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1. Introduccib.

La Diabetis Mellitus (DM) és una malaltia degenerativa caracteritzada per una
pérdua total (per la DM1) o parcial (per la DM2) de la massa de cél-lules beta
pancreatiques. Aixi doncs, l'aplicaci6 de la terapia cel-lular i/o regenerativa pot
considerar-se adequada per avangar en la curacié de la malaltia.

La terapia regenerativa es basa en la capacitat d’alguns tipus cel-lulars per
autorrenovar-se i “convertir-se” en altres cél-lules amb un fenotip diferent. Aquest

procés de “conversid” s’anomena diferenciacié cel-lular, i la capacitat que té una

cel-lula per modificar el seu fenotip en funcié dels senyals que rep, s'anomena

plasticitat cel-lular. No totes les céllules de Il'organisme posseeixen aquesta

caracteristica, i les que si, conegudes com a “cél-lules mare” o cél-lules troncals (de
'angles, stem cells), poden classificar-se en quatre subtipus: cel-lules mare totipotents,
cél-lules mare pluripotents, cel-lules mare multipotents i cél-lules mare unipotents.

Les cel-lules mare totipotents sén les que poden donar lloc a qualsevol cél-lula de

I'organisme, incloent els teixits embrionaris (el llinatge germinal i les 3 capes o llinatges
primitius embrionaris) i els extraembrionaris (membranes fetals i placenta), i per tant a
un individu complet. En el cas de I'ésser huma, les Uniques cél-lules totipotents soén les
que es formen a partir del zigot durant els 2-3 primers dies, ja que aquestes poden
evolucionar cap a les cél-lules de qualssevol dels llinatges embrionaris perd també cap
a les cél-lules de la placenta.

Les cél-lules mare pluripotents sén les que poden donar lloc a qualsevol tipus

cel-lular corresponent a algun dels 3 llinatges embrionaris (ectoderm, mesoderm i
endoderm) aixi com al sac vitel-li o al llinatge germinal. Aquests tipus de cél-lules mare
son les conegudes com cél-lules mare embrionaries, ja que s’extrauen de I'embrié als
4-5 dies posteriors a la fecundacioé de I'oocit i per tant, quan ja ha passat I'etapa de
totipotencialitat.

Les célllules mare multipotents son les que poden donar lloc a qualsevol tipus

cel-lular del seu propi llinatge embrionari. Per exemple, les cél-lules mare
mesenguimals de moll d’'0s en tenir naturalesa mesodérmica poden derivar cap a tipus
cel-lulars que tinguin el mateix origen mesodermic (adipocits, osteocits... etc).

Les ceél-lules mare unipotents son les que tenen capacitat d’autorenovar-se i

diferenciar-se cap a un tipus cel-lular concret. Un exemple d’aquest tipus de cél-lules el
trobem en les céllules de la pell que posseeixen una excepcional capacitat

d’autorenovacio.
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2. Origen de la cel-lula beta pancreatica - Desenvolupament

Embrionari

Les cél-lules beta pancreatiques s’originen a partir de cél-lules precursores
multipotents que s6n comuns pels 2 compartiments pancreatics, I'exocri i I'endocri.
Aquestes cel-lules, d'origen endodermic, es troben en els extrems de l'arbre ductal
proto-diferenciat que es forma per invaginacio de I'epiteli, al voltant del dia E9.5 del
desenvolupament embrionari de ratoli. Aquests progenitors es caracteritzen per
expressar Pdx-1 (de l'angles Pancreatic Duodenal homeoboX-1), Ptfla (de I'anglés
Pancreas Transcription Factor subunit-1), cMyc i CPA (Carboxipeptidasa A) (1).

Tot i que a dia E9.5 es poden trobar algunes cél-llules endocrines,
majoritariament cél-lules alfa (positives per glucago), no és fins als dies E10.5 - E13.5
del desenvolupament pancreatic quan s'inicia la gran onada de diferenciacié del
compartiment endocri del pancrees, periode anomenat “transicié secundaria” que
perdura fins el dia E16.5 (revisat a (2;3)).

Durant aquests darrers anys, I's de técniques de marcatge genétic que han
permés fer un seguiment del llinatge d'un tipus cel-lular concret, han servit per
identificar marcadors dels progenitors de les cél-lules endocrines. En aquest sentit, la
identificacié del factor de transcripci6 Neurogenina 3 (neurog3) com a regulador
mestre de la formacié de les cél-lules endocrines (4;5), i les xarxes de factors de
transcripcié que participen en aquest procés (6), han significat un gran aveng en el
camp de la biologia del desenvolupament i de la medicina regenerativa.

Actualment esta ben acceptat que una cél-lula que expressa neurog3 esdevindra
una cel-lula endocrina, pero existeixen discrepancies respecte a com aquest progenitor
decideix diferenciar-se cap a una cel-lula positiva per glucago, insulina, somatostatina,
polipeptid pancreatic o grelina. Un estudi recent, dona suport a que el desti de la
cél-lula neurog3® esta pre-determinat (7), mentre que n’hi ha d’altres on es planteja
que el desti de la cél-lula neurog3® dependra del balang dels nivells d’expressié entre
Pax4 i Arx que portaria cap a la formacio de cél-lules beta, en el cas de que “guanyés”
Pax4 o bé cap a cel-lules alfa si fos Arx el que s’expressés en més quantitat (8).

Desgraz i Herrera (7) han demostrat, de manera excel-lent, que cada cél-lula
neurog3” dona lloc a una cél-lula endocrina diferent, i que el seu desti es decideix en
un estadi molt inicial. La propera pregunta que caldria respondre és, quins sén els
factors que determinen el futur d’aquesta cél-lula neurog3*?. Es tracta d’una resposta a
estimuls extracel-lulars del microambient on es troben aquestes cél-lules, o es tracta

d'una pre-determinacié anterior a I'expressié de neurog3?. Les respostes a aquestes



catalana
te dizbetis

preguntes serien de gran utilitat per definir noves estratégies en el camp de la
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medicina regenerativa del pancrees endocri.

L’evolucié de les cél-lules neurog3® cap al llinatge endocri passa per I'expressio
d’altres factors de transcripcio claus pel correcte funcionament de les cel-lules beta
diferenciades, com so6n PDX-1 i NKX6.1 entre d'altres. Aquestes dues proteines
presenten llocs d’'unié a la regié promotora del gen de la insulina, i per tant en regulen
la seva expressio.

Un cop definit el llinatge endocri, i concretament el de cel-lula productora d’insulina,
aquestes cél-lules presenten una taxa de proliferaci6 molt elevada, mantenen un
fenotip pseudo-diferenciat i no assoliran un estat completament madur fins a 3
setmanes després del naixement, coincidint amb el deslletament, en el cas dels

rossegadors.

3. Regeneraci6 de la cel-lula beta pancreatica en el pancrees adult

3.1.0btencio de cél-lules productores d’insulina in vivo.

La formacié de les cél-lules beta s'origina a partir de I'epiteli ductal proto-
diferenciat. Aquesta observacio ja va ser publicada I'any 1972 per Pictet i Rutter (9), on
es va descriure la formacié d'acinis immadurs i d'illots a partir dels ductes embrionaris.
Més tard, i fent servir técnigues més refinades, es van corroborar aquestes
observacions i és per aix0, juntament amb d’altres evidencies que es comentaran a
continuacio, que els ductes pancreatics es consideren una font de noves ceél-lules
pancreatiques.

L’estudi de la regeneracié endocrina del pancrees es remunta a I'any 1902, quan
Lagesse i de la Roche (10) descriuen I'aparicié de nous illots provinents dels ductes
pancreatics en un model de dany pancreatic, el d'obstruccié ductal. Tot i que
posteriorment es va continuar treballant per entendre la biologia de l'illot i I'abast de la
regeneracié endocrina, no va ser fins el darrer ter¢ del segle XX quan es van
comencar a aplicar noves tecniques mes sensibles, com la incorporacio de timidina-H3
(radio-isotop timidina tritiada) o BrdU (Bromo-deoxi-Uridina, analeg de la Timidina) a
les ceél-lules que dupliqguen el seu ADN, que permetien estudiar de manera més
acurada la capacitat proliferativa de les cél-lules endocrines.

Els models in vivo de regeneracié pancreatica 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 ceél-lules beta. L'aparicié de petites agrupacions de cél-lules
beta escampades per la porcié exocrina del pancrees, d'illots en contacte amb els

ductes i de cél-lules ductals expressant insulina han portat a reforcar la hipotesi de que
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les cél-lules ductals adultes també poden considerar-se cel-lules progenitores
endocrines (11-13).

Aquests models de dany pancreatic presenten com a caracteristica comud, un
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augment del nombre de cél-lules amb fenotip ductal que es troben formant complexes
tubulars (Figura 1). S’ha postulat que aquestes cél-lules amb fenotip ductal podrien
albergar cel-lules mare multipotents (12-14). En aquest sentit, I'administracié de
molécules amb accions mitogéniques com EGF, Gastrina 0 analegs del GLP-1 als
animals sotmesos a lesid pancreatica incrementa I'expansio de la massa beta (15-17).
Aquest augment de la massa beta ve donat, principalment, per la diferenciacié de
cél-lules amb fenotip ductal que actuen com a progenitors de les cél-lules endocrines
(18). Aixi bé, els mecanismes que es troben regulant aquests processos romanen,

encara, desconeguts.

VIMENTINA

Figura 1. Complexos tubulars formats per cél-lules amb fenotip ductal que es generen durant

els primers dies després de la pancreatectomia. Les imatges corresponen a un remanent
pancreatic de rata, 3 dies després de la cirurgia i s’han visualitzat mitjangant un microscopi
confocal espectral. En verd queden marcades les cel-lules amb fenotip ductal que expressen
citoqueratines (CK) i, com es pot apreciar en la imatge, es troben formant estructures tubulars.
En vermell s'observen les céllules marcades per vimentina, que es tracta d'un filament
intermedi expressat en les cel-lules mesenquimals. Aquestes cél-lules es troben envoltant els
complexos tubulars, i presenten un index de proliferacié cel-lular molt elevat (no es mostra en

aguestes imatges).



catalana
te dizbetis

Actualment, des de principis del segle XXI, les técniques de marcatge genetic
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induible han permés estudiar d’'una manera més precisa I'origen de les cel-lules beta
que es generen després de la lesié del pancrees. Tot i que aquesta técnica ha
representat un pas de gegant en el camp de la biologia cel-lular, I'eleccié del gen a
marcar determina clarament el resultat de la investigaci6é. L'any 2008, el grup de
Boston dirigit per la Dra. Susan Bonner-Weir va descriure, mitjancant el marcatge
genetic de les cél-lules ductals utilitzant el promotor del gen de I'anhidrasa carbonica,
que aquestes cél-lules actuaven de progenitores de les cél-lules del compartiment
endocri i exocri del pancrees de ratoli adult sotmés a lesio (19). Un any més tard, els
estudis realitzats pel grup de Barcelona dirigit pel Dr. Jorge Ferrer descriuen,
mitjancant el marcatge genétic de les cél-lules ductals utilitzant el promotor del gen que
codifica pel factor nuclear hepatic-1p (hnf-1p, de I'anglés hepatic nuclear factor-1/),
gue en el pancrees del ratoli adult danyat, les cél-lules ductals donen lloc,
exclusivament, a cél-lules ductals (20). Ambdéds estudis fan servir el mateix model de
lesié pancreatica, el d’obstruccié ductal, i tots dos sén de gran qualitat i rigurositat. A
meés, aquest darrer estudi, posa en entredit I'existéncia de fenomens de
transdiferenciacié acino-ductal que s’havien proposat anteriorment (18;21;22). Les
discrepancies entre els resultats obtinguts podrien originar-se en el moment de
I'eleccioé del marcatge genetic, és a dir, en la tria del gen utilitzat per marcar la cél-lula
progenitora potencial a estudiar.

Reforcant la idea de I'existencia de cél-lules precursores en I'epiteli ductal del
pancrees adult danyat, el mateix any 2009 i a la prestigiosa revista Cell, es va publicar
un treball realitzat pel grup del Dr. Harry Heimberg (23) on es mostrava la preséncia de
cél-lules neurog3® en l'epiteli ductal del pancrees del ratoli adult, i que aquestes
cél-lules eren capaces de diferenciar-se cap a cél-lules beta en un cultiu d’explants

pancreatics embrionaris.

Fins aqui s’ha parlat de les cél-lules ductals adultes com a possibles progenitores
de les cél-lules pancreatiques, que es tracta d’'una hipotesi de treball amb més d’'un
segle d’antiguetat i sobre la qual, actualment, s’hi recolzen un bon nombre d’estudis de
gran rellevancia. Aquesta hipotesi, pero, no exclou la possibilitat de que altres tipus
cel-lulars pancreatics puguin actuar de progenitors de les cél-lules beta en determinats
casos. En aquest sentit, la reprogramacié de les cél-lules acinars mitjancant la
modificacio genética d’aquestes in vivo va quedar pal-lesa I'any 2008, quan el grup del
Dr. Melton va demostrar la diferenciacié de les céel-lules acinars cap a un fenotip beta
in vivo (24). En aquest cas es va injectar, directament en la regié del pancrees esplenic

dels ratolins, una barreja de 3 vectors d’expressié que codificaven pels gens neurog3,

-6 -
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pdx-1 i mafA, i que tenien com a cél-lules diana les dels acinis pancreatics. Deu dies
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després de la transferéncia géenica es va observar I'aparicié de noves cél-lules beta en
la zona tractada del pancrees, demostrant, d’aquesta manera, que les cél-lules acinars
es poden reprogramar per donar lloc a cél-lules beta in vivo.

Per altra banda, Liu i col-laboradors (25) han mostrat la preséncia de cel-lules
progenitores formant part dels propis illots pancreatics i que en determinades
situacions, com sén l'edat o el dany pancreatic, poden donar lloc a cél-lules
productores d’insulina. La naturalesa d’aquestes cél-lules, pero, roman desconeguda.
En canvi, Thorel i col-laboradors (26) han demostrat que les cél-lules alfa poden
transdiferenciar-se cap a cél-lules beta, in vivo. Aquest estudi, publicat en la revista
Nature aquest any 2010, utilitza la técnica d'eliminacié cel-lular per determinacié
genética combinada amb el marcatge genétic. En aquest cas, I'abolicié de les cél-lules
beta pancreatiques es realitza mitjangant I'expressié del receptor de la toxina diftérica
sota el promotor de la insulina. D’aquesta manera, quan s’administra la toxina diftérica
als ratolins, moren selectivament i per apoptosi, les cél-lules beta pancreatiques. Amb
aquest metode els autors aconsegueixen que un 99% de les céllules beta
pancreatiques desapareguin. Aquest model de destruccié practicament total de les
cel-lules beta permet estudiar quines cel-lules son les responsables del repoblament
de la massa cel-lular beta. En aquest sentit, els autors d’aquest treball proposen les
cel-lules alfa com a cel-lules progenitores de les cel-lules beta i per poder demostrar
aquesta hipotesi utilitzen el promotor del glucag6 per marcar les cél-lules alfa, i seguir-
les en el procés de regeneracié de la massa beta. Finalment, creuant aquests dos
ratolins i administrant la toxina diftérica observen que veritablement les ceél-lules alfa
poden donar lloc a noves cél-lules beta en situacions de destruccié massiva de la

massa beta pancreatica.

3.2. Obtencié de cél-lules productores d’insulinain vitro.

Com ja s’ha comentat anteriorment, els models de lesi6 pancreatica fan pensar
que les cél-llules de l'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 cél-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 transdiferenciacioé acino-endocrina passant
per un fenotip ductal intermig. Aquests indicis van portar a estudiar la capacitat de les
cel-lules ductals i de les cél-lules acinars per donar lloc a cél-lules beta en una placa de
cultiu. Tot i que les condicions del cultiu son veritablement diferents a les que

s'obtenen en els models in vivo i per tant I'extrapolacié de resultats presenta certes

-7-
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limitacions, aquesta aproximacié permet analitzar, de manera més acurada, el paper
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concret de certes molecules sobre la plasticitat cellular i a més, estudiar el
comportament del teixit pancreatic huma.

El cultiu enriquit de cél-lules acinars passa per una serie d'estadis que presenten
un perfil d’expressié génica i proteica concret i diferent per cada estadi. Inicialment la
major part de cél-lules expressen amilasa, lipasa i Ptfa-p48, que correspon al patré
d'expressio proteica de les cel-lules acinars. Posteriorment, passen a expressar
marcadors clarament ductals que en preséncia d'EGF i LIF en el medi de cultiu,
acabaran expressant marcadors de ceél-lula beta diferenciada (revisat per Baeyens i
Bowens (27)). En el procés de transdiferenciacié acino-ductal-insular sembla que el
contacte cel-lula-cél-lula mitjancant les proteines d’adhesié depenents de Calci,
Cadherines, podrien jugar un paper important, ja que I'expressié d'E-Cadherina en les
cél-lules acinars és necessaria per la transdiferenciacié acino-insular (28). De la
mateixa manera que el bloqueig de la via de senyalitzaci6 de Notch, descrit per la
diferenciacié de les cel-lules endocrines durant el desenvolupament pancreatic en
I'embri6 (29;30), també és un requeriment per obtenir cel-lules beta a partir del cultiu
de cél-lules acinars (31).

Per altra banda, també s’han obtingut cél-lules beta pancreatiques a partir del cultiu
de cél-lules ductals (32;33). En aquest cas el métode utilitzat per obtenir el cultiu
primari de les ceél-lules ductals determina, en part, el rendiment del procés de
transdiferenciacié. Quan el cultiu inicial esta format per cél-lules ductals que
representen un 90% de puresa, el nhombre de cél-lules beta obtingudes al final del
procés és considerablement més baix que si es parteix d’'un cultiu heterogeni que
conté una part de céllules dorigen mesenquimal (34). Aquestes cél-lules
mesenquimals, que provenen de I'estroma pancreatic, podrien secretar factors
inductors de la diferenciacié pels quals, les cél-llules ductals en serien diana i
respondrien diferenciant-se cap a un fenotip cel-lular beta pancreatic. Aquesta hipotesi
es recolza en la, ja coneguda, interaccid epiteli-mesénquima que és requerida per una
correcta formacié del patré d’estructuracio de les cél-lules embrionaries per formar els
teixits i per I'adequada morfogénesi de I'endoderm pancreatic durant la formacié del

pancrees embrionari (35-39).

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 geneética. Per altra banda, aplicant técniques de
modificacio genética, s’han obtingut cél-lules productores d’'insulina a partir de cel-lules

hepatiques (40;41). Concretament, la induccio d'expressio de PDX-1 en les cél-lules

-8-
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hepatiques mitjancant transferéncia génica, afavoreix I'expressié d'insulina i de les
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proteines de la maquinaria secretora de les cel-lules beta resultant en una poblacié de

cel-lules beta funcionals (42).

4. Obtencié de cél-lules productores d’insulina a partir de cél-lules

pluripotencials induides (iPS)

A principis del segle XXI, coincidint amb la presidéncia de George Bush als Estats
Units i la seva politica contraria a la recerca amb cel-lules mare embrionaries, va sorgir
la idea de generar cel-lules mare pluripotencials, similars a les embrionaries, a partir de
cél-lules somatiques adultes. Aquesta aproximacié esquiva, per una banda, els
conflictes étics existents envers la utilitzacié de cél-lules embrionaries humanes i per
una altra, la limitacié que representa el rebuig a I'empelt al-logénic, ja que es podrien

realitzar autotrasplantaments.

4.1. Induccio de pluripotencialitat a les cel-lules adultes.
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revertir a un estat pluripotencial mitjancant la insercié de 4 gens: Oct4, Sox2, c-Myc i
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KIf4. A més, aquestes cel-lules es poden diferenciar cap a cél-lules dels diferents
llinatges seguint els protocols de diferenciacio utilitzats per les cél-lules mare
embrionaries (43;44) (Figura 2).

Actualment, s’han aconseguit reprogramar fibroblasts adults provinents de pacients
diabétics inserint, només, 3 factors de transcripcié, Oct-4, Sox2 i KlIf4. L'eliminacié de
cMyc de la barreja inicial ha estat possible per I'addicié d'un inhibidor de la histona
deacetilasa 1 (HDAC1, de 'anglés Histone Deacetylase 1), I'acid valproic (45). A més,
aquestes cel-lules poden derivar cap a cél-lules productores d'insulina. (Revisat per
Borowiak i Melton (46).

La plasticitat cel-lular és una caracteristica que presenten les cél-lules eucariotes i
que té un potencial terapéutic molt interessant. En aquest sentit, els resultats obtinguts
fins al moment son alentadors i porten a pensar que cada cop estem més a prop de la
generacio de cél-lules beta, productores d’'insulina, en el laboratori. De totes formes hi
ha un seguit de limitacions que encara s’han de superar, com ara aconseguir unes
cel-lules beta totalment diferenciades. Les cél-lules que resulten dels protocols de
diferenciacié de les cél-lules pluripotencials, tant les induides com les embrionaries,
expressen i secreten insulina en resposta a glucosa, perdo a uns nivells molt més
baixos dels que ho fan les cél-lules beta madures. L’expressio de més d’'una hormona
per part d’aquestes cel-lules, normalment insulina i glucago, i la manca d’expressio de
factors de transcripcio claus pel correcte funcionament de la cél-lula beta, com mafA,
caracteritzen aquestes cél-lules de desdiferenciades.

Finalment, tot i que cal avancar en el coneixement de la plasticitat cel-lular i
concreatment, en l'obtencié de cél-lules beta pancreatiques completament funcionals,
'atac autoimmune contra les cél-lules beta en els pacients diabétics tipus 1 continua

sent el major obstacle al que s’enfronta la medicina regenerativa aplicada a la diabetis.
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