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Discussio

La diabetis tipus 1 és deguda a la deficiéncia d’insulina com a resultat de la destruccié
selectiva de les cél-lules B pancreatiques. Quan se’n presenten els simptomes ja s’han
destruit aproximadament el 60-80% de les cel-lules productores d’insulina. En la patogenesi
de la diabetis tipus 1 hi ha involucrats factors ambientals que activarien mecanismes
autoimmunitaris d‘individus genéeticament susceptibles, provocant la progressiva perdua de
les cél-lules B pancreatiques (Zimmet, 2001). Hi ha evidéncies clares que relacionen el
sistema immunitari amb el desenvolupament de la diabetis tipus 1, en aquest procés hi
participen: autoantigens presentats per la cel-lula B, macrofags/cél-lules dendritiques,

limfocits B i limfocits T, aixi com citoquines i anticossos (Yoon, 2001).

En el nostre laboratori s’havien generat ratolins transgénics que sobreexpressaven IFNS
huma exclusivament en les cel-lules B pancreatiques sota el control del promotor del gen de
la insulina de rata. Aquests animals presentaven alteracié de la funcionalitat de la cél-lula B,
intolerancia a la glucosa i una lleugera hiperglicemia i hipoinsulinemia (Pelegrin, 1998). A
més, presentaven sobreexpressid de molecules de MHC de classe I en les cel-lules B. Quan
s'encreuaven amb ratolins CD1, s‘obtenia una colonia més susceptible a desenvolupar
diabetis. També es va observar que els ratolins transgénics mostraven una major sensibilitat
al tractament amb estreptozotocina (Pelegrin, 1998). En aquest treball ens vam plantejar
aprofundir en I'estudi fenotipic d’aquests animals. En I'estudi previ els ratolins només eren
un 87.5% congenics amb el fons genetic CD1. Es van realitzar retroencreuaments fins a 10
generacions (N10) i es van obtenir ratolins transgénics i controls practicament un 100% en
fons genétic CD1. Quan s‘analitzaven histologicament els pancrees d'aquests animals
s'observava que Unicament els ratolins transgenics expressaven IFNB en les cél-lules B, i

aquest colocalitzava amb I'expressié d'insulina.

Els animals transgénics normoglucémics i normoinsulinémics amb els que s’ha realitzat
aquest estudi, mostraven infiltracié limfocitaria dels seus illots en diferent grau. La causa
d’aquesta infiltracid estaria relacionada amb I'expressid d'IFNB en les cel-lules B, donat que
els illots dels ratolins controls no presentaven infiltracid. En aquests animals I'expressid
d'IFNB pot induir I'expressid de molecules MHC-I (Pelegrin, 1998). Hi ha estudis que
demostren que les cel-lules B poden expressar antigens MHC-I presentant antigens

procedents de I'ambient com infeccions virals, toxics etc. Aquests antigens poden ser
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reconeguts per cel-lules T CD8 citotoxiques i induir directament la seva destruccid, a la
vegada que poden estimular tota una resposta immunitaria secundaria contra les cel-lules B
de lillot (Notkins, 2001). A més, s'ha demostrat que els defectes en el processament
d’antigens pot resultar en una inapropiada preparacié de les molecules de MHC de classe I i
per tant, una inadequada seleccié negativa de les cél-lules T CD8" en individus propensos a
desenvolupar diabetis (Rosmalen, 2002). Estudis morfologics en pancrees humans
procedents de pacients diabetics tipus 1 mostren una marcada i constant inflamacio
autoimmune, probablement dirigida per macrofags i limfocits al voltant i infiltrant I'interior
de lillot (Notkins, 2001). A més, existeixen estudis realitzats amb animals transgénics que
expressen molecules de MHC en les cél-lules B en els quals es demostra un efecte
perjudicial d'aquesta expressidé que condueix a la instauracid de diabetis (Allison, 1988;
Sarvetnick, 1988; Lo, 1988).

Tot i que els animals RIP/hIFNB no desenvolupen diabetis oberta, es podria considerar que
els animals es troben en un estat pre-diabétic, donat que presenten alteracions funcionals
pancreatiques, un increment en |'expressié de molecules MHC 1 (Pelegrin, 1998) i els
resultats d’aquest estudi mostren que es produeix un grau important d'infiltracié limfocitaria
en els illots. A més, hem pogut observar la presencia de limfocits T CD4 i CD8. Molts estudis
demostren que el procés diabétic és un procés cronic que pot durar mesos o anys. Durant
aquest periode l'illot pot presentar una infiltracidé variable que fara a les cél-lules B més
sensibles a patir lesions o danys. Es en aquest moment on factors ambientals poden
desencadenar o regular la pérdua progressiva de la massa de cel-lula B, pérdua de la
tolerancia a la glucosa i finalment aparicié d’hiperglicemia i hipoinsulinemia, i per tant,
diabetis oberta (Atkinson, 2001).

Els factors ambientals que poden desencadenar o modular la resposta immunitaria contra
els illots pancreatics poden ésser: virus, nutrients, toxics, antibiotics, etc. S’ha descrit
ampliament que el tractament amb multiples dosis baixes d'estreptozotocina indueix diabetis
autoimmune mitjancada per cél-lules T (Like, 1976; Rossini, 1977). Hi ha estudis que
mostren que sén les cél-lules Thl les cel-lules que hi juguen un paper principal. La STZ

estimularia a aquestes cél-lules a produir citoquines tals com IFNy, IL-2, TNFa, que
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activarien macrofags i cel-lules T citotoxiques, i induirien la destruccié de les cel-lules B
(Lukic, 1998).

El fet d'expressar IFNB en les cel-lules B feia més sensibles als animals transgenics a
desenvolupar diabetis autoimmune després del tractament amb baixes dosis de STZ. Els
ratolins transgenics presentaven una marcada hiperglicemia pocs dies després del
tractament amb 25 o 30 mg/kg de STZ. Aixi mateix, els ratolins controls també presentaven
una lleugera hiperglicémia que assolia valors maxims de 350 mg/dl després de 2 mesos del
tractament. Aix0 demostrava que aquestes dosis de STZ encara eren massa elevades per
evitar el seu efecte toxic directe sobre les cel-lules 8. Amb la finalitat d’estudiar I'efecte de la
STZ exclusivament sobre animals sensibilitzats, que expressaven IFNB, es van administrar
dosis més baixes de STZ (15 o 20 mg/kg) a ratolins controls i transgenics. Al contrari dels
ratolins controls, els ratolins transgénics presentaven una marcada pérdua de cél-lules
productores d‘insulina, la qual cosa anava acompanyada d‘una important infiltracio
limfocitaria dels illots on s’hi podien detectar cél-lules T tant CD8" com CD4*. El grau
d'insulitis mostrava un significant increment que coincidia amb I'aparicié de diabetis oberta i
amb la dosi de STZ administrada. La citotoxicitat sobre la cél-lula B associada al tractament
amb STZ (tant amb 15 com 20 mg/Kg) no era suficient per causar diabetis en els ratolins
controls. De manera que en administrar aquestes dosis tan baixes s'evitaven els efectes
citotoxics que provoquen la mort de les cél-lules B quan s’administren dosis de STZ de 40

mg/kg.

Tant en humans com en ratolins, hi ha dues classes principals de limfocits T: cél-lules T
CD8* citotoxiques, les quals reconeixen antigens processats (per exemple péptids) i units a
molécules de MHC-I de la superficie de les cel-lules (per exemple les cel-lules B), i cél-lules T
CD4" col-laboradores (de I'anglés “helper”), les quals reconeixen antigens processats i units
a molécules de MHC-II de la superficie de cel-lules presentadores d’antigens (APCs) com
macrofags i cel-lules dendritiques. En la diabetis tipus 1 la interaccid directa (cel-lula-
cél-lula) entre cél-lules CD8" i antigens presentats per la cél-lula B resulta amb la destruccid
selectiva d'aquestes cel-lules pancreatiques. Per contra, les cél-lules T CD4" no poden
reconéixer antigens presentats per la cel-lula B donat que aquestes no expressen molécules

de MHC de classe II (Kim, 2002). En aquest cas, seria un mecanisme indirecte el que
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provoca la mort de la cél-lula B. Ambdds mecanismes es creu que provoquen l'activacio de
caspases induint I'apoptosi d’aquestes cél-lules, perd sense descartar que la necrosi també
hi t& un paper (Gallaher, 2000). Tots aquests mecanismes poden estar involucrats en la
patogenesi que presenten els ratolins transgenics RIP/hIFNP. El fet d’expressar IFNp induiria
la hiperexpressid de molécules MHC de classe I sobre la superficie de les cel-lules B,
provocant la reaccié de les cél-lules T CD8* com a resposta directa i el reclutament de

cél-lules T CD4" com a resposta indirecta.

En la bibliografia existeixen altres models animals que també presenten infiltracié en els
illots perd que aquesta no és suficient per induir diabetis. Ratolins transgénics que
expressen també una citoquina en les cél-lules B, com la IL-12 (RIP-IL12), presenten
infiltraci6 amb ceél-lules CD4*, cél-lules CD8" i macrofags, perd tampoc desenvolupen
diabetis oberta (Holz, 2001). Quan aquests ratolins transgenics s’encreuen amb ratolins
transgenics RIP-LCMV, que expressen una proteina del virus de la coriomeningitis

limfocitica, els ratolins dobles transgenics acaben desenvolupant la malaltia (Holz, 2001).

S’ha descrit que la STZ indueix I'expressid de citoquines en els illots i que un increment
dIFNo. potencia els efectes diabetogenics del toxic (Huang, 1994). Tanmateix, s’ha
demostrat també que el tractament amb mudltiples dosis de 40 mg de STZ conjuntament
amb poly I/C (RNA de dobles cadena inductor dels IFNs tipus I) incrementa la infiltracio
limfocitaria dels illots aixi com la seva lesid. De la mateixa manera, s’ha observat que el
tractament amb poly I/C condueix a diabetis a les rates BB DR (resistents a diabetis) i
accelera el desenvolupament de la diabetis en les rates BB DP (predisposades a la diabetis).
A més, animals transgenics que expressen IFNa en el pancrees a uns nivells suficients per a
causar una moderada insulitis, pero insuficients per a induir diabetis, quan se’ls tracta amb
MLDSTZ aquest procés s'accelera (Huang, 1994). Estudis més recents demostren que el
tractament amb STZ en ratolins NOD incrementa el percentatge de diabetis en aquests
individus (Horwitz, 2002). No obstant, aquests animals no tenen una resposta tan
exacerbada com la dels ratolins transgenics BDC2.5T els quals expressen un transgen que
codifica per un receptor de la cél-lula T (TCR) diabetogénic que és especific per un antigen
de lillot, aix0 els fa més susceptibles, tant al tractament amb STZ com amb poly I/C

(Horwitz, 2002). Aquests ratolins després del tractament amb una sola dosi de STZ (160
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mg/kg) presenten un fenotip similar al dels ratolins RIP/IFNp tractats amb 20 mg/Kg de
STZ. Ara bé, els ratolins Rip/hIFNB mostren una sensibilitat molt més alta a la STZ, donat
gue amb menys dosi desevolupen un procés diabétic cronic i per tant, podrien ser molt Utils

per I'estudi de la patologia diabética.

En aquest estudi també hem observat que els ratolins transgenics Rip/hIFNB expressen Fas,
de manera que una de les causes principals de la destruccié de les cel-lules B, en aquests
animals, podria ser per un mecanisme apoptotic. A més, aquests animals presenten
expressido de BAD, una proteina pro-apoptotica, en els illots pancreatics. També, es poden
detectar nuclis apoptotics en les cel-lules B. Aixi, podem concloure que la destruccié de les
cel-lules B, en aquests animals és molt probablement per un mecanisme d’apoptosi. Aquests
resultats estarien d'acord amb que I'apoptosi és el mecanisme pel qual el sistema immunitari
indueix la mort a les cél-lules B en la diabetis tipus 1. Els responsables semblen ser els
macrofags i limfocits T citotoxics, que via Fas/FasL, perforina, granzim, TNF, IFNy o IL-1p
provoquen l'activacid de les vies apoptotiques (Chandra, 2001). En ratolins NOD s'ha
demostrat que la via Fas/FasL juga un paper primordial en la destruccid selectiva de les
cél-lules B (Chervonsky, 1997). Estudis amb cultius de cel-lula p també mostren que IL-1B
indueix l'expressid de Fas i Fas lligant (Loweth, 1998; Stassi, 1995), aixi com, el TNFa
conjuntament amb IFNy sén efectivament els iniciadors de la mort de les cel-lules B
(Laffranchi, 1997; Stephens, 1999). A més, en biopsies de pancrees procedents de pacients
recent diagnosticats de diabetis tipus 1 s’ha trobat expressié tant de Fas com de Fas lligant
(FasL), que estarien involucrats en l'apoptosi de la cel-lula B (Moriwaki, 1999). Estudis amb
cél-lules B procedents de ratolins transgénics NOD que expressen FasL demostren que son
més susceptibles a I'apoptosi induida per citoquines (Petrovsky, 2002). Molt probablement,
el mecanisme pel qual les citoquines estimulen I'expressi6 de Fas en les cél-lules B
pancreatiques en part és la via NF-xB (Darville, 2001). També, estudis recents han
demostrat que no només en la diabetis tipus 1 el mecanisme apoptotic induit per citoquines
via Fas-FasL pot jugar un paper important (Maedler, 2002). Sembla ser, que també un
procés inflamatori té lloc en la patogenesi de la glucotoxicitat en la diabetis tipus 2 i s’ha

identificat la via IL-1B/NF-«B/Fas com a responsable d‘aquest procés.
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Els resultats del nostre estudi ens suggereixen que els ratolins transgenics RIP/hIFNB sén
un bon model per estudiar la diabetis autoimmune. Altres models animals de diabetis tipus
1, com els ratolins NOD presenten limitacions, sdn una soca consanguinia que ha provocat
la fixacid d'immunodeficencies que els fa molt sensibles i els limita a mantenir-los en
instal-lacions lliures de patogens. El percentatge d'individus que desenvolupen diabetis
espontania depen molt de 'ambient on es troben i el percentatge varia segons el sexe. Aixi,
s’ha observat que les femelles son més sensibles que els mascles, perd la majoria d’estudis
metabolics i fisiologics realitzats en la litaratura s’ha dut a terme en mascles. A més, és
necessaria I'administracié d‘insulina per tal de mantenir les colonies. Per aixo, els ratolins
RIP/hIFNB poden ser una bona alternativa, ja que el 100% dels mascles desenvolupen
diabetis després del tractament amb dosis molt baixes de STZ (15 o 20 mg/kg), sén de facil

maneig i manteniment.

Malgrat I'avang important en la prevencié i tractament de la diabetis tipus 2 (Knowler,
2002), el tractament amb insulina de la diabetis tipus 1 roman essencialment sent el mateix
des de fa 80 anys. Actualment, molts dels esforcos de la comunitat cientifica es centren en
trobar tant noves terapies com mecanismes de prevencio. Per a I'assaig d’aquestes terapies
sera necessari tenir bons models animals. Aixi, I'obtencié de models animals que presentin
fenotips similars als pacients humans, permetran avancar en la generacié i millora, tant de
noves terapies com de terapies ja existents. Els ratolins transgénics RIP/hIFNB podrien ser

un bon candidat a contribuir en aquest sentit.

Donat que els animals transgénics RIP/hIFNB després del tractament amb STZ presentaven
una marcada perdua de massa de cél-lules B per un procés d’apoptosi, que conduia a
desenvolupar diabetis, varem estudiar si I'expressié simultania d’'un factor de creixement en
les cel-lules B podria revertir aquest efecte. De fet, s’ha descrit que IGF-I és un agent
antiapoptotic efectiu (Harrington, 1994). En el nostre laboratori s’havien obtingut els ratolins
transgenics RIP/IGF-I que expressaven IGF-I especificament en les cel-lules B pancreatiques
mitjancant el promotor de la insulina-I de rata (RIP-I). Aquests animals eren
normoglucemics i normoinsulinémics, i no presentaven alteracions en la massa de cél-lula B
(George, 2002). Tanmateix, després de la induccid de diabetis experimental en animals

adults mitjancant el tractament amb 5 dosis de 50 mg/kg STZ, s’havia observat una
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normalitzacié gradual de tots els parametres metabolics. També, s’havia observat una
recuperacié en la massa de cel-lula B resultat d'un augment en la taxa de replicacid i
neogenesi d'aquestes cél-lules (George, 2002). Per tal d'estudiar si IGF-I era capac¢ de
contrarestar la diabetis autoimmune induida conjuntament per I'expressid local d'IFNB i el
tractament amb molt baixes dosis de STZ, varem generar animals dobles transgenics
IFNB/IGF-1.

Els animals IFNB/IGF-I eren normoglucémics i normoinsulinémics, no presentaven cap
alteracié morfologica del pancrees i mostraven colocalitzacid de la insulina, interferéd p huma
i IGF-I. Aquests animals, al contrari que els seus germans Tg IFNB no presentaven
practicament infiltracio. Aixi, el fet d’expressar IGF-I protegia als animals dobles transgénics
IFNB/IGF-I de I'atac immunitari induit per I'expressié d'TFNB. Amb l'objectiu de determinar si
IGF-I era capag de protegir o restaurar I'efecte del tractament amb dosis baixes de STZ, es
van tractar ratolins controls, Tg IFNB, Tg, IGF-I i dobles transgenics Tg IFNB/IGF-I amb 30
mg/Kg de STZ durant 5 dies consecutius. Pocs dies després del tractament s'observava
aparicié de diabetis oberta en els ratolins Tg IFNB, amb un increment molt elevat de la seva
glucémia. Els ratolins dobles Tg IFNB/IGF-I presentaven diferents sensibilitats al tractament,
i s’hi podien distingir 3 poblacions diferents. Un 37,5% dels animals mostraven un increment
molt elevat de la seva glucémia similar al dels ratolins Tg IFNB. Mentre que, un 37,5% dels
ratolins dobles transgenics presentaven un menor augment de la seva glucémia, i era
semblant al que presentaven els ratolins controls. Finalment, en un 25% dels ratolins dobles
Tg s’observava una total restauracié de la glucemia, mostrant valors normalitzats i similars
als dels seus germans Tg IGF-I. Aix0 estava d'acord amb els resultats observats
anteriorment, en els que ratolins Tg IGF-I mostraven una recuparacié de la hiperglicemia
després del tractament amb STZ (George, 2002). Quan s'analitzaven altres parametres com:
la viabilitat, el comportament a la sobrecarrega de glucosa, la insulinémia i glucémia,
s‘observava una restauracid de tots aquests parametres. Aixo suggeria que IGF-I era capag
de contrarestar I'efecte de la STZ, probablement disminuint I'efecte directe del toxic sobre la
cel-lula B, donat que els ratolins controls també presentaven un lleuger augment de la
glucémia superior al que presentaven els ratolins Tg IGF-I. Probablement el fet d’expressar
IGF-I en la cel-lula B protegia a aquesta del dany directe provocat per una dosi elevada de

STZ. S’ha descrit que IGF-I o altres factors actuant via receptor IGF-I, poden induir

87



Discussio

supervivencia en les cél-lules enfront el dany provocat per estrés, hipoxia o canvis en el pH
(Peretz, 2002). Altres estudis demostren també |'efecte antiapoptotic d'IGF-I induit per
agents citotoxics (Hurbin A, 2002).

Per tal de determinar si I'IGF-I era capa¢ de protegir I'efecte immunoestimulador del
tractament amb dosis molt més baixes de STZ, es van tractar ratolins controls, Tg IFNB, Tg,
IGF-I i dobles transgénics Tg IFNB/IGF-I amb 20 mg/Kg de STZ durant 5 dies consecutius.
Després del tractament amb STZ els ratolins controls i Tg IGF-I no mostraven cap canvi ni
en la glucémia, ni en la insulinémia. Aix0 ens suggeria que aquesta dosi de STZ era
suficientment baixa per no provocar efectes toxics directes sobre la cél-lula B. Pel contrari,
els ratolins Tg IFNB presentaven un increment progressiu de la glucémia, acompanyat d'una
important infiltracid. Finalment, aquests animals acabaven perdent més del 80% de la
massa de cél-lula B que conduia a I'aparicié de diabetis oberta. Pero, el fet que els ratolins
dobles transgenics IFNB/IGF-I expressessin IGF-I els protegia de desenvolupar
hiperglicemia, hipoinsulinémia i la resta de parametres presentaven valors similars als dels
seus germans controls sans. Tot aix0, semblava indicar que I'IGF-I, apart de tenir un
possible paper protector contra I'efecte toxic directe de la STZ, també protegia contra la
resposta immunitaria induida per l'accié de la STZ i iniciada per I'expressié d'IFNB. La
injeccid de multiples dosis de STZ provoca la mort de les cel-lules B per apoptosi (O'Brien,
1996), a més, el tractament amb STZ indueix la formacié de radicals lliures i 0xid nitric (NO)
en lillot (Turk, 1993), directament involucrats en la destruccié de la cél-lula B. Molt
probablement la produccid local d'IGF-I protegeix a les cel-lules dels efectes oxidatius i
apoptotics induits tant pel tractament amb STZ com pel fet d'expressar IFNB. Aquests
resultats estarien d'acord amb els estudis /n vitro que demostren l'efecte protector d'IGF-I
contra la mort cel-lular mitjancada per citoquines (Mabley, 1997). A més, I'lGF-I és capag de
bloquejar I'activitat Oxid nitric sintasa (iINOS) /n vitro (Castrillo, 2000). Estudis in vivo
mostren que ratolins deficients per iNOS estan protegits contra la destruccié de cél-lules B

induida pel tractament de multiples dosis de STZ (Flodstrém, 1999).

S’ha descrit que IGF-I pot estimular I'expressid de proteines anti-apoptotiques de la familia
de les proteines Bcl. Aixi, IGF-I pot sobreregular I'expressid de Bcl-X, (Parrizas, 1997) i

inhibir la “down-regulation” de la proteina Bcl-2 (Tamatani, 1998). A més, IGF-I via el seu
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receptor pot fosforilar i inactivar a BAD (Datta, 1997). Paral-lelament, I'administracié tant
d'IGF-I com d'IGF-II protegeixen la viabilitat de la cel-lula B en ratolins NOD, ambdds per
reduccid de la infiltracid de cel-lules T citotoxiques i per proteccié de la induccié d'apoptosi
induida per Fas-Fas lligant (FasL) (Kaino, 1998).

Els mecanismes pels quals IGF-I pot inhibir I'apoptosi involucren tant la via de les proteines
MAP quinases (MAPK) com la via de la fosfatidilinositol-3- fosfat quinasa (PI3K). Aquests
enzims s'indueixen després de la fosforilacié del receptor d'IGF-I (IGF-IR) i la fosforilacié del
substrat del receptor de la insulina 1 (IRS1) (Gallaher, 2001). Diversos autors descriuen
aquestes vies de senyalitzacié com les principals mitjangadores de I'accié anti-apoptotica de
I'IGF-I1. Estudis en qué s'utilitzen inhibidors en diferents punts d’aquestes vies han demostrat
gue es bloqueja l'efecte anti-apoptotic de I'IGF-I (Le Roith, 1997). Estudis in vitro, també
demostren que l'accid anti-apoptotica d'IGF-I o altres lligants del seu receptor (IGF-IR)
poden implicar diferents vies de senyalitzacié: IRS-1/PI3K-Akt/PKB, IRS-1/Raf/MEK/MAPK o
fosforilacid directa en residus de serina del receptor/proteines 14.3.3/Raf etc. Totes
aquestes vies poden provocar la fosforilacié de la proteina pro-apoptotica BAD, inactivant-la

i aixi inhibir I'apoptosi (Peruzzi, 1999).

L'IGF-I no té Unicament un paper protector contra la mort cel-lular, si no que també té un
paper important tant en la proliferacié com en la replicacio de les cél-lules B. Estudis /in vitro
amb cel-lules Ins-1 demostren la capacitat d'IGF-I per induir proliferacid i replicacid
d’aquestes cel-lules, a més, aquest procés és depenent de glucosa (Hugl, 1998). Estudis /in
vivo indiquen que l'expressio local d'IGF-I en les cél-lules B resulta en un increment de la
neogenesi i replicacié d’aquestes cel-lules després del tractament amb STZ (George, 2002).
D’acord amb aix0, hi ha observacions in vivo que indiquen que la senyalitzacié a través del
receptor d'IGF-I promou el desenvolupament i la proliferaci6 de la cel-lula B (Withers,
1999). Tot i que la manca del receptor d'IGF-I exclusivament en les cel-lules B no afecta a la
massa d’aquestes cel-lules, resulta en una alteracié de la tolerancia a la glucosa, associada
amb una disminucid de la secrecié d'insulina depenent de glucosa i arginina. (Xuan, 2002).
A més, la manca de IGF-IR en les cél-lules B provoca una reduccié en I'expressio de Glut-2 i
glucoquinasa GK i, com a resultat, una alteracid en la secrecid d'insulina depenent de

glucosa, perd sense afectar a la massa de cel-lula B. Aixi, IGF-IR no seria crucial pel
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desenvolupament de la cél-lula B pero si que participaria en el control de la diferenciacio
(Kulkarni, 2002). Per altra banda la manca conjunta d'IGF-IR i el substrat del receptor de la
insulina 2 (IRS-2), provoca una marcada disminucié de la massa de cél-lules B i els animals
moren de diabetis (Withers, 1999).

Els ratolins dobles transgéenics IFNB/IGF-I mostraven una massa de cel-lula B similar a la
dels seus germans controls i Tg IGF-I. Per0 s'observava una desorganitzacié en la
distribucio cel-lular de l'illot, tant els tractats amb 30 com 20 mg/kg de STZ, detectant-se
cél-lules o en el seu interior. La desorganitzacio cel-lular en illots esta associada a variacions
en el la mida. Ratolins deficients en el receptor d’insulina (IR) i el seu substrat (IRS1)
presenten desorganitzacid cel-lular, distribuint-se les cel-lules o a l'interior de l'illot (Briining,
1997). Aixi mateix, ratolins transgenics que expressen IGF-II exclusivament en les cel-lules
B sén hiperplasics i presenten també una marcada desorganitzacié cel-lular de lillot
(Devedjian, 2000). També s’ha observat desorganitzacié de lillot associada a la reduccié de
la mida d’aquests, ratolins deficients per IRS-2(-/-) (Whiters, 1998), IRS-1 (-/-) i IRS-2 (+/-
), IRS-1 (+/-) i IRS-2 (-/-), IGF-IR (+/-) i IGF-IR (-/-) (Whiters, 1999) mostren una marcada

alteracio de la distribucio cel-lular.

Tots aquests resultats ens suggereixen que I'IGF-I podria tenir un paper de factor de
supervivencia com a agent protector contra els efectes toxics, immunologics i apoptotics de
I'expressid d'IFNB, reforcada per I'accié de la STZ, i un paper de factor de creixement com a
agent estimulador, tant de la proliferacié i neogénesi, com de la diferenciacié cel-lular. Per
tant, la transferéncia del gen IGF-I a pancrees endocri podria representar una aproximacio
de terapia génica per a la diabetis tipus 1, i els animals RIP/hIFNB podrien ser un bon model
per provar aquest tipus de terapia. Actualment en el nostre laboratori s'estan estudiant i

desenvolupant protocols de transferencia d'IGF-I /n vivo a animals diabétics.
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Conclusions

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

El fet d’expressar IFN en les cél-lules B pancreatiques indueix al sistema immunitari
a atacar als illots dels animals transgenics RIP/hIFNB i els fa més susceptibles a
desenvolupar diabetis tipus 1.

Els ratolins transgenics RIP/hIFNB pocs dies després del tractament amb dosis
baixes de STZ (25 o 30 mg/kg) mostren diabetis oberta, mentre que els seus
germans control presenten una lleugera hiperglicemia.

Després del tractament amb dosis molt baixes de STZ (15 o 20 mg/kg) els ratolins
transgenics presenten un augment progressiu de la seva glucémia paral-lel al
augment cronic del grau d‘insulitis. A més, els ratolins transgenics desenvolupen una
severa hipoinsulinemia, disminucié del contingut d’insulina pancreatic i una drastica
perdua de la massa de cel-lules B, probablement per un mecanisme d’apoptosi. Per
contra, els ratolins control no mostren cap d'aquests efectes.

Tots aquests resultats ens suggereixen que els ratolins RIP/hIFNB poden ser un bon
model experimental tant per a I'estudi de I'etiopatogenesi com per I'estudi de noves
terapies de la diabetis tipus 1.

S’han obtingut ratolins dobles transgénics que expressen hIFNB i IGF-I en les
cel-lules B del pancrees mitjangant I'encreuament d’animals RIP/hIFNB amb ratolins
RIP/IGF-I (IFNB/IGF-I).

Després del tractament amb STZ (30 mg/kg) els ratolins dobles transgenics
presenten una millora en la glucémia, insulinemia i la sobrecarrega de glucosa,
respecte els seus germans Tg IFNp.

El fet de co-expressar IGF-I en els ratolins dobles transgenics IFNB/IGF-I, protegeix
totalment del desenvolupament de diabetis després del tractament amb dosis molt
baixes de STZ (20 mg/kg).

Tots aquests resultats indiquen que la produccié local d'IGF-I en les cél-lules B pot
protegir contra el desenvolupament de diabetis tipus 1.
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1. MATERIALS.

1.1. ANIMALS.

Els animals utilitzats en aquest estudi procedeixen de colonies préviament establertes i
caracterizades en el nostre laboratori. Els ratolins que sobreexpressen el gen del IFN-B en
cél-lules B pancreatiques s’havien generat a partir del creuament de les soques C57BL/6 i SIL
(The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) (Pelegrin, 1998). Posterioment aquests
animals foren retrocreuats amb CD1 fins arribar a la generacid N10. Els ratolins que
expressen el gen quimeric RIP/IGF-I en les cel-lules B pancreatiques s’havien generat també
a partir d’'hibrids C57BL6/SIL (George, 2002). Aquests posteriorment es van retrocreuar amb

CD1 fins arribar a la generacié N5.

Tots els animals, tant controls com transgénics, es trobaven en condicions de temperatura i
llum controlada (12 hores de llum i 12 de foscor) i eren alimentats de forma rutinaria amb
una dieta estandard de laboratori (Panlab MR, Barcelona). Els animals es van utilitzar d’acord
amb la legislacié vigent i amb I'aprobacié del Comite d’Etica i d’Experimentacién Animal i
Humana de la UAB.

1.2. REACTIUS.

Els reactius de biologia molecular s'‘obtingueren de les cases comercials Roche (F.Hoffmann -
La Roche Ltd., Basel, Suissa), Invitrogen Corporation (Carslbad, CA, EEUU), Bio-Rad
Laboratories (Hercules, CA, EEUU), Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, EEUU), Sigma
(St.Louis, MO, EEUU) i Proligo Biochemie GmbH (Hamburg, Alemanya). Els productes
marcats radioactivament [o-*’P]dCTP s‘adquiriren a Amersham Biosciences. La
estreptozotocina (ref S-0130) utilizada per induir diabetis experimental es va adquirir de
Sigma.

1.3 SONDES.
Les diferents sondes utilitzades pels Southern blot van ser les seglients: en el cas d'IFNB

corresponia a un fragment de 615 pb del cDNA d'IFN-B huma amplificat per PCR i, en el cas
d’IGF-I a un fragment EcoRI/EcoRI de 0.72Kb del cDNA d'IGF-I de ratoli.
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1.4. OLIGONUCLEOTIDS.

Els oligonucleotids utilitzats per a la realitzacié de la PCR d'IFN-B es van demanar a Proligo

Biochemie GmbH. Les seqliéncies dels primers utilitzats son les segiients:

hIFNB 17U : 5" - GGC ACA ACA GGT AGT AGG - 3’ (18 mer)
hIFNB 632L: 5" - AGT CCC AGA GGC ACA GG - 3" (17 mer)

1.5 ANTICOSSOS.

Els anticossos utilitzats van ser els seglients:

- anticos de ovella contra IFN-B huma — Biosource International, Camarillo, USA.

- anticos de conill porqui contra insulina porcina - Sigma Chemical Co., St Louis, MO.

- anticos de conill contra IGF-I huma - GroPep Pty. Ltd., North Adelaide, Australia.

- anticos de conill contra glucagé - ICN Biochemicals Inc., Cleveland, OH.

- anticos de conill contra somatostatina — LABGEN.

- anticos de conill contra polipéptid pancreatic huma - ICN Biochemicals Inc., Cleveland.

- anticos de conill contra Bad — Santa Cruz Biotechnology, ING.

- anticos de rata contra CD4 de ratoli, biotinilat - PharMigen International.

- anticos de rata contra CD8 de ratoli, biotinilat - PharMigen International.

- anticos de cabra contra Fas de ratoli — R&D SYSTEMS.

- anticos secundari de cabra contra IgG de conill, biotinilat — PIERCE, Illinois, USA.

- anticos secundari de cabra contra IgG de conill, conjugat a TRITC - Southern Biotechnology
Associates Inc., Birmingham, Alabama.

- anticos secundari de conill contra IgG de conill porqui, conjugat amb peroxidasa — DAKO
corp., Carpinteria, CA.

- anticos secundari de conill contra IgG de conill porqui, conjugat a FITC - Sigma Chemical
Co.

- anticos secundari de conill contra IgG d'ovella, conjugat amb FITC — DAKO corp.,
Carpinteria, CA.

- anticos secundari de conill contra IgG de conill porqui, conjugat amb rodamina - Sigma
Chemical Co.

- anticos secundari d'ase contra IgG de cabra, conjugat amb Biotina — Santa Cruz
Biotechnology, ING.

- anticos terciari conjugat amb el complexe ABC — PIERCE, Illlinois, EEUU.
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- anticos terciari streptavidina conjugat amb AMCA — VECTOR, Burlingame, CA, EEUU.

- anticos terciari streptavidina conjugat amb TEXAS RED — Invitrogen corp., Carslbad, CA,
EEUU.

- anticos terciari streptavidina conjugat amb FITC — Invitrogen corp., Carslbad, CA, EEUU.

- TUNEL — Kit Roche (F.Hoffmann - La Roche Ltd., Basel, Suissa).

Com a cromogens s'utilitzaren el 3'3’-diaminobenzidine i el 3-amino-9-ethylcarbazole de

Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, MO.

2. METODES.

2.1. OBTENCIO I ANALISI DEL DNA.
2.1.1. Obtencié de DNA genomic.

La deteccid dels animals transgénics es fa mitjancant Southern blot o PCR. En ambdds casos
es parteix de DNA obtingut de la digestié de fragments de cua dels ratolins. El metode que
es segueix consisteix en digerir els fragments de cua en una solucié tamponada que conté
proteinasa K i SDS, incubacié a 56°C durant la nit. Aquesta digestidé permetra I'alliberaci6 del
DNA al medi, posteriorment es purificara el DNA mitjancant una precipitacié per salinitat i

isopropanol, resuspenent-se finalment en TE.
Solucions utilitzades en el protocol:

Solucié de llisis (preparacié extemparanea)
Tris-HCI pH 8.5 100 mM

EDTA pH8 5 mM

SDS 0.2 % (p/vol)
NaCl 200 mM
Proteinasa K 100 mg/mL
TE

Tris-HCI pH 8 10 mM
EDTA pH 8 1 mM
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2.1.2. Analisi del DNA per Southern blot.

Es va utilizar la técnica de Southern blot per determinar la preséncia del gen quiméric en
ratolins transgénics. Els DNAs que s‘obtenen a partir de I'extraccid es digereixen amb I'enzim
de restriccié adequat segons el transgen que s’estigui analitzant (Bgl II per IFN-B i EcoRI per
IGF-I). Es realitza una digestié durant la nit utilitzant uns 10 ug de DNA per digestid. El dia
seglient es realitza una electroforesis en gels del 1% d’agarosa/TAE 1x, es deixen correr les
digestions durant unes 4-5 hores entre 50-60 V. Posteriorment es realitza el tractament del
gel per tal d'assegurar una bona transferéncia del DNA a la membrana de nylon, aquest
tractament consisteix en: 15 minuts en una soluci6 HClI 0.25N, per aconseguir la
despurinitzacio i assegurar la transferéncia en el filtre de les bandes d’elevat pes molecular;
20 minuts en un solucié alcalina (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) per tal de desnaturalitzar el DNA i
facilitar-ne també la transferéncia; i un minim de 20 minuts en una solucié neutralitzant (1

M Tris, 3 M NaCl) que permetra neutralitzar el pH i carregar negativament el DNA de nou.

La transferéncia es realiza a membranes de nylon carregades positivament (Roche
Diagnostics Corp., Indianapolis, IN - ref.1 417 240) mitjancant capil.laritat per pressid
negativa en tampd d’alta forca ionica (10x SSC), mitjancant papers (GB002 i GB004 -
Schleicher & Schuell, Keene, New Hampshire). La transferéncia es realitza en un minim de 2
hores, pero es pot deixar també durant la nit. Un cop finalitzada, el filtre és irradiat amb llum
ultravioleta d’ona curta per crear unions covalents del DNA amb el nylon mitjancant I'4s d'un
UV-Stratalinker 1800 (Stratagene, La Jolla, CA).

Un cop el DNA esta fixat a la membrana es procedeix a la realitzacié de la prehibridacid,
durant unes 2 hores a 65°C. La solucié de prehibridacid conté principalment proteines,
detergents com el SDS i ssDNA per tal que s'hibridin i bloquegin la membrana, reduint aixi la
hibridacié inespecifica. Posteriorment es realitza la hibridaci6 amb la sonda marcada
radioactivament (3-5.10%pm/ml) durant tota la nit. A continuacié es renta per eliminar la
sonda en excés i aquella que es mantingués per unions molt deébils. Es fan 3 rentats
consecutius, cada un d’una astringéncia superior: 2 rentats, de 10 min cada un, amb tampo

de baixa astringencia, a 30°C i un rentat de 15 min a 65°C amb tampé d’alta astringéncia.
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TAE 1x 20x SSC

Tris-acetat 40 mM, pH 8,3 NaCl 3M

EDTA 1mM Citrat sodic 0.3M,pH 7,4
Bromur d’etidi 0.5 pg/mi

Solucid de prehibridacio i hibridacio

Na2HPO4 - pH 7.2 0,25 mM

SDS 20% (p/vol)
EDTA 1mM
Blocking reagent (Roche) 0.5% (p/vol)

(ref. 1096176)

Solucié de baixa estringéncia: 2x SSC, 0.1% SDS
Solucié d'alta estringéncia: 0.1x SSC, 0.1% SDS

El marcatge de les sondes utilitzades en els Southern blot es realitza a partir del preparat
comercial “Ready-To-Go™ DNA Labelling Beads (-dCTP)” (ref. 27-2940-01, Amersham
Biosciences) seguint les instruccions del fabricant. Aquesta técnica permet la sintesis de
sondes de DNA d‘alta radioactivitat especifica (1,8x10° dpm/mg) i marcades uniformement.
La separacié dels nucleodtids no incorporats s‘aconsegueix mitjancant gel filtracid en
columnes de Sephadex G-50 (Probe Quant G-50 Micro Columns, Amersham Pharmacia
Biotech).

2.1.3. Analisi del DNA per PCR.

L'analisi del DNA per PCR és un métode rapid que permet I'amplificacié del transgen si es
disposa dels primers adequats. Aquest metode de deteccid és especialment sensible a les
contaminacions creuades, de forma que s’ha de treballar amb cura, perd d‘altra banda
presenta lavantatge que permet treballar més rapidament, sense necessitat d'utilitzar
radioactivitat, amb poc DNA i no excessivament pur d‘altres restes cel-lulars. Els primers han
d’estar dissenyats de forma que amplifiquin un regid especifica i exclusiva del trangen
minimitzant la formacié d’estructures secundaries i dimers, i que la zona amplificada del
trangen es pugui diferenciar de la zona amplificada del gen endogen. La PCR s'utilitza per la

deteccid dels animales transgenics d'TFN-8.
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En la PCR d'IFN-B els primers amplifiquen un fragment de 615 pb del cDNA d’IFN-B huma.
D’aquesta manera només obtenim banda en el cas de les mostres de DNA de ratolins

transgénics. Els primers utilitzats son els seglents:

hIFNB 17U: 5" - GGC ACA ACA GGT AGT AGG - 3’ (18 mer)
hIFNB 632L: 5’ - AGT CCC AGA GGC ACA GG - 3’ (17 mer)

Les condicions son les seglients : El cicle és el seglient:
Mix 1 - 10 pmols de cada oligo Afegir mix 1
0,4 ul dNTPs mix (10mM each) Hot start - 5 min 95°C
2 Jl buffer Mg free 10x Afegir mix 2
1.5 pl MgCl; (1.5 mM final) 30 cicles 30” a 95°C
X HI H0 miliQ 30" a 55°C
150-200ng DNA 45" a 72°C
volum total 23 pl 15 min a 72°C

manteniment a 4°C
Mix 2 - 1,75 pl H,O miliQ
0,25 pl Taq pol. (5 U/ul)

volum total 2 pli

L'amplificacié del DNA obtingut a partir d'un fragment de cua es realitza en un termociclador

Perkin-Elmer 9600, seguint les instruccions del proveidor.

2.2. DETERMINACIO DE PARAMETRES SERICS.

Per l'obtencié del serum es sacrifiquen els animals per decapitacid i inmediatament se'ls
recull la sang en tubs mantinguts a 0°C. El serum s’obté després de deixar coagular la sang
durant 30 minuts a 0°C. El coagul es separa mitjancant centrifugacié a 2000xg durant 15
minuts. El serum es manté congelat a -20°C fins al moment de la determinacié dels diferents

parametres.

2.2.1. Glucosa.

Els nivells de glucosa sérica es determinen a partir d’'una gota de sang d’animals sagnats per

la cua mitjancant el sistema Glucometer Elite™ (Bayer).
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2.2.2. Insulina.

La insulina es determina per radioimmunoassaig (RIA) en el serum dels animals, mitjancant
els kits INSULIN-CT (CIS Biointernational, Gif-Sur-Yvette Cedex, Franca). El metode té un

limit de sensibilitat de 30 pM i una variacié intrassaig del 6%.

2.2.3. IFN-B.

Els nivells d'IFN-B en sérum es determinen per ELISA a partir dels sérum obtinguts dels
animals. El kit que s'utilitza és el “Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay. Human Interferon-
B (HUIFN-B) ELISA Kit” distribuit per TFB, INC. Fabricat per Fujirebio INC., Tokyo, Japd.

2.3. DETERMINACIO DEL CONTINGUT D’INSULINA PANCREATIC.

La determinacié del contingut pancreatic d‘insulina es fa a partir d'homogenats de pancrees
en 20 volums de solucid etanol acida (75% EtOH: 1,4% HCI). S'extreu el pancrees de
I'animal, es pesa i es submergeix en la solucié etanol acida préviament refredada a 4°C. Les
mostres es mantenen en gel fins que son homogenitzades. A continuacié s'incuben a 4°C en
agitacié suau durant 20-24h. Posteriorment es centrifuguen a 5.000 rpm durant 15 minuts.
Finalment, es recull el sobrenadant i es manté a -20°C fins al moment de la determinacié de
I'hnormona. Abans de la determinacié de la insulina les mostres s’han de diluir (1/500) amb
un tampo fosfat La insulina es determina per radioimmunoassaig, emprant el mateix kit que
s'utilitza per la determinacié dels nivells serics d'insulina. Els resultats s'expressen en relacié

al pes del pancrees .

Solucié Tampo fosfat: pH 7.5 per 500 mL

Na,HPO4.12H,0 145¢
NaH,PO4H,0 2.749
CINa 9.6¢
BSA 7.5¢

Amb 500 mL H,O destil-lada, (la composicié pot variar lleugerament mentre es mantingui el
pH, la molaritat total i la proporcié de BSA).
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2.4. CORBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA.

La corba de tolerancia a la glucosa és un test que té com a objectiu comprovar si els animals
sén capacos de respondre correctament a una sobrecarrega de glucosa. Aquells animals que
mantenen les glucemies elevades i no recuperen els nivells basals de glucosa durant el
temps de realitzacié del test sdn considerats animals diabetics.

S’escullen animals control i transgénics i, després d’'un dejuni d'unes 12 hores, se’ls fa un
control de la glucémia basal a temps zero. La mesura de la glicemia es fa amb Glucometers
Elite™ de Bayer. Quan els animals s'establilitzen se'ls injecta intraperitonealment una dosis
d'l g/Kg de pes viu de glucosa. A partir d'aquest moment es realizen extraccions de sang

seriades amb un interval de 30 min fins a les 3 hores de l'inici del test.

2.5. INDUCCIO DE LA DIABETIS EXPERIMENTAL MITJANCANT STZ.

L'estreptozotocina (STZ) és una molécula constituida per N-metil-N-nitrosurea unida al C-2
de la D-glucosa. Es un toxic que actua majoritariamente sobre la cél-lula B pancredtica, a la
qual destrueix. L'administraci6 de 5 dosis consecutives de STZ produeix una insulitis
pancreatica que destrueix la cel-lula B i causa una diabetis oberta.

L'estreptozotocina es dissolt en una solucidé de citrat sodic 10 mM amb 0.9 % NaCl, pH 4.5,
immediatament abans de la seva administracid. S'administren 5 dosis consecutives de STZ

via intraperitoneal de 15, 20, 25 o 30 mg/Kg de pes corporal segons cada estudi.
2.6. ANALISI IMMUNOHISTQUIMICA DEL PANCREES.

Per la detecci6 immunohistoquimica d’INF-B, IGF-I, insulina, glucagd, somatostatina, i
polipéptid pancreatic, els pancrees dels ratolins transgenics i controls es fixen mitjancant una
solucié tamponada de formol al 10% durant 24 hores a 4°C. A continuacié s'inclouen en
parafina (inclusor tipus Histokinette) i se n’‘obtenen seccions (3 pm) amb l'ajud d'un
microtom, les quals posteriorment es desparafinen i es processen.

Les seccions s’incuben durant tota la nit a 4°C amb els anticossos corresponents: contra IFN-
B (1:500), contra IGF-I (1:50), contra insulina (1:100), contra glucagd (1:4500), contra
somatostatina (1:750) i contra polipeptid pancreatic (1:2000). Posteriorment s'incuben amb
els corresponents anticossos secundaris contra IgG de conill o de conill porqui. Com a
cromogen s'utilitza la diaminobenzidina (DAB). Per acabar, els talls es contrasten amb

Mayer’s hematoxilina.
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Per la detecci6 immunohistoquimica de CD4 i CD8 |'obtencié de les seccions no es realitza
com en el cas anterior. Els pancrees dels ratolins es fixen amb paraformaldehid (PFA) al 2%
durant 4 hores a 4°C. Posteriorment es deixen en sucrosa al 30% a 4°C durant tota la nit.
L'endema es congelen directament en un bany amb acetona i neu carbonica. S'inclouen en
OCT i es guarden a -80°C. Les seccions (5 pm) es realitzen amb un criostat. Posteriorment,
les seccions es fixen en els portaobjectes, es bloquejen i sincuben amb els anticossos
corresponents: anticos contra CD4 (1:300) i contra CD8 (1:300). Tots els anticossos utilitzats

son els descrits anteriorment en la part de Materials.

2.6.1. Morfometria del pancrees. Determinacié massa cel-lula B.

La immunohistoquimica dels pancrees es realitza mitjancant la técnica d'immuno-peroxidasa
indirecta. L'anticos primari és un anticos policlonal contra insulina porcina produit en conill
porqui, a una dil-lucié 1:100 en PBS. La incubacié de la mostra amb I'anticos primari es du a
terme a 30 minuts a temperatura ambient i es finalitza amb tres rentats amb PBS. L'anticos
secundari és un anticos policlonal contra IgG de conill porqui produit en conill, el qual porta
conjugat I'enzim peroxidasa, a una dil-lucié 1:100 en PBS. Després de la incubacié ( 30
minuts a temperatura ambient) es renta 3 vegades amb PBS i s’hi afegeix el cromogen
(DAB). Finalment, es contrasta amb hematoxilina, deixant assecar les mostres a 37°C durant

unes hores.

Mitjancant la immunodeteccié de la insulina es delimita I'area de la cél-lula B del pancrees. El
percentatge de céel-lula B del pancrees es calcula dividint el sumatori de les arees que
presentaven positivitat per la insulina en una seccié de pancrees per |'area total de la seccio i
multiplicant aquesta relacié per 100. La massa de cel-lula B es calcula multiplicant el pes del

pancrees pel percentatge de I'area de cél-lula B.

Per aquestes analisis morfometriques les immunohistoquimiques d'insulina es realitzen en 3
portaobjectes amb 3 seccions seriades (3 pm) cadascun, separats cada un dels portaobjectes
per unes 100 um (diametre mig aproximat d'un illot de ratoli), d'aquesta manera s'eviten les
variacions degudes a les diferents zones del pancrees.

Per la mesura de les arees s'utilitza un microscopi Nikon Eclipse E800 (Nikon Corp., Tokio,
Jap0) conectat a una camera digital Soft Imaging Systems model ColorView II, monitor a

color i a un sistema informatic d'analisis d'imatges (analySIS3.0, Softimaging System Corp.,
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Lakewood, Co). L'area de la seccid es determina a x10 augments i l'area dels illots es
determina a x100 augments. El sistema es calibra per obtenir els resultats en milimetres i

micrometres, respectivament.

2.6.2. Detecci6 d'apoptosi en la cél-lula B.

Per I'analisi de I'apoptosis es realitzen tres analisis immunohistoquimiques diferents: anti-Fas,
anti-Bad i TUNEL. En tots tres casos els pancrees es fixen mitjancant una solucié tamponada
de formol al 10% durant 24 hores a 4°C. A continuacié s'inclouen en parafina i se n‘obtenen
seccions (3 pm) amb l'ajud d'un microtom, les quals posteriorment es desparafinen i
processen.

Per realitzar les analisis immunohistoquimiques anti-Fas i anti-Bad les mostres es
desparafinen i es renten en PBS 1x. Per tal de desemmascarar els antigens es fa un
tractament a les mostres, previ a la immunohistoquimica; Les mostres es posen en tampd
citrat trisodic 0,01 M en ebullicié, es tanquen les mostres en el forn i es fa bullir una segona
vegada. Quan arriba a ebullicid per segon cop s'apaga el forn i es deixa dins durant 4
minuts. Passat aquest temps es deixen les mostres dins del tampd citrat trisodic a
temperatura ambient durant uns 20-30 minuts. Es tornen a rentar amb PBS 1x i s'incuben
amb els anticossos corresponents durant tota la nit a 4°C: anticos contra Fas (1:30) o
anticos contra Bad (1:500). A continuacid s'incuben amb els corresponents anticossos

secundaris contra IgG de conill o de cabra biotinilats i amb el complexe ABC.

Per realitzar la immunohistoquimica de TUNEL, les mostres es desparafinen. Seguidament es
tracten amb Proteinasa K (10 pg/ml) amb Tris/HCl, pH 7.6, uns 10 min a 37°C i es
permeabilitzen les mostres amb Triton X (0.1%) amb PBS durant 2 min. Finalment, es
realitza una doble tincié per detectar apoptosis en les cel-lules B, utilitzant un marcatge
terminal amb dideoxinucledtids dUTP mitjancada per dideoxinulceotiltransferasa (TdT), kit de
deteccidé de mort cel-lular In situ (Roche), i anticossos de conill contra glucagd (1:2000), de
conill contra somatostatina (1:750) i de conill contra polipeptid pancreatic (1:2000). Com a
anticos secundari pel coctail s'utiliza un anticos de cabra contra conill marcat amb biotina
(1:200) i streptavidina marcat amb TEXAS RED (1:100). A més es contrasten les mostres

amb Hoechst (33258) per descartar falsos positius i assegurar que soén nuclis i no eritrocits.
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2.6.3. Analisi del grau d'insulitis.

Per determinar el grau d'infiltracié dels illots les seccions del pancrees s'incuben amb un
anticos anti-insulina (1:100) i es contrasten amb hematoxilina. Per aquestes analisis
morfomeétriques les immunohistoquimiques d'insulina es realitzen en 3 portaobjectes amb 3
seccions seriades (3 ym) cadascuin, separats cada un dels portaobjectes per unes 100 pm
(diametre mig aproximat d’un illot de ratoli), d’aquesta manera s'eviten les variacions
degudes a les diferents zones del pancrees. Posteriorment es conten el nimero d'illots totals
a cada seccid i el numero d'illots infiltrats, seguint el seglient criteri: periinsulitis quan hi ha
una infiltracié <25%, insulitis amb una infiltracié >25% i <50% i insulitis severa quan
presenten un grau >50%. Les dades s'expressen com el percentatge del grau d'infiltracié pel
total d'illots.

2.7. CALCULS ESTADISTICS.

Els resultats s’expressen com a mitja + error estandard de la mitja. La comparacié de
resultats es realitza mitjancant la t de Student de dades no aparellades. Les diferencies es

consideren estadisticament significatives amb *p<0.05 i **p<0.01.
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