I'accid6 de I'IR pot estar
modulada pel seu grau de fosforilacié, en aquest sentit s’ha descrit que la via de I’Akt pot ser
completament activada amb nivells de fosforilacid menors als necessaris per activar totalment
la via de les MAPK (Jensen and De Meyts, 2009). Per tant, les diferencies en les respostes
biologiques estimulades per diferents lligands a través de I'IR poden reflexar diferents graus de
fosforilacid del receptor o bé diferents localitzacions (superficie cel-lular vs compartiment
endosomal) del receptor, fet que influeix en les molecules senyalitzadores disponibles per ser
fosforilades per I'IR. Per altra banda, també s’ha descrit la localitzacié en microdominis diversos

de la membrana plasmatica de I'IR-A i I'IR-B en les cel-lules beta (Uhles et al., 2003).

El knockout teixit especific de I'IR en les cel-lules beta, dona com a resultat un ratoli que
presenta una perdua selectiva de secrecid d’insulina en resposta a glucosa i un empitjorament
progressiu de la tolerancia a la glucosa. Aquestes dades indiquen un paper funcional important
del receptor de la insulina en la sensibilitat a la glucosa en les cel-lules beta pancreatiques, i
suggereix que defectes en la senyalitzaciéd de la insulina a nivell de la cel-lula beta poden
contribuir a I'alteracié de la secrecié d’insulina observada en la diabetis tipus 2 (Kulkarni et al.,

1999).
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6.2.3.4. Els receptors hibrids

Existeix encara un grau de complexitat addicional amb I'heterodimeritzacié de pro-receptors
de les dues isoformes del receptor de la insulina (IR-A i IR-B) i el receptor homoleg IGF1R, que

per assemblatge post-traduccional generaran receptors hibrids insulina/IGF.

L’heterodimeritzacié es déna amb eficiéncia similar a ’'homodimeritzacié, de tal manera que si
un receptor s’expressa en excés, el menys abundant s’acobla en gran mesura formant
receptors hibrids. Els receptors hibrids uneixen els IGFs amb afinitat similar, pero uneixen la
insulina amb afinitat substancialment inferior que I'IR (Belfiore et al., 2009). No esta encara clar

si els receptors hibrids tenen rols fisiologics diferents.

6.2.3.5. Afinitat dels lligands pels diferents receptors

L'IGF1, I'IGF2 i la insulina presenten afinitats diferencials pels diferents receptors.
La insulina s’uneix amb alta afinitat a I'IR-A i I'IR-B perd només s’uneix a IGR-IR a nivells
suprafisiologics, ja que presenta una afinitat de 100 a 1000 vegades inferior que I'lGF1.

L'IGF1 s’uneix amb alta afinitat a I'lGF1R i amb afinitat significativament inferior a les isoformes
del receptor de la insulina, unes 100 vegades inferior que la insulina.

L'IGF2 s’uneix a I'lGF1R amb quatre vegades menor afinitat que I'lGF1, ara bé IGF2 s’'uneix amb
elevada afinitat a I'IR-A, només lleugerament inferior que la insulina (Frasca et al., 1999)(Fig.
13), una propietat que ve donada pel seu domini C (Denley et al., 2006). Aquesta observacio
implica que la senyalitzacié pels IGFs, i en particular per I'lGF2, que esta desregulada en un
elevat nombre de patologies, ha de tenir en compte tant la transduccié a través de I'lGF1R
com de I'IR-A.

Finalment, en aquelles cél-lules en que es coexpressen I'IR i 'lGF1R, i es ddna la formacio de
receptors hibrids de IR-A o IR-B i IGF1R (Soos et al., 1990), la insulina rarament s’uneix a
aquests receptors, I'lGF1 pot unir-se tant els hibrids que contenen IR-A com IR-B i IGF2 s’uneix

principalment als hibrids que contenen IR-A (Belfiore et al., 2009).
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Figura 13. Representacié esquematica de I'afinitat dels diferents lligands (IGF1, IGF2 i insulina), pels

diversos tipus de receptors (IGF1R, IGF2R, IR i receptors hibrids).

6.2.4. Les proteines d’unié als IGFs (IGFBP)

Sis proteines d'unid d'alta afinitat (IGFBP1-IGFBP6), i diverses proteines d'unié de baixa afinitat,
conegudes com proteines relacionades amb les IGFBP (IGFBP-rPS) uneixen els factors de
creixement IGF1 i IGF2. Les IGFBPs presenten diferents graus d'afinitat pels IGFs. IGFBP1 -
IGFBP5 tenen afinitats més altes per I'lGF1, mentre que IGFBP6 té una major afinitat per I'lGF2
(Firth and Baxter, 2002). Les IGFBP tenen també la capacitat d'unir la insulina, pero ho fan amb

una molt baixa afinitat (Hwa et al., 1999).

Els complexos IGF/IGFBP exerceixen dues funcions principals: En primer lloc, estabilitzen els
IGFs i els protegeixen de la degradacid, perllongant aixi la seva vida mitja, d'uns pocs minuts a
diverses hores. En segon lloc, inhibeixen la unié dels IGFs als seus receptors. Per tant, només
els IGFs que s'alliberen de les IGFBPs per dissociacid o mitjancant escissi6 mediada per la
proteasa d’IGFBP, poden unir-se als receptors i activar els senyals dels IGFs (Firth and Baxter,
2002; Hwa et al., 1999). En general, aquests efectes son similars i, en part, redundants per a
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totes les IGFBPs. No obstant aixo, les diferents afinitats, estructures i modificacions post-
traduccionals de les IGFBPs (Hwa et al., 1999), la preséncia de proteases especifiques de les
IGFBPs (Sadowski et al., 2003) i els components de la matriu extracel-lular d'unié a les IGFBP
(Nam et al., 2002), influeixen en els efectes d’aquestes proteines d’unié i permeten un ajust fi
de les interaccions dels IGFs i les IGFBPs tant en diferents teixits com en diferents regions d’un

mateix teixit.

Malgrat que la unié dels IGFs a les IGFBP sol ser inhibitoria pel que fa a l'activacié dels
receptors, en certes circumstancies les IGFBP poden promoure la senyalitzacié dels IGFs i
poden tenir efectes pro-oncogenics. Les IGFBPs estabilitzen i alliberen lentament els IGFs
perque interaccionin amb els receptors, el que impedeix la regulacié negativa del receptor per
una alta exposicio als IGFs. Per tant, poden promoure una activacidé del receptor prolongada i

constant (Firth and Baxter, 2002) .

A més de les seves funcions en els complexos amb els IGFs, les IGFBPs i IGFBP-rPSs exerceixen
efectes que sén independents de la unid als IGFs, sén els senyals especifics de les IGFBPs. Per
exemple, s’ha descrit que la IGFBP-3 actua com a proteina anti-cancerigena mitjangant la
inhibicid de la proliferacid, I'adhesio i la motilitat per mecanismes independents dels IGFs (Firth
and Baxter, 2002). També s’ha demostrat que I'lGFBP-rP1 (IGFPB7) té un paper central en la
senescencia i I'apoptosi mediada per BRAF en cél-lules de melanoma (Wajapeyee et al., 2008).
En conjunt, els complexos IGF/IGFBP estan fortament regulats i modulen el senyal dels IGFs i la
insulina influint en el ratios dels IGFs i la insulina lliures, estabilitzant els factors de creixement,

la unid als receptors i la durada de I'activacio del receptor .

6.2.5. Transduccid del senyal de la insulina i els IGFs.

Malgrat la seva considerable homologia estructural, la transduccié del senyal a través dels
receptors de la insulina i 'lGF1 ddna lloc a events fisiologics diferents, tot i existir un cert grau
de solapament. Per tant, la insulina i el IGFs exerceixen rols fisiologics diferents pero utilitzen
les mateixes vies de senyalitzacid, en les que hi participen la fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) i la
proteina-quinasa B (PKB o Akt) o la cascada de les MAP quinases (per mitogen-activated
protein), amb activacié de la proteina d'uniéo a GTP Ras, mediadors de les respostes a molts

estimuls cel-lulars. L'especificitat estimul/resposta és atribuible en gran part al patré
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d'expressio dels receptors, perd aquest no és I’inic mecanisme que contribueix a I’especificitat
del senyal. S'assumeix ampliament que |'especificitat també ve donada per les diferéncies en la
capacitat d'unié del lligand. A més, De Meyts et al. van proposar que el que determina si el
tipus d’activitat que es desencadenava és de tipus metabolic o mitogénic és el resultat del
retard en la dissociacié que té el lligand del receptor, sense tenir en compte si aquest és I'IGF1R
o I'IR (De Meyts et al., 1995), i argumenten que la duracié del senyal determina el tipus
d’efectes metabolics vs mitogénics (Hansen et al., 1996). De manera addicional, I’existéncia de
diferencies subtils pero importants entre I'IR i I'lGF-1R, com és el numero de tirosines en el
domini intracel-lular (13 en IR i 15 en IGF1R), poden donar lloc a una activitat diferencial (Kato
et al.,, 1994; O'Connor et al., 1997). Cada vegada és també més clar que la associacio
preferencial amb substrats que senyalitzen de forma directa a través d’una o altre de les
principals cascades de senyalitzacid també juga un paper important en la determinacié de
I'efecte final biologic de la unié del lligand a IR o a IGF1R. Per altra banda, ambdés receptors
també s'associen amb proteines citoplasmatiques, com Grb10, les proteines 14-3-3 i proteines
G especifiques (Laviola et al., 2007), i en la mesura que es dona aquesta associacio per I'IGF1R,
en comparaciéo a I'IR, aquest fet pot representar un nivell addicional d'especificitat en la

senyalitzacio.

6.2.5.1. Consequiéncies biologiques de la senyalitzacié dels IGFs

Els efectes de la insulina in vivo sén predominantment metabolics, i engloben la utilitzacid per
part del muscul, el fetge i el teixit adipds, de proteines, lipids i carbohidrats. Pel contrari, els
IGFs actuen principalment com a factors mitogenics i antiapoptotics promovent la diferenciacié
i la proliferacié en diferents tipus cel-lulars. Les bases fisiologiques d’aquestes diferencies, com
s’ha esmentat anteriorment, es troben, al menys parcialment, determinades per I'expressio i
distribucié dels receptors. Per tant, hepatocits, adipocits i muscul esquelétic, principals dianes
de I'accié de la insulina, presenten elevats nivells d’expressié de la isoforma B del receptor de
la insulina i baixos nivells d’expressié del receptor d’IGF1. Pel contrari, en fibroblasts i diversos
tipus de cel-lules progenitores indiferenciades, trobem un patré d’expressié dels receptors
oposat. Estudis realitzats en ratolins knockout per IR i IGFIR ho recolzen, mostrant que
I'ablacié de I'IR condueix a un desenvolupament embrionari relativament normal amb una

reducci6 modesta, sobre el 10%, en el creixement corporal, perd0 amb una mortalitat
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prematura als pocs dies després del naixement com a resultat de la cetoacidosi diabética (Accili
et al., 1996). Per altra banda, els ratolins knockout per IGF1R neixen amb un profund retard en
el creixement, anormalitats en musculs, os i pell i moren a les poques hores de néixer degut a

deficiencies respiratories (Liu et al., 1993).

L'analisi de I'expressio dels gens regulats per la insulina via I'IR i pels IGFs a través de I'lGF1R ha
permes coneixer millor els diferents efectes fisiologics d’aquestes proteines. L'IGF1 indueix de
manera especifica gens implicats principalment en mitogenesi i diferenciacid, la insulina en
canvi, regula un ampli espectre de gens involucrats en diversos processos cel-lulars (Dupont et
al., 2001). L'activacié d’un determinat receptor per diferents lligands pot també tenir efectes
en I'expressid génica, d’aquesta manera la insulina i 'lGF2 provoquen canvis especifics en
I'expressié genica a través de I'IR-A, malgrat els dos lligands presenten afinitat similar pel
receptor. En una linea cel-lular sense expressid d’IGF1R que sobreexpressa IR-A, IGF2 indueix
més i diferents gens que la insulina, incloent aquells implicats principalment en la transduccié
de senyal i el cicle cel-lular, el metabolisme, I'angiogénesi, la invasid i I'adheréncia (Pandini et

al., 2003).

Les ben conegudes accions proliferatives dels IGF sdn en gran part el resultat dels seus efectes
sobre la progressié del cicle cel-lular a través de canvis en la transcripcid, la traduccid i les
modificacions post-traduccionals dels efectors del cicle cel-lular, incloent les ciclines, les
guinases dependents de ciclines i els seus inhibidors (Dupont et al., 2003). Els IGFs poden influir
en diversos punts de la progressio del cicle cel-lular, pero el seu impacte és predominant en la

transicié G1-S i esta mitjancat per les vies PI3K/Akt i ERK (Samani et al., 2007).

Els efectes proliferatius dels IGFs sén crucials per al desenvolupament normal del fetus, i
durant el periode postnatal i en la pubertat pel desenvolupament dels ossos, la pell, els
musculs i en practicament tots els sistemes d'organs del cos, i durant I'edat adulta els IGFs sén

importants en la regeneracio i remodelacio tissular.

Els seus potents efectes mitogenics, pero, també els converteixen en objectius per a les
terapies contra el cancer. Nombrosos estudis han demostrat que la inhibicié de la senyalitzacio
d’IGF1R evita la proliferacié de cel-lules canceroses in vitro i el creixement de tumors in vivo
(Gallagher and LeRoith, 2010; Samani et al., 2007). Existeixen diversos farmacs que s'han

avaluat en estudis preclinics o clinics per el bloqueig d’IGF1R en el cancer, incloent anticossos
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per neutralitzar I'accés del lligand, causant disminucié de I'expressié del receptor i usant

inhibidors de I'activitat tirosina quinasa.

Els senyals de supervivéncia enviats a través d’IGF1R protegeixen les cél-lules dels estimuls pro-
apoptotics. S'han proposat les vies PI3K/AKT i Ras/MAPK, parcialment redundants, implicades
en aquesta senyalitzacié. Qualsevol d'aguestes vies és necessaria per a promoure la

supervivencia cel-lular mitjancada per I'lGF1R (Navarro and Baserga, 2001).

L'efecte protector que ofereixen sembla ser particularment important en el cervell, en el qual
juguen un paper en la plasticitat neuronal i la funcid cognitiva i poden exercir efectes
neuroprotectors en condicions patologiques com la corea de Huntington i I'Alzheimer (Torres-
Aleman, 2010), en la preservacié de la funcié normal del miocardi (Wang, 2001) i en el
desenvolupament de la glandula mamaria durant I’embaras i la lactancia (Neuenschwander et

al., 1996).

6.2.6. Vies de senvyalitzacio

La unid del lligand al receptor diméric comporta el reordenament de I'estructura quaternaria
del receptor, que resulta en |'autofosforilacid dels residus especifics del domini quinasa.
Aguesta autofosforilacid del receptor desencadenara una série de multiples fosforilacions
intracel-lulars i I'activacié de les vies de senyalitzacié que, en ultim terme, comportaran els
efectes de creixement, diferenciacid, proliferacio i supervivencia dels IGFs.

Les principals vies de senyalitzacié mitjancant les quals el IR i el IGF1R regulen el metabolisme i
I'expressio de gens i en les quals les quinases serina Akt/PKB i la quinasa MEK tenen un paper
central, estan ben establertes (Adams et al., 2004; Cohen, 2006; Laviola et al., 2007) (Fig. 14).
L'activacido d'aquestes quinases és depenent de la fosforilacié dels substrats del receptor
d’insulina o IRSs (1-4), en les cél-lules beta és especialment important I'IRS2. Un cop fosforilat
I'IRS2 queda anclat als residus de fosfotirosina de la subunitat B del receptor a través del seu
domini PTB, situat en la regidé N-terminal. Aleshores I'IRS2, és capa¢ de segrestar a la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) a través del domini SH2 de la seva subunitat reguladora, la
p85, provocant, al seu torn, I'activacié de la subunitat catalitica de 110 kDa (p110). La PI3K
activada transforma els fosfatidilinositols difosfat (PIP2) de la membrana plasmatica, en

fosfatidilinositols trifosfat (PIP3), els quals actuen com a missatgers secundaris activant a la
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proteina quinasa depenent de fosfoinositidos (PDK1) i a determinades isoformes de la proteina
kinasa C (PKC). La PDK activa, a continuacid, a la proteina kinasa B (PKB, també anomenada
Akt) i a diverses isoformes atipiques de la PKC. L’Akt és una serina/treonina quinasa que té una
gran quantitat de proteines substrat, entre les que s'inclou la glicogen sintasa quinasa-3 (GSK3),
I'activitat de la qual és inhibida per fosforilacid; per contra, té altres dianes que en ser
fosforilades s'activen, com la diana en mamifers de la rapamicina (mTOR), que al seu torn
activa la p70S6K i la 4E - BP1 implicades, totes dues, en la sintesi de proteines. L’Akt també pot
fosforilar directament en serina/treonina a determinats factors de transcripcio, els quals per la

seva banda contribueixen a promoure I'entrada al cicle cel-lular.
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Figura 14. Esquema de les principals vies de senyalitzacié activades per la insulina i els IGFs i mecanismes

sobre els que actuen.
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D'altra banda, la unid del lligand al receptor provoca també |'activacié de la via de les proteines
guinases activades per mitdogens (MAPK). Aquesta activacid s'aconsegueix per la interaccié de
la proteina adaptadora Grb-2 amb les tirosines fosforilades del receptor o de I'IRS2, a través
dels seus dominis SH2, o per la unié de proteines Shc. Al seu torn, Grb2 s'uneix a mSQOS, una
molécula intercanviadora del nucleotids de guanina de la proteina Ras, la qual resulta activada
per aquesta accié. La forma Ras-GTP s'uneix a Raf que fosforila Ilavors a la kinasa MEK,
resultant en la fosforilacié-activacié de Erk1/2. L'activacio de les ERKs o p42/44MAPK condueix
a l'activacio d'una altra kinasa, la p90RSK, el que indueix la translocacié d'aquesta al nucli o bé,
les mateixes ERKs poden translocarse directament. Al nucli fosforilaran a determinats factors
de transcripcio afavorint la mitogénesis i la transcripcié de diversos gens com el de la insulina.
L'activacio de la ruta de les MAPKs i de la PI3K és un requisit essencial per a la mitogénesis de la
majoria de les cel-lules dels mamifers .

Es important destacar que la glucosa pot activar la via de transduccié de senyal mediada pels
IRSs, independentment dels IGFs (Higl et al., 1998). S'ha vist que concentracions estimulants
de glucosa (6-18 mM), poden promoure |'associacio d'IRS2 amb la subunitat reguladora p85 de
la PI3K, o d'IRS2 amb Grb2/mSOS (Hugl et al., 1998). D'altra banda, la glucosa pot conduir, de
manera no dependent d'IRS2, a l'activacio d’ Erk1/2 i de p70S6K .

6.3. 'lGF2 i la cél-lula beta

IGF2 exerceix accions endocrines, paracrines i autocrines practicament en tots els teixits
(Efstratiadis, 1998), i la seva importancia en el creixement prenatal en rosegadors s’ha
demostrat en diferents models. S’ha descrit que ratolins knockout per IGF2 presenten
creixement intrauteri retardat (DeChiara et al., 1990). Ratolins heterozigots portadors de I'al-lel
patern d’IGF2 mutat i ratolins nulizigots per IGF2, és a dir que no posseeixen cap copia del gen,
son nans viables amb aproximadament un 60% del pes normal al moment del neixement, i, a
excepcio d’'un lleuger retard en I'ossificacid, no presenten anomalies en el desenvolupament.
Quan l'al-lel disrupcionat és el d’origen matern, la descendéencia resulta fenotipicament normal,
ja que l'al-lel matern es troba silenciat per I'imprompta gnomica (DeChiara et al., 1990). La
sobreexpressiéd d’'IGF2, pel contrari, augmenta la mida corporal fins a un 160% (Sun et al.,

1997), i fins el 200% a dia E17 (Eggenschwiler et al.,, 1997) de forma dosi-dependent. De
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manera paral-lela es pot augmentar la mida d’organs individuals proporcionalment als seus

nivells d’IGF2, el que suggereix un control autocri o paracri (Sun et al., 1997).

En el pancrees, I'lGF2 actua com a promotor de la proliferacio i la supervivencia de les cél-lules
beta pancreatiques (Vasavada et al., 2006). Durant el desenvolupament del pancrees, IGF2 juga
un paper important en la regulacié del creixement i la diferenciacié de l'illot, en aquest periode
és molt més important que I'lGF1. En rosegadors, I'expressié d’IGF2 és maxima durant el
desenvolupament embrionari, moment en que es detecten altes concentracions, tant de la
forma madura de I'lGF2 com les dues formes dels seus precursors, en el plasma i en els teixits
fetals (Marks et al., 2011; Qiu et al., 2007). En I'etapa neonatal primerenca les cél-lules de l'illot
pateixen un pic d’apoptosi que assoleix el seu maxim en el pancrees de rata a dia 14 postnatal
(Scaglia et al., 1997), aquest fenomen coincideix temporalment amb la disminucié de
I'expressié d’IGF2 (Hill et al., 2000; Petrik et al., 1998).

En fetus i nounats el RNAm d’IGF2 es troba en gran part associat a les cel-lules pancreatiques
endocrines. Tot i que no es troba limitat a un sol tipus cel-lular, el péptid presenta una
distribucié similar al RNAm, pero la seva preséncia és major en el cuore de l'illot. Ara bé, els
nivells de la forma madura de I'lGF2 baixen clarament en el serum de rata adulta. En canvi, en
humans tant I'RNAm com la proteina sén presents dins les cél-lules de l'illot al llarg de tota la
vida, aixi com els receptors mitjancant els quals desencadena la seva accié biologica (van
Haeften and Twickler, 2004; Van Schravendijk et al., 1987). Ara bé, el rol d’'IGF2 en el periode
post natal no és encara ben conegut.

En les cel-lules beta del pancrees s’expressen tant el IGF1IR (Fehmann et al., 1996) com el IR,
concretament la isoforma B del IR és la que s’expressa de manera predominant en les cél-lules
beta en humans (Muller et al., 2007), suggerint que la interaccid IGF/IR-A no té un paper
rellevant en la fisiologia pancreatica i que els efectes de I'lGF2 en les cél-lules beta humanes
estan mitjancats per IGF1R, que és abundant en les cél-lules beta (Fehmann et al., 1996; Van

Schravendijk et al., 1987).

Els efectes d’IGF2 en els illots pancreatics han estat demostrats tant in vitro com in vivo. In vitro
s’ha descrit que IGF2 promou la sintesi de DNA en linees cel-lulars beta, en illots de rata i illots
fetals humans (Asfari et al., 1995; Hogg et al., 1993; Huotari et al., 1998; llieva et al., 1999). In

vivo els efectes mitogenics d’IGF2 s’han posat de manifest en ratolins transgenics que
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sobreexpresen el factor de creixement (Petrik et al., 1999a), en aquests ratolins es demostra
gue la sobreexpressié d’'IGF2 en la vida fetal té un profund efecte en la morfologia dels illots,
causant hiperplasia i reduint I'apoptosi de les cél-lules de I'illot. També s’ha determinat en rates
(Goto-Kakizaki), model espontani de diabetes tipus 2, que defectes en I'expressié d'IGF2 i
d'IGF1R precedeixen a la disminucié de la massa beta, mentre que la suplementacié d’'IGF2
provoca una expansio de la massa de cél-lules beta (Calderari et al., 2007).

En I'adult la pérdua de I'imprinting d’IGF2 (LOI) i la seva re-expressidé s'han confirmat en el
cancer (Cui, 2007). En un model de ratoli, la disrupcié dels dos al-lels d'IGF2 va reduir el
creixement neoplasic de les cél-lules beta (Christofori et al., 1995), el que suggereix que,
almenys sota aquestes condicions, la prevencid de la re-expressié d'IGF2 en l'adult pot

restringir el creixement de les cel-lules beta neoplasiques.

En illots adults, les accions d’IGF2 com a factor de supervivéncia s’han determinat en rates
alimentades amb una dieta baixa en proteines (Petrik et al.,, 1999b) i en un model de
trasplantament d’illots encapsulats, en que s’ha mostrat que la incubacié dels illots amb IGF2,

préviament al trasplantament, redueix la seva mort (Robitaille et al., 2003).

Per tant, IGF2 podria tenir un doble rol beneficids en la massa beta, actuant sobre les cel-lules

beta pancreatiques com a factor mitogenic i com a factor de supervivéncia.

D’altra banda, és conegut que les citocines inhibeixen I'expressid dels IGFs en diversos tipus
cel-lulars (llvesmaki et al., 1993; Lin et al., 1994; Martin et al., 1993), i s’ha trobat una reduccié
de la immunoreactivitat d’IGF2 en les cél-lules d’illots sotmesos a insulitis (Hill et al., 1999),
suggerint també que les citocines poden inhibir I'expressié d’IGF2 en els illots. Malgrat dades
prévies indiquen que I'addicié d’'IGF2 in vitro provoca una reduccié de "apoptosi induida per
citocines en illots de rata i ratoli (Hill et al., 1999) i una reversié de la disminucié de la viabilitat
(Petrik et al., 1998), existeixen alguns estudis que mostren la manca d’efectes d’'IGF2 sobre
I"'apoptosi induida per IL-1B (Raile et al., 2003), i no es coneix si IGF2 pot modificar la supressié

de la replicacié induida per la citocina.

Ara bé, esta documentat un rol autocri d’IGF2 en la proteccid de les cél-lules beta contra

I"'apoptosi (Cornu et al., 2009). En aquest treball Cornu i col-laboradors descriuen que GLP-1
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estimula fortament I'expressid del receptor d’IGF1 i la fosforilacié d’Akt i que aquest augment
el la fosforilacié d’Akt depén de l'expressié del receptor d'IGF1 perd no de la del receptor
d’insulina. Demostren que la fosforilacié d’Akt induida per GLP-1 requereix la secrecié activa, el
gue indica la preséncia d'un mecanisme d'activacio autocrina, i evidencien que I'activacié de la
senyalitzacio del receptor d'IGF1 depeén la secrecid d'IGF2 que actua com a regulador autocri.
En definitiva, demostren I'existéncia d’un bucle autocri IGF2/IGF1R que opera en les cél-lules
beta i que GLP-1 augmenta aquesta activitat incrementant I'expressié del receptor d’IGF1 i

estimulant la secrecio d’IGF2.

També és de destacar I'associacidé descrita entre la IGFBP-2, que s’uneix als elements lider de
les regions no traduides dels transcripts d’IGF2, i regula la traduccié d’IGF2 durant el
desenvolupament tarda (Nielsen et al., 1999) i la diabetis tipus 2 (Saxena et al., 2007; Scott et
al., 2007; Zeggini et al., 2007).

Per altra banda, cal fer mencié d’alguns estudis que han suggerit que la sobreexpressié d’IGF2
pot tenir efectes deleteris en les cel-lules beta. Entre ells s’"ha descrit que ratolins transgenics
gue sobreexpressen IGF2 presenten illots amb una arquitectura disrupcionada, forma irregular
i major tamany del normal (Devedjian et al., 2000; Petrik et al., 1999a), amb corbes dosi-
resposta de secrecid d’insulina i concentracid de glucosa alterades i desenvolupament de
diabetis (Devedjian et al., 2000). També s’ha determinat que els animals transgenics per IGF2
presenten una major susceptibilitat al dany cel-lular beta, i els doble transgenics INF-y/IGF2

desenvolupen diabetis de manera espontania

Aixi doncs, malgrat IGF2 pot tenir efectes beneficiosos en les cel-lules beta, actuant com a
factor mitogenic i de supervivencia, les dades obtingudes en animals transgénics suggereixen

que la seva sobreexpressié podria augmentar la susceptibilitat dels illots al dany cel-lular beta.

Per tant, és d’interés determinar els efectes de la sobreexpressié d’IGF2 en el trasplantament
d’illots, ja que les seves caracteristiques com a factor mitogenic i anti-apoptotic en els illots el
converteixen en un candidat particularment atractiu per millorar el pronostic del

trasplantament mitjancant I'increment o la preservacié de la massa beta trasplantada.
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Hipotesi i Objectius

Raonament:

Els primers dies després del trasplantament d’illots pancreatics es produeix una important
perdua del teixit trasplantat, que es correspon amb elevats nivells d’apoptosi i necrosi de les
cél-lules beta, conjuntament amb una limitacié en la proliferacié d’aquestes cel-lules. Atés que
el nombre d’illots que sobreviu el trasplantament és baixa, una minima pérdua addicional pot
determinar la recurréncia de la hiperglucémia i, per tant, la preservacié o la regeneracié de la
massa beta trasplantada pot ser una bona estratégia per millorar el pronostic del

trasplantament.

El nostre grup ha suggerit que la interleucina-1 (IL-1) pot estar implicada en la fallada del
trasplantament d’illots. Els primers dies després del trasplantament hem detectat I'expressid
d’IL-1B en els empelts. Hem demostrat que la IL-1 juga un paper important en la pérdua de la
massa beta trasplantada, ja que amb la inhibicid del seu efecte s’aconsegueix augmentar la
replicacio i la massa de les cél-lules beta i millorar el pronostic del trasplantament. Proposem
que estrategies orientades a reduir I'expressié de la IL-1 a 'empelt o contrarestar les seves

accions deleteries sobre els illots trasplantats podrien millorar el pronostic de I'empelt.

El factor de creixement similar a la insulina 2 (IGF2) és un potent factor de creixement que té
un rol important promovent la diferenciacid i la proliferacié cel-lular i actuant com a factor de
supervivencia, limitant I'apoptosi en diferents tipus cel-lulars. Els efectes d’IGF2 en els illots
pancreatics han estat demostrats tant in vitro com in vivo. In vitro s’ha descrit que IGF2 promou
la sintesi de DNA en linees cel-lulars beta, en illots de rata i illots fetals humans. In vivo els
efectes mitogenics d’IGF2 s’han posat de manifest en ratolins transgénics que sobreexpresen el
factor de creixement. En illots adults, les accions d’IGF2 com a factor de supervivéncia s’han
determinat en rates alimentades amb una dieta baixa en proteines i en un model de
trasplantament d’illots encapsulats, en que s’ha mostrat que la incubacié dels illots amb IGF2,
previament al trasplantament, redueix la seva mort. Per tant, IGF2 podria tenir un doble rol
beneficidos en la massa beta, actuant sobre les cel-lules beta pancreatiques com a factor

mitogenic i com a factor de supervivéncia.

Basant-nos en aquestes evidéncies, ens plantegem investigar la capacitat d’IGF2 de millorar la

supervivencia i la proliferacié de les cél-lules beta in vitro i in vivo, en el trasplantament d’illots.
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HIPOTESI DE TREBALL

La hipotesis general del projecte és que el pronostic del trasplantament d’illots pot millorar
amb la utilitzacié d’estratégies orientades a incrementar la supervivencia i la replicacié de les
cél-lules beta. Hipotetitzem que la sobreexpressid d’IGF2 pot millorar el pronostic del
trasplantament d’illots pancreatics al augmentar la massa beta mitjancant la reduccié de

I'apoptosi i 'augment de la proliferacid de les cel-lules beta.

OBJECTIUS

L'objectiu general del projecte és determinar si la sobreexpressi6 d’IGF2 en els illots
pancreatics millora la supervivencia i la replicacié de les cél-lules beta pancreatiques tant in

vitro com in vivo, en el trasplantament d’illots.

Els objectius concrets d’aquest estudi sén:

1. Estudiar els efectes de la IL-1J3 sobre la replicacié i la viabilitat de les cél-lules beta dels illots

de rata en cultiu.

2. Estudiar si la sobreexpressié d’IGF2 és capac de protegir els illots dels efectes deleteris de la

IL-1P.

3. Estudiar els efectes de la sobreexpresio de I'lGF2 sobre la viabilitat, la proliferacio i la massa

de les cél-lules beta dels illots pancreatics de rata trasplantats a receptors diabétics.

4. Determinar si la sobreexpresio de I'lGF2 millora el pronostic del trasplantament d’illots.
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ESTUDI 1:

High sensitivity of beta-cell replication to the inhibitory effects of interleukin-1beta:

modulation by adenoviral overexpression of IGF2 in rat islets.

Elisabet Estil-les, Noelia Téllez, Joan Soler i Eduard Montanya.

Journal of Endocrinology (2009) 203, 55-63.
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ANTECEDENTS

Esta ben establert que la IL-1B indueix la mort cel-lular beta i que el seu efecte citotoxic sobre
les cél-lules beta involucra la induccié d’iNOS i la produccié d’oxid nitric (NO). També s’ha
descrit, encara que esta menys estudiat, que la IL-1B exerceix un efecte inhibitori sobre la
replicacié de les cél-lules beta. Per altra banda, els efectes com a mitogens i reguladors del
creixement cel-lular dels IGFs han estat ampliament demostrats. Finalment, la glucosa és el
principal regulador de la funcié de la cel-lula beta, la metabolitzacié de la glucosa comporta
I’estimulacid de la secrecié d’insulina, i és ben conegut que la glucosa promou I'augment de la
replicacié de la cél-lula beta i que la induccié de la proliferacio de les cél-lules beta estimulada

pels IGFs és dependent de les concentracions de glucosa de I'ambient.

OBIJECTIUS

Determinar si la sobreexpressio d’IGF2 és capag¢ de modificar els efectes deleteris de la IL-1B in
vitro, disminuir la produccié d’oxid nitric, millorant la supervivéncia i revertint la inhibicié de la
replicacid de les cél-lules beta induits per la citocina, aixi com valorar la influéncia de la glucosa

sobre aquests parametres.

MODEL EXPERIMENTAL

Els estudis dels efectes de la IL-1B i la sobreexpressié d’IGF2 sobre la viabilitat i la proliferacid
de les cel-lules beta es van realitzar amb un cultiu primari d’illots de rates Lewis, comparant
illots control no infectats i illots que sobreexpressaven IGF2. Els illots es van exposar a diferents
concentracions d’IL-18 (0, 1, 10, 30 i 50 U/ml) i es van cultivar a alta (22.2 mM) o baixa (5.5
mM) glucosa. Aguest model ens va permetre estudiar tant els efectes de la IL-1B i I'IGF2
individualment sobre la viabilitat, la funcid i la replicacié de la cél-lules beta pancreatiques, com
analitzar conjuntament els seus efectes, aixi com determinar la influéncia de les diferents

concentracions de glucosa en els diversos parametres d’estudi.
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Eficiéncia de la infeccid

Per tal de determinar la concentracié d’adenovirus més adequada per infectar els illots, és a dir
aquella que ens permeti una expressiéo del gen amb la que obtinguem els efectes esperats
sense que es donin els possibles efectes deleteris que porta intrinsecament la infeccié amb
adenovirus, es van fer infeccions a diferents pfu d’Ad-GFP (6.25x106, 3x107, 4x10’ ,7x107, 8x10’
i 6.25x10° pfu). Per a les diverses pfu utilitzades després de 48 h de cultiu els illots expressaven
GFP a diferents nivells. Per citometria de flux es va determinar que en cada cas un 7.2, 18, 20,
29,30 70% de les cél-lules expressaven GFP respectivament. En paral-lel a les infeccions amb
Ad-GFP es van realitzar infeccions amb un adenovirus que codifica per la luciferasa (Ad-Luc) a

les mateixes pfu, per tal de determinar la viabilitat per FDA de les cél-lules dels illots.

Tant les cel-lules dels illots control com les infectades amb 7x10’ pfu presentaven una bona
eficiencia de la infeccié i una alta viabilitat, per la qual cosa vam decidir utilitzar 7x10’ pfu

d’adenovirus per realitzar les infeccions d’Ad-IGF2.

48 hores després de la infeccié el 100% dels illots infectats amb Ad-GFP a 7x10’ pfu
expressaven la proteina exogena en ser observats al microscopi confocal (Fig. 1A). La majoria
de les cel-lules infectades es trobaven a la periféria dels illots, tal com es va confirmar
mitjancant la visualitzacid in vivo de illots infectats amb Ad-GFP sota un microscopi confocal
(Fig. 1B). L’eficiencia de la infeccidé, determinada a nivell de les cel-lules individuals dispersades

dels illots, per citometria de flux, va ser del 29% (Fig. 2).

La infecci6 amb adenovirus no modifica la viabilitat cel-lular ni la funcié dels illots

Viabilitat cel-lular dels illots

La viabilitat dels illots va ser similar en els illots control no infectats i els illots infectats amb Ad-
Luc a 7x10’ pfu després de 48 hores de cultiu. En ambdds casos la viabilitat, determinada
mitjancant el marcatge de les cél-lules vives amb diacetat de fluoresceina (FDA), i el subsegiient
analisis per citometria de flux va ser d’entre el 90-95%. La tincié amb iodur de propidi (IP), per

determinar la mort cel-lular, va donar resultats complementaris, un 5.61+0.18% de les cél-lules
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control no infectades, i un 5.57£0.18% de les cel-lules infectades amb Ad-GFP es van tenyir per

IP (Fig. 2)

Funcio de les cél-lules beta dels illots

Per comprovar si la funcié de les cél-lules beta estava alterada per la infecci6 amb adenovirus,
es va utilitzar com a marcador de funcio la secrecié d’insulina estimulada per glucosa. Els illots
control no infectats i els illots infectats amb Ad-Luc presentaven una secrecid d’insulina similar,
tant a baixes (2.8 mM), com a altes (16.7 mM) concentracions de glucosa, indicant que la

infeccié amb adenovirus no tenia efectes sobre la funcié beta (Fig. Suplementaria 1).

Expressio d’IGF2

Un cop demostrat que la infeccié amb adenovirus a les pfu utilitzades (7 x 107) no modificava la
viabilitat cel-lular dels illots ni la funcié de les cél-lules beta, i que mitjancant adenovirus
podiem transferir de forma eficient un gen exogen als illots, vam comprovar que IGF2 estava
sobreexpresat en els illots infectats amb Ad-IGF2. 48 hores després de la infeccio els illots es
van fixar i es confirmar la seva expressidé per immunohistoquimica amb un anticos anti-IGF2

(Fig. 1C).

Efectes de la sobreexpressio d’IGF2 sobre la inhibicié de la funcié B induida per IL-18

Els ben coneguts efectes inhibitoris de la IL-1B sobre la funcié de les cél-lules beta van ser
confirmats en els illots control no infectats exposats a 50 U/ml d’IL-1B, els quals presentaven

una profunda inhibicié de la secrecid de insulina estimulada per glucosa.

En canvi, els illots que sobreexpressaven IGF2 van preservar parcialment la funcid de les
cél-lules beta dels illots exposats a 50 U/ml d’IL-1B, en aquest cas presentaven una tendéncia
(p=0.077) a I'augment de la secrecié d’insulina en resposta a 16.7 mM de glucosa, i un index
d’estimulacié que doblava el dels illots control no infectats (2.24+1.69 vs 5.45+0.92) (Fig.

Suplementaria 2).
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Efectes de la sobreexpressié d’IGF2 sobre I'apoptosi de les cel-lules beta induida per IL-18

Els illots exposats a les diferents concentracions d’IL-1B (1, 10, 30 i 50 U/ml) durant 48 hores,
perdien la seva estructura esférica compacta caracteristica i presentaven mides inferiors als
illots control no incubats amb la citocina, aquests efectes eren més evidents en els illots

cultivats amb les concentracions més elevades de IL-1.

La IL-1B incrementa I'apoptosi de les cél-lules beta, determinada per la técnica del TUNEL, de
manera dosi-dependent, tant en els illots cultivats a baixa (5.5 mM) com a alta (22.2 mM)
concentracié de glucosa (Fig. 3). Els illots cultivats a baixes concentracions de glucosa
presentaven un augment significatiu de I'apoptosi quan s’exposaven a 10 U/ml de IL-1B. En els
illots cultivats a 22.2 mM de glucosa eren necessaries concentracions d’ll-1B superiors (30 i 50

U/ml) per incrementar I'apoptosi que no es veia modificada per 10 U/ml d’IL-1p.

La sobreexpressio d’IGF2 va protegir de I'apoptosi induida per IL-1B. En els illots cultivats a 22.2
mM de glucosa i exposats a 50 U/ml, 'apoptosi va ser inferior en els illots Ad-IGF2 que en els
illots control no infectats (1.62+0.19 vs 0.99+0.13%, p<0.03). A més, es van requerir
concentracions més altes d’IL-1B per augmentar I'apoptosi en els illots Ad-IGF2 comparat amb
els illots no infectats, tant quan es van cultivar a 5.5 mM (Fig. 3A) com a 22.2 mM (Fig. 3B) de
glucosa. En els illots cultivats a 5.5 mM de glucosa, 10 U/ml d’IL-1B van ser suficients per
incrementar I'apoptosi en els illots control pero no en els illots IGF2 que van haver d’exposar-se
a 30 U/ml d’IL-1B per presentar una apoptosi incrementada. De forma similar, en els illots
cultivats a 22.2 mM de glucosa, la incubacié amb 30 U/ml d’IL-1B va produir un augment de
I’'apoptosi en els illots control no infectats, perd no en els illots que sobreexpressaven IGF2, els

quals van haver de ser exposats a 50 U/ml d’IL-1B per que es dones un augment de "apoptosi.

En resum, I'apoptosi de les cel-lules beta es trobava augmentada després de 48 h d’exposicid a
10, 30 50 U/ml d’IL-1B de forma dosi-dependent. Aquest efecte pro-apoptotic provocat per la
IL-1B era superior a baixes concentracions de glucosa, per tant, l'alta glucosa va exercir un
paper moderadament protector enfront de I'increment de I'apoptosi induit per la IL-1B, tant en
els illots control no infectats com en els illots que sobreexpressaven IGF2. Per altra banda, IGF2
exerci un efecte protector, requererint-se concentracions més elevades de la citocina per induir
un increment de I'apoptosi en els illots que sobreexpressaven IGF2 en els quals I'efecte deleteri

de la IL-1PB es va veure reduit.
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Resultats

Efectes de la sobreexpressio d’'IGF2 sobre la inhibicid de la replicaciéo de les cél-lules beta

induida per IL-1B

La IL-1B va reduir la replicacié de les cél-lules beta dels illots control no infectats exposats a 10,

30i 50 U/ml, cultivats tant a 5.5 com a 22.2 mM de glucosa (Fig. 4).

La replicacié de les cel-lules beta presentava una elevada sensibilitat a la IL-1$3, tal com indica la
drastica reduccio que es va donar en els illots exposats a 10 U/ml IL-1B i la completa supressio

gue es va observar en els illots exposats a 30 ia 50 U/ml d’IL-1B.

A 5.5 mM de glucosa, 1 U/ml d’IL-1B va augmentar la replicacié de les cél-lules beta en
comparacio amb els illots no infectats no exposats a la citocina. En els illots cultivats a 22.2 mM

de glucosa 1 U/ml d’IL-1B no va tenir efectes en la replicacié de les cél-lules beta.

L’exposicid a alta glucosa va provocar un increment en la replicacio de les cel-lules beta en els
illots no infectats i en els illots que sobreexpressen IGF2 en abséncia d’IL-1B, aixi com en els

illots exposats a baixes concentracions d’IL-1B (1 i 10 U/ml).

La sobreexpressio d’IGF2 va doblar la replicacid de les cél-lules beta dels illots cultivats a 5.5 i a
22.2 mM de glucosa respecte els illots control no infectats, i va mostrar un efecte protector
sobre la replicacio de les cél-lules beta en els illots exposats a 10 U/ml de IL-1B, els quals van
mantenir la replicacié similar a la dels illots control no infectats no exposats a IL-1B. A les
concentracions d’IL-1B més elevades (30 i 50 U/ml), la sobreexpressiéo d’IGF2 va tenir un
impacte minim sobre la replicacié que es va mantenir suprimida tant en els illots cultivats a 5.5

com a 22.2 mM de glucosa.

En resum, la replicacid de les cel-lules beta es troba fortament inhibida quan els illots
s’exposaren a 10, 30 i 50 U/ml d’IL-1B, tant a alta com a baixa glucosa. Per altra banda, la
sobreexpressié d’IGF2 augmenta la proliferacié beta a ambdues concentracions de glucosa i
fou capag de contrarestar I'efecte inhibitori de la IL-1B sobre la replicacié de les cel-lules beta
dels illots exposats a 10U/ml de la citocina, pero el seu efecte fou minim en els illots exposats a

les concentracions superiors de la citocina.
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Resultats

Produccio de nitrits

La produccié de nitrits es va mesurar per tal de determinar si la sobreexpressié d’IGF2
modificava la produccié d’oxid nitric induida per IL-1B. L'acumulacid de nitrits (el nitrit és un
producte estable de I'oxidacié de I'Oxid nitric) en el medi de cultiu dels illots, estava
incrementada en els illots no infectats exposats a 10 U/ml d’IL-1B durant 48h (Fig. 5), pel
contrari no es van observar canvis en l‘acumulacié de nitrits quan els illots que
sobreexpressaven IGF2 es van exposar a IL-1B, indicant que I'|GF2 evita la formacié d’oxid nitric

en els illots exposats a IL-1P.

CONCLUSIONS

Els nostres resultats indiquen que la replicacié de les cél-lules beta és altament sensible als
efectes deleteris de la IL-1B. L'important efecte supressor de la IL-1p sobre la replicacié beta
pot ser rellevant en el procés que condueix a la péerdua de massa beta que es déna en la
diabetis. La sobreexpressido d’IGF2 en els illots pancreatics protegeix contra la inhibicié de la
replicacid, la inducciéd de I'apoptosi i evita la produccié d’oxid nitric induides per la IL-1B,
suggerint que I'lGF2 pot ser util en el disseny d’estratégies dirigides a mantenir o regenerar de

la massa beta en la diabetis o en el trasplantament d’illots pancreatics.
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Abstract

Interleukin-1f (IL1B) is an important contributor to the
autoimmune destruction of PB-cells in type 1 diabetes, and it
has been recently related to the development of type 2
diabetes. IGF2 stimulates B-cell proliferation and survival. We
have determined the effect of IL1B on B-cell replication, and
the potential modulation by IGF2 and glucose. Control-
uninfected and adenovirus encoding for IGF2 (Ad-IGF2)-
infected rat islets were cultured at 5-5 or 22-2 mmol/1 glucose
with or without 1, 10, 30, and 50 U/ml of IL1B. B-Cell
replication was markedly reduced by 10 U/ml of IL1B and
was almost nullified with 30 or 50 U/ml of IL1B. Higher
concentrations of IL1B were required to increase B-cell
apoptosis. Although IGF2 overexpression had a strong
mitogenic effect on B-cells, IGF2 could preserve B-cell
proliferation only in islets cultured with 10 U/ml IL1B, and

had no effect with 30 and 50 U/ml of IL1B. In contrast, IGF2
overexpression against
IL1B-induced apoptosis, and higher concentrations of
the cytokine were needed to increase B-cell apoptosis in
Ad-IGF2-infected islets. These results indicate that B-cell
replication is highly sensitive to the deleterious effects of the
IL1B as shown by the inhibition of replication by relatively
low IL1B concentrations, and the almost complete suppres-
sion of B-cell replication with high IL1B concentrations.
Likewise, the inhibitory effects of IL-f3 on B-cell replication
were not modified by glucose, and were only modestly
prevented by IGF2 overexpression, in contrast with the
higher protection against IL1B-induced apoptosis afforded by
glucose and by IGF2 overexpression.

Journal of Endocrinology (2009) 203, 55-63

induced a clear protection

Introduction

B-Cell mass reduction has a central role in the development of
type 1 and type 2 diabetes, and in both conditions the loss of
B-cells has been largely attributed to increased B-cell death
(Butler ef al. 2003, Devendra ef al. 2004). Recent reports have
highlighted the fundamental contribution of B-cell replica-
tion to the physiological maintenance of B-cell mass
(Montanya et al. 2000, Meier et al. 2008), and to P-cell
mass regeneration in models with reduced B-cell mass (Dor
et al. 2004, Nir et al. 2007). This may suggest that impaired
B-cell replication could contribute to the reduction of B-cell
mass in diabetes.

Interleukin-1p (IL1B) is an important contributor to B-cell
damage in type 1 diabetes (Mandrup-Poulsen 1996), and
recently it has also been related to the development of type 2
diabetes (Larsen et al. 2007). It is well established that IL1B,
alone or in combination with other pro-inflammatory
cytokines interferon-y (IFNG) and tumour necrosis factor-o.
(TNEF), induces B-cell death in mouse, rat, and human islets

Journal of Endocrinology (2009) 203, 55-63
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(Saldeen 2000, Eizirik & Mandrup-Poulsen 2001, Mathis
et al. 2001). IL1B exerts also an inhibitory effect on B-cell
replication (Eizirik ef al. 1990, Southern et al. 1990, Sjoholm
1991, Maedler et al. 2001, Téllez et al. 2005), that has received
less attention and is less well defined. In an islet transplantation
model, we recently reported that islet overexpression of the
IL-1 naturally occurring antagonist, IL-1 receptor antagonist
protein, increased P-cell replication and mass (Téllez et al.
2007), suggesting that IL1B inhibition of B-replication was
relevant in B-cell mass reduction. Thus, IL1B could play a
dual role in B-cell mass reduction inducing B-cell death and
inhibiting B-cell replication.

Insulin-like growth factors I and II (IGF1 and IGF2) are
potent B-cell growth factors (Vasavada et al. 2006). In vitro,
IGF1 and IGF2 promote DNA synthesis in B-cell lines, and in
rat and human fetal B-cells (Hogg et al. 1993, Asfari et al.
1995, Huotari et al. 1998). In vivo, the mitogenic effect of
IGF2 was shown in transgenic mice overexpressing Igf2 gene
(Petrik et al. 19994). IGF1 and -2 can also increase PB-cell
survival. In early neonatal life there is a wave of apoptotic
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B-cell death (Scaglia et al. 1997) that has been linked to the
concomitant reduction in IGF2 expression (Petrik ef al. 1998,
Hill et al. 2000). In adult islets, IGF2 survival action has been
shown in rats fed with a low protein diet (Petrik et al. 19990),
and in transplanted islets (Robitaille ef al. 2003). Thus, IGF2
may play a dual beneficial role on B-cell mass, acting both as a
mitogenic and as a survival factor for B-cells. Cytokines
inhibit the expression of IGFs in several cell types (Ilvemarski
et al. 1993, Martin et al. 1993, Lin et al. 1994), and a reduction
in IGF2 immunoreactivity has been found in islet cells
undergoing insulitis, suggesting that cytokines may inhibit the
expression of IGF2 in islet cells (Hill ef al. 1999). Although
IGF2 may protect islet cells from cytokine-induced apoptosis
(Hill et al. 1999), some studies have shown no effect of IGFs
on IL1B-induced apoptosis (Raile ef al. 2003), and it is not
known whether IGF2 could modify IL1B-induced suppres-
sion of B-cell replication. In this study we aimed to investigate
the effect of IL1B on B-cell replication, and the potential
modulation by IGF2. Since the induction of B-cell
proliferation by IGFs is dependent on ambient glucose
concentration (Hugl er al. 1998), low and high glucose
concentrations were used to better define the effects of IL1B
and IGF2 on B-cell replication.

Material and Methods

Islet isolation

Islets from male LEW/SsNHsd rats (Harlan, Horst, The
Netherlands; 6-8 weeks old, 175-200 g of body weight) were
isolated by collagenase (Collagenase P; Roche Diagnostics)
digestion of the entire pancreas as previously described
(Nacher ef al. 1996). Isolated islets were hand-picked under a
stereomicroscope two or three times, until a population of
pure islets was obtained. Islets were washed in serum-free
RPMI 1640 11-1 mmol/1 glucose (Sigma Immunochemicals)
supplemented with 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml
streptomycin before infection. Each experiment was per-
formed using a pool of 1000-1200 islets obtained from
four rats in a single isolation procedure. The islets of the pool
were then randomly distributed among the different
experimental conditions studied in each experiment. Each
condition was studied in 3-11 different experiments, as
indicated in figure legends.

Recombinant adenoviruses

E1-E3-deleted adenoviral vectors were used for islet transfec-
tion. Adenovirus encoding for green fluorescent protein
(Ad-GFP) was used to assess the efficiency of infection, and
adenovirus encoding for luciferase (Ad-Luc) as control of
infection. Ad-GFP, Ad-Luc, and adenovirus encoding for
IGF2 (Ad-IGF2) were generated by Pacific Northwest
Research Institute (Seattle, USA). In all adenoviral vectors the
transgene was driven by the cytomegalovirus (CMV) promoter.
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Gene transfer

Groups of 200 islets were left uninfected (uninfected control
group), or infected with Ad-Luc, Ad-GFP, or Ad-IGF2 at a
plaque-forming unit of 7X10” in 400 pl serum-free RPMI
1640 11-1 mmol/l glucose for 2 h at 37 °C and 5% CO,.
After infection, islets were washed three times in RPMI 1640
containing 10% heat-inactivated FCS, and incubated over-
night in non-tissue culture-treated plasticware at 37 °C in
serum containing medium at 11-1 mmol/1 of p-glucose.

Islet culture

After overnight incubation, islets were cultured in RPMI
1640 10% FCS, 11-1 mmol/] glucose for 48 h to determine
the efficiency of infection, islet viability, and islet function. To
determine the effects of IL1B on B-cell apoptosis and
replication, and the modulation by IGF2 overexpression
and glucose, control-uninfected islets and Ad-IGF2-infected
islets were cultured for 48 h in RPMI 1640 10% FCS at 5-5
and 22:2 mmol/l p-glucose with or without 1, 10, 30, and
50 U/ml recombinant human IL1B (BD Pharmingen,
Heidelberg, Germany).

Efficiency of infection
The efficiency of infection was determined by flow cytometry,

confocal microscopy, and immunohystochemical confirma-
tion of IGF2 overexpression 48 h after adenoviral infection.

Flow cytometry Forty-eight hours after infection,
Ad-GFP-infected islets were dispersed into single cells and
analyzed on a FACS calibur cytometer (Beckton Dickinson
Instruments, Heidelberg, Germany) using 488 nm excitation
and a 530+ 15 nm band-pass filter, as previously described
(Téllez et al. 2005).

Confocal microscopy In vivo observation of whole
Ad-GFP-infected islets with a confocal microscope (Leica
TCO6-SL Spectral confocal; Mannheim, Germany) was used
to determine the distribution of infected islet cells.

IGF2 expression Cultured islets were fixed overnight in 4%
paraformaldehyde at 4 °C, embedded in paraffin, sectioned
and immunostained after deparaffinization and rehydratation.
Sections were incubated overnight at 4 °C with a rabbit anti-
human IGF2 antibody (final dilution 1:100; Novozymes
GroPep, Adelaide, Australia). Visualization was performed
with LSAB + System-HRP (DakoCytomation, Carpinteria,
CA, USA).

Islet cell viability

To assess islet cell viability after adenovirus infection,
fluorescein diacetate (FDA; Sigma) assay was used (Persidsky
& Baillie 1977). After 48 h culture, Ad-Luc-infected islets
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were dispersed into single cells, incubated with FDA (4 ng/pl)
at 37 °C, 5% CO, for 10 min, and analyzed on the flow
cytometer at 488 nm excitation and a 530 + 15 nm band-pass
filter for FDA detection (green).

Propidium iodide (PI) was used to determine islet cell late
apoptosis and necrosis. After 48 h culture, Ad-GFP-infected
islets were dispersed into single cells and immediately before
cytometric analysis, 0-05 pg/ml PI (Sigma) was added. PI
fluorescence emission was collected at 620 nm (red).

Insulin secretion

Glucose-stimulated insulin secretion was used as a functional
assay to determine the effects of adenoviral infection.
Control-uninfected islets and Ad-Luc-infected islets were
cultured for 48 h with RPMI 1640 medium supplemented
with 11-1 mmol/I glucose and 10% FCS. Control-uninfected
islets and Ad-IGF2-infected islets were also cultured for 48 h
in RPMI 1640 10% FCS at 11-1 mmol/l p-glucose with or
without 50 U/ml recombinant human IL1B to determine the
effects of IL1B and IGF2 overexpression on B-cell function.
Cultured islets were then washed twice with Krebs—Ringer
bicarbonate buffer supplemented with HEPES and BSA
(KRBH buffer: 115 mmol/l NaCl; 24 mmol/l1 NaHCO3;
5 mmol/1 KCI; 1 mmol/l MgCl,; 2-5 mmol/l CaCly;
10 mmol/l HEPES; and 0-5% BSA, pH 7-4) with
2-8 mmol/1 glucose, and were pre-incubated 1 h at 37 °C in
triplicate groups of 10 islets in 1 ml fresh KRBH buffer
containing 2-8 mmol/] glucose. The medium was removed
and islets were incubated with 1 ml of KRBH buffer
containing 2-8 or 167 mmol/l glucose for an additional
hour with continuous shaking. Supernatants were removed
and stored at — 80 °C until assayed for insulin content. Insulin
was measured by ELISA (Mercodia Rat insulin ELISA,
Mercodia AB, Uppsala, Sweden).

DNA content

After the insulin secretion assay, islets were rinsed three times
with phosphate buffer (2 M NaCl; 40 mmol/l Na,HPO,-~
H,0; 2 mmol/l EDTA) to avoid the interfering effect of
BSA in the DNA test and were disrupted by sonication.
DNA was determined by a fluorimetric assay using Hoechst
33258 (Sigma; excitation wave length 356 nm, and emission
wave length 448 nm) on a fluorescence spectrophotometer
(F-2000, Hitachi Ltd, Tokyo, Japan).

Immunocytochemical quantification of 8-cell apoptosis and
replication

Cultured islets were fixed overnight in 4% paraformaldehyde
at 4 °C, embedded in paraffin, sectioned and immunostained
after deparaffinization and rehydratation.

B-Cell apoptosis Sections were double stained by immu-
noperoxidase for apoptotic nuclei with the terminal deoxy-
nucleotidyl transferase biotin-dUTP nick end labeling

www.endocrinology-journals.org

(TUNEL) technique (In Situ Cell Death Detection Kit,
ApopTag, Intergene, Oxford, UK) and by alkaline phosphatase
for the endocrine non-f-cells of the islets. A cocktail of
antibodies (Dako) rabbit anti-swine glucagon (final dilution
1:1000), rabbit anti-human somatostatin (final dilution
1:1000), and rabbit anti-human pancreatic polypeptide (final
dilution 1:500) were used as previously described (Biarnés et al.
2002). After immunoperoxidase staining, B-cells and TUNEL
positive B-cells were counted using an Olympus BX
microscope connected to a digital camera Olympus DP70
with a color monitor (Téllez et al. 2005). When assessing
apoptotic nuclei we excluded necrotic regions. B-Cell
apoptosis was expressed as percentage of TUNEL-positive
B-cells. A minimum of 1200 cells per sample were counted; the
sections were systematically sampled, all endocrine nuclei were
counted, and when needed a second section was included.

B-Cell replication The thymidine analog 5-bromo-
2'deoxyuridine (BrdU, Amersham) was added to the islet
culture for the last 24 h of culture prior to fixation. Sections
were double stained with immunoperoxidase for BrdU using
a Cell Proliferation Kit (Amersham) with a modified protocol
(Biarnés et al. 2002), and for endocrine non-B-cells of the
islets using the cocktail of antibodies described above. After
immunoperoxidase staining, P-cells and BrdU-positive
B-cells were counted as described for B-cell apoptosis.
B-Cell replication was expressed as percentage of BrdU-
positive B-cells, and at least 1200 cells were counted.

Nitrite determination

Nitric oxide (NO) production by islets was measured as nitrite
accumulation in culture media (nitrite is a stable product of
NO oxidation). Groups of 100 control-uninfected and
Ad-IGF2-infected islets were cultured for 48 h in RPMI
1640 medium without phenol red supplemented with
11-1 mmol/1 glucose and 5% FCS with or without 10 U/ml
of recombinant human IL1B. Samples of the conditioned media
were collected and nitrite was measured by nitrate/nitrite fluo-
rometric assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA).

Statistical analysis

Results were expressed as meansts.E.M. Statistics were
performed using SPSS 12.0 (Chicago, IL, USA) for windows,
and differences among means were evaluated by the Kruskal—
Wallis test, followed by the Mann—Whitney test. A P value of
<0-05 was considered significant.

Results

Efficiency of infection

Forty-eight hours after gene transfer 100% of Ad-GFP-
infected islets expressed GFP when observed by confocal
microscopy (Fig. 1A). The majority of infected cells were in
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Figure 1 Efficiency of adenovirus islet infection analyzed

by confocal microscopy and immunocytochemistry 48 h after
infection. Ad-GFP-infected islets visualized by confocal
microscopy showing GFP positive cells (green). The image is a
2D average projection of a series along fixed axis (A). Infected cells
were predominantly found in the periphery of the islets, as
visualized by confocal microscopy in Ad-GFP-infected islets (green)
(B), and in Ad-IGF2-infected islets stained with an anti-IGF2
antibody (brown) (C).

the periphery of the islets (Fig. 1B). The predominantly
peripheral expression of IGF2 protein by Ad-IGF2-infected
islets was confirmed by immunocytochemical staining with
an anti-IGF2 antibody (Fig. 1C). When the efficiency of
infection was determined at the level of individual islet cells
by flow cytometry of dispersed islet cells, it was found that
29% of islet cells were infected (Fig. 2).

Journal of Endocrinology (2009) 203, 55-63

Adenoviral infection did not modify islet viability and function

Islet viability was similar in control-uninfected and in
Ad-Luc-infected islets. In both cases, FDA staining showed
90-95% viability after 48 h in culture (data not shown). PI
staining yielded similar results, and only 5-6140-54% of
control-uninfected and 5-571+0-18% of Ad-GFP-infected
islets cells were found to be stained by PI (Fig. 2). Glucose-
stimulated insulin secretion was also similar in Ad-Luc-
infected and control-uninfected islets (Supplementary Fig. 1,
available in the online version of the Journal of Endo-
crinology at http://joe.endocrinology-journals.org/cgi/con-
tent/full/JOE-09-0047/DC1), indicating that adenoviral
infection had no effect on B-cell function.

Effects of IGF2 overexpression on IL1B-induced inhibition of
B-cell-function

The well-established inhibitory effects of IL1B on B-cell
function were confirmed in control-uninfected islets incu-
bated with IL1B that showed a profoundly impaired glucose
stimulated insulin secretion. IGF2 overexpression partly
preserved B-cell function in islets exposed to 50 U/ml of
IL1B that showed an increased insulin secretion in response to
16-7 mmol/l glucose of borderline statistical significance
(P=0-077), and an insulin stimulation index that doubled
that of control-uninfected islets (2:24 +1-69 vs 5-4510-92;
Supplementary Fig. 2, available in the online version of
the Journal of Endocrinology at http://joe.endocrinology-
journals.org/cgi/content/full/JOE-09-0047/DC1).

Effects of IGF2 overexpression on IL1B-induced 3-cell apoptosis

IL1B increased B-cell apoptosis in a dose-dependent manner
in islets cultured at low (5-5 mmol/1) and at high (22-2 mmol/1)
glucose concentration (Fig. 3). B-Cell apoptosis was higher in
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Figure 2 Efficiency of adenovirus islet infection and islet cell
viability analyzed by flow cytometry 48 h after infection. Dispersed
islet cells of control-uninfected islets (left dot-plot) and Ad-GFP-
infected islets (right dot-plot) were analyzed by flow cytometry for
GFP production and propidium iodide (PI) staining. 29% of
individual cells from Ad-GFP-infected islets showed GFP
expression, and only 5-6% of both control-uninfected and
Ad-GFP-infected islets were stained by PI.
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Figure 3 Effect of IL1B and IGF2 overexpression on B-cell
apoptosis. Control-uninfected and Ad-IGF2-infected islets were
exposed to 0, 1, 10, 30 and 50 U/ml of IL1B, at 5-5 (A) or 22-2
(B) mmol/l glucose for 48 h to study the effect of IL1B and of IGF2
overexpression on B-cell apoptosis. Values are means+s.e.Mm.
(n=9-11 for control-uninfected and Ad-IGF2-infected islets not
exposed to IL1B, and n=5 for all other groups). Kruskal-Wallis,
P<0-001 among all groups cultured at 5-5 mmol/l glucose (A),

or among all groups cultured at 22-2 mmol/l glucose (B). Mann—
Whitney *P<0-01 versus control-uninfected group not exposed
to IL1B; *P<0-05 between control-uninfected islets and
IGF2-infected islets cultured with 50 U/ml IL1B.

islets cultured at low glucose concentration that showed
increased apoptosis when exposed to 10 U/ml or higher
concentrations of IL1B. In islets cultured at 22-2 mmol/I
glucose, higher concentrations of IL1B (30 and 50 U/ml)
were required to increase PB-cell apoptosis that was not
modified by 10 U/ml of IL1B.

IGF2 overexpression protected B-cells against IL1B-
induced apoptosis. In islets cultured at 22-2 mmol/1 glucose
and exposed to 50 U/ml of IL1B, B-cell apoptosis was lower
in Ad-IGF2 islets than in control-uninfected islets
(1-624+0-19 vs 0:99£0-13%, P<0-03). Moreover, a higher
concentration of IL1B was required to increase PB-cell
apoptosis in Ad-IGF2-infected islets compared to control-
uninfected islets, both in islets incubated at low (Fig. 3A) and
at high glucose (Fig. 3B). In islets cultured at 5-5 mmol/]
glucose, 10 U/ml of IL1B were sufficient to increase B-cell
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apoptosis in control islets but not in Ad-IGF2 islets that had to
be exposed to 30 U/ml IL1B. Similarly, in islets cultured at
22-2 mmol/l glucose, incubation with 30 U/ml IL1B
increased B-cell apoptosis in uninfected islets but not in
Ad-IGF2 islets that had to be exposed to 50 U/ml IL1B.
Thus, the IL1B pro-apoptotic effect on B-cells was higher at
low glucose concentrations, and was reduced in islets
overexpressing IGF2.

Effects of IGF2 overexpression IL1B-induced inhibition of 3-cell
replication

IL1B reduced B-cell replication in islets exposed to 10, 30,
and 50 U/ml, both at low and high glucose concentrations
(Fig. 4). B-Cell replication showed a high sensitivity to IL1B
as indicated by the dramatic reduction in islets exposed to
10 U/ml IL1B and the almost complete suppression with 30
and 50 U/ml of IL1B.

At 5-5mmol/l glucose, 1 U/ml IL1B increased B-cell
replication compared with uninfected islets not exposed to
IL1B. No effect of 1 U/ml IL1B was detected in islets
cultured at 22 mmol/]l glucose. Glucose increased B-cell
replication in uninfected and in Ad-IGF2 islets in the absence
of IL1B and in islets exposed to low (1 and 10 U/ml) IL1B
concentrations.

IGF2 overexpression doubled P-cell replication in islets
cultured at 5-5 and at 22-2 mmol/] glucose compared with
control-uninfected islets, and showed a protective effect on
B-cell replication in islets exposed to 10 U/ml IL1B that
maintained B-cell replication similar to that of control-
uninfected islets not exposed to IL1B. At higher IL1B
concentrations (30 and 50 U/ml), IGF2 overexpression had
minimal impact on B-cell replication that remained almost
completely suppressed both in islets cultured at 5-5 and
22-2 mmol/] glucose.

Nitrite production

Nitrite production was measured to determine whether
IGF2 overexpression modified IL1B-induced production of
NO. Nitrite accumulation in cell culture supernatants was
increased in control-uninfected islets exposed to 10 U/ml of
IL1B for 48 h (Fig. 5). In contrast, no changes in nitrite
accumulation were detected when islets overexpressing
IGF2 were exposed to IL1B, indicating that IGF2 prevented
the formation of NO in islets exposed to IL1B.

Discussion

In this study, we show that IL1B has a profound inhibitory
effect on B-cell replication that was partly prevented by
adenoviral overexpression of IGF2 on islet cells. The high
sensitivity of B-cell replication to IL1B was established based
on the almost completely suppression of B-cell replication,
the absence of modulation by glucose, and the relatively
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Figure 4 Effect of IL1B and IGF2 overexpression on B-cell
replication. Control-uninfected and Ad-IGF2-infected islets were
exposed to 0, 1, 10, 30, and 50 U/ml of IL1B, at 5-5 (A) or 22-2
(B) mmol/l glucose for 48 h to study the effect of IL1B and of IGF2
overexpression on B-cell and replication. Values are means £s.e.Mm.
(n=9-11 for control-uninfected and IGF2-infected islets not
exposed to IL1B, and n=5 for all other groups). Kruskal-Wallis,
P<0-001 among all groups cultured at 5-5 mmol/I glucose (A) or
among all groups cultured at 22-2 mmol/Il glucose (B). Mann—
Whitney, *P<0-05 versus control-uninfected group not exposed
to IL1B.

modest prevention achieved by IGF2 overexpression
compared with the higher protection afforded by glucose
and IGF2 on IL1B-induced apoptosis.

B-Cell replication was increased in islets exposed to very
low IL1B (1 U/ml) concentration and was severely reduced
with higher amounts of IL1B. The mitogenic effect of very
low IL1B concentrations is in agreement with the results
reported in human islets, a beneficial action that could reflect
a physiological role of low cytokine concentrations on islet
cells (Maedler et al. 2006). In contrast, higher IL1B
concentrations had a clear deleterious effect, and induced a
strong inhibition of B-cell replication. The suppression of
B-cell replication was detected with IL1B concentrations
that were insufficient to induce B-cell apoptosis, indicating a
high sensibility of B-cell replication to IL1B. B-Cell
replication was substantially reduced in rat islets exposed to
10 U/ml IL1B, and was almost completely suppressed in
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islets exposed to 30 and 50 U/ml of IL1B. In contrast, 30 and
50 U/ml of IL1B was required to consistently increase B-cell
apoptosis.

The strong suppression of B-cell replication by IL1B was
also found in islets overexpressing IGF2. In the absence of
IL1B, IGF2 overexpression increased B-cell replication in
islets cultured at low and high glucose concentration in
agreement with the well-known mitogenic effects of IGF2
(Hogg et al. 1993, Asfari et al. 1995, Petrik et al. 1999a).
In islets exposed to IL1B, IGF2 overexpression had a clear
anti-apoptotic action, but resulted in a more modest
preservation of P-cell replication. IGF2 overexpression
reduced B-cell apoptosis in all groups showing IL1B-induced
B-cell apoptosis, but preserved B-cell replication only in islets
exposed to 10 U/ml IL1B, and had no effects on the
suppressed P-cell replication of islets exposed to 30 or
50 U/ml IL1B. Overall, the results indicate that B-cell
replication is more sensitive to the deleterious effects of
IL1B than B-cell survival.

The effects of glucose on P-cell survival are modified by
glucose concentration, duration of exposure, and genetic
background. In vitro, glucose has been found to promote the
survival of rat single B-cells (Hoorens et al. 1996), but also to
induce apoptosis in islets of diabetic-prone animals (Donath
et al. 1999), and in human islets (Maedler et al. 2001). In vivo,
we have reported increased B-cell apoptosis in transplanted
mice islets exposed to chronic hyperglycemia (Biarnés ef al.
2002). The effects of glucose on IL1B-induced apoptosis are
not well established, and although high glucose concen-
trations amplified cell damage in islets exposed to IL1B
(Spinas et al. 1988), other studies reported no effects of
glucose on IL1B-induced B-cell apoptosis (Raile et al. 2003,
Téllez et al. 2005). In the current study, the use of several
IL1B concentrations allowed us to identify the protective
action of glucose on IL1B-induced apoptosis. In the absence
of IL1B, B-cell apoptosis was similar in islets incubated at low

[ Uninfected-control «
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8.0 1
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4.0 4
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Figure 5 Effects of IL1B and IGF2 overexpression on islet cell
production of nitric oxide. Control-uninfected islets and Ad-
IGF2-infected islets were incubated for 48 h in the presence or
absence of 10 U/ml of IL1B. Nitrite production is expressed as pmol
of nitrite/islet every 48 h. Values are means+s.e.m. (n=4) *P<0-05
between control islets exposed to 10 U/ml IL1B and Ad-IGF2 islets
exposed to 10 U/ml IL1B.
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and high glucose concentration. However, when islets were
exposed to 10 U/ml IL1B, B-cell apoptosis was increased in
islets cultured at low (55 mmol/l), but not at high
(22-2 mmol/l) glucose, suggesting that glucose had a pro-
survival effect. This protective effect of glucose was confirmed
in islets overexpressing IGF2 and exposed to 30 U/ml IL1B
that showed increased B-cell apoptosis only when cultured at
low glucose. In contrast, despite the strong and well
established proliferative effect of glucose on B-cells (Swenne
1982, Lingohr e al. 2006) glucose did not modulate the
inhibitory effect of IL1B on B-cell replication, an additional
indication of the high sensitivity of B-cell replication to the
deleterious effects of IL1B.

Several of the deleterious effects of IL1B on rodent islets are
mediated by NO (Darville & Eizirik 1998) which is produced
by the inducible form of NO synthase (iNOS). We found that
in islets exposed to IL1B, NO production was lower in islets
overexpressing IGF2 than in control-uninfected islets,
suggesting that the protection afforded by IGF2 was mediated
in part by the inhibition of iNOS expression. These results are
in agreement with the observation that the neonatal peak of
islet apoptosis coincides with low IGF2 and with increased
iNOS levels, suggesting that IGF2 has an inhibitory effect on
NO formation (Petrik ef al. 1998). Furthermore, signaling
by IGF1 involves the activation of IGF1 receptor, and IGF1
has been shown to decrease IL1B-mediated NO formation
by inhibition of iNOS expression and synthesis in rodent
islets (Mabley et al. 1997, Castrillo et al. 2000), and to
prevent IL1B-mediated NO production in human islets,
as well as B-cell dysfunction and apoptosis (Giannoukakis
et al. 2000).

The inhibitory effect of IL1B on B-cell secretion are well
established and have been studied in detail (Eizirik ef al. 1988,
Scarim et al. 1997). Our experiments have confirmed the
profound impairment of B-cell function induced by IL1B,
and we found a limited protection in islets infected with
Ad-IGF2. Some studies have shown a role for insulin in adult
B-cell replication and B-cell mass maintenance (Okada et al.
2007). In our experiments, although IGF2 overexpression
partly preserved insulin secretion in islets exposed to high
IL1B, B-cell replication remained fully suppressed, indicating
that the secreted insulin was not sufficient to increase B-cell
proliferation.

The high sensitivity of B-cell replication to IL1B may be
relevant for the reduction of B-cell mass which takes place in
diabetes. In normal conditions, B-cell mass is maintained by a
balance between cell regeneration and death, and recent data
have shown that B-cells have a strong potential for
regeneration that can compensate severe reductions in
B-cell mass (Dor et al. 2004, Nir ef al. 2007), even though
B-cell growth potential could be more limited in human islets
(Parnaud ef al. 2008). IL1B- induced B-cell damage has been
implicated in the pathogenesis of type 1 diabetes and more
recently in type 2 diabetes, essentially based on the suppressive
effects of IL1B on B-cell function and on the induction of
B-cell death. The strong inhibitory effect of IL1B on B-cell
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replication that we show suggests that impaired B-cell
replication may be important in the demise of B-cells in
diabetes. The suppression of B-cell replication could abrogate
the replicative response needed to compensate the reduction
of B-cell mass induced by increased B-cell death. The recent
indication that B-cell replication is not increased in recent-
onset type 1 diabetic patients could support this hypothesis
(Butler e al. 2007). By suppressing B-cell replication IL1B
could prevent the renewal of B-cells and reduce B-cell mass
even in the absence of increased B-cell apoptosis.

Adenoviral overexpression is a useful technique to assess the
effects achieved by the local and transient administration of
proteins with potential therapeutic action. This is of particular
interest in islet transplantation, where the expression in the
graft of proteins with therapeutic action could obtain the
beneficial effect and avoid the unwanted toxicity associated
with systemic administration. The beneficial effects of
adenoviral overexpression of IGF2 that we have found
in vitro provide the bases to tests these effects in in vivo in
experimental islet transplantation, a condition where
increased levels of IL1B in the graft in the initial days after
transplantation are thought to play a deleterious role in the
survival of transplanted B-cells (Montolio et al. 2007). The
predominantly peripheral expression of IGF2 in islet cells
suggests that the majority of infected cells were endocrine
non-f cells, most of them a-cells. However, since IGF2 is
secreted, it was active on more cells than just the islet cells
infected by the adenovirus, and exerted a paracrine effect on
neighboring cells as indicated by the substantial effects found
on B-cells. The different distribution of endocrine cell types
in rodent and human islets, where a-cells and B-cells are
scattered throughout the islet, could increase the number of
infected B-cells in human islets. However, the paracrine effect
of secreted IGF2 reduces the significance of the specific
endocrine cell type that becomes infected by the adenovirus.

In summary, our results indicate that B-cell replication is
highly sensitive to the deleterious effect of IL1B. The strong
suppressive effect of IL1B on B-cell replication may be
relevant for the process leading to the loss of B-cell mass in
diabetes. Adenoviral transfer of IGF2 to islets protected
against IL1B inhibition of B-cell replication and IL1B-
induced B-cell apoptosis, and prevented IL1B-induced NO
production, suggesting that IGF2 could have a role in
strategies to induce the regeneration of B-cell mass in diabetes
or in islet transplantation.
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Supplementary figure Legends

Supplementary figure 1

Glucose-induced insulin secretion in control uninfected and Ad-Luc-infected islets (48 h
after infection) incubated at 2.8 or 16.7 mmol/l glucose for 1 hour. Insulin release is
expressed as ng of insulin/10 islets/1 h and DNA as ng of DNA/10 islets. Values are means

+ SE. (n=3) *p < 0.05 between 2.8 and 16.7 mmol/l glucose.

Supplementary figure 2

Effect of IL-B and IGF-Il overexpression on glucose-induced insulin secretion. Control
uninfected and Ad-IGF Il infected islets were exposed to 50 U/ml of IL-1B for 48 h and
incubated at 2.8 or 16.7 mmol/I glucose for 1 hour. Insulin release is expressed as ng of
insulin/10 islets/1 h and DNA as ng of DNA/10 islets. Values are means + SE. (n=3) *p <
0.05 between 2.8 and 16.7 mmol/l glucose, §p= 0.077 between Ad-IGF-Il islets exposed to
50 U/ml IL-1B incubated to 2.8 or 16.7 mmol/I glucose.
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Resultats

ANTECEDENTS

Es ben conegut que els primers dies després del trasplantament d’illots pancreatics es déna
una important pérdua de la massa beta trasplantada, aquesta péerdua contribueix a 'augment
del requeriment de teixit beta trasplantat necessari per assolir la normoglucemia del receptor.
D’altra banda, els efectes d’'IGF2 com a factor regulador del creixement i promotor de la

proliferacié i la supervivéncia de les cel-lules beta han estat ampliament contrastats.

OBIJECTIUS

Estudiar els efectes de la sobreexpressié d’'IGF2 sobre la proliferacid i la massa beta dels illots
trasplantats i determinar si mitjancant la sobreexpressié d’IGF2 es millora el pronostic del

trasplantament.

MODEL EXPERIMENTAL

L'estudi es va realitzar mitjangant un model de trasplantament d’illots singenics a animals
hiperglucémics per administracié d’'una Unica dosi d’estreptozotocina (STZ). El model singénic
permet descartar la contribucié del rebuig i evita I'Us de tractaments immunosupressors, que
poden ser toxics pel teixit trasplantat i conduir a la pérdua de teixit insular després del
trasplantament. La utilitzacié d’animals diabétics ens permet estudiar I'efecte sobre els illots

trasplantats de les concentracions elevades de glucosa en sang i la seva relacié amb I'|GF2.

Per comprovar els efectes beneficiosos d’IGF2 i la seva capacitat en reduir el nombre d’illots
necessaris per restablir la normoglucémia, es van trasplantar 800 illots que és una massa
insular subcritica per aconseguir I'euglucémia del receptor, a animals que havien esdevingut
diabétics mitjancant I'administracié d’una Unica dosi de STZ. La massa subcritica es defineix
com aquella massa lleugerament inferior a la massa necessaria per restablir la normoglucémia
en animals diabétics i amb la que s’espera que la majoria dels animals es mantindran
hiperglicemics, permetent-nos observar diferencies en el percentatge d’animals curats entre el

grup trasplantat amb illots control i el grup trasplantat amb illots que sobreexpressen I'lGF2.
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Per I'estudi de I'apoptosi, la proliferacid, I'area individual de les cél-lules beta i la massa beta, es
van trasplantar 500 illots, que és una massa insular clarament insuficient per restablir la
normoglucemia, amb I'objectiu de mantenir els animals hiperglucemics al llarg de tot I'estudi,
assegurant d’aquesta manera les mateixes condicions metaboliques tant en el grup trasplantat
amb illots control no infectats com en el grup trasplantat amb illots que sobreexpressaven

I'IGF2.

RESULTATS

Eficiéncia de la infeccid

24 hores després de la infeccié amb adenovirus vam determinar, tal i com indicava la produccié
de GFP sota un microscopi confocal, que el 100% dels illots van resultar infectats, i d’altra
banda, que la eficiencia de la infeccid, determinada mitjangant citometria de flux a nivell de les
cel-lules individuals dispersades dels illots, era del 20%. La visualitzacié in vivo de illots infectats
amb Ad-GFP sota un microscopi confocal també ens va permetre determinar que I'expressio de
la proteina exogena es situava principalment a la periferia dels illots. En I'estudi 1, haviem
demostrat que aquest percentatge d’infeccid era suficient per doblar la replicacié de les

cel-lules beta in vitro en els illots que sobreexpressaven IGF2.

Expressio d’IGF2

La tincid especifica amb un anticos anti-IGF2 va confirmar la produccié d’IGF2 en els illots
infectats i la seva abséncia en els illots no infectats, tant abans del trasplantament com en tots
els dies d’estudi post-trasplantament (Fig. 1), I'expressio del transgen es limitava en I'empelt

d’illots i no era present en el teixit renal circumdant.

Efectes de la sobreexpressio d’IGF2 sobre la funcid de les cél-lules beta dels illots

Com a indicador de la funcié beta es va utilitzar la capacitat de les cél-lules beta per secretar
insulina en resposta a glucosa. Tant 48 hores com 7 dies després de la infeccié amb adenovirus,
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la secrecid d’insulina estimulada per glucosa, era similar en els illots control no infectats i en els
illots que sobreexpressaven IGF2, indicant que la funcid beta no es trobava afectada per la

sobreexpressio d’'IGF2.

La sobreexpressio d’IGF2 millora I’evolucié metabolica de I’empelt

Per determinar els efectes de la sobreexpressié d’IGF2 sobre el pronostic del trasplantament,
es van trasplantar 800 illots control no infectats, 800 illots infectats amb Ad-Luc o 800 illots que
sobreexpressaven IGF2 a rates Lewis diabétiques per STZ. Cal remarcar que 800 illots és una
massa subcritica, amb la que s’esperava que només una part dels animals trasplantats

aconseguissin la normoglucémia.

El 100% dels animals trasplantats amb illots que sobreexpressaven IGF2 van restablir la
normoglucemia el dia 10 post-trasplantament i van mantenir la glucémia normalitzada fins
I'extraccio de I'empelt el dia 60 després del trasplantament (Fig. 2A). En canvi, només el 14%
dels animals trasplantats amb 800 illots control no infectats o amb 800 illots Ad-Luc eren
normoglicémics a dia 10 després del trasplantament. Aquests animals van mostrar nivells de
hiperglucemia estadisticament significativa al llarg de tot I'estudi, i només el 71% van arribar a
assolir nivells normals de glucémia post-trasplantament. L'analisi de I'evolucid metabolica
després del trasplantament dels diferents grups es va realitzar mitjancant el metode de Kaplan
Meier, que va confirmar estadisticament la millor evolucié metabolica del grup d’animals
trasplantats amb 800 illots que sobreexpressaven IGF2 respecte els grups trasplantats amb

illots control no infectats i amb illots infectats amb Ad-Luc (Fig. 2B).

Després de I'extraccio dels empelts (dia 60 post-trasplantament) es va donar una recurréncia a
la hiperglucémia en tots els animals, demostrant que la recuperacié dels nivells de glucosa en
sang era deguda a la funcio dels illots trasplantats i no a la recuperacié del pancrees endogen

(Fig. 2A).

161



Resultats

Test de tolerancia a la glucosa

El test de tolerancia a la glucosa es va realitzar en els tres grups d’animals trasplantats (animals
trasplantats amb illots control no infectats, animals trasplantats amb illots que
sobreexpressaven Luciferasa i animals trasplantats amb illots que sobreexpressaven IGF2), aixi
com en un grup control d’animals no trasplantats que no havien estat tractats amb STZ.
Després de la injeccid de glucosa els animals trasplantats dels tres grups manifestaven
intolerancia a la glucosa (Fig. 2C). Tot i aixi, la intolerancia a la glucosa era més lleu en el grup
Ad-IGF2, ja que presentava valors inferiors d’hiperglucémia que els grups control no infectats i
Ad-Luc als 30, 60 o0 90 minuts després de I'administracié de glucosa, i assolia nivells de glucosa
similars als del grup d’animals no trasplantats no tractats amb STZ als 120 minuts de la injeccio

de glucosa.

L’area sota la corba (AUC) era també inferior en el grup d’animals trasplantats amb illots que
sobreexpressaven IGF2 [1635 mmol/L-min (IQR: 902)] respecte el grup trasplantat amb illots
control no infectats [2339 mmol/L-min (IQR: 1054) p=0.035] o el grup trasplantat amb illots
Ad-Luc [2697 mmol/L-min (IQR: 1694) p=0.064].

La sobreexpressio d’IGF2 augmenta la replicacio i la massa beta trasplantada

Es conegut que la glucosa modifica la replicacié, I"apoptosi i la massa beta, per tant les
diferéncies observades en els nivells de gluceémia entre els animals trasplantats amb 800 illots
gue sobreexpressaven IGF2 i els animals trasplantats amb 800 illots control no infectats o 800
illots Ad-Luc, podria impedir realitzar una comparacié valida entre els diferents grups. Per tant,
per tal d’assegurar condicions metaboliques comparables entre els empelts dels diferents
grups al llarg de tot I'estudi, es van trasplantar rates diabétiques per injeccid Unica de STZ amb
500 illots Ad-IGF2 o 500 illots control no infectats. Cal remarcar que 500 illots és una massa
clarament insuficient per restablir la normoglucémia en aquest model. En conseqiiéncia, tots
els animals trasplantats van mantenir nivells similars d’hiperglucémia durant tot I'estudi (Taula

1),
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Proliferacio de les cél-lules beta dels illots trasplantats

La replicacio de les cél-lules beta es va determinar en els empelts d’illots extrets a dia 3, 10i 28
després del trasplantament i en pancrees de rates sanes. En els empelts d’illots que
sobreexpressaven IGF2 la replicacié de les cél-lules beta estava significativament augmentada
en tots els dies d’estudi respecte els empelts d’illots control no infectats (dia 3: [1.45% (IQR:
0.26)] vs [0.58% (IQR: 0.18)] p=0.006; dia 10: [1.58% (IQR: 1.40) vs [0.90% (IQR: 0.61)] p=0.035;
i dia 28: [1.35% (IQR: 0.35)] vs [0.64% (IQR: 0.28)] p=0.004) i també es trobava incrementada en

comparacié amb la replicacio del pancrees d’animals sans [0.36% (IQR:0.17)] p=0.02 (Fig. 3B).

Malgrat que la glucosa és un bon estimulador de la replicacié de les cél-lules beta, en els
empelts d’illots control no infectats, la replicacié va augmentar significativament només el dia
10 després del trasplantament, i no estava estimulada ni el dia 3 ni el dia 28 respecte el
pancrees de rates sanes, confirmant observacions prévies que indicaven que la replicacié de les
cel-lules beta es troba inhibida els primers dies després del trasplantament aixi com després de
I’exposicid a I'hiperglucémia. La sobreexpressié d’IGF2 va restaurar la resposta replicativa beta

en aquestes dues situacions.

Apoptosi de les cél-lules beta dels illots trasplantats

L’apoptosi de les cél-lules dels empelts d’illots es va determinar per la técnica del TUNEL en els

empelts de 3, 10i 28 dies després del trasplantament i en pancrees de rates Lewis sanes.

L'apoptosi de les cél-lules beta dels illots trasplantats es trobava augmentada en tots els temps
d’estudi després del trasplantament tant en el grup trasplantat amb illots control no infectats
(dia 3: [0.53% (IQR: 0.12)], dia 10: [0.81% (IQR: 0.49)] i dia 28: [0.57% (IQR: 0.32)) com en el
grup trasplantat amb illots que sobreexpressaven IGF2 (dia 3: [0.46% (IQR: 0.30)], dia 10:
[0.63% (IQR: 0.12)] i dia 28: [0.51% (IQR: 0.28)) respecte I'apoptosi basal que hi ha en el
pancrees d’animals sans [0.04% (IQR:0.08)] p=0.01 (Fig. 4A). No hi havia diferencies entre els

grups Ad-IGF2 i els grups control no infectats en els diferents dies d’estudi.
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Area individual de les cél-lules beta dels illots trasplantats

La mida de les cel-lules beta es va determinar en els empelts d’illots i en els illots abans del

trasplantament utilitzant un programa d’analisi d'imatge.

L'area de les cel-lules beta va augmentar el dia 10 després del trasplantament en ambdds
grups, control i IGF2, i es va mantenir augmentada el dia 28 en comparaci6 amb ['area
individual de les cel-lules beta dels illots abans de trasplantar i els illots 3 dies després del
trasplantament (Fig. 4B). L’area individual de les cél-lules beta era similar entre els empelts

d’illots del grup control i del grup IGF2 al llarg de I’estudi.

Evolucid de la massa beta trasplantada

Es va analitzar la massa beta dels empelts d’illots control i dels empelts d’illots que
sobreexpressaven IGF2 després de 3, 10 i 28 dies del trasplantament aixi com dels illots just
abans de trasplantar per tal de determinar les repercussions que podrien tenir les diferéncies
descrites entre els empelts d’illots que sobreexpressaven IGF2 i els empelts d’illots control

sobre I'evolucié de la massa beta trasplantada.

La massa beta inicialment trasplantada (control: [1.60 mg (IQR: 0.22)]; IGF2: [1.61 mg (IQR:
0.15)] es va veure drasticament reduida el dia 3 després del trasplantament tant en el grup
control [0.38 mg (IQR: 0.19)] p=0.006) com en el grup IGF2 [0.36 mg (IQR: 0.26)] p=0.006) (Fig.
5).

En el grup IGF2, la massa beta es va recuperar en el dia 10 després del trasplantament assolint
un valor similar al de la massa beta inicialment trasplantada [1.27 mg (IQR: 0.91)], i el dia 28
post-trasplantament es mantenia superior a la massa beta del grup control control [0.63 mg
(IQR: 0.38)] vs [0.42 mg (IQR: 0.31)] p=0.008) reflectint I'elevada replicacio beta trobada en els

illots trasplantats que sobreexpressaven IGF2.

En canvi, en el grup control la massa beta va ser sempre inferior a la massa beta inicialment
trasplantada (p=0.02), tot i que va incrementar de forma transitoria el dia 10 després del
trasplantament, d’acord amb la replicacié més elevada i la major mida individual de les cél-lules

beta determinades en aquest punt, la massa beta dels empelts d’illots control va caure de nou
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el dia 28 quan la replicacié de les cél-lules beta estava inhibida i no podia compensar

I'increment de I'apoptosi que es donava després de 28 dies del trasplantament.

CONCLUSIONS

La sobreexpressié d’'IGF2 en els empelts d’illots indueix un increment en la replicacié de les
cel-lules beta trasplantades i en la massa beta de 'empelt, sense provocar canvis en |'apoptosi
ni la mida individual de les cel-lules beta dels illots trasplantats. Aquests efectes beneficiosos
de la sobreexpressié d’'IGF2 es tradueixen en una millora en I’evolucié metabolica dels animals
diabétics trasplantats, indicant que les estratégies terapéutiques que augmenten la proliferacio
beta poden incrementar la massa beta que s’'implanta després del trasplantament d’illots
pancreatics i, en consequéncia, reduir el numero d’illots que es requereixen per assolir la

normoglucémia.
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Increased B-Cell Replication and B-Cell Mass Regeneration in Syngeneically
Transplanted Rat Islets Overexpressing Insulin-Like Growth Factor 11
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Insulin-like growth factor II (IGF2) is a growth-promoting peptide that increases [3-cell proliferation and sur-
vival. The aim of the study was to determine the effect of IGF2 overexpression on 3-cell mass in transplanted
islets. Islets infected with adenovirus encoding for IGF2 (Ad-IGF2 group), for luciferase (Ad-Luc control group),
or with uninfected islets (control group) were syngeneically transplanted to streptozotocin-diabetic Lewis rats.
Eight hundred islets, a minimal mass model to restore normoglycemia, or 500 islets, a clearly insufficient mass,
were transplanted. Rats transplanted with 800 Ad-IGF?2 islets showed a better metabolic evolution than control
groups. As expected, rats transplanted with 500 Ad-IGF2 or control islets maintained similar hyperglycemia
throughout the study, ensuring comparable metabolic conditions among both groups. B-Cell replication was
higher in Ad-IGF2 group than in control group on days 3 [1.45% (IQR: 0.26) vs. 0.58% (IQR: 0.18), p=0.006],
10 [1.58% (IQR: 1.40) vs. 0.90% (IQR: 0.61), p=0.035], and 28 [1.35% (IQR: 0.35) vs. 0.64% (IQR: 0.28),
p=0.004] after transplantation. 3-Cell mass was similarly reduced on day 3 after transplantation in Ad-IGF2
and control group [0.36 mg (IQR: 0.26) vs. 0.38 mg (IQR: 0.19)], it increased on day 10, and on day 28 it was
higher in Ad-IGF2 than in control group [0.63 mg (IQR: 0.38) vs. 0.42 mg (IQR: 0.31), p=0.008]. Apoptosis
was similarly increased in Ad-IGF2 and control islets after transplantation. No differences in insulin secretion
were found between Ad-IGF2 and uninfected control islets. In summary, IGF2 overexpression in transplanted
islets increased B-cell replication, induced the regeneration of the transplanted 3-cell mass, and had a beneficial

effect on the metabolic outcome reducing the -cell mass needed to achieve normoglycemia.

Key words: Insulin-like growth factor II (IGF2); Islet transplantation; Pancreatic B-cell; 3-Cell mass;

B-Cell proliferation

INTRODUCTION

Islet transplantation restores normoglycemia in type 1
diabetic patients (44), but with time hyperglycemia
recurs in most patients despite the maintenance of par-
tial graft function (40). The cause of the progressive loss
of insulin independence is not well established and is
probably multifactorial. Damage of transplanted islets due
to rejection, recurrence of autoimmunity, f-cell toxicity
of immunosuppressive therapy, and metabolic stress may
contribute to the long-term failure of islet grafts (23). The
amount of transplanted islet tissue determines also the
outcome of islet transplantation. A high islet mass must
be transplanted to achieve normoglycemia, probably due
to the massive destruction of islets taking place in the
initial days after transplantation (5,8), and the number of
initially transplanted islets contributes to late function or
failure of the graft (22,48,51). Since the islet mass that

becomes engrafted is low, minimal additional losses may
determine the recurrence of hyperglycemia (23). Thus,
new strategies aimed to preserve or increase the engrafted
B-cell mass are needed to improve the current success rate
of islet transplantation.

Insulin-like growth factors I and II (IGF1, IGF2) are
potent cell growth regulators that promote proliferation
and survival in B-cells (50). The effects of IGF2 have been
demonstrated in B-cell lines, in rat and human B-cells, and
in transgenic mice (2,13,18-20,35,37). An autocrine role
of IGF2 in protecting B-cells against apoptosis was also
recently proposed (7). It may be expected that these ben-
eficial effects of IGF2 could be useful to increase B-cell
mass in islet transplantation. Interestingly, an association
has been recently described between insulin-like growth
factor I mRNA binding protein 2 (IGF2BP2), that binds
to the leader elements in the untranslated regions of IGF2
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transcripts and regulates IGF2 translation during late mam-
malian development (32) and type 2 diabetes (41,43,54).
However, some studies have suggested that IGF2 over-
expression may have deleterious effects on islet cells.
Transgenic mice overexpressing IGF2 show large and
irregular shape in islets with disrupted islet architecture
(9,35), a left shift in the dose-response curve relating insu-
lin secretion and glucose concentration, and they develop
diabetes (9). Transgenic mice expressing IGF2 in -cells
have a higher susceptibility to streptozotocin-induced -cell
damage, and double transgenic interferon (IFN)-B/IGF2
mice develop spontaneous diabetes (1). Thus, although
IGF2 may have a beneficial role on B-cells, acting as a
mitogenic and prosurvival factor, the transgenic data sug-
gest that sustained overexpression of IGF2 could increase
the susceptibility of islets to damage. In order to determine
the effects of IGF2 overexpression on islet transplantation,
and in particular on the graft -cell mass, we transplanted
streptozotocin-diabetic rats with syngeneic islets infected
with an adenovirus encoding for IGF2.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Animal experimental procedures were reviewed and
approved by the ethical committee of the University of
Barcelona. Male inbred Lewis rats (Harlan Laboratories),
aged 7-10 weeks, were used as donors and recipients of
transplantation. The recipients were made diabetic by a
single intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ)
(Sigma Immunochemicals, St. Louis, MO, USA), 60 mg/
kgbody weight, freshly dissolved in citrate buffer (pH 4.5).
Diabetes was confirmed by the presence of hyperglyce-
mia, polyuria, and no weight gain. Only rats with a blood
glucose of >20 mmol/L on a minimum of two consecu-
tive measurements were transplanted. Blood glucose was
determined between 9:00 and 11:00 AM in nonfasting
conditions. Blood was obtained from the snipped tail, and
glucose was measured with a portable meter (Glucocard
Memory, A. Menarini Diagnostics, Barcelona, Spain).

Experimental Groups

To determine the effects of IGF2 overproduction on
the metabolic outcome of the graft, STZ-diabetic rats
were randomly transplanted with 800 islets infected with
an adenovirus (Ad) encoding for IGF2 (Ad-IGF2 group,
n=7), encoding for luciferase (Ad-Luc, control vector
group, n="7), or with uninfected islets (control uninfected
group, n=7). Eight hundred islets is a borderline -cell
mass that can restore normoglycemia in some, but not all,
STZ-diabetic rats (4). The grafts were removed on day
60 after transplantation. One day before graft harvesting
an intraperitoneal glucose tolerance tests (IPGTT) was
performed. After graft removal, blood glucose was deter-
mined to assess the recurrence of hyperglycemia. A group
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of control nontransplanted rats (n=6) had their blood glu-
cose and body weight determined weekly.

To determine the effects of IGF2 on -cell replication,
apoptosis, and mass, STZ-induced diabetic rats were ran-
domly transplanted with 500 Ad-IGF2-infected islets or
with 500 uninfected islets. Transplantation of 500 islets
provides a clearly insufficient f-mass to restore normo-
glycemia in this model, and the animals were expected to
remain hyperglycemic after transplantation (4). Since glu-
cose is known to modify -cell replication, apoptosis, and
mass, we used this model to ensure comparable metabolic
conditions among groups throughout the study. Since cyto-
pathic effects have been reported in association with adeno-
viral infection (3), we compared the Ad-IGF2-infected
islets with the potentially better control group of uninfected
islets. Grafts were removed 3 (n=12), 10 (n=12), and 28
(n=12) days after transplantation (six groups, n=6 for
each experimental group). A group of 8- to 10-week-old
normal rats (n=35) had their pancreas harvested to deter-
mine nomal B-cell replication and apoptosis.

Recombinant Adenoviruses

E1/E3-deleted adenoviral vector was used for islet
transfection. Adenovirus encoding for green fluorescent
protein (Ad-GFP) was used to assess the efficiency of
infection. The adenoviruses Ad-GFP, Ad-Luc, and Ad-
IGF2 were generated by Pacific Northwest Research
Institute (Seattle, WA, USA). The transgene was driven
by the cytomegalovirus (CMV) promoter.

Islet Isolation and Gene Transfer

Islets were isolated by collagenase (Collagenase P;
Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) digestion of the
pancreas as previously described (31). Isolated islets were
hand-picked under a stereomicroscope two or three times,
until a population of pure islets was obtained. Islets were
washed in serum-free RPMI 1640 11.1 mmol/L glucose
(Sigma Immunochemicals) supplemented with 100 U/ml
penicillin and 100 pg/ml streptomycin before infection.
Groups of 200 islets were infected with Ad-IGF2 or with
Ad-Luc at a plaque-forming unit (pfu) of 7x 107 in 400 ul
of serum-free RPMI 1640 11.1 mmol/L glucose for 2 h at
37°Cand 5% CO,. After infection, islets were washed three
times in RPMI 1640 containing 10% heat-inactivated fetal
calf serum (FCS) and incubated overnight in non-tissue
culture-treated plastic ware at 37°C in serum-containing
medium at 11.1 mmol/L of p-glucose. Uninfected islets
had the same treatment as infected islets, but in the absence
of adenovirus.

Islet Transplantation and Graft Harvesting

After overnight incubation, Ad-IGF2-infected, Ad-
Luc-infected, and uninfected islets were counted into
groups of 500 or 800 islets and transplanted under the
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left kidney capsule of the recipients (31). To harvest the
graft, the kidney capsule surrounding the graft was incised
and removed with the graft. The grafts were immediately
immersed in 4% paraformaldehyde-PBS, were fixed over-
night, and, after removal of any excess paraformaldehyde
by capillary action, were weighed (31).

Intraperitoneal Glucose Tolerance Test

The intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT)
was performed 1 day before graft harvesting. Glucose
(2 g/kg) was administered intraperitoneally to conscious
animals after a 2-h fast. Blood glucose was measured at
0, 30, 60, 90, and 120 min after injection. Nondiabetic
nontransplanted rats (n=6) were used as normal controls.
Total area under the curve (AUC) was determined using
the trapezoidal rule method.

Efficiency of Infection

The efficiency of infection was quantified in Ad-GFP-
infected islets 24 h after infection, islets were dispersed
into single cells and analyzed by flow cytometry, as pre-
viously described (45).

IGF2 production was determined by immunohisto-
chemistry in islets before and after transplantation. Graft
sections were incubated overnight at 4°C with a rabbit anti-
human IGF2 antibody (final dilution 1:100) (Novozymes
GroPep, Adelaide, Australia). Preparations were visualized
with LSAB+ System-HRP (DakoCytomation, Carpinteria,
CA, USA).

Insulin Secretion

To determine whether IGF2 overexpression modified
B-cell function, glucose-stimulated insulin secretion was
used as a functional assay. Ad-IGF2-infected and con-
trol uninfected islets were cultured for 2 and 7 days with
RPMI 1640 medium supplemented with 11.1 mmol/L
glucose and 10% FCS. Cultured islets were preincubated
1 h at 37°C in triplicate groups of 10 islets in 1 ml of
fresh Krebs—Ringer bicarbonate buffer supplemented
with Hepes and bovine serum albumin (BSA) (KRBH
buffer) containing 2.8 mmol/L glucose. The medium was
removed, and islets were incubated at 37°C with 1 ml
of KRBH buffer containing 2.8 or 16.7 mmol/L glucose
for an additional hour with continuous shaking (45).
Supernatants were removed and stored at —80°C until
assayed for insulin. Insulin was measured by ELISA
(Mercodia Rat insulin ELISA, Mercodia AB, Uppsala,
Sweden) and was corrected by DNA content. Islets were
disrupted by sonication, and DNA content was determined
by a fluorimetric assay, as previously described (45).

S-Cell Apoptosis

Sections were double-stained by immunoperoxidase
for apoptotic nuclei using the terminal deoxynucleotidyl
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transferase biotin-dUTP nick end labeling (TUNEL)
technique (In Situ Cell Death Detection Kit, ApopTag;
Intergene, Oxford, UK) (5,28) and by alkaline phos-
phatase for the endocrine non-B-cells of the islets. A
cocktail of antibodies (DakoCytomation) including rabbit
anti-swine glucagon (final dilution 1:1,000), rabbit anti-
human somatostatin (final dilution 1:1,000), and rab-
bit anti-human pancreatic polypeptide (final dilution
1:500) was used (5). When assessing apoptotic nuclei,
we excluded necrotic regions. 3-Cell apoptosis was also
determined in the pancreases of normal Lewis rats. 3-Cell
apoptosis in islet grafts and in control pancreas was
expressed as percentage of TUNEL-positive -cells, and
a minimum of 1,200 B-cells were counted per sample.

[-Cell Replication

Rats were injected with the thymidine analogue 5-
bromo-2’deoxyuridine (BrdU; Sigma Immunochemicals,
St. Louis, MO, USA), 100 mg/kg body weight IP, 6 h
before removing the graft (27). Sections were double-
stained with immunoperoxidase for BrdU using a cell
proliferation kit (Amersham, Amersham, UK) with a
modified protocol (5,28) and for endocrine non-f-cells
of the islets using the cocktail of antibodies described
above. Sections were also double-stained for BrdU and
for B-cells with a rabbit anti-human insulin antibody
(final dilution 1:50) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA). B-Cell replication was also measured in
the pancreases of normal Lewis rats injected with BrdU
6 h before pancreas excision. 3-Cell replication in islet
grafts and in control pancreas was expressed as percent-
age of BrdU-positive B-cells, and a minimum of 1,200
B-cells were counted per sample.

Individual p-Cell Area

The mean cross-sectional area of individual 3-cells,
a measure of B-cell size, was determined using image-
analytical software (AnalySIS 3.0; Soft Imaging
System, Miinster, Germany). The individual B-cell
area on the day of transplantation was determined in
sections from the five groups of 500 isolated islets that
were used to measure the initially transplanted p-cell
mass. For both grafts and isolated islets, the peri-
meter of the B-cell tissue on a random field was care-
fully traced on the computer’s monitor to exclude any
other tissue, and the total B-cell area and B-cell nuclei
(392 +£25 nuclei per sample) in that field were deter-
mined. To calculate the area of the individual B-cells,
the total B-cell area in the field was divided by the
number of B-cell nuclei (5,28).

P-Cell Mass

B-Cell mass was measured by point-counting mor-
phometry (52), as previously described (28,31). B-Cell
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mass was obtained by multiplying the weight of the graft
by the relative B-cell volume. In addition, the B-cell mass
of islets at the time of transplantation was determined in
five groups of 500 islets isolated on different days. Islets
were pelleted and then fixed and weighed as described
for islet grafts. The islets B-cell mass was obtained by
multiplying the weight of the islets by the percentage of
B-cell volume, determined with image-analytical soft-
ware (AnalySIS 3.0; Soft Imaging System) on sections
of the islet pellets.

Statistical Analysis

Statistics were performed using SPSS 14.0 (Chicago,
IL, USA) for Windows and differences among groups
were evaluated using the Kruskal-Wallis H test, and when
determined as significant (p<0.05), the Mann—Whitney
U test was used to determine specific differences between
groups. Subsequently, the Bonferroni correction was used
as post hoc test to adjust the type I error (o) for multiple
testing. Since the use of adjustments for multiple tests has
been questioned, as it increases the likelihood of type II
errors, the result of the Mann—Whitney U test is presented
when it is statistically significant, and it is followed by
the adjustment with the Bonferroni correction. Results
are expressed as median values and interquartile range
(IQR). In figures, mean+SEM is given to describe the
data as it is a better known and more widely used descrip-
tor. The Kaplan—-Meier method was used to analyze the
metabolic evolution after transplantation, and the differ-
ences among the survival curves were compared by the
log-rank test with subsequent Bonferroni correction.

RESULTS

Efficiency of Adenoviral Infection
At 24 h after infection 100% of islets and 20% of the
individual islet cells were infected, as indicated by GFP
production. We have previously shown that this rate of

infection is sufficient to double 3-cell replication in vitro
in Ad-IGF2 infected islets (13). The expression of the
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transgene was predominantly found in peripheral cells of
the islets. Specific staining with IGF2 antibody showed a
clear production in Ad-IGF2-infected islets, both before
transplantation and at all time points after transplantation
(Fig. 1). No IGF2 expression was found in noninfected
islets or in the renal parenchyma surrounding the trans-
planted Ad-IGF2-infected islets.

P-Cell Function in Infected Islets

Glucose-stimulated insulin secretion was similar in
Ad-IGF2-infected islets and in uninfected islets 48 h and
7 days after infection, indicating that B-cell function was
unaffected in infected islets overexpressing IGF2 (data
not shown).

IGF2 Overexpression Improved the Metabolic Outcome
of Islet Grafts

Blood Glucose. To explore the effects of IGF2 over-
expression on the outcome of islet grafts, STZ-diabetic
rats were transplanted with 800 syngeneic islets, a mar-
ginal B-cell mass to achieve normoglycemia. All animals
transplanted with 800 Ad-IGF2-infected islets achieved
normoglycemia on day 10 after transplantation and
remained normoglycemic until graft removal on day 60
(Fig. 2A). In contrast, only 14% of animals transplanted
with 800 Ad-Luc infected islets or with 800 control
uninfected islets were normoglycemic on day 10 after
transplantation. Normoglycemia was eventually achieved
on days 21-28 after transplantation in most but not all
rats (71%) transplanted with uninfected islets or with
Ad-Luc-infected islets. The improved metabolic evolu-
tion of Ad-IGF2 group was confirmed by the statistically
significant difference in the Kaplan—Meier survival curve
(Fig. 2B). In all normoglycemic rats, graft harvesting was
followed by recurrence of severe hyperglycemia.

Intraperitoneal Glucose Tolerance Test

The IPGTT was performed in all three groups trans-
planted with 800 islets and in control non-STZ-injected

Figure 1. Insulin-like growth factor II (IGF2) expression (brown) in islet grafts from control uninfected group (A) and from adenovirus

infected (Ad)-IGF2 group on day 10 after transplantation (B).



IGF2 IN ISLET TRANSPLANTATION

rats. All transplanted groups showed glucose intoler-
ance with higher hyperglycemia after glucose injection
than control nontransplanted non-STZ-injected animals
(Fig. 2C). Nevertheless, glucose intolerance was milder
in Ad-IGF2 group that was less hyperglycemic than unin-
fected control and Ad-Luc groups 30, 60, or 90 min
after glucose injection and achieved glucose values
similar to control non-STZ-injected animals after 120 min.
The AUC was also lower in Ad-IGF2 group [1,635 mmol/
L-min (IQR: 902)] than in control uninfected group
[2,339 mmol/L-min (IQR: 1,054), p=0.035)] or in
Ad-Luc [2,697 mmol/L-min (IQR: 1,694), p=0.064],
although the differences did not remain statistically sig-
nificant after adjustment for multiple comparisons.
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IGF2 Overexpression Increased Transplanted [-Cell
Replication and Mass

Since glucose is known to modify B-cell replication,
apoptosis, and mass, the differences in blood glucose
levels between Ad-IGF2 and control uninfected groups
transplanted with 800 islets could preclude a valid com-
parison. Thus, to ensure comparable metabolic conditions
among grafts from Ad-IGF2 group and control uninfected
group throughout the study, STZ-diabetic recipients were
transplanted with 500 islets, a B-cell mass clearly insuffi-
cient to restore normoglycemia in this model. As planned,
both groups showed similar hyperglycemia throughout
the study (Table 1).

[-Cell Replication. At all time points after transplan-
tation, 3-cell replication was higher in grafts of Ad-IGF2
group than in grafts of control uninfected group [day 3:
1.45% (IQR: 0.26) vs. 0.58% (IQR: 0.18), p=0.006;
day 10: 1.58% (IQR: 1.40) vs. 0.90% (IQR: 0.61), p=
0.035; day 28: 1.35% (IQR: 0.35) vs. 0.64% (IQR: 0.28),
p=0.004] and than B-cell replication in normal pancreas
[0.36% (IQR: 0.17), p<0.02; p<0.05 when it was adjusted
for multiple comparisons] (Fig. 3B). Although glucose is
a well-known stimulator of 3-cell proliferation, in con-
trol uninfected group B-cell replication was significantly
increased only on day 10 after transplantation, but not on
days 3 and 28, compared to normal pancreas, confirming
previous observations indicating that 3-cell replication is
impaired initially after transplantation (5) and after long-
term exposure to hyperglycemia (5,46).

FACING COLUMN

Figure 2. Metabolic evolution of streptozotocin (STZ)-diabetic
Lewis rats transplanted with 800 Ad-IGF2 islets (squares), with
800 Ad-luciferase (Luc) islets (triangles), or with 800 control unin-
fected islets (rhombus) and of nondiabetic nontransplanted animals
(crosses). (A) Nonfasting blood glucose. Tx indicates transplanta-
tion day, and the arrow indicates the removal of the graft. Values
are the mean. *p <0.05 versus nondiabetic nontransplanted animals
(Mann—Whitney U test). After adjusting for multiple comparisons,
all differences except day 40, between nondiabetic nontransplanted
animals and control uninfected and Ad-Luc groups remained sta-
tistically significant. (B) Kaplan—-Meier survival curve showing
differences in percentage of normoglycemic animals over time
among Ad-IGF2 (squares), Ad-Luc (triangles), and uninfected
(rthombus) groups (log-rank, %>=19.39, p=0.0001). The percent-
age of normoglycemic animals over time differed significantly
between Ad-IGF2 group and control uninfected group (log-rank,
x*=11.48, p=0.001) and between Ad-IGF2 group and Ad-Luc
group (log-rank, }*=11.48, p=0.001), but not between the con-
trol uninfected and Ad-Luc groups (log-rank, ¥*=0.17, p=0.67).
Differences remained statistically significant after adjusting for
multiple comparisons (p<0.005). (C) Intraperitoneal glucose tol-
erance test. Kruskal-Walis, p<0.05 among all groups at each time
point, Mann—Whitney, *p<0.05 versus all other groups except
Ad-IGF2 at time 120. p<0.05 between Ad-IGF2 group and
control uninfected group. #p<0.05 between Ad-IGF2 group and
Ad-Luc group. Differences among transplanted groups were not
statistically significant after multiple comparison correction.
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Table 1. Blood Glucose and Body Weight in STZ-Diabetic Rats Transplanted With 500 Islets

Days After Transplantation

STZ Tx 3 10 28
Blood glucose (mmol/L) Control group 6.0 (1.0)* 31.9 (4.9t 22.3(5.2) 23.6 (6.82) 24.5(3.2)
Ad-IGF-2 group 5.8 (1.2)* 28.3 (3.6)F 23.2.(2.7) 21.2(5.1) 20.2 (5.3)
Body weight (g) Control group 188 (8.0) 199 (7.6) 209 (16.9) 220 (14.8) 248 (12.0)
Ad-IGF-2 group 187 (13.2) 198 (10.3) 199 (12.4) 214 (21.4) 233 (27.7)

Values are median and interquartile range (shown in parentheses) for six animals in each group. STZ, day of streptozotocin injection; Tx, day of islet
transplantation. Kruskal-Wallis, p<0.001 among different time points in control uninfected group and adenovirus encoding insulin-like growth factor 2
(Ad-IGF2) group; Mann—Whitney, *p < 0.01 compared to all time points, Tp <0.02 versus all time points after transplantation. After adjusting for multi-
ple comparisons, all differences, except Tx day versus day 3 in Ad-IGF2 group, remained statistically significant at all time points.
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Figure 3. (A) Islet graft from Ad-IGF2 group on day 10 after transplantation. Section was double-
stained for bromodeoxyuridine (BrdU) (black nuclei, clearly shown in inset) and for insulin (brown
cytosolic staining). (B) B-cell replication in normal pancreas (black bar) and in 500-islet grafts
from control uninfected (white bars) and Ad-IGF2 (hatched bars) groups. Values are mean+SEM.
Kruskal-Wallis, p<0.02 among control pancreas and control uninfected groups and among con-
trol pancreas and Ad-IGF2 groups, Mann—Whitney, *p<0.02 versus control pancreas. Differences
remained significant after adjusting for multiple comparisons (p<0.05). 1p<0.05 between control
uninfected and Ad-IGF2 groups.
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Figure 4. (A) B-Cell apoptosis in normal pancreas (black bar)
and in 500-islet grafts from control uninfected (white bars)
and Ad-IGF2 (hatched bars) groups. Values are mean+SEM.
Kruskal-Wallis, p<0.01 among control pancreas and control
uninfected groups and among control pancreas and Ad-IGF2
groups, Mann—Whitney, *p<0.01 versus all other groups. Dif-
ferences remained significant after adjusting for multiple
comparisons (p<0.05). (B) Cross-sectional area of individual
B-cells in isolated islets cultured overnight as for transplanta-
tion, and in 500-islet grafts from control uninfected (white bars)
and Ad-IGF2 (hatched bars) groups. Values are mean+SEM.
Kruskal-Wallis, p<0.002 among control uninfected groups
and among Ad-IGF2 groups, Mann—Whitney, *p<0.01 versus
control uninfected islets and Ad-IGF2-overexpressing islets.
Differences remained significant after adjusting for multiple
comparisons (p<0.02).

[-Cell Apoptosis. B-Cell apoptosis was significantly
increased in transplanted islets from both control unin-
fected and Ad-IGF2 groups compared with normal
pancreas at all time points (p<0.01 and p<0.05 when
adjusted for multiple comparisons) (Fig. 4A). There were
no differences between Ad-IGF2 and uninfected groups.
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Individual Cross-Sectional -Cell Size. The individual
cross-sectional area of B-cells increased significantly in
islet grafts on days 10 and 28 after transplantation com-
pared with the individual area of B-cells in isolated islets
(»<0.01 and p<0.02 when adjusted for multiple com-
parisons) (Fig. 4B). Individual B-cell size was similar in
Ad-IGF2 and uninfected groups.

[-Cell Mass. B-Cell mass was reduced on day 3 after
transplantation in control uninfected [0.38 mg (IQR:
0.19)] and Ad-IGF2 [0.36 mg (IQR: 0.26)] groups com-
pared with the initially transplanted -cell mass [control
uninfected: 1.60 mg (IQR: 0.22), p=0.006; Ad-IGF2:
1.61 mg (IQR: 0.15), p=0.006; p=0.018 in both cases
when adjusted for multiple comparisons] (Fig. 5). In
Ad-IGF2 group transplanted B-cell mass increased on
day 10 to a value similar to the initially transplanted
B-cell mass [1.27 mg (IQR: 0.91)], and on day 28 it was
higher than that of control uninfected group [0.63 mg
(IQR: 0.38) vs. 0.42 mg (IQR: 0.31), p=0.008], reflect-
ing the higher B-cell replication of Ad-IGF2 transplanted
islets. In contrast, in control uninfected group, the graft
B-cell mass was always lower than the initially trans-
planted B-cell mass (p<0.02 and p<0.05 when adjusted
for multiple comparisons). Although it increased transito-
rily on day 10 after transplantation [1.05 mg (IQR: 0.50)],
in agreement with the higher B-cell replication and indi-
vidual B-cell size at this time point, it was reduced again
on day 28 when B-cell replication was impaired and could
not compensate the increased -cell apoptosis.
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Figure 5. B-Cell mass in 500 isolated islets cultured overnight
as for transplantation and in 500-islet grafts from control unin-
fected (white bars) and Ad-IGF2 (hatched bars) transplanted
groups. Values are mean+SEM. Kruskal-Wallis, p<0.005 among
control uninfected groups and among Ad-IGF2 groups, Mann—
Whitney, *p<0.02 versus all other groups except Ad-IGF2 on
day 10 after transplantation. Differences remained significant
after adjusting for multiple comparisons (p<0.05) except bet-
ween 500 Ad-IGF2 isolated islets and Ad-IGF2 group on day 28
after transplantation. {p<0.01 between control uninfected group
and Ad-IGF2 group.
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DISCUSSION

In this study, we show that transplanted islets over-
expressing IGF2 maintained a sustained increment in
B-cell replication that led to the regeneration of the
engrafted B-cell mass and to the early achievement of
sustained normoglycemia after transplantation to diabetic
recipients. IGF2 overexpression did not modify insulin
secretion in islets studied in vitro, did not reduce B-cell
apoptosis, and did not enhance [B-cell hypertrophy in
transplanted islets, suggesting that the higher 3-cell mass
and improved metabolic control in IGF2-overexpressing
grafts resulted from the increased -cell replication.

IGF1 and IGF2 are f-cell mitogens, and they also
promote B-cell survival. The biological effects of IGF2
are mediated primarily by type 1 IGF receptor, which is
abundant on B-cells (14,49). IGF2 can also act through the
insulin receptor (39). IGF2 expression is higher in fetal
life, but it declines and in rodents is extinguished in most
tissues after birth. In contrast, IGF1 expression in fetal
life is low and does not rise to adult levels until weaning.
In early neonatal life, there is a wave of apoptotic B-cell
death (42) that has been linked to the concomitant reduc-
tion in IGF2 expression (17,34). In adult islets, incubation
of islets with IGF2 improves islet cell viability (13,20,37),
and IGF2 survival action has been also shown in rats fed
with a low protein diet (36). However, we did not detect
a reduction in B-cell apoptosis in islet grafts that overex-
pressed IGF2. The difficulties of preventing the massive
loss of islet tissue, up to 70% of the transplanted B-cell
mass, that takes place in the early posttransplant period
were recently reviewed (11). B-Cell apoptosis peaks
around day 3 after transplantation and plays a major role
in this early B-cell death (5,11). The cause of the initial
B-cell apoptosis is multifactorial (12), with hypoxia play-
ing a fundamental role (10), and other factors such as
anoikis (47), nonspecific inflammation (29,38,46), and
hyperglycemia (5,15,26,33) also contributing to islet dam-
age. Several strategies that have successfully increased
the long-term outcome of islet transplantation have been,
however, unable to increase the initial survival of islets
(11). We have also met this difficulty in previous experi-
ments in which we found that the beneficial effects of nor-
moglycemia (25) and IL-1 receptor antagonist protein (46)
in the outcome of islet transplantation were not associated
with a reduction of early B-cell apoptosis. Robitaille et al.
(37) reported that preincubation of encapsulated islets
with IGF2 before transplantation increased the percent-
age of diabetic mice that achieved normoglycemia, but
apoptosis was not determined in the islet grafts. The lack
of effect of IGF2 on transplanted B-cell survival, along
with previous data showing similar negative results with
other therapeutic interventions, highlights the difficulty
of reducing the initial B-cell death in islet transplantation.
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It is unknown whether a multifactorial approach would
prove more successful.

IGF2 overexpression resulted in sustained 3-cell hyper-
plasia of transplanted islets that showed throughout the
study higher proliferation than uninfected transplanted
islets or than endogenous pancreatic islets of normal rats.
Although glucose is a very potent stimulator of -cell pro-
liferation (6), on day 3 after transplantation 3-cell replica-
tion was not significantly higher in islet grafts of control
uninfected group than in islets of normal, non-STZ-
injected nontransplanted, control rats, confirming previ-
ous data indicating that B-cell replication is impaired in
the early days after transplantation (5). The limitation in
B-cell replication in the initial days after transplantation
is mediated, at least partly, by IL-1B-mediated nonspe-
cific inflammation (29,45). The increased replication on
day 3 after transplantation in IGF2-overexpressing grafts
suggests that IGF2 is able to partly prevent the suppres-
sive effects of IL-1f on B-cell replication in vivo and is
in agreement with recently published in vitro data (13).
On the other hand, glucose-induced B-cell replication is
not maintained when islets are exposed to chronic hyper-
glycemia (5,21,30), as shown in the transplanted islets
of control uninfected group exposed to 28 days of sus-
tained hyperglycemia. The increased [3-cell replication in
Ad-IGF2 group on day 28 after transplantation indicates
that IGF2 overexpression was able to overcome this limi-
tation. The mechanism by which IGF2 increased [-cell
replication in islets exposed to chronic hyperglycemia
remains unknown. As described for IGF1 (53), overex-
pression of IGF2 in islet cells could increase the expres-
sion of insulin receptor substrate 2 (IRS-2), a protein
playing a crucial role in B-cell growth.

IGF2 has been reported to inhibit, increase, or have
no effect on insulin secretion (9,16,24,55). We found that
glucose-stimulated insulin secretion was not modified in
Ad-IGF?2 islets after 2 and 7 days in culture. This nor-
mal insulin secretion in Ad-IGF2 islets suggests that the
improved metabolic outcome in rats transplanted with
IGF2 overexpressing islets was due to the increased B-cell
mass. IGF2 overexpression did not increase the size of indi-
vidual B-cells in agreement with previous data indicating
that IGF2 overexpression in transgenic mice did not induce
a- or B-cell hypertrophy (9). Thus, since IGF2 overexpres-
sion did not modify insulin secretion, did no reduce trans-
planted p-cell death, and did not induce p-cell hypertrophy,
we postulate that the increased B-cell mass in islet grafts
overexpressing IGF2 and improved the metabolic outcome
resulted from the sustained increment of 3-cell replication
throughout the first month after transplantation.

In clinical islet transplantation, a high islet mass must be
transplanted to achieve normoglycemia, typically requir-
ing two or three islet transplant procedures (23,40,44). The
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transplantation process results in a dramatic loss of islets
leading to the successful engraftment of a 3-cell mass that
is marginally sufficient to maintain normoglycemia and
any subsequent reduction, even from mild insults, may
result in the recurrence of hyperglycemia (23). Since the
preservation of the initially transplanted B-cell mass has
proven to be particularly challenging, an alternative or
complementary strategy to increase the grafted f3-cell mass
would be to enhance the replication of transplanted p-cells.
In this study, we have shown that a therapeutic interven-
tion targeting f3-cell replication was able to regenerate the
transplanted B-cell mass and to improve the outcome of
islet transplantation. The use of adenoviral vectors in clini-
cal islet transplantation is unlikely, but it is a useful model
to investigate the benefits of local delivery of treatments
to islet grafts. The results indicate that overexpression of
IGF2 to the islet grafts was beneficial. IGF2 overexpres-
sion induced a sustained increment in [3-cell replication in
transplanted islets, with no changes in -cell apoptosis or
individual cell size, and increased the B-cell mass in the
islet graft. The improved metabolic outcome of the dia-
betic recipients indicates that strategies that increase 3-cell
replication can increase the grafted B-cell mass and reduce
the B-cell number required to achieve normoglycemia.
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Discussio

En aquest projecte s’han estudiat els efectes d’'IGF2 sobre la supervivencia i la regeneracio de
les cel-lules beta pancreatiques utilitzant un model de sobreexpressié per adenovirus. In vitro
s’ha demostrat que la sobreexpressié d’'IGF2 en les cél-lules de I'illot confereix una proteccié
parcial sobre el profund efecte inhibitori de la replicacié de les cél-lules beta induit per la IL-1P,
evita la produccié de NO i protegeix de I'apoptosi induits per la citocina. In vivo s’"ha determinat
gue els illots que sobreexpressen IGF2 trasplantats singenicament a rates diabéetiques per
estreptozotocina mostren un increment sostingut de la replicacid de les cel-lules beta que
condueix a la regeneracid de la massa beta trasplantada i permet assolir la normoglucémia de
manera rapida i mantinguda als receptors diabétics. En conjunt, doncs, els resultats obtinguts
suggereixen que el disseny d’estratéegies basades en estimular la replicacié beta poden ser

beneficiosos en la diabetis i el trasplantament d’illots.

La sobreexpressio d’IGF2 en els illots pancreatics es va induir mitjancant la infeccié dels illots
amb un vector adenoviral. A les 48h de la infeccié amb 7x10’ pfu de I'adenovirus que codifica
per la proteina verda fluorescent (Ad-GFP), el 100% dels illots i el 29% de les cél-lules de l'illot
expressaven el transgen. Aquesta eficiéncia de la infeccidé ens va permetre assolir uns nivells
d’expressid d’IGF2 en els illots infectats suficients per poder demostrar els efectes beneficiosos
sense alterar la viabilitat, la funcid ni la replicacié de les cel-lules beta dels illots. Existeix certa
controversia pel que fa als nivells d’infeccid que s’assoleixen amb I’Us d’adenovirus com a
vectors de transferéencia. Molts autors descriuen només el percentatge d’illots infectats (100%
en el nostre cas), perod no el percentatge de cel-lules individuals de l'illot infectades, valor que
requereix una analisis més detallada. En el nostre estudi vam analitzar I'eficiencia de la infeccié
per citometria de flux per determinar el percentatge de cél-lules de l'illot que expressaven la
GFP, per microscopia confocal per identificar la distribucié de les cel-lules infectades i per
immunohistoquimica per confirmar I'expressié del gen d’interés. Els valors d’infeccié de les
cél-lules individuals assolits en el nostre treball, el 20% a les 24 hores després de la infeccid i el
29% passades 48 hores, es troben dins els limits descrits en la literatura quan parlem d’infeccié
adenoviral d’illots sencers (Barbu et al., 2005; Benhamou et al., 1997; Diraison et al., 2004;
Piston et al., 1999; Téllez et al., 2005; Weber et al., 1997). En general, taxes d’infeccié molt més
altes (d’entre el 70-80%) s’han reportat si els illots es dispersen en cél-lules individuals
préviament a la infeccié. En definitiva, la taxa d’infeccié assolida en el nostre estudi permet una
expressio d’'IGF2 sense els possibles efectes nocius que porta intrinsicament la infeccié amb

adenovirus (Barbu et al.,, 2005). La major part de les cel-lules infectades es situaven a la
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periferia de d’illot, com ja ha estat descrit (Becker et al., 1994a; Muruve et al., 1997), i per tant
es tracta probablement en la seva major part de cel-lules endocrines no beta, en particular
cel-lules alfa. Cal tenir en compte pero que la proteina IGF2 es secreta, i en conseqiiéncia
exerceix els seus efectes no només de forma autocrina, sobre la cél-lula infectada que
I'expressa, sind que també té un efecte paracri, sobre les cel-lules veines. Es pot pensar que
donada la diferent distribucio dels tipus de cél-lules endocrines en els illots de rosegadors i els
illots humans, en els quals les cél-lules alfa i les cél-lules beta es troben disperses per tot l'illot,
aquest fet podria augmentar el nombre de cél-lules beta infectades en els illots humans. No
obstant aix0, l'efecte paracri d’IGF2 redueix la importancia del tipus especific de cel-lula
endocrina que esdevé infectada per I'adenovirus, si bé una major distribucié de la infeccié en

les cél-lules de I'interior de I'illot podria ser més eficag.

Els experiments in vitro realitzats en aquest treball es van dirigir, d’'una banda, a investigar
I'efecte de la citocina proinflamatoria IL-1pB sobre la viabilitat, la funcid i la regeneracié beta,
donada la importancia de la citocina en el desenvolupament de la diabetis i la toxicitat que
exerceix sobre les cel-lules beta pancreatiques, i de l'altra, a determinar el possible rol
beneficids d’IGF2 sobre la supervivencia i la replicacio cel-lular beta. A més, com que la induccié
de la proliferacié de les cel-lules beta pels IGFs és dependent de la concentracié de glucosa del
medi (Higl et al., 1998), vam utilitzat baixa i alta de glucosa per definir millor els efectes de la

IL-1B i de I'lGF2 sobre la replicacid beta.

Esta ben establert que la IL-1B sola o en combinacié amb altres citocines proinflamatories com
I'interferd-y (IFNy) i el factor de necrosi tumoral-a (TNFa), indueix la mort de les cél-lules beta
en illots de ratoli, de rata i en illots humans (Eizirik and Mandrup-Poulsen, 2001; Mathis et al.,
2001; Saldeen, 2000). També esta acceptat que els illots de les diferents especies (ratoli, rata i
huma) presenten diferents graus de susceptibilitat a aquestes citocines, sent els illots de ratoli
els més resistents i els de rata els més sensibles (Kawahara and Kenney, 1991). La IL-1B també
exerceix un efecte inhibidor sobre la replicacié de les cel-lules beta (Eizirik et al., 1990; Maedler
et al., 2001; Sjoholm, 1991; Southern et al., 1990b; Téllez et al., 2005), ara bé, aquest rol de la
IL-1B sobre la proliferacié cel-lular beta ha rebut menys atencid i esta menys ben definit. En el
nostre grup vam identificar en un model de trasplantament d'illots singénic un augment de
I'expressié del gen de la IL-1B i d’iNOs en els empelts els primers dies després del

trasplantament (Montolio et al., 2007a; Montolio et al., 2007b) i vam determinar que la
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sobreexpressio de I'antagonista del receptor de la IL-1 en illots de rata provocava un augment
de la replicacié i de la massa de cél-lules beta (Téllez et al., 2007), el que suggeria que la
inhibicid de la replicacio de les cél-lules beta per la IL-1B és rellevant en la reduccié de la massa

de cel-lules beta.

En base a aquests coneixements, en els experiments in vitro realitzats en aquest estudi es van
cultivat els illots pancreatics en preséncia de diferents concentracions d’IL-1B, i es va poder
determinar el doble efecte que exerceix la citocina sobre la biologia beta, per una banda
provocant un profund efecte inhibitori de la replicacié beta i per I'altra augmentant el nombre

de cél-lules que entren en apoptosi.

Vam observar que la replicacid de les cel-lules beta es trobava augmentada en els illots
exposats a molt baixa concentracié d’IL-1B (1 U/ml) i pel contrari, estava drasticament reduida
guan els illots s’'incubaven a concentracions més elevades de la citocina. Aquest efecte
mitogenic observat a molt baixes concentracions d’IL-13 és concordant amb resultats obtinguts
en illots humans, on aquesta accid beneficiosa de les baixes concentracions de la citocina
podria reflectir un paper fisiologic de la IL-1B sobre les cel-lules de I'illot (Maedler et al., 2006a).
En contrast, concentracions superiors d’IL-18 van promoure un efecte clarament deleteri,
induint una forta inhibicié de la replicacié de les cél-lules beta. La supressio de la replicacié de
les cél-lules beta es va detectar a concentracions d’IL-1B que eren insuficients per induir-ne
I'apoptosi, indicant una alta sensibilitat de la proliferacié de les cel-lules beta a la IL-18. La IL-1
va reduir la replicacié dels illots exposats a 10, 30 i 50 U/ml, tant a baixa com alta glucosa. En
els illots de rata exposats a 10 U/ml d’IL-1B la replicacié de les cél-lules beta va disminuir
substancialment, i es va suprimir gairebé completament en els illots exposats a 30 i 50 U/ml
d’IL-1B. En contrast, la IL-1B va augmentar l'apoptosi de les cel-lules beta de forma dosi
dependent, tant en els illots cultivats a altes com a baixes concentracions de glucosa, pero va
ser superior en les cél-lules beta dels illots cultivats a baixa glucosa, que presentaven un
augment significatiu de I"apoptosi quan es van exposar a 10U/ml d'IL-1B, en les cél-lules beta
dels illots cultivats a alta glucosa van ser necessaries 30 i 50 U/ml d'IL-1B per augmentar-ne
I'apoptosi de manera consistent. Aquests resultats posen de manifest que la replicacié de les
cél-lules beta resulta més vulnerable als efectes deleteris de la IL-1B que l'increment de

I"apoptosi induit per la citocina.
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Els efectes del factor de creixement similar a la insulina Il (IGF2) com a mitogen, regulador del
creixement i promotor de la proliferacid i la supervivencia cel-lular suggereixen que pot tenir
un paper beneficids sobre les cel-lules beta, pel que ens vam proposar caracteritzat els efectes

de la sobreexpressio d’'IGF2 sobre la replicacid, la supervivéncia i la funcié cel-lular beta.

En abséncia d’IL-1PB, la sobreexpressio d’IGF2 va doblar la replicacid de les cél-lules beta tant en
els illots cultivats a baixes com a altes concentracions de glucosa i va exercir un efecte
protector sobre la replicacid en els illots exposats a 10 U/ml d’IL-1B, que van mantenir uns
nivells de proliferacié beta similars als dels illots control no exposats a la citocina d'acord amb
els ben coneguts efectes mitogenics d’IGF2 (Asfari et al., 1995; Hogg et al., 1993; Petrik et al.,
1999a). No obstant aixo la IL-1 també va suprimir la replicacio de les cél-lules beta en els illots
que sobreexpressaven IGF2 exposats a altes concentracions de la citocina (30 i 50 U/ml),
cultivats en ambdues concentracions de glucosa. Aixi doncs, la sobreexpressid IGF2 en els illots

exposats a IL-1B va induir a una preservacio de la proliferacié de les cél-lules beta modesta.

Els efectes de la glucosa sobre la supervivéncia de les cél-lules beta sén dependents de la
concentracio, la durada de I'exposicid i el fons genétic. In vitro, I'alta glucosa promou la
supervivencia de les cél-lules beta aillades de rata (Hoorens et al., 1996), perd també indueix
I'apoptosi en illots d’animals propensos a patir diabetis (Donath et al., 1999), aixi com en illots
humans (Maedler et al., 2001). In vivo, resultats previs del nostre grup van demostrar que es
ddna un augment de I'apoptosi de les cél-lules beta en els illots de ratoli trasplantats exposats a
hiperglucémia cronica (Biarnés et al., 2002). Els efectes de la glucosa sobre I'apoptosi induida
per IL-1B no estan ben establerts, i malgrat haver-se descrit que les concentracions elevades de
glucosa amplifiquen el dany cel-lular en illots exposats a IL-1B (Spinas et al., 1988), existeixen
estudis en que no es van identificar efectes de la glucosa sobre I'apoptosi induida per IL-1B en
les cel-lules beta (Raile et al., 2003; Téllez et al., 2005).

En el nostre estudi, la utilitzacié de diverses concentracions d’IL-1B ens ha permeés identificar
I'accié protectora de la glucosa sobre I'apoptosi induida per IL-1B. En abséncia d’IL-1B
I'apoptosi de les cel-lules beta va ser similar tant en els illots incubats a altes com a baixes
concentracions de glucosa. No obstant aix0, quan els illots es van exposar a 10 U/ml d’IL-1B,
I’apoptosi de les cél-lules beta va incrementar en els illots cultivats a baixa (5,5 mmol / 1), pero
no a alta (22,2 mmol / 1) glucosa, el que suggereix que la glucosa té un efecte afavoridor de la
supervivencia.
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La sobreexpressid IGF2 en els illots va presentar una clara accid antiapoptotica. En tots els
grups que van presentar un augment de I'apoptosi induida per IL-1B la sobreexpressié d’IGF2
va reduir I'apoptosi de les cél-lules beta, pel que van ser necessaries concentracions superiors
de la citocina per induir un augment significatiu de I'apoptosi respecte els illots control.

L'efecte protector de la glucosa es va confirmar en els illots que sobreexpressaven IGF2
exposats a 30 U/ml d’IL-1B que van mostrar un increment de I'apoptosi de les cél-lules beta
només quan es van cultivar a baixa glucosa. En contrast, tot i el ben establert efecte proliferatiu
de la glucosa en les cel-lules beta (Lingohr et al., 2006; Swenne, 1982) aquesta no va modular
I'efecte inhibitori de la IL-1B sobre la replicacié de les cel-lules beta, proporcionant-nos una
indicacio addicional de I'alta sensibilitat de la replicacié de les cel-lules beta als efectes deleteris

de la citocina.

Un altre dels efectes deleteris de la IL-1 és la inhibicié que exerceix sobre la secrecié d’insulina
de les cél-lules beta, efecte que esta ben establert i s'ha estudiat en detall (Eizirik et al., 1988;
Scarim et al.,, 1997). Pel que fa a les accions d’IGF2 sobre la funcid beta existeixen dades
controvertides, s'ha descrit tant que pot inhibir, com augmentar o inclds no tenir cap efecte
sobre la secrecid d'insulina (Devedjian et al., 2000; Hill et al., 1997; Leahy and Vandekerkhove,
1990; Zhang et al., 1997). En el nostre estudi vam observat que la secrecid d'insulina
estimulada per glucosa no es modificava en els illots que sobreexpressaven IGF2 després de 2 i
7 dies de cultiu.

Els nostres experiments han confirmat la profunda inhibicié de la funcid de les cel-lules beta
induida per la IL-1B, i hem trobat una proteccié limitada en els illots infectats amb Ad-IGF2.
Alguns estudis han demostrat un paper per a la insulina en la replicacié i el manteniment de la
massa de cel-lules beta adultes (Okada et al.,, 2007). En els nostres resultats, encara que la
sobreexpressio d’IGF2 va conservar parcialment la secrecid de la insulina en els illots exposats a
altes concentracions d’IL-1B, la replicacié de les cél-lules beta es va mantenir totalment

suprimida.

Diversos dels efectes deleteris de la IL-1B sobre els illots de rosegadors estan mitjancats per
I’0xid nitric (NO) (Darville and Eizirik, 1998) el qual és produit per la forma induible de I'0xid
nitric sintasa (iNOS). La interaccid de la IL-1p amb el seu receptor tipus 1 (IL-1R1) en les cél-lules

beta activa la senyalitzacié intracel-lular d’IL-1B i dona com a resultat I'expressié de diversos
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mediadors entre els quals trobem I'iNOS que genera oxid nitric al catalitzar 'oxidacié de la L-
Arginina a L-citrulina. Concentracions elevades d’oxid nitric en les cél-lules beta provoquen
diversos processos bioquimics que finalitzen en la induccié de la mort cel-lular beta, ja sigui per
apoptosi o per necrosi. Els nivells d’oxid nitric en I'espai intercel-lular dels illots exposats a IL-13
podrien ser sensiblement més elevats respecte els nivells que s’assoleixen en un cultiu de
cel-lules beta en monocapa, el que podria explicar els importants efectes deleteris de la IL-1B
sobre les cél-lules beta dels illots. Els resultats del nostre estudi van mostrar que en els illots
exposats a IL-1B, la produccié de NO era menor en els illots que sobreexpressaven IGF2
respecte els illots control no infectats, el que suggereix que la proteccié que ofereix IGF2 es
produeix, al menys en part, per la inhibicid de I'expressié d’iNOS. Aquests resultats sén
concordants amb I'observacié que el pic d'apoptosi neonatal que pateixen els illots coincideix
amb la disminucié dels nivells d’IGF2 i amb I'augment dels nivells d’iNOS, el que suggereix que
I"IGF2 té un efecte inhibidor sobre la formacié de NO (Hill et al., 1998). Cal esmentar, que els
events que porten a un augment de I'expressié d’iNOs i a I'increment de la incidencia de
I'apoptosi en aquest moment no sén ben coneguts, perd coincideixen temporalment amb la
infiltracié dels illots per cél-lules T que es déna durant 'ontogénia del pancrees de ratoli. Es
possible doncs, que la colonitzacid dels illots amb monocits, macrofags o cél-lules T en la vida
postnatal primerenca porti a un augment en la concentracié local de citocines, les quals
condueixin en una disminucié de les cel-lules beta a través de I'apoptosi. Ara bé, possiblement
aquests esdeveniments requereixin també de la disminucié de factors de supervivencia beta,
com és la reduccio de la disponibilitat local d’IGF2. A més, IGF2 pot activar el receptor d’IGF1, i
s'ha demostrat que la via de senyalitzacié del receptor d’IGF1 disminueix la formacié de NO
induida per IL-1B mitjancant la inhibicié de I'expressio i la sintesi d’iNOS en illots de rosegador
(Castrillo et al., 2000; Mabley et al., 1997) i inhibeix la produccié de NO induida per la IL-1B en

illots humans, aixi com la disfuncio i I'apoptosi de les cel-lules beta (Giannoukakis et al., 2000).

En conjunt, hem demostrat que la IL-1B va exercir un profund efecte inhibitori sobre la
replicacié de les cél-lules beta, n"augmenta I'apoptosi de manera dosi-dependent i en suprimi
la funcié beta. La sobreexpressié d’IGF2 va preservar la replicacié de les cél-lules beta només
en els illots exposats a 10 U/ml IL-1B, i no va tenir efectes sobre la supressio de la proliferacio
de les cel-lules dels illots exposats a 30 o 50 U/ml IL-1B. IGF2 va exercir una clara accié anti-

apoptotica en els illots exposats a la citocina i va preservar-ne parcialment la secrecié
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d’insulina. Per tant, el conjunt de resultats obtinguts in vitro ens suggereixen que la replicacid
de les cel-lules beta és més sensible als efectes deleteris de la IL-1f que la induccié de

I"apoptosi.

El paper de la IL-1B en el desenvolupament de la diabetis tipus 1 esta ampliament acceptat,
tant a nivell del sistema immune com a nivell de les cél-lules beta (Eizirik and Mandrup-
Poulsen, 2001; Rabinovitch and Suarez-Pinzon, 2003). La IL-1B també pot ser important en
altres processos on es dona disfuncid de les cél-lules beta com la diabetis tipus 2 i el
trasplantament d’illots. En condicions normals, la massa de cél-lules beta es manté per un
equilibri entre la regeneracid i la mort cel-lular i diversos estudis han demostrat que la cél-lules
beta de rosegador tenen un important potencial de regeneracid, capa¢ de compensar
reduccions greus en la massa beta (Dor et al., 2004; Nir et al., 2007), tot i que aquest potencial
podria ser més limitat en els humans (Parnaud et al., 2008). El fort efecte inhibitori de la IL-13
sobre la replicacid de les cel-lules beta que hem demostrat suggereix que l'alteracié de la
replicacié de les cél-lules beta pot ser important en la perdua de massa beta en la diabetis. La
supressio de la replicacio de les cél-lules beta podria inhibir la resposta regenerativa necessaria
per compensar la reduccié de la massa beta induida per 'augment de la mort de les céel-lules
beta. El fet que la replicacié de les cel-lules beta no es trobi incrementada en pacients diabétics
tipus 1 de recent aparicid podria donar suport a aquesta hipotesi (Butler et al., 2007).
Hipotéticament la supressio de la replicacid de les cel-lules beta per la IL-1 B podria impedir la
renovacio i reduir la massa beta, fins i tot en abséncia d’un augment de I'apoptosi de les

cel-lules beta.

Els efectes beneficiosos de la sobreexpressié adenoviral d’IGF2 identificats in vitro ens van
proporcionar la base per a estudiar aquests efectes in vivo en un model experimental de
trasplantament d'illots, una condicié on I'augment dels nivells d’IL-1B en I'empelt durant els
primers dies després del trasplantament té un paper deleteri important en la supervivéncia de
les cél-lules beta trasplantades (Montolio et al., 2007a). A més, la sobreexpressid mitjancant
adenovirus és una técnica util per avaluar els efectes derivats d’una administracio local i
transitoria de proteines amb potencial accid terapéutica, el que resulta particularment
interessant en el trasplantament d'illots, on I'expressié de proteines amb accié terapéutica en
I'empelt podria tenir efectes beneficiosos evitant la toxicitat no desitjada associada amb

I'administracié sistemica. Ara bé, en |'actualitat, malgrat els importants avencos en el camp de
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la terapia genica, és poc probable I'Us de vectors adenovirals per la millora del trasplantament
clinic d'illots.

Fa 25 anys es va aprovar el primer assaig clinic per la insercié d’'un gen exogen en humans. En
aquell moment la terapia génica es va considerar un tractament revolucionari per la cura de
malalties causades per la mutacié o delacié d’un gen concret. Des de la década dels 80 fins a
finals dels 90 es van tractar més de 3000 pacients amb terapia genica, pero la manca de
coneixement sobre certes limitacions que presentava la técnica, com la resposta immunologica
o la regulacid génica, van fer caure les grans expectatives generades en la terapia génica pel
tractament en humans. El 1999 va saltar I'alarma a Estats Units amb la mort d’un pacient que
va sucumbir a la reaccié immunologica causada per I'administracié de grans dosis de vectors
adenovirals. A Franga, pocs anys després, els retrovirus utilitzats pel tractament de malalts amb
immunodeficiéncies hereditaries van causar dos casos de leucemia entre els pacients. Com a

conseqliéncia, el 2003 es van suspendre una trentena d’assaig clinics a Estats Units.

Una decada més tard s’ha aprofundit en el coneixement dels vectors virals i en I'actualitat els
virus d’Ultima generacid no augmenten la incidencia de tumors. A més, les seqliencies
reguladores utilitzades sdn més debils per evitar I'activacid de gens nocius. Aquests nous
vectors derivats dels adenovirus i lentivirus s’han utilitzat en alguns dels assaig que avui
renoven les expectatives cliniques en la terapia génica, malgrat encara quedin alguns
problemes per resoldre, com sén assegurar al 100% la inserci6 de la informacié genética
exogena en el lloc desitjat, per evitar la disrupcié de regions codificants o la introduccié en

zones properes a oncogens que podrien ser activats.

En estudis preclinics s’"ha demostrat que la transferéncia mitjancant vectors adeno-associats
permeten |'expressid a llarg termini del gen exogen introduit en models animals petits i grans
(Mingozzi and High, 2011) i recentment algunes de les dades precliniques s’han traduit amb
exit en éssers humans, a tall d’exemple trobem els estudis clinics de I'hemofilia B (Nathwani et

al., 2011) i I'amaurosi congenita de Leber (Maguire et al., 2009).

El novembre de 2012 va ser aprovat per I’Agencia Europea del Medicament el primer farmac
comercial per terapia génica dirigit al tractament de la deficiéncia de la lipoproteina lipasa
(LPLD), una malaltia hereditaria rara. El Glybera® introdueix el gen de la LPL a través d’'un
vector derivat d’'un virus adeno-associat. L'aprovacid s’ha fet “sota circumstancies

excepcionals” per tant, s’aprova Unicament per un determinat grup de pacients amb afeccié
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greu de LPLD, entenent que no és possible, donat que es tracta d’una malaltia rara, obtenir
més informacio a través d’assaigs clinics. Per tant, encara que persisteixen dubtes sobre la seva
eficacia i seguretat, I'aprovacié d’un farmac genétic obre les portes per la seva regulacié legal

en el mon.

En el camp de la diabetis cal destacar el treball recent del grup de Bosch, que ha aconseguit la
correccio de la diabetis experimental a llarg termini en un model animal gran mitjancant la
terapia génica. L’'administracioé intramuscular de vectors adeno-associats, codificants pel gen de
la glucoquinasa i la insulina, a gossos diabétics per STZ i al-loxa, va donar com a resultat la
normalitzacié de la glucemia en deju i I'eliminacié accelerada de la glucosa després de la

carrega oral (Callejas et al., 2013).

Pel que fa als adenovirus utilitzats en aquest treball, cal mencionar que, al marge dels seus
potencials usos terapéutics, representen un model util per investigar els beneficis de
I'administracio local de tractaments als illots trasplantats i son valuoses eines experimentals
per la manipulacié genetica de les céel-lules de l'illot. Els adenovirus presenten avantatges
importants respecte altres vectors com sén una bona eficiéncia de la infeccié tant en cél-lules
guiescents com en cel-lules en divisié. Considerant que I'eleccié del vector d’expressid per
realitzar la transferéncia génica de les cel-lules beta ve condicionada pel fet que es tracta d’un
tipus cel-lular altament diferenciat amb una taxa de proliferacié molt baixa, d’entre el 0.4 i el
2% depenent de I'espécie, i que I'Us dels vectors adenovirals per la infeccio de les cél-lules beta
ha estat ampliament utilitzat tant en estudis in vitro com in vivo, els adenovirus resultaven
clarament apropiats pel nostre estudi. A més, s’ha comprovat que els empelts d’illots infectats
amb adenovirus no presenten infiltracié limfocitaria (Garcia-Ocana et al., 2003). En el nostre
treball tampoc hem observat infiltracié limfocitaria en els empelts d’illots, indicant que la
carrega viral i el procés d’infeccio ex vivo utilitzats no desencadenen una resposta
immunologica que portaria a la fallada del trasplantament. D’altra banda, el fet que el DNA
introduit resti episomal elimina la possibilitat d’alteracions geniques de la cel-lula hoste per la
insercio del material genetic exogen. Per ultim, I'expressio transitoria del gen introduit que ens
aporten els adenovirus com a vectors d’expressié també resulta adient pels experiments
realitzats, ja que s’ha demostrat que en els illots infectats amb adenovirus I'expressio del

transgen i les proteines viriques es manté fins a 20 setmanes després del trasplantament
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(Muruve et al., 1997). D’acord amb aquestes dades, en el nostre treball hem comprovat que

I'expressié d’IGF2 es manté després de 28 dies del trasplantament.

El trasplantament d’illots és una terapia emergent pel tractament de la diabetis tipus 1, pero
malgrat oferir avantatges respecte el tractament amb insulina o el trasplantament de pancrees
sencer, topa amb limitacions. La més important és la manca de teixit disponible per trasplantar.
Aguesta escassetat s’agreuja amb la perdua de teixit cel-lular beta que té lloc durant els
primers dies després del trasplantament (Biarnés et al., 2002; Davalli et al., 1996) . La nostra
hipotesi de treball, reforcada pels resultats obtinguts en el nostre estudi in vitro, fou que la
sobreexpressid d’IGF2 podria millorar el pronostic del trasplantament mitjangant I'increment o

el manteniment de la massa beta.

Com s’ha mencionat anteriorment, IGF1 i IGF2 sdn factors de creixement que actuen com a
potents mitogens cel-lulars i promouen la proliferacié i la supervivéncia de les cel-lules beta.
Aixi doncs, els experiments in vivo es van realitzar per a determinar els possibles efectes
beneficiosos de la sobreexpressié d’'IGF2 sobre les cél-lules beta trasplantades i el control

metabolic de la diabetis dels animals receptors del trasplantament.

Vam observar que els illots trasplantats que sobreexpressaven IGF2 presentaven un augment
de la proliferacié de les cel-lules beta, un increment de la massa beta i una millora del pronostic
del trasplantament. D’altra banda I'apoptosi i el grau d’hipertrofia de les cél-lules beta no es

trobaven modificades per la sobreexpressio d’IGF2.

Malgrat les diverses evidéncies de I'accid d’IGF2 com a factor de supervivéncia, en el nostre
treball no hem detectat una reduccié significativa de I'apoptosi de les cel-lules beta dels illots
trasplantats que sobreexpressen IGF2. En aquest sentit, cal fer émfasis en les importants
dificultats de la prevencié de la perdua de teixit insular trasplantat, fins el 70% de la massa
beta, que té lloc els primers dies després del trasplantament, revisat a (Emamaullee and
Shapiro, 2006). En agquesta mort cel-lular beta primerenca hi juga un paper important el pic
apoptotic que es dona al voltant del dia 3 després del trasplantament (Biarnés et al., 2002;
Emamaullee and Shapiro, 2006). La causa d’aquesta apoptosi inicial que pateixen les cel-lules
beta és multifactorial (Emamaullee and Shapiro, 2007), d’entre els diversos factors que hi

participen la hipoxia hi té un paper fonamental (Dionne et al., 1993), perd també contribueixen
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de manera important al dany insular altres factors com I'anoikis (Thomas et al., 1999), la
inflamacid inespecifica (Montolio et al., 2007a; Rodriguez-Mulero and Montanya, 2008; Téllez
et al., 2007) i la hiperglucemia (Biarnés et al., 2002; Ferrer-Garcia et al., 2003; Merino et al,;

Pakhomov et al., 2002).

Els diversos factors inductors d’apoptosi presents en aquest escenari sén resultat no Unicament
del procés de trasplantament sind que també sén deguts a I'estres previament sofert durant la
fase d’aillament dels illots pancreatics. L'aillament és un procés agressiu, on els illots
pancreatics sén separats de la seva matriu extracel-lular. Aquest fet implica el trencament
d’unions cel-lulars importants per a la supervivencia de les cél-lules, situacié que indueix un
tipus de mort programada que es coneix com anoikis. En aquest sentit llieva et al. van descriure
I'existéncia d’una interaccid trofica entre I'epiteli ductal pancreatic i les cel-lules de [lillot.
Aquesta interaccié estaria mitjancada per la secrecid ductal d'IGF2 que promouria una reduccid
significativa de la mort de les cél-lules de l'illot (llieva et al., 1999). Per tant, la manca d’aquests
senyals a causa del trencament de les interaccions cel-lulars en el pancrees degut al procés
d’aillament resultaria en l'increment de la mort observada en el periode immediatament
posterior a I'aillament i conseqlientment en la pérdua de teixit beta els primers dies post-

trasplantament.

El procés d’aillament també provoca que durant la digestid del pancrees les connexions
vasculars es trenquin i només algunes cél-lules endotelials romanguin dins dels illots. Es ben
conegut que les cél-lules endotelials secreten factors de creixement i citocines, els quals poden
contribuir a processos d’angiogénesi, perd també de mort cel-lular. D’altra banda cal remarcar
gue els illots pancreatics estan molt ben vascularitzats, i tot i que només representen entre I'1-
2% de la massa de cél-lules pancreatiques, reben del 5-10% del flux de la sang del pancrees.
L’extensa i densa angioarquitectura de l'illot, amb una complexa xarxa de capil-lars altament
fenestrats, garanteix un subministrament optim d'oxigen i nutrients a les cél-lules dels illots,
aixi com l'arribada de senyals provinents d'altres cél-lules de I'organisme i la distribucio de les
hormones secretades. Quan els agregats d’illots avasculas sén trasplantats es troben en
situacié d’hipoxia i depenen de l'oxigen i la difusid de nutrients des del medi intersticial fins
que la xarxa vascular no es restableix. Tanmateix, 'angiogénesi no s’inicia fins el segon-quart
dia després del trasplantament d'illots, quan té lloc I'estimulacié de la proliferacié de les

cél-lules endotelials, i no és fins el dia 10-14 post-trasplantament que els empelts d'illots
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semblen estar revascularitzats (Andersson et al., 1989). La hipoxia a la que estan sotmesos els
illots durant els primers dies després del trasplantament, quan aquests encara no estan
vascularitzats, també estara jugant un rol important en I'increment de I'apoptosi de les cél-lules

beta trasplantades.

El procés inflamatori que té lloc immediatament després del trasplantament també contribueix
a 'augment de la mort cel-lular beta primerenca. En aquest procés hi intervenen diversos
mediadors proinflamatoris. La IL-1, la IL-6, el TNF-a, I'iNOS, etc. que sén presents en els
empelts dels illots trasplantats els primers dies després del trasplantament (Montolio et al.,
2007b), i que son toxics per la cel-lula beta, podrien estar implicats en la destruccié primerenca
de les cél-lules beta post-trasplantament. En el nostre grup hem descrit un augment de
I'expressié del gen de la IL-1B i d’iINOS en els empelts d’illots singénics els primers dies després
del trasplantament (Montolio et al., 2007a; Montolio et al., 2007b) i és important recordar que
en el model singénic es pot excloure el rebuig com a causa d’aquesta inflamacié. Aquests
resultats, conjuntament amb els obtinguts per Ozasa et al. (Ozasa et al., 1997) en que
confirmen un augment de I'expressid d’IL-1B en empelts d’illots tant al-logénics com singenics
després del trasplantament, i amb I'estudi de Gysemans et al. (Gysemans et al., 2003) en que
determinen un increment d’IL-1B, TNF-a, NF-kB i altres citocines en empelts d’illots xenogénics
a les 8 hores del trasplantament, donen suport a la hipotesi que la inflamacié no especifica que
té lloc els primers dies després del trasplantament d’illots pancreatics, pot afectar
negativament la funcio i la viabilitat de les cél-lules beta trasplantades i que la IL-1 pot tenir-hi

un paper molt important.

En definitiva, la manca d'efecte d’IGF2 que hem observat sobre la supervivéncia de les cél-lules
beta trasplantades, esta en concordan¢ca amb dades anteriors que mostren resultats negatius
similars utilitzant altres aproximacions terapeutiques, que van aconseguir millorar el resultat
del trasplantament d'illots a llarg termini perd no van tenir la capacitat d’augmentar la
supervivencia inicial dels illots (Emamaullee and Shapiro, 2006). El nostre grup també s’ha
trobat amb aquesta dificultat en experiments previs, en els quals es va observar que els efectes
beneficiosos de la normoglucemia (Merino et al., 1997) i de la sobreexpressié de I'antagonista
del receptor de la IL-1 (Téllez et al., 2007) en el resultat del trasplantament d'illots no estaven
associats amb una reduccié de I'apoptosi inicial de les cél-lules beta. Si bé és cert que en un

altre estudi del nostre grup, es va aconseguir reduir I'apoptosi inicial post-trasplantament en
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preincubar els illots amb 200 o 500 uM de I'inhibidor de les caspases (z-VAD.fmk) (Montolio et
al., 2005). Robitaille et al. van descriure que el trasplantament d’illots encapsulats préviament
incubats amb IGF2 els va permetre augmentar el percentatge de ratolins diabétics que assolien
la normoglucémia, tot i que convé destacar que l'apoptosi no va ser determinada en els

empelts (Robitaille et al., 2003) .

La perdua de massa beta trasplantada inicial es déna fins i tot en el model que hem utilitzat, en
el que les condicions del trasplantament sén optimes: en primer lloc, s’utilitza un model
singénic, que com ja s’ha comentat, permet descartar la contribucié del rebuig i evita I'Gs de
tractaments immunosupressors, que poden ser toxics pel teixit trasplantat i conduir a la pérdua
de teixit insular després del trasplantament (Shapiro et al., 2000); en segon lloc, no es
trasplanten illots superiors a 200 um de diametre per evitar al maxim la hipoxia que pateixen
els illots més grans; per ultim, els illots sén trasplantats sota la capsula renal, lloc que ofereix

bones condicions pel creixement de les cel-lules insulars trasplantades (Mellgren et al., 1986).

Per tant, la gran pérdua de massa beta, malgrat les optimes condicions del trasplantament,
juntament amb la manca d’eficacia de diverses estratégies terapéutiques, posa de relleu la
dificultat de reduir la mort cel-lular beta que es ddéna els primers dies després del
trasplantament d'illots, moment en que sén particularment vulnerables (Biarnés et al., 2002;

Davalli et al., 1996). Potser un enfoc de tipus multifactorial aconseguiria un millor resultar.

Addicionalment, en el nostre treball també hem determinat que els nivells d’apoptosi a més
llarg termini, 10 i 28 dies després del trasplantament, continuen augmentats. En aquest cas els
factors implicats en l'augment de 'apoptosi sén diferents als causants de la mort a dia 3
després del trasplantament. Factors com |'anoikis i la hipoxia és d’esperar que no tinguin ja la
importancia que tenen els primers dies post-trasplantament. Ara bé, a més llarg termini els
empelts han estat sotmesos a hiperglucemia cronica, un factor inductor d’estrés de gran
importancia. L'increment de l'apoptosi de les cel-lules beta induit per la hiperglucémia
sostinguda ha estat ben establert (Biarnés et al., 2002; Donath et al., 1999; Korsgren et al.,
1990). La formacié de productes glucosilats, I'increment de la produccié d’espécies reactives
d’oxigen i les modificacions proteiques mitjancant O-Glc-Nac s’han suggerit com a possibles
mediadors del dany cel-lular beta induit per la hiperglucemia a llarg termini. També és possible
qgue la manca d’un factor de supervivencia com és la insulina contribueixi a I'augment de la
mort cel-lular beta després de 28 dies del trasplantament. S’ha descrit que els illots trasplantats
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exposats a hiperglucémia cronica pateixen una reduccio greu del contingut d’insulina (Merino
et al., 1997) i una disminucié de la transcripcié del gen de la insulina (Raurell et al., 1999).
També s’ha definit que la insulina per ella mateixa podria promoure la supervivéncia de forma
autocrina de les cel-lules de l'illot, a la vegada que ajudaria a modular els efectes d’una gran
varietat d’estimuls nocius (Paraskevas et al., 2001). El fet que els empelts d’illots exposats a
hiperglucémia cronica presentin un contingut baix d’insulina, conjuntament amb els baixos
nivells ambientals de I’hormona, podria ser una de les causes d’aquest augment de la mort per

apoptosi en els empelts dels animals hiperglicémics 28 dies després del trasplantament.

Després de I'estudi de la mort cel-lular beta es va estudiar la replicacié de les cel-lules beta
trasplantades i I'efecte de I'lGF2 sobre aquesta. En aquest sentit vam determinar que la
sobreexpressid d’IGF2 resulta en la hiperplasia sostinguda de les cél-lules beta dels illots
trasplantats, els quals han presentat al llarg de I’estudi una proliferacié augmentada respecte

els illots trasplantats no infectats i els illots pancreatics endogens de rates sanes.

La capacitat replicativa de les cel-lules beta es redueix paulatinament durant la primera etapa
de la vida, tant en humans com en rosegadors, i en l'adult la taxa proliferativa és
particularment baixa. En el cas de la rata els nivells de replicacié de les cél-lules beta
pancreatiques disminueixen del 1% en animals joves (1 mes d’edat) fins a valors sobre del
0.12% en rates adultes, ara bé aquesta taxa replicativa es manté de manera estable a partir
dels 7 mesos (Montanya et al., 2000) tot i que pot estar sotmesa a variacions en funcid de la
demanda metabolica de l'individu per tal de garantir un bon control glucemic en situacions
extraordinaries (Bonner-Weir et al., 1989; Montaina et al., 1994). S’ha postulat que en l'illot
existeixen diferents tipus de cél-lula beta: d’una banda el pool replicatiu, que inclouria les
cél-lules beta capaces de dividir-se per mitosi en resposta a diferents factors de creixement, i
de I'altra el pool senescent, compost per aquelles cel-lules beta funcionals incapaces de replicar
(Fellous et al., 2007; Gershengorn et al., 2004). Tanmateix altres estudis demostren que, en
ratolins adults, totes les cel-lules beta comparteixen aquesta capacitat replicativa, i per tant,
participen de forma equitativa en el manteniment de la massa cel-lular beta (Brennand et al.,

2007) i tenen la capacitat de replicar quan es sotmeten a estimuls proliferatius.

Esta acceptat que la glucosa és un estimulador molt potent de la proliferacié beta (Bonner-
Weir et al., 1989). Aixi doncs, seria d’esperar que en una situacioé d’hiperglucémia aguda on la

demanda metabolica esta augmentada, com és la situacié en que estan sotmesos els illots els
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primers dies després del trasplantament en el nostre estudi, s’estimulés la replicacio cel-lular
de I'empelt. Perd en contrast vam observar que el dia 3 després del trasplantament, quan els
illots estaven exposats a hiperglucémia, la replicacié de les cel-lules beta dels illots trasplantats
no era significativament superior en els empelts d'illots control no infectats respecte la
replicacié en els illots endogens del pancrees de rates sanes. Aquest resultat és concordant
amb dades anteriors del nostre grup que mostren que la replicacio de les cél-lules beta es troba

alterada els primers dies després del trasplantament (Biarnés et al., 2002).

Malgrat el gran nombre de factors que poden estar inhibint I’estimul mitogénic de la glucosa,
treballs previs del nostre grup han determinat que la limitacié de la replicacié de les cél-lules
beta els primers dies després del trasplantament es deu, almenys parcialment, a la accié
inespecifica produida per la IL-1B (Montolio et al., 2007a; Téllez et al., 2005). Conseqiientment i
en concordanga amb els resultats previament obtinguts in vitro, I'augment de la replicacio
observada 3 dies després del trasplantament en els empelts d’illots que sobreexpressen IGF2
suggereix que I'lGF2 és capac d'evitar, en part, els efectes supressors de la IL-1B sobre la

replicacié de les cél-lules beta també in vivo.

L’analisi de I'evolucié de la taxa de replicacié de les cel-lules beta dels illots trasplantats a
diferents temps ens va permetre determinar que a dia 10 post-trasplantament es déna un
augment significatiu de la replicacié en els empelts del grup control respecte el pancrees
normal. Aquest resultat podria ser degut al fet que I'increment de I'expressié de citocines
proinflamatories observat el primer dia després del trasplantament disminueix de manera
progressiva els dies 3 i 7 (Montolio et al., 2007a; Montolio et al., 2007b). Per tant, la disminucié
dels nivells d’expressid de citocines proinflamatories en els empelts, i del seu efecte supressor
sobre la replicacié beta, conjuntament amb |'exposicié a l'alta glucosa podrien explicar
I"augment de la replicacié observat a dia 10 en els empelts control i la potenciacié de I'efecte

proliferatiu en els empelts del grup Ad-IGF2.

L'augment de la replicacié beta induida per glucosa no es manté quan els illots s'exposen a
nivells elevats de glucosa de forma cronica (Biarnés et al., 2002; Kaufman et al., 1988; Nacher
et al.,, 1998). En concordanca, en els empelts d’illots control exposats durant 28 dies a
hiperglucemia sostinguda els nivells de proliferacié de les cel-lules beta van caure respecte els
nivells observats a dia 10. Resultats similars s’han obtingut in vitro on s’ha determinat una
limitacié de la proliferacio de les cél-lules beta dels illots exposats a concentracions elevades de
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glucosa de forma mantinguda. Aquest efecte de I'exposicid a nivells de glucosa sostinguts s’ha
associat, d’'una banda amb la regulacié negativa de FLIP (de I'anglés FLICE-Inhibitory protein),
les proteines FLIPs sdn proteines inhibidores de I'activacié de la caspasa 8 que tenen la
capacitat d’inhibir I'apoptosi induida per diversos receptors de mort (Maedler et al., 2002a), i
de l'altra amb l'augment de I'expressié de p21 i p53 (Kim et al., 2005). p21 codifica per la
proteina inhibidora de la quinasa dependent de ciclina 1A (CDKN1A) que actua com a
reguladora de la progressié del cicle cel-lular, I'expressié de p21 es troba fortament regulada
pel gen supressor de tumors p53, i és la manera com la cél-lula atura el cicle en resposta a un
estimul d’estrés. CDKN1A pot interactuar amb I'antigen nuclear de les cél-lules proliferants
(PCNA), jugant per tant, un paper critic en la replicacié i la reparacié del DNA en la fase S del
cicle cel-lular. CDKN1A també s’ha relacionat amb I'activacié de caspases i I'activacié de
I'apoptosi. Aquestes evidencies indiquen una estreta relacid entre I'apoptosi i la limitacié de la

proliferacié induides per I’exposicid a alta glucosa de forma sostinguda.

La sobreexpressié d’IGF2 va provocar un augment de la replicacié de les cel-lules beta a dia 28
després del trasplantament, indicant que I'lGF2 és capag de superar la limitacié de la replicacio
deguda a lI'exposici6 mantinguda a alta glucosa. EI mecanisme pel qual IGF2 augmenta la
replicacié beta en els illots exposats a hiperglucémia cronica és encara desconegut, pero tal i
com ha estat descrit per IGF1 (Withers et al., 1999), la sobreexpressié d’'IGF2 en cel-lules dels
illots podria augmentar I'expressié de substrat del receptor d'insulina 2 (IRS-2), una proteina

gue juga un paper crucial en el creixement de les céel-lules beta.

Un altre parametre amb influéncia sobre el balang de la massa beta és la mida individual de les
cel-lules beta. S’"ha determinat que I'exposicié a alta glucosa provoca la hipertrofia de les
cél-lules beta (Topp et al., 2004), ara bé, els mecanismes intracel-lulars que porten a
I'increment de la mida cel-lular beta no sén encara ben coneguts. En el nostre treball hem
observat un increment significatiu de la mida individual de les cel-lules beta en els empelts de
dia 10 i 28 després del trasplantament pero la sobreexpressié d’IGF2 no va augmentar la mida
d'individual de les cél-lules beta respecte el grup control. Aquests resultats estan en
concordanga amb les dades descrites en ratolins transgénics on es va determinar que la

sobreexpressid d’IGF2 no indueix hipertrofia de les cel-lules alfa ni beta (Devedjian et al., 2000).

Els diversos parametres estudiats, hipertrofia, apoptosi i replicacié de les cél-lules beta dels

illots, determinen I'evolucié de la massa beta després del trasplantament. L’analisi de la massa
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beta ens permet obtenir una visié general de la importancia i la participacié de la mort cel-lular,

la proliferacié i la mida individual de les cél-lules beta sobre el pronostic de I'empelt.

Els nostres resultats indiquen que, en un context on I'apoptosi es manté de forma estable,
I’evolucié de la massa beta trasplantada és paral-lela als nivells de replicacié de les cél-lules
beta dels empelts d’illots trasplantats. En el grup control I'augment de replicacié observat en
els empelts de dia 10 es tradueix en un augment en la massa beta. En canvi, en els empelts
exposats a hiperglucémia cronica (28 dies), en caure la taxa de proliferacio, la massa beta
decreix novament. En contrast, en els empelts d’illots de 28 dies que sobreexpressen IGF2 la

massa beta es manté d’acord amb I'alta taxa replicativa de les cel-lules beta d’aquest grup.

Per comprovar si I'increment de la massa beta observat en el grup Ad-IGF2 es tradueix en una
reduccioé del nombre d’illots necessaris per restablir la normoglucemia dels animals diabétics
varem trasplantar 800 illots a rates diabetiques per STZ. Vuit-cents illots és una massa
subcritica per aconseguir el restabliment de la normoglucémia en animals diabétics
trasplantats. La massa subcritica es defineix com aquella massa lleugerament inferior a la
massa necessaria per restablir la normoglucémia en animals diabétics i amb la que s’espera que

un percentatge dels animals es mantindran hiperglicemics.

Vam comprovar que els animals trasplantats amb illots Ad-IGF2 assolien més, i més
rapidament, la normoglucémia. El 100% dels animals trasplantats amb illots que
sobreespressaven IGF2 van assolir la normoglucemia 10 dies després del trasplantament i la
varen mantenir fins a I'extraccié de I'empelt, a dia 60. En canvi, només el 14% dels animals
trasplantats amb illots control (illots no transfectats i illots Ad-Luc) assolien la normoglucémia a
dia 10 post-trasplantament, i tan sols el 71% dels animals aconseguien la normoglucémia al
llarg del temps de seguiment (dia 21-28 després del trasplantament), mantenint nivells de

glucemia estadisticament superiors al llarg de tot I'estudi.

Un altre dels efectes de la sobreexpressié d’'IGF2 es va reflexar en el test de tolerancia a la
glucosa. Els animals trasplantats amb illots Ad-IGF2 presentaven una intolerancia a la glucosa
atenuada respecte els animals trasplantats amb illots control no infectats i illots infectats amb
I’'adenovirus control, amb nivells de glucosa inferiors 30, 60 o 90 minuts després de
I'administracié de glucosa i assolint valors similars als dels animals control no diabeétics als 120

minuts. L’area sota la corba també era inferior en el grup Ad-IGF2 respecte els grups control.
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En resum, ja que la sobreexpressid d’IGF2 no va modificar la secrecié d'insulina, no va reduir la
mort cel-lular beta i no va induir la hipertrofia cel-lular beta, proposem que I'augment de la
massa de cel-lules beta en els empelts d'illots que sobreexpressaven IGF2 i la millora de
I'evolucié metabolica va ser la conseqliéncia de l'increment sostingut de la replicacié de les
cel-lules beta al llarg del primer mes posterior al trasplantament, que va donar lloc a un

augment de la massa beta, amb una major capacitat per secretar insulina.

En el trasplantament clinic d'illots a pacients cal aportar una gran quantitat d'illots per
aconseguir la normoglucémia i normalment és necessari realitzar entre dos o tres
trasplantaments (Korsgren et al., 2008; Ryan et al., 2005; Shapiro et al., 2000). El procés de
trasplantament comporta una important pérdua de la massa insular trasplantada i la massa
beta que finalment s’implanta és minimament suficient per mantenir la normoglucémia. Com a
conseqliencia qualsevol reduccié posterior pot provocar la reaparicié de la hiperglucemia
(Korsgren et al., 2008). Aixi doncs, la preservacié de la massa beta inicialment trasplantada pot
portar a una millora en el resultat a llarg termini, i en aquest estudi hem demostrat que una
estrategia de terapia genica orientada a augmentar la replicacid de les cél-lules beta
trasplantades ha estat capac¢ de regenerar la massa beta trasplantada i millorar el resultat del

trasplantament d'illots.

En conclusid, els nostres resultats in vitro indiquen que la replicacié de les cel-lules beta és molt
sensible als efectes deleteris de la IL-1B. Aquest fort efecte supressor de la IL-1B sobre la
replicacié de les cel-lules beta pot ser rellevant en el procés que condueix a la pérdua de la
massa de cel-lules beta en la diabetis i els primers dies després del trasplantament d’illots. In
vitro, la sobreexpressié d’IGF2 protegeix els illots enfront de la inhibicié de la replicacid, la
induccié de l'apoptosi i impedeix la produccié de NO induida per la citocina. In vivo la
sobreexpressié d’IGF2, sense reduir I'apoptosi o modificar la mida individual de les cel-lules
beta, promou l'augment de la massa beta en I'empelt d’illots mitjancant I'increment sostingut
de la replicacié beta dels illots trasplantats i millora el pronostic del trasplantament. Els
beneficis d’IGF2 sobre el trasplantament d’illots suggereixen que estrategies dirigides a
augmentar la proliferacié beta poden ser Utils per induir la regeneracié de la massa beta pel

tractament de la diabetis i en el trasplantament d’illots.
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Conclusions

1. La citocina proinflamatoria IL-1p exerceix un doble efecte sobre les cél-lules beta
pancreatiques dels illots, d’una banda inhibeix drasticament la seva proliferacié i de I'altra

n’indueix I'apoptosi.

2. La replicacid de les cel-lules beta és més sensible que I'apoptosi als efectes deleteris de la IL-

1B.

3. La sobreexpressio d’IGF2 estimula la proliferacié de les cel-lules beta, protegeix dels efectes
deleteris de la IL-1B sobre la viabilitat i impedeix, en part, el profund efecte inhibitori de la

citocina sobre la replicacio de les cel-lules beta.

4. La sobreexpressié d’IGF2 en els illots trasplantats estimula la proliferacié de les cél-lules beta

de manera sostinguda després del trasplantament, perd no en redueix I'apoptosi.

5. Ll'increment de la replicacié en els empelts d'illots que sobreexpressen IGF2 es tradueix en la

regeneracié de la massa beta trasplantada.

6. La regeneracio de la massa beta en els empelts d'illots que sobreexpressen IGF2 es reflexa en

la millora del pronostic del trasplantament.

7. Aquest treball suggereix que estrategies dirigides a augmentar la proliferacié beta poden ser

utils per induir la regeneracié de la massa beta pel tractament de la diabetis i en el

trasplantament d’illots.
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