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1. Introducci6.

La diabetis mellitus tipus 1 (DT1) és una malaltia causada per la destruccié de les
cellules B del pancrees, productores d'insulina. En la classificaci6 de la diabetis
mellitus proposada el 1997 pel Comité d'Experts de la Associaci6 Americana de
Diabetis (ADA), es distingeix entre la diabetis tipus 1A, immunomediada, i la diabetis
tipus 1B, idiopatica [1]. La diabetis tipus 1A esta causada per una destruccié de les
cellules B per part del sistema immunitari. La diabetis tipus 1B és d’etiologia
desconeguda i sense evidencies dautoimmunitat. No obstant, en literatura
habitualment es fa referéncia a DT1 per denominar la diabetis autoimmunitaria que se
sol diagnosticar durant la infancia o l'adolescéncia, tot i que també pot aparéixer en
l'edat adulta. Les primeres manifestacions cliniques (hiperglicémia, glucosdria,
polidipsia, politria, polifagia, perdua de pes i cetoacidosi) apareixen després d'un
periode asimptomatic (pre-diabetis) durant el qual progressa la resposta
autoimmunitaria contra les cél.lules B. Per confirmar el diagndstic de DT1 es valora la
preséncia d'autoanticossos, marcadors d'autoimmunitat, contra cél.lules dels illots
(ICA), anti-glutamat descaboxilasa o0 GAD (GADA), anti-insulina (IAA) i anti proteina
tirosina fosfatasa 1A-2 (1A-2A).

L’ etiologia d'aquesta malaltia és desconeguda i quan es diagnostica ja s’han
destruit el 80-95% de cel.lules B [1]. Aix0 fa que els fenomens autoimmunitaris inicials
no es detectin. El dificil accés al pancrees —€s un organ on no es fan biopsies- tampoc
facilita obtenir els coneixements sobre els fenomens immunoldgics que tenen lloc a
I'organ diana de la diabetis. El que se sap fins ara, es basa en uns pocs casos de de
pacients diabétics que han mort en diferents etapes de la malaltia (necropsies i
autopsies) i en l'estudi de certs models animals que reprodueixen la DT1 humana.
Aquests estudis son I'actual font de coneixement per comprendre els fenomens que

comporta la pérdua de tolerancia immunologica contra components propis in situ.

2. L’autoimmunitat i els autoantigens a la DT1.

En alguns individus el sistema immunitari perd la capacitat de distingir entre
components propis i no propis i pot causar dany als teixits de [lindividu.
L'autoimmunitat és la resposta immunitaria contra antigens propis i, si hi ha

consequiéncies, es presenten les malalties autoimmunitaries. Aquesta resposta esta
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mediada per un component cel.lular (principalment limfocits T) i un component humoral
(autoanticossos), que reflecteixen [I'etiologia autoimmunitaria. Aixd0 ho corrobora la
millora de pacients amb autoimmunitat tractats amb immunosupressors, com la
ciclosporina [2]. La transferéncia de la DT1 a través de limfocits ha estat clarament
demostrada en ratolins i en humans, on es va reportar la transmissié de la malaltia
entre dos germans amb HLA idéntic després d'un transplantament de medul.la
ossia [3]. Sovint es manifesten varies malalties autoimmunitaries en un mateix individu
o familia, per susceptibilitat geneética lligada a HLA i a altres regions. Els pacients amb
DT1 desenvolupen amb major frequéncia tiroiditis autoimmunitaria, celiaquia, malaltia
d’'Addison o sindrome poliglandular autoimmunitaria [4].

L'atac autoimmunitari es dona contra certs components de ['dorgan diana
anomenats autoantigens, que en el cas de la DT1 s6n molécules dels illots
pancreatics. En el procés immunoregulador de I'autoimmunitat actuarien les cél.lules T
reguladores (Tregs), tant als organs limfoids secundaris com al teixit diana, perd en
pacients amb DT1, aquestes cél.lules podrien tenir alterada la seva capacitat
supressora [5]. Alguns d’agquests autoantigens, com insulina o IGRP, son exclusius de
cellules B perd daltres no ho sén, com els neuroendocrins (GAD, IA-2, S1008) o
neuronals (GFAP) [6]. A la DT1 es detecten autoanticossos contra antigens insular que
es consideren marcadors de la destruccié de les ceél.lules B i de risc de desenvolupar la
malaltia, més que un mecanisme efector. Els autoanticossos anti-insulina (IAA) son els
primers en aparéixer, i la seva prevalenca és inversament proporcional a l'edat d'inici
clinic [7]. Els autoanticossos anti-GAD (GADgsA) s6n un bon marcador d’autoimmunitat
contra els illots en adults, amb una prevalenca del 84% mentre que els anti-IA-2 (IA-
2A) tenen una prevalenca del 70% [7]. Recentment s’han identificat autoanticossos

contra el transportador de zinc ZnT8 en el 60-80 de pacients amb DT1 [8].

3. El pancrees ala diabetis humana: noves eines d’estudi.

Afortunadament la DT1 no sol ser una causa de mortalitat directa i per aixd hi ha
pocs casos de mostres de pancrees de pacients obtingudes, especialment a [linici
clinic de la malaltia. La fase pre-diabética, assimptomatica, no sol ser detectada, pero
probablement és la més interessant des del punt de vista immunologic. Les biopsies
pancreatiques no es practiquen degut al risc de pancreatitis, amb I'excepcié del Japé
[9]. Alguns grups han realitzat estudis histologics de mostres obtingudes puntualment,

revelant manifestacions de la resposta autoimmunitaria als illots pancreatics [10].
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Figura 1. Leucocits infiltrants del pancrees en pacients amb DT1. Imatges d'illots
pancreatics d'una pacient amb DT1 al moment del diagnostic clinic de la malaltia. Els illots
marcats amb GAD (vermell) mostren la preséncia d'insulitis (verd) formada per limfocits T

CD3" (esquerra) i macrofags CD68" (dreta).

En els casos estudiats hi ha una lleugera infiltracié leucocitaria dels illots formada
majoritariament per limfocits T citotoxics (CD8") i macrofags [11-15], (Figura 1).
També hi ha preséncia de limfocits T CD4", limfocits B i cél.lules dendritiques. Com és
d'esperar, s'observa una disminucié important d’expressié d’autoantigens com GAD i
insulina degut a la desaparici6 de la poblacié B [11, 13]. Les cel.lules endocrines
sobreexpressen les molécules de presentacié antigénica HLA de classe | [11-15], i
ocasionalment HLA de classe Il [11, 12, 14, 16]. Als illots pancreatics i endotelis s’ha
observat una sobreexpressi6 de molécules d'adhesi6 (ICAM-1, VLA), citocines
proinflamatories i interfer6 aixi com de la molecula de mort programada Fas -a les

cél.lules endocrines- i de lligand de Fas -als leucocits infiltrants- [17] (Taula 1):

Taula 1. Alteracions immunologiques als pancrees de pacients amb DT1

ALTERACIO LOCALITZACIO

Insulitis amb predominancia de limfocits TCD8" lllots i periféria insular

N . R lllots positius per la proteina
Insulitis amb predominancia de cél.lules NK _
enteroviral vpl

Sobreexpressié de HLA de classe | lllots

Marcatge positiu per la proteina enteroviral vpl Cél.lules B

Expressié ectopica de HLA de classe I lllots, cél.lules ductals
Sobreexpressié de molécules d’adhesié lllots i endotelis
Sobreexpressié de TAP-1 lllots




associacio

catalana
DIABETIS AVUI deliis
Diposits d’anticossos 1gG fixadors de complement | lllots i periféria insular
Pérdua de I'expressié d’autoantigens Cél.lules B
Preséncia de perforina Pancrees
Expressié de Fas Céllulesaip
Expressi6é de lligand de Fas Leucocits infiltrants

Expressié de citocines: IFN-y, IFN-a, IFN-B i IL-6 Pancrees, limfocits (IFN-y)

Expressi6é de citocines: TNF-a i IL-1f Macrofags, cél.lules dendritiques

Recentment i degut a les noves tecnologies és possible descriure els processos
destructius i de regeneracO dels illots pancreatics durant la diabetogenesi. La
metodologia de microarrays permet quantificar desenes de milers de transcrits d'una
mostra en un sol experiment [18]. Aquesta técnica consisteix en la hibridaci6 de RNA
d'una mostra marcat amb fluorocroms en un suport sdlid, que conté milers de sondes
de DNA. Cada transcrit s'uneix amb la seva sonda complementaria. Per tant, es pot
quantificar I'abundancia d'un transcrit en una mostra segons el nivell de fluorescéncia.
Aquesta metodologia genera milers de dades a cada experiment que es processen
amb eines de bioestadistica i bioinformatica. Les dades resultants, anomenades
transcriptoma, emmagatzemades en bases de dades d'expressié génica s'analitzen
segons les ontologies dels gens amb expressid diferencial i s'integren en xarxes i vies
de senyalitzaci6. Les analisis de transcriptomes han definit les alteracions associades
a diverses malalties autoimmunitaries, incloent la DT1. Algunes d'aquestes alteracions
sén comuns en diferents malalties autoimmunitaries, tant en teixits periférics (sang,
leucocits de sang periférica, organs linfoides etc) com en I'drgan diana.

Les variacions transcripcionals dels teixits periférics ofereixen informacié sobre els
processos sistemics de la malaltia i possibles biomarcadors pel diagnostic i seguiment
de la malaltia. A més tenen I'avantatge que els teixits solen ser més facils d’obtenir que
els organs diana. Malgrat aixd, no son un reflex totalment acurat dels fendmens que

tenen lloc al teixit atacat per la resposta autoimmunitaria.

4. Visio global de les alteracions al pancrees a la DTL1.
Els estudis puntuals realitzats en pancrees de pacients diabetics sén de gran

importancia en la comprensiéo dels fenomens destructius de la cél.lula B, perd no

ofereixen una visié global del desenvolupament de I'atac autoimmunitari.

-5-
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El model experimental més utilitzat per a I'estudi de la DT1 és el ratoli NOD (Non
Obese Diabetic) [19], que desenvolupa una diabetis autoimmunitaria similar a la
humana i que ha estat el sustrat de microarrays per determinar els perfils d’expressid
génica en diferents estadiis de la malaltia [20-22]. Les dades obtingudes sén una gran
contribucié a l'estudi de la DT1 perd cal no perdre de vista les diferéncies existents
entre el sistema immunitari d'un ratoli i d'un huma [23] aixi com entre la diabetis
humana i la murina [24]. També molt rellevants son els estudis d’analisi de microarrays
amb illots cultivats in vitro simulant les condicions diabetogéniques [25]. Tot i aix0, per
definir les alteracions funcionals en el drgan diana de la DT1, el sustrat ideal fora els
pancrees i els illots de Langerhans d'individus pre-diabetics i diabétics en diferents
etapes d’evolucié de la malaltia.

Recentment s’ha generat la primera base de dades de I'expressié genica de
pancrees i illots purificats procedents de pacients amb DT1 [26]. L' estudi analitza el
transcriptoma de I'drgan diana de quatre pacients en diferents estadis de progressié de
la malaltia: moment del diagnostic, inici clinic recent (9 mesos), i llarga evolucié (8 i 10
anys). Els perfils d’expressio genica es van estudiar també als illots purificats de dos
d'aquests pacients, establint-se una comparacié entre el teixit endocri (1% del
pancrees) i la glandula total. Tot i tractar-se d’una serie petita, els quatre pacients eren
tipics casos de DT1 tant des del punt de vista clinic com immunologic i els resultats
mostraven una clara concordancia entre tots. Caldria extendre aquests estudis a més
casos tant diabétics com prediabétics, perd com ja s’ha comentat, tant l'acces al
pancrees com la identificacid d'individus prediabéetics és molt complicat. Una iniciativa
de la Juvenile Diabetes Foundation té I'objectiu d’aconseguir i distribuir teixits de
pacients i d'individus pre-diabétics (amb autoanticossos) per ampliar els estudis

relacionats amb el desenvolupament de la DT1 (www.jdrfnpod.org).

L'estudi en profunditat del transcriptoma dels pancrees de pacients diabétics
revela que el procés autoimmunitari és d’'una complexitat més gran del que previament
s’havia postulat i s'observa desde linici fins a fases croniques de la malaltia. En
general, al pancrees sencer, la majoria dels gens amb expressié diferencial es troben
hiperexpressats (80-97%) probablement degut a I'increment de I'expressio dels gens de
la resposta autoimmunitaria. En canvi, als illots, la majoria dels gens diferencialment
expressats es troben amb expressié disminuida (64% i 82%) degut a la gairebé total

desaparicié de la poblacio de cel.lules productores d’insulina (Taula 2).

Taula 2. Gens diferencialment expressats (D.E.) als pancrees (P) i illots (l) de pacients
amb DT1. En vermell gens hiperexpressats, en verd gens amb expressié disminuida. Evolucié

DT1: d, dies; m, mesos; a, anys.

- 6-
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p |

CAS 1 2 3 4 Comuns 1 4 Comuns
EVOLUCIO DT1 5d 9m 8a 10 a 5d 10 a

GENS D.E. 851 1058 1444 635 149 902 975 423

95% 97% 98%

5% 3% 2%

Les vies funcionals alterades confirmen la contribuci6 de gens de les diverses

categories de la resposta immunitaria, previament identificats en els estudis

immunohistologics. Destaquem:

e Presentaci6 antigénica, endogena i exogena: HLA de classe | i |,
transportadors de péptids, subunitats del proteasoma, cadena invariant i
catepsina.

e Subpoblacions leucocitaries: Molécules de limfocits B, T, macrofags i cél.lules
dendritiques.

e Molécules d'adhesio: VCAM, CD36, CD44 i CD47.

Perd com a novetat, s’han identificat noves vies funcionals que presenten

expressié diferencial a la DT1, i que no havien estat definides fins el moment present.

Destaquem l'augment de les relacionades amb els segiients processos:

e Quimiotaxis: Quimiocines atraients de neutrofils (CXCL1, CXCL6, IL8),
monocits i cél.lules T activades (CCL2, CCL3, CCL4) i quimiorepulsores (CXCL12
en els illots, en un intent de proteccid en front la insulitis).

e Inflamacié i immunitat innata: Proteines de fase aguda (CRP, FGG) i defensa
antimicrobiana (receptors de reconeixement de patogens: LYZ, CD14, TLR1,
TLR3).

e Immunoglobulines: Gens de immunoglobulines que revelen la preséncia de
limfocits B a l'infiltrat.

e Complement: hiperexpressio del sistema complement, tant de molécules
efectores com reguladores i inhibidores. Aquest fet pot reflectir I'activitat dels
macrofags de la insulitis, la poblacié leucocitaria més productora de complement.

e Resposta a IFN: hiperexpressi6 de gens de resposta a interfero, tot i que
I'analisi no discrimina entre quins son d'IFN de tipus | (antivirals) i IL1/IFN.

e Immunoregulacié i reparacié: Gran nombre de gens hiperexpressats i

relacionats amb vies inhibidores de la resposta immunitaria com ara HLA no
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classic, familia B7, TGF-beta, gens de regeneraci6 (REG) i gens associats a

cel.lules troncals (prominina 1, nestina, CD133).

Aquestes novetats, sorprenentment, eren molt més evidents al pancrees total que
als illots purificats suggerint la implicacié del teixit exocri en el procés. Pel que fa als
illots, l'estudi demostra per primera vegada la preséncia de transcrits de gens
d'immunoglobulines, immunitat natural, presentacié antigenica i quimiotaxi. Com és
d’'esperar, hi ha una devallada en I'expressi6 de gens de cellula B (insulina, GAD,
IGRP, IAPP, PP), pero també de molts gens del sistema nervios, la majoria especifics
de neurona. Aquest resultat, recolza el paper dels autoantigens de sistema nervids en
la DT1, un fet ja demostrat en estudis en ratolins [6, 27]. Per contra, els illots dels
pacients amb DT1 tenen hiperexpressié de gens de regeneracio, probablement com a
consequencia de l'intent de restaurar el nombre de cél.lules B. Paral.lelament, el teixit
exocri mostra una reduccié en transcrits d’enzims digestius al diagnostic de la malaltia,
juntament amb un augment de factors inflamatoris i immunologics.

En els casos de llarga evoluci6 de la malaltia s'observa clarament un
transcriptoma alterat, amb una resposta autoimmunitaria molt activa fins i tot 10 anys
després de linici clinic de la malaltia. En aquests casos hi ha hiperexpressiéo de gens
de resposta immunitaria innata i inflamacié per una banda, i intentant reparar l'atac,
hiperexpressio de gens de regeneracio i immunoregulacio. La balanca es decanta pero
cap a la destruccio, tot i que es van produint noves cél.lules (3 durant tot el procés [28].
Les noves cel.lules B representarien una nova font d’autoantigens que retroalimentaria
la resposta i cronificaria I'autoimmunitat. Aquest perfil encaixa bé amb la hipotesi que
postula que la DT1 seria conseqiéncia dun procés remitent-recurrent en el
microambient insular [29] i contradiu el concepte previ segons el que I'autoimmunitat
era un procés agut que finalitza un cop destruides les cel.lules productores d’insulina.

Un altre aspecte important és I'estudi de la preséncia de virus en els pancrees
dels pacients. En aquest estudi de transcriptoma, no es va trobar evidéncia directa de
preséncia d'infeccid viral [11]. Les evidéncies indirectes o emprentes virals poden ser
dificils de detectar després de l'inici clinic de la malaltia probablement degut a una llarg
temps entre la infeccio i els simptomes clinics de la diabetis. De fet, un estudi previ
demostra la preséncia de I'enterovirus Coxsackie B4 en el pancrees de tres de sis
pacients amb DT1 [30]. Algunes alteracions en el perfil d’expressié genica observades
concordarien amb la possibilitat d’una infeccié virica en els illots: 'augment d’expressio
de gens de citocines de resposta antiviral (IFN de tipus 1 i IL-6), de gens d'immunitat
natural i de resposta a IFN. Gens concrets hiperexpressats en els pancrees de DT1 i

relacionats amb infeccié virica sén: MX-1 (proteina de la resisténcia al myxovirus) i
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HLA-G [31]. Malgrat aix0, els efectes causals directes sén dificils de verificar i caldrien
estudis més profunds i amb més mostres que, de verificar-se, contribuirien al disseny
d'estratégies preventives de la malaltia.
En resum, I'estudi de I'expressio geénica en el teixit diana de quatre pacients amb
DT1 revela un procés autoimmunitari complex, cronificat i amb cert grau

d’heterogeneitat.

5. Transcriptoma ala DT1: punts en comuU amb altres malalties autoimmunitaries.

L'aplicacié dels microarrays a l'estudi de diverses malalties autoimmunitaries, ha
permés identificar diferencies i similituds en vies funcionals alterades en els organs
diana. Una de les alteracions més comu és la ‘signatura d'IFN’ en sang periferica
d’individus pre-diabétics [32] de pacients amb Lupus i amb malaltia de Sjogren’s. Pel
que fa a I'organ diana, s’ha definit el transcriptoma a diverses malalties, entre d’altres
DT1 [26], tiroiditis [33, 34] artritis reumatoide [35], esclerosi multiple [36] i celiaquia
[37]. Les alteracions transcripcionals en totes elles afecten a la resposta immunitaria
amb alguns perfils hiperexpressats comuns [38] com per exemple la resposta a IFN, la
presentacié6 antigénica (HLA), les molecules d’adhesid, les immunoglobulines, els
limfocits T, la signatura de IL-1, IL-6 i IL-17, les quimiocines i el sistema complement.
Globalment aquests resultats indiguen un augment en l'expressio dels gens de
resposta immunitaria a I'drgan o teixit afectat, com a conseqiiéncia d'una errada en els
mecanismes de control de la tolerancia periférica. Els mecanismes de regulacio i
regeneracié es posen en marxa en el teixit, perd son insuficients per una reparacio
total donada la persistencia de l'autoantigen, i el procés es cronifica. Una excepcid
seria la celiaquia, on I'eliminacié del gluten de la dieta fa que es normalitzin les vies
alterades en el budell prim [39] i que es regenerin les parets intestinals.

També s’han identificat diferéncies entre DT1 i altres malalties, que indiquen
processos especifics de cada atac, influenciats per factors genétics i ambientals. Per
exemple, en el cas de I'esclerosi multiple hi ha un augment de trancrits de IL-6, IL-17 i
IFN-gamma. Les glandules tiroidals de pacients amb tiroiditis de Hashimoto o de
Graves' presenten una alta transcripci6 de gens de proteasses involucrades a la
degradacio de la matriu extracel.lular i també de gens de limfocits com a consequéncia
dels folicles linfoides ectopics [40]. En celiaquia hi ha molts gens hiperexpressats
d'activacio de limfocits T, de maduracié B i de diferenciacié de cél.lula epitelial com a

reflexe de l'actiu procés destructiu que afecta una gran area tissular. Apart d’explicar
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algunes diferencies cliniques, aquestes caracteristiques propies de cada teixit diana
constitueixen una font de potencials biomarcadors pel diagnostic i seguiment de les

malalties i també de possibles molécules diana per futures estratégies terapéutiques.
L’escenari es podria resumir en tres fronts: 1) factors de resposta inflamatoria i
immunitat innata sintetitzats pel teixit atacat; 2) limfocits autoreactius que estableixen
la resposta especifica d’atac i amplifiquen la resposta inflamatoria; 3) mecanismes per
contrarestar l'autoimmunitat com I'eliminacié de cél.lules apoptotiques, la regeneracio,

les cél.lules tolerogéniques i els factors immunoreguladors.

6. Conclusions.

Malgrat l'interés i els esforgos en el coneixement de les causes de la pérdua de
tolerancia immunologica cap a les cél.lules B, l'eiologia de la DT1 segueix essent
desconeguda. Els models animals han estat importants eines per l'estudi de la
malaltia, aixi com les extrapolacions de les condicions diabetogéniques en condicions
in vitro. La nova tecnologia desenvolupada als anys 90 ha contribuit a la identificacid
dels perfils d’expressié génica en diverses malalties oferint una visié global molecular.
En el cas de la DT1 s’han generat grans quantitats de dades, majoritariament utilitzant
el ratoli NOD i la sang periférica de pacients diabétics com a sustrat. Recentment
també s’ha determinat el primer transcriptoma huma de pancrees i illots de pacients
amb DT1. Amb les dades de tots aquests estudis, i dels estudis immunohistologics
classics reportats des dels anys 60, podem elaborar un mapa més precis de les
alteracions causa-efecte de l'autoimmunitat en el pancrees: resposta inflamatoria,
immunitat innata i autoimmunitat activa en pacients amb llarga evolucié de la malaltia.
Caldria disposar de la mateixa informacié en pancrees d'individus prediabétics, en
diferents moments critics de la historia natural de la malaltia: 1) inici de la pérdua de
tolerancia immunologica cap a la céllula B; 2) aparicié dels autoanticossos com a
biomarcadors de destruccié; 3) devallada de la massa (3 i 3) diagnostic clinic. De
poder fer-se un seguiment d’aquest tipus, se sabrien els factors determinants en cada
moment i també si hi ha individus que superen lautoimmunitat i la reverteixen
mitjan¢ant un re-establiment natural de la tolerancia periférica, evitant la malaltia.

Finalment, la identificacid6 de gens implicats en l'inici, progressio i regeneracié a la
DT1 en el teixit diana podrien contribuir al disseny d'immunoterapies per frenar la

resposta autoimmunitaria facilitant I'éxit de la medicina regenerativa en la DT1.

-10-
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