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RESUM

La diabetis de tipus 1 (T1D) és una malaltia autoimmune en queé les cel-lules beta del pancrees
productores d'insulina son atacades pel sistema immunitari propi, la qual cosa provoca la
deficiencia de la produccié d'insulina (insulinopenia) i I'aparicio de la malaltia. En aquest treball
de recerca es déna a coneixer una de les dianes moleculars de les céllules beta responsable de
la seva mort a causa de I'atac limfocitic. L'expressié de la CDK11 sofreix una reducci6 en les
cél-lules endocrines dels illots pancreatics durant I'atac autoimmune en el model muri NOD (non
obese diabetic) de T1D. El gen que codifica per a la CDK11 té 2 productes genics en humans:
p58 i p110 (p130 en el ratoli). La CDK11r110 esta implicada en la transcripcid i splicing de I'mRNA
i s'expressa al llarg de tot el cicle cellular de manera ubiqua. La CDK11p%8 s’expressa només
durant la mitosi (fase G2/M) i esta implicada en els processos apoptotics. Davant d’aquests fets,
s’ha estudiat la relaci6 causal entre la disminucié de la CDK11 i el debut diabetic en el ratoli
NOD. Es va generar el ratoli NODCDK11HTZ, que tenia 1 al-lel de la CDK11 eliminat, i, per tant,
era hemideficient en CDK11. Els ratolins HTZ presentaven una incidéncia acumulativa de
diabetis inferior, comparada amb els ratolins WT, i aquesta millora al fenotip diabetic venia
determinada per una resistencia de les cel-lules beta pancreatiques a I'apoptosi induida per la

infiltracid limfocitaria.

El conjunt de la fisiologia de ['illot pancreatic no semblava que estigués alterat per I'nemidelecio
de la CDK11, ja que les proves d'IPGTT i IPITT, aixi com les fluctuacions de calci intracel-lular,
no es veien modificades en els ratolins HTZ. Pel que fa a les poblacions de la infiltracio
limfocitica, no es veien canvis entre els 2 genotips, tant en el nombre de cél-lules T, B,
macrofags i DC com en el seu estat d'activacid. Les proporcions de cel-lules T reguladores
tampoc no es veien modificades com a conseqiéncia de I'hemidelecié de la CDK11. No obstant
aixo, l'efecte protector davant I'apoptosi de I'hemidelecié de la CDK11 era dependent de la
infiltracio limfocitica, ja que els ratolins NOD/SCID CDK11 HTZ i WT no presentaven diferents

nivells d'apoptosi beta cel-lular entre ells.

A més a més, la diabetogenicitat dels leucocits derivats dels ganglis limfatics pancreatics de
ratolins HTZ era la mateixa en transferéncies adoptives a ratolins NOD/SCID, comparada amb la
diabetogenicitat dels leucocits derivats del ratolins WT.
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Segons aquests resultats, es pot concloure que I'hemidelecié de la CDK11 protegeix els ratolins
NOD de la diabetis autoimmune in situ i de manera independent del cicle cel-lular, i inhibeix la
mort de la cél-lula beta quan la infiltracié limfocitica ataca els illots dels ratolins NOD. Llavors la
repressio de I'expressid de la CDK11 prévia al debut diabétic de la T1D respondria a un

mecanisme protector davant I'apoptosi induida per inflamacio.



RESUMEN

La diabetes de tipo 1 (T1D) es una enfermedad autoinmune donde las células beta pancreéticas
productoras de insulina son atacadas por el sistema inmune propio, lo que provoca la deficiencia
de la produccién de insulina (insulinopenia) y la aparicion de la enfermedad. En este trabajo de
investigacion se da a conocer una de las dianas moleculares de las células beta responsable de
la muerte de estas como consecuencia del ataque linfocitico. La expresion de la CDK11 sufre
una reduccién en las células endocrinas de los islotes pancreaticos durante el ataque
autoinmune en el modelo murino NOD (non obese diabetic) de T1D. El gen que codifica para la
CDK11 tiene 2 productos génicos en humanos: p58 y p110 (p130 en el raton). La CDK11r110 esta
implicada en la transcripcion y splicing del mRNA y se expresa a lo largo de todo el ciclo celular
de manera ubicua. La CDK11p%8 se expresa solo durante la mitosis (fase G2/M) y esta implicada
en los procesos apoptdticos. Ante estos hechos, se ha estudiado la relacion causal entre la
reduccion de la CDK11 y el debut diabético en el ratdn NOD. Se gener6 el raton NODCDK11HTZ
que tenia un alelo de la CDK11 eliminado, y, por lo tanto, era hemideficiente en CDK11. Los
ratones HTZ presentaban una incidencia acumulativa de diabetes inferior comparada con los
ratones WT, y esta mejora en el fenotipo diabético venia determinada por una resistencia de las
células beta pancreaticas a la apoptosis inducida por la infiltracion linfocitaria.

El conjunto de la fisiologia del islote pancreatico no parecia que estuviera alterado por la
hemidelecion de la CDK11, ya que las pruebas de IPGTT y IPITT, asi como las fluctuaciones de
calcio intracelular, no se veian modificadas en los ratones HTZ. Ademas, no se veian cambios en
las poblaciones del infiltrado linfocitico, tanto en el nimero de células T, B, macréfagos y DC
como en su estado de activacion. Las proporciones de la células T reguladoras tampoco se
veian modificadas como consecuencia de la hemidelecion de la CDK11. No obstante, el efecto
protector frente a la apoptosis de la hemidelecion de la CDK11 dependia del infiltrado linfocitico,
ya que los ratones NOD/SCID CDK11 HTZ y WT no presentaban distintos niveles de apoptosis

beta celular entre ellos.

Por (ltimo, la diabetogenicidad de los leucocitos derivados de los ganglios linfaticos pancreaticos
de ratones HTZ era la misma en transferencias adoptivas a ratones NOD/SCID, comparada con
la diabetogenicidad de los leucocitos derivados de los ratones WT.

La CDK11 i la seva implicacié en la mort de la cél-lula beta pancreatica en el debut diabétic del ratoli NOD v



vi La CDK11 i la seva implicacio en la mort de la cél-lula beta pancreatica en el debut diabétic del ratoli NOD

Segun estos resultados, se puede concluir que la hemidelecion de la CDK11 protege a los
ratones NOD de la diabetes autoinmune in situ y de forma independiente del ciclo celular, e
inhibe la muerte de la célula beta cuando el infiltrado linfocitico ataca los islotes de los ratones
NOD. Entonces la represion de la expresion de la CDK11 previa al debut diabético de la T1D

responderia a un mecanismo protector frente a la apoptosis inducida por inflamacion.



ABSTRACT

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease in which insulin-producing beta pancreatic cells
are attacked by the body’s own immune system, leading to an insulin production deficiency
(insulinopenia) and the appearance of the disease. This thesis unveils one of the molecular
targets involved in beta cell apoptosis caused by lymphocytic attack. CDK11 expression is
reduced in the endocrine cells of the islets of Langerhans during the autoimmune attack in the
murine model NOD (Non Obese Diabetic) of T1D. CDK11 has two gene products in humans: p58
and p110 (p130 in mouse). CDK11r110 js involved in mRNA transcription and splicing and is
expressed ubiquitously throughout the cell cycle. CDK11p%8 is expressed only during mitosis
(G2/M phase) and is involved in apoptotic procedures. Faced with these events, the causal
relationship between CDK11 reduction and diabetes onset in the NOD mouse has been studied.
The NODCDK11HTZ mouse, which had one CDK11 allele deleted and was therefore CDK11
hemideficient, was produced. HTZ mice had a reduced accumulative diabetes incidence
compared with WT mice, and this improvement in the diabetic phenotype incidence was
determined by a resistance of beta pancreatic cells to apoptotic cell death induced by the
lymphocytic infiltrate.

Overall islet physiology did not seem to be altered by the hemideletion of CDK11 gene, because
IPGTT and IPITT tests, as well as intracellular calcium flux, were not modified in HTZ mice.
Moreover, the lymphocytic infiltrate populations presented the same number of T, B macrophages
and DCs in both genotypes, as well as the same activation level. Furthermore, T regulatory cell
ratios were not modified as a consequence of CDK11 hemideletion. However, the protective
effect against apoptosis by CDK11 hemideletion required the lymphocytic infiltrate, since
NOD/SCID CDK11 HTZ and WT mice did not show different beta-cell apoptotic levels.

Finally, pancreatic lymph node leucocyte diabetogenicity of HTZ mice was the same as WT mice
when they were adoptively transferred to NOD/SCID mice.

Bearing these results in mind, it can be concluded that CDK11 hemideletion protects NOD mice
from autoimmune diabetes in situ in a cell cycle-independent manner, inhibiting beta cell death
when the lymphocytic infiltrate attacks the islets of Langerhans of NOD mice. Therefore, CDK11
downregulation prior to T1D onset corresponds to a protective mechanism against inflammation
induced beta cell apoptosis.
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1 INTRODUCCIO

1.1 Sistema immunitari

El cos esta exposat a microorganismes i agents patdgens que poden causar malalties. Tot i aixo,
existeixen mecanismes de defensa que permeten aturar aquestes infeccions. El conjunt de
cellules efectores i molécules que formen aquests mecanismes de defensa es coneix com a
sistema immunitari. Quan hi ha una exposicid a un agent infecciés, primerament actua la
immunitat innata inespecifica (cél-lules fagocitiques) i, a continuacio, la immunitat adquirida
(limfocits), que va dirigida especificament a cada patogen i és més eficient. Els limfocits poden
reconeixer els diferents patogens mitjangant els receptors que tenen a la seva membrana; les

molécules que reconeixen s'anomenen antigens (Murphy, Travers et al. 2008).

L’activacio de la resposta immune adaptativa comenca amb la captacio dels patogens per part de
les cél-lules fagocitiques als teixits infectats, el processament dels antigens, la migraci6 als
organs limfoides secundaris (ganglis limfatics, melsa i teixit limfatic de la mucosa) i la presentacié
d'aquests als limfocits T. El receptor de les cél-lules T esta especialitzat a reconeixer antigens
que s’han generat a linterior cellular i que s'exposen a la superficie de les cél-lules
presentadores d'antigens (macrofags, cellules dendritiques i limfocits B). A més a més, el
receptor dels limfocits T només podra reconeixer aquests antigens quan estiguin presentats
mitjangant 1 proteina de membrana anomenada complex major d’histocompatibilitat (MHC). La
regié genomica que codifica per a I'antigen leucocitari huma (HLA), també anomenat complex
major d’histocompatibilitat, inclou 1 grup d’aproximadament 150 gens i 3,5 milions de parells de
bases de DNA que es troben al brag curt del cromosoma 6 (6p21.31) (Murphy, Travers et al.
2008).

1.2 Autoimmunitat

La resposta patologica del sistema immunitari vers antigens de les cel-lules i teixits propis d'un
individu (autoantigens) s'anomena autoimmunitat, la qual pot conduir a les malalties

autoimmunes (Murphy, Travers et al. 2008).
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Durant el desenvolupament dels limfocits als organs limfoides centrals, es produeix la
reorganitzacio a l'atzar dels exons que codifiquen per a la part variable dels receptors dels
limfocits, de manera que es generen alguns limfocits amb receptors amb alta afinitat per
autoantigens. Aquest limfocits son eliminats del repertori, la qual cosa dona lloc a un estat de
tolerancia en que el sistema immunitari no ataca els teixits propis. L'autoimmunitat obeeix a una

fallada en els mecanismes de la tolerancia (Murphy, Travers et al. 2008).

1.2.1 Inducci6 de la tolerancia

Per tal de desenvolupar tolerancia vers el propi, el sistema immunitari ha de ser capa¢ de
detectar els limfocits autoreactius durant la seva ontogenia. Tot i els diferents mecanismes per
identificar i eliminar els limfocits autoreactius, alguns escapen d'aquests sistemes de control i
migren a la periféria, on poden provocar malalties autoimmunes un cop activats. Les respostes
autoimmunes s'assemblen a les respostes normals del sistema immunitari, pero son
especificament activades per autoantigens, i donen lloc a anticossos autoreactius anomenats

autoanticossos (Murphy, Travers et al. 2008).

Layers of self-tolerance

Type of tolerance Mechanism Site of action

Deletion Thymus

Central tolerance Editing Bone marrow

Physical barrier to
Antigen segregation self-antigen access
to lymphoid system

Peripheral organs
(e.g. thyroid, pancreas)

Cellular inactivation by
Peripheral anergy weak signaling without Secondary lymphoid tissue
co-stimulus

Suppression by cytokines, ||| Secondary lymphoid tissue

Regulatory cells intercellular signals and sites of inflammation

Differentiation to Ty2 cells,
Cytokine deviation limiting inflammatory
cytokine secretion

Secondary lymphoid tissue
and sites of inflammation

Secondary lymphoid tissue

Clonal deletion Apoptosis post-activation and:sdtes of inflaninsetion

Figure 14-2 Immunobiology, 7ed. (® Garland Science 2008)

Figura 1-1: La tolerancia vers el propi depén del conjunt d’accions d’una varietat de mecanismes
que operen en diferents llocs i estadis del desenvolupament (Murphy, Travers et al. 2008).



Hi ha diferents tipus i nivells de tolerancia vers el propi (Figura 1-1). La tolerancia central és la
tolerancia induida al timus (en el cas dels limfocits T) i a la medul-la ossia (limfocits B), quan un
limfocit immadur reconeix un antigen, que déna un senyal negatiu que causa la mort o inactivacio
del limfocit. La tolerancia periferica s'indueix al limfocit madur, quan aquest ja ha migrat dels
organs limfoides centrals. La tolerancia periférica es produeix gquan s'uneix I'antigen al seu
receptor en abséncia de senyals coestimuladors, usualment proveits pel sistema immunitari innat
(anergia); en abséncia de contacte amb antigens (ignorancia); per apoptosi cellular (delecio
clonal), o mitjancant cel-lules T reguladores, que inhibeixen la proliferacio i les funcions efectores
de les cél-lules T autoreactives. La funcid principal de les cél-lules T CD4+/CD25* reguladores
(Treg), el desenvolupament i la funcié de les quals estan dictats pel factor de transcripcié FoxP3,
és regular la resposta inflamatoria. Suprimeixen i regulen diverses respostes immunes a
microbis, tumors, al-lergens i trasplantaments. Els defectes en el nombre i I'activitat de les Treg
estan relacionats amb la desregulacio de I'equilibri entre les cél-lules reguladores i les cél-lules
efectores, que indueix el desenvolupament de la T1D (Sakaguchi, Setoguchi et al. 2006, Thomas
2010).

1.2.2 Malalties autoimmunes i mecanismes patologics

S'ha vist que certs agents infecciosos tenen epitops semblants a antigens propis, la qual cosa
condueix a una sensibilitzacid del sistema immunitari de l'infectat vers aquests antigens. No
obstant aixo, també hi ha evidencies que diversos desordres autoimmunes son causats per una
desregulacio interna del sistema immunitari sense cap participacié aparent d'agents infecciosos
(Murphy, Travers et al. 2008).

En general, les malalties autoimmunes es caracteritzen per una fase d'activaci inicial en la qual
només hi ha involucrats uns quants autoantigens, pero la presencia constant d’aquests déna una
inflamacié cronica, que fa alliberar més autoantigens i atrau cél-lules efectores no especifiques,
com ara macrofags o neutrofils, al focus d'infeccio, la qual cosa déna lloc a un procés destructiu

continuat (Steinman 1996, Murphy, Travers et al. 2008).
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1.2.3 Labase genética i ambiental de I'autoimmunitat

L'autoimmunitat és el resultat de multiples factors, tant genétics com ambientals, i el seu pes
especific relatiu és variable en funcié de la malaltia (Figura 1-2). Els factors ambientals (la
temperatura, les infeccions, la dieta, etc.) o genétics (complex major d’histocompatibilitat) més
importants estan explicats detalladament més endavant. Els factors genetics i ambientals
combinats poden escapar dels mecanismes de tolerancia i donar com a resultat malalties

autoimmunes (Murphy, Travers et al. 2008, Temajo and Howard 2014).

Infection and
Genetic factors environmental
exposure
U ~ )
n

\vl

Immune regulation

a £

AV

Autoimmunity

Figura 1-2: Requeriments per al desenvolupament de
les malalties autoimmunes (Murphy, Travers et al. 2008).

1.3 Diabetis de tipus 1 (T1D) o autoimmune

La T1D és una malaltia multifactorial caracteritzada per la destrucci6 autoimmune de les cél-lules
pancreatiques secretores d'insulina, les cel-lules beta, la qual cosa requereix I'administracio
diaria d'insulina subcutania per mantenir la normoglucémia. La T1D pot desenvolupar-se a
qualsevol edat. No obstant aixo, existeixen 2 edats amb un pic d'aparicié maxim: cap als 5-7
anys i els 11-14 anys (Redondo and Gomez-Peralta 2006, Harjutsalo, Sjoberg et al. 2008).

Les cél-lules beta es troben en agrupacions cel-lulars anomenades illots de Langerhans o illots
pancreatics, que constitueixen el pancrees endocri, format per altres tipus cellulars, a més a

més de les cél-lules beta: alfa, delta, épsilon i PP.



La T1D representa el 5-10% de tots els casos de diabetis mellitus (Figura 1-3) i afecta 1/300
nens al mon (Redondo and Gomez-Peralta 2006). Contrariament a la majoria de malalties
autoimmunes, la T1D afecta lleugerament més el sexe masculi que el sexe femeni (Ostman,
Lonnberg et al. 2008). La incidéncia de la T1D esta subjecta a amplies variacions geografiques:
Finlandia presenta la més alta, amb més de 40 casos anuals per cada 100.000 habitants, a
continuacio la segueix Sardenya, amb uns 30 casos anuals per cada 100.000 habitants. Xina i
Ameérica del Sud presenten les incidencies més baixes. A Espanya la incidéncia és intermedia,
amb uns 12-20 casos anuals per cada 100.000 habitants segons les regions (Karvonen,
Tuomilehto et al. 1993, Redondo and Gomez-Peralta 2006).

<=2 cases
>2 - 5 cases
>5 - 9 cases
>9 - 14 cases

>14 - 24 cases
more than 24 cases

<

No Data

© Copyright [DF 2013

Figura 1-3: Incidéncia mundial de la T1D en joves de 0 a 14 anys. La incidéncia es dona per cada
100.000 habitants per any (Federation 2013).

1.3.1 Manifestacions cliniques i diagnostic

El diagnostic de la diabetis inclou qualsevol nivell de glucosa en sang igual o superior a 11,1 mM
(200 mg/dL) amb simptomes d'hiperglucemia (American Diabetes 2012). Els simptomes
d’hiperglucémia son reconeguts més faciiment en nens que en adults. Les manifestacions
principals sén: polidria (excrecié de grans volums d'orina), polidipsia (set excessiva), polifagia,
caquexia progressiva, glucosuria, hiperglucémia, visi6 borrosa, fatiga, rampes i candidiasi.
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L'orina conté altes concentracions de glucosa que provoquen un efecte osmotic i redueixen
I'absorci6 d'aigua als ronyons, la qual cosa causa politria i polidipsia. La manca de captacio de
glucosa pels teixits periférics deguda a la deficiencia d'insulina dona lloc a un estat de debilitat,
fatiga, pérdua de pes i increment d'apetit (polifagia). Els pacients amb hiperglucemia sén més
susceptibles a les infeccions, particularment vaginals i del tracte urinari (Massoud and MAssoud
2012).

La retinopatia és una de les mdltiples complicacions de la diabetis (Figura 1-4). La diabetis és
deguda a alts nivells de glucosa en sang, que a la vegada poden danyar els vasos sanguinis de
petit calibre, com ara el de la retina (Bakker, Tushuizen et al. 2013). Les 2 complicacions més
perilloses de la diabetis son: la hiperglucémia i la cetoacidosi (increment de I'aciditat de la sang).
La insuficiencia d'insulina déna lloc a una severa hiperglucémia i a un increment de la lipolisi que
deriva en la formaci6 de cossos cetonics, i augmenta el contingut acid de la sang. La combinacio
de la hiperglucémia i I'acidosi s'anomena cetoacidosi diabetica i dona lloc a una hiperventilacio i
fallada de la funcid del sistema nervis central, que culmina en coma i mort (Massoud and
MAssoud 2012).

Reduce or skip
insulin doses

Poor metabolic control

T~ Acute
Chronic complications
complications / \
l Hyperglucemia  Lipid catabolis
Microvlfilscular Dehydratation X Increase leve;s\‘
anomalies
Electrolyte Keto cids Body weight loss
imbalance
Diabetic retinopaty
Ketoacidosis

Figura 1-4: Conseqiencies de la mala utilitzacié de la insulina en pacients diabétics de tipus 1 (Garcia-Mayor
and Larrafiaga 2011).



1.3.2 Factors genetics

Més del 85% de les persones afectades per T1D no presenten una historia familiar d’'aquesta
malaltia. No obstant aix0, hi ha una clara predisposicié genética. Aproximadament, hi ha un risc
del 50% en bessons monozigotics i del 10% per als dizigotics o germans dels pacients (Kyvik,
Green et al. 1995, Redondo and Gomez-Peralta 2006).

Hi ha diverses regions del genoma relacionades amb el risc a patir T1D. Aquestes regions, que
poden contenir diferents gens, s'anomenen IDDM (locus de susceptibilitat a la T1D). El locus
IDDM1 és el més ben estudiat i conté els gens de I'HLA (Figura 1-5). Aproximadament un 50%
de I'agregacio familiar de la T1D esta associada a la regié HLA, al-lels DR i DQ (Nerup, Platz et
al. 1974, Erlich, Zeidler et al. 1993, Noble, Valdes et al. 1996). Els haplotips amb un risc més
elevat s6n DQA1*0301-DQB1*0302 (conegut com a DQ8) amb els al-lels DRB1*0401, *0402 o
*0405, i el DRB1*0301-DQA1*0501-DQB1*0201 (DQ2) (Ziegler, Alper et al. 1991, Pugliese,
Gianani et al. 1995, Kimpimaki and Knip 2001). Es interessant esmentar que la fregiiéncia dels
haplotips d'alt risc és més baixa en els pacients afroamericans comparada amb els caucasics
(Lipton, Drum et al. 2011).

CHROMOSOME 6

CLASS | CLASS I CLASS i

mAsBs(m

[ DRA1 M DRB9 M DRB3 Ml DRB1 NSNS DQA1 M DQB1 M DQA2 M DQB2 MNNNN DMA ™ DOB M DPA{1 M DPB1 M DPA2 M DPB2

DR SUBREGION DQ SUBREGION DP SUBREGION

Figura 1-5: Regié HLA en el cromosoma 6p21.3 (Zemunik and Boraska 2011).
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La hipotesi més contrastada és que les molécules de I'HLA contribueixen al risc de desenvolupar
diabetis mitjancant els peptids que uneixen i presenten (Lee, Wucherpfennig et al. 2001). La
preséncia d'un acid aspartic a la posicid 57 de la cadena beta de la molécula DQ és una
caracteristica comuna del tipus HLA associat a proteccié davant de la malaltia. Els haplotips d'alt
risc no tenen un acid aspartic a la posicié 57 de la cadena beta de la molécula DQ, sin6 un
aminoacid neutre. De la mateixa manera, la preséncia d’'una arginina a la posici6 52 de la cadena
alfa de la molecula DQ sembla que és un determinant de susceptibilitat per a la T1D (Khalil,
d'Auriol et al. 1990, Nepom and Kwok 1998).

El locus IDDM2 esta relacionat amb el gen de la insulina, cromosoma 11p15, i inclou un nombre
variable de repeticions en tandem (VNTR) (Bell, Horita et al. 1984). Hi ha 3 tipus principals de
VNTR de la insulina, definits per la seva mida: classe | (26-63 repeticions), classe I
(aproximadament 80 repeticions) i classe Ill (140-200 repeticions). Els individus amb un nombre
menor de repeticions, associats amb menys expressio d'insulina, tenen un risc més alt de T1D,
mentre que individus amb un major nombre de repeticions expressarien concentracions altes
d'insulina al timus afavorint la destruccié (seleccié negativa) de les cél-lules T autoreactives
(Pugliese, Zeller et al. 1997, Vafiadis, Bennett et al. 1997, Redondo and Gomez-Peralta 2006).

A més a més de la regi6 MHC, s'han definit fins a quasi 20 locus associats a la T1D que no
pertanyen a la regid6 MHC, pero molts d’ells no s’han pogut confirmar fora de la poblacié en que

van ser descrits (Redondo and Gémez-Peralta 2006).

1.3.3 Factors ambientals

Hi ha evidéncies que donen suport als factors externs en la patogénesi de la T1D. Per exemple,
la incidencia de la T1D s’ha incrementat en grups poblacionals que s’han mogut d’una regié amb
baixa incidéncia a una regié amb alta incidencia, la qual cosa emfatitza la influencia de les

condicions ambientals (Akerblom and Knip 1998).

» Virus. Sembla que hi hagi una variacié en I'aparicié de la diabetis segons I'época de l'any,
amb un pic dincidéncia a la tardor. Les malalties que tenen incidencies estacionals

habitualment sén causades per virus. Els virus estan implicats en la patogenesi de la T1D, ja



que destrueixen les cellules beta productores d'insulina per infeccid citolitica i
desencadenen l'autoimmunitat de les cél-lules beta (Gamble and Taylor 1969, Yoon 1991).
També s’ha demostrat que certs virus comparteixen antigens amb els illots pancreatics, la
qual cosa condueix a un fenomen de mimetisme molecular (Hiemstra, Schloot et al. 2001,
Coppieters, Wiberg et al. 2012). Les infeccions virals sén el factor ambiental més important.
Els virus que s’han demostrat que estan implicats en la T1D son els rotavirus, els
adenovirus, el virus de la rubéola, els retrovirus, els reovirus, els citomegalovirus, els virus
d’Epstein-Barr i els virus de les galteres. Els virus amb risc més alt de produir T1D son els
enterovirus. Dins d’aquest grup, el coxsackievirus i els echovirus sén molt citolitics i poden
causar la citolisi de la cel-lula beta i activar la resposta immune innata i adaptativa (Yoon
1991, Akerblom and Knip 1998, Roivainen and Klingel 2010).

Components dietétics. S’ha especulat sobre I'existencia d'una associacidé entre la dieta
materna durant 'embaras (com ara el consum d'oli vegetal i vitamina D, també el blat, la llet
de vaca i 'omega-3) i la T1D. La introduccio de la llet de vaca i la carn abans dels 6 mesos
augmenta el risc de patir T1D. Contrariament, I'oli vegetal i els omega-3 tenen efectes
favorables (Akerblom, Vaarala et al. 2002, Norris 2010).

Clima i canvis estacionals. Els estudis relacionats amb [l'aparicid de la T1D segons
I'estacionalitat son controvertits. No obstant aixo, hi ha un increment de la incidencia de la
T1D a I'época tardor-hivern (Moltchanova, Schreier et al. 2009, Jarosz-Chobot, Polanska et
al. 2011). L'efecte dels canvis estacionals sobre la T1D és degut a canvis en l'activitat del
sistema immunitari. A I'hivern, la reduccié de I'exposicio a la radiacié ultraviolada déna una
reduccié dels nivells de vitamina D; per tant, disminueix I'efecte regulador de la vitamina D
sobre els limfocits Th1. A més a més, durant els mesos d’hivern hi ha una major estimulacio
del sistema immunitari a causa de les infeccions virals. D'aquesta manera, el nord d’Europa
té els nivells d'incidencia de T1D més elevats, fet que concorda amb la disminucié de la llum
del dia i les hores de sol (Knip, Veijola et al. 2005, Frese and Sandholzer 2013).

Obesitat. Existeix una relacid directa entre I'obesitat i I'aparicié d’autoanticossos contra
l'autoantigen antitirosina fosfatasa (IA-2), fet que representa un risc addicional en el
desenvolupament de la malaltia (Bruining 2000).

Toxines. Els nitrats i nitrits son additius alimentaris que serveixen per preservar els aliments i
que es transformen en nitrosamines a l'intesti. La nitrosamina és una toxina associada amb

un increment del risc de la T1D (Dahlquist, Blom et al. 1990, Akerblom, Vaarala et al. 2002).
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» Factors perinatals. Els factors perinatals, com ara mares d'edat avancada, parts amb
cesaria, pes alt del nadd o gestacions curtes, marquen una tendéencia a augmentar el risc de
desenvolupar T1D. No obstant aix0, les associacions entre els factors perinatals i el
desenvolupament de la T1D son febles i inconsistents i és dificil concloure’n una influéncia
directa (Stene and Gale 2013).

» Macro i microbiota intestinal (Saunders, Raine et al. 2007, Wen, Ley et al. 2008).

1.3.4 EstadisdelaT1D

Els autoanticossos contra els illots pancreatics son conseqliéncia de la destruccié autoimmune
dels illots, i apareixen molts anys abans de desenvolupar la malaltia (Redondo and Gémez-
Peralta 2006). Els 3 autoantigens principals contra els quals van dirigits els autoanticossos son:
insulina, GAD65 i antitirosina fosfatasa (I1A-2). Fins a un 90% dels pacients de recent diagnostic
presenten 1 0 més d'aquests 3 antigens (Verge, Gianani et al. 1996, Bingley, Williams et al.
1999, Notkins and Lernmark 2001). No obstant aix0, els autoanticossos contra els illots
pancreatics no son sempre detectats en tots els pacients de T1D (Pietropaolo, Becker et al.
2002).

Tot i que no és clar com té lloc la perdua de massa beta cel-lular, la hipotesi més acceptada és
que es destrueix de manera cronica i progressiva (Bleich, Jackson et al. 1990). El marcador
patologic classic de la T1D és la invasid limfocitaria dels illots pancreatics, anomenada insulitis.
Nomeés els illots que contenen cél-lules beta productores d'insulina presenten invasio limfocitaria
(Itoh, Hanafusa et al. 1993, Foulis 1996).
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Figura 1-6: Historia natural de la T1D (Aribi 2011).

El procés que condueix a la destruccio de les cél-lules productores d'insulina (Figura 1-6) es pot

classificar en una serie d’etapes:

1) Predisposicid genetica. Diferents factors genetics influencien en la susceptibilitat a
desenvolupar la T1D; no obstant aixo, la preséncia d'un factor d'alt risc no dictamina el
desenvolupament de la malaltia (Erlich, Zeidler et al. 1993).

2) Desencadenament de 'autoimmunitat. Les infeccions viriques, les vacunes i la dieta semblen
ser els desencadenants principals de la malaltia en individus geneticament susceptibles
(Brink 2004).

3) Manifestacio. Els primers marcadors de I'autoimmunitat contra l'illot sén els autoanticossos.
Els primers autoanticossos solen recongixer la insulina, encara que l'autoanticos GAD65
també és rellevant (Ziegler, Hummel et al. 1999, Colman, Steele et al. 2000).

4) Defectes metabolics. La massa beta cellular pateix una reduccio progressiva (Beer, Heaton
etal. 1990, Bingley, Colman et al. 1992).
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5) Defectes en el test de tolerancia a la glucosa / prediabetis. Els pacients solen ser
asimptomatics, encara que progressen rapidament a un estat clinic evident, amb un test de
tolerancia a la glucosa anormal (Brink 2004).

6) Manifestacio clinica de la diabetis. Es dona la destruccié de la major part de la massa beta
cel-lular, que condueix a la reduccié dramatica de la produccio d'insulina. S'estipula que la
hiperglucémia apareix quan resta menys del 20% de la massa beta (Brink 2004).

1.3.5 Mecanismes involucrats en la destruccio de les cél-lules beta

La iniciacio i progressid de la destrucci6 de la massa beta cel-lular continua sent poc clara, tot i

els nombrosos estudis de la T1D (Figura 1-7). Els models animals, com ara la rata biobreeding
(BB) o el ratoli non-obese diabetic (NOD), han ajudat a elucidar els mecanismes involucrats en
I'etiopatogenia de la malaltia. En aquests animals, els macrofags i les cél-lules dendritiques (DC)
son els primers tipus cellulars del sistema immunitari que infiltren lillot pancreatic. Quan els
antigens propis son capturats, es produeix una activacio de les cél-lules dendritiques i dels
macrofags i aquests migren als ganglis limfatics regionals. Alli activarien limfocits T autoreactius
que proliferarien i migrarien al pancrees. Les cél-lules T CD4* secreten IFN-y, el qual activa
altres macrofags inactius, que alliberen citocines, com ara IL-13, TNF-a, i radicals lliures, que
son toxics per a la cél-lula beta. Durant aquest procés, s'indueix la migracio de les cél-lules T
CD8* periferiques als illots inflamats mitjancant I'alliberament de diferents citocines. Les cel-lules
T CD8* alliberen perforina i granzima, i sén una font important de FasL. A més a més, el nostre
grup ha demostrat que els limfocits diabetogénics T CD4* contribueixen significativament a la
destruccié de la cél-lula beta, i requereixen I'expressié de Fas a aquestes cél-lules (Yoon and
Jun 2005, Wen, Green et al. 2011).
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Mentre que la IL-12 polaritza les cel-lules T cap a Thl, les quals secreten IFNy, TNFa, IL-2, IL-
1B, etc.; la IL-4 polaritza les cél-lules Th2, les quals secreten IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, etc. (Lafaille
1998, Crane and Forrester 2005). Hi ha diferents factors, com ara I'estrés fisic, psicologic i
quimic, que poden produir una desregulacié de I'equilibri en les proporcions dels subtipus Thl
CD4* i Th2 CD4* (Rabinovitch 1994, Thorvaldson, Johansson et al. 2005). La T1D requereix les
cél-lules Thl (Kida, Kaino et al. 1999, Sharif, Arreaza et al. 2002, Yoon and Jun 2005), mentre
que les cel-lules Th2 estan associades amb la protecci6 de les cél-lules beta (Cameron, Arreaza
etal. 1997, Ko, Lee et al. 2001, Suarez-Pinzon and Rabinovitch 2001).

Es creu que la resposta immune cel-lular, i no la humoral, és la responsable de la mort beta
cellular. El limfocits T son els majors efectors de la resposta autoimmune dirigida contra les
cél-lules beta. Tant els limfocits T CD4* com els CD8* s6n necessaris per al desenvolupament de
la malaltia, ja que indueixen la mort directa i indirecta de les céllules beta, majoritariament per
apoptosi, pero la necrosi també hi pot participar (Graser, DiLorenzo et al. 2000, Di Lorenzo,
Peakman et al. 2007). Tot i que els limfocits T son els efectors més importants, les cél-lules
presentadores d’antigens (APC) son necessaries per a la iniciacio i el posterior desenvolupament
de la malaltia. Els limfocits B contribueixen a la T1D mitjancant la seva funcié presentadora

d’antigen (Silveira, Serreze et al. 2007).
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1.3.6 Models de la diabetis autoimmune

1.3.6.1 Ratoli NOD (non-obese diabetic)

El model de ratoli de diabetis autoimmune espontania es va descobrir a finals de 1970 per
Makino et al. (Makino, Kunimoto et al. 1980). Els ratolins NOD comencen a desenvolupar
periinsulitis pancreatica quan arriben a les 4 o 5 setmanes d'edat, i I'inici de la diabetis apareix de
les 12 a les 14 setmanes (Figura 1-8). Generalment, la incidéncia de T1D és més alta i es
desenvolupa més rapidament en les femelles que en els mascles. No obstant aix0, quan es crien
en un ambient lliure de patogens, gairebé el 100% dels animals desenvolupa la malaltia (Pozzilli,
Signore et al. 1993, Serreze and Leiter 2001). S’ha comprovat que la castracié en mascles
accelera la malaltia, i en femelles, la retarda, conduint a I'especulacié que els androgens
exerceixen un efecte protector (Makino, Kunimoto et al. 1981, Verheul, Verveld et al. 1995,
Toyoda, Takei et al. 1996).

Nonobese Diabetic (NOD) mice
Susceptibility MHC genotype
Multiple non-MHC-linked susceptibility genes

Y

Defective thymic selection l
Development of autoreactive T-cells
Islet antigen release l

Activation of islet antigen-specific
T-cells in pancreatic lymph nodes

'

Lymphocyte infiltration of pancreatic islets
Immune dysregulation l

Antigen-dependent expansion of
pathogenic autoreactive T-cells

!

p-cell destruction and diabetes

Figura 1-8: Model animal NOD (Yang and
Santamaria 2006).

Com en humans, en ratolins s’han trobat locus associats a la susceptibilitat a desenvolupar T1D
anomenats Idd. S’han trobat fins a 27 locus i 15 cromosomes diferents associats amb la diabetis



0 insulitis. El ratoli NOD té un haplotip unic de 'MHC, anomenat H-297, que és essencial i és el
contribuidor genetic més gran en la susceptibilitat de la malaltia (Wicker, Todd et al. 1995).

La tolerancia intratimica i periférica és defectuosa en els ratolins NOD (Markees, Serreze et al.
1999, Kishimoto and Sprent 2001). La iniciacio i la progressio de la destruccié autoimmune de la
cel-lula beta requereixen cél-lules T CD4 i CD8. A més a més, en el debut diabétic, els ratolins
NOD contenen una poblacio periferica de limfocits T CD4 que poden causar la malaltia de
manera independent per transferencia adoptiva a recipients NOD/SCID (Christianson, Shultz et
al. 1993, Peterson, Pike et al. 1994, Wong, Visintin et al. 1996, Wong and Janeway 1997,
DiLorenzo, Graser et al. 1998, Wong, Visintin et al. 1998, Graser, DiLorenzo et al. 2000).

El ratoli NOD també té defectes en mdltiples subgrups de leucocits, els quals inclouen una
maduracio i funcié defectiva en els macrofags (Serreze, Gaedeke et al. 1993), nivells baixos i
defectes en les cellules NK (Kataoka, Satoh et al. 1983, Wang, Geng et al. 2001, Ogasawara,
Hamerman et al. 2003), deficiencies en les poblacions T reguladores CD4*CD25*FoxP3*
(Salomon, Lenschow et al. 2000), I'abséncia de I'activitat de les molécules del complement C5a i
de I'activitat hemolitica (Baxter and Cooke 1993) i limfopénia (King, llic et al. 2004).

1.3.6.2 Ratoli NOD/SCID

Bosma et al. van descriure els ratolins amb immunodeficiencia severa combinada (SCID). Els
ratolins homozigots per a la mutacio SCID son deficients en limfocits T i B funcionals, de manera
que no desenvolupen T1D (Bosma, Custer et al. 1983). No obstant aix0, les cel-lules NK i les

cel-lules mieloides no es veuen afectades (Dorshkind, Pollack et al. 1985).

1.3.6.3 Linia cel-lular NIT-1

La disponibilitat de teixit endocri pancreatic és limitada, i per tant, I'is de cel-lules beta primaries
esta condicionat a aquesta disponibilitat. D'altra banda, I'avantatge més gran d'utilitzar el cultiu
cel-lular és la consistencia i reproductibilitat dels resultats que se’n poden obtenir. No obstant
aixo, també hi ha desavantatges que s’han de tenir en compte: les linies cel-lulars son cél-lules
immortalitzades, i algunes, tumorals, i poden tenir un contingut cromosomic anormal, mutacions

geneétiques, expressié anormal de proteines i metabolisme modificat (Skelin, Rupnik et al. 2010).
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El 1991, Hamaguchi et al. van generar una linia cel-lular d'insulinoma, NIT-1, que té
caracteristiques similars a la cél lula beta pancreatica, com ara secreci6 d'insulina estimulada per
glucosa, i caracteristiques estructurals diferenciades de cél-lules beta de ratoli. Les cél-lules NIT-
1 deriven del ratoli transgénic NOD/Lt, que expressa l'antigen T gran del SV40 en les cél-lules
beta pancreatiques. Aquesta linia cellular ha estat utilitzada en molts dels estudis in vitro
relacionats amb T1D (Hamaguchi, Gaskins et al. 1991).

1.4 Fisiologia de la cel-lula beta

El pancrees és una glandula exocrina, porcié formada pel teixit acinar responsable de secretar
enzims digestius al suc pancreatic, i endocrina. La porcid endocrina comprén els illots
pancreatics, formats per les cel-lules beta, alfa, delta, PP i épsilon; encarregades de la secrecio
d'insulina, glucagd, somatostatina, polipeptid pancreatic i grelina, respectivament. El pancrees
endocri representa de I'l al 5% de la massa total pancreatica. Les cél-lules beta representen
aproximadament el 70-80% de la massa total dels illots i la seva funcié principal és la produccid,
I'emmagatzematge i la secrecio regulada d'insulina. Quan la cél-lula beta es veu estimulada per
un augment de glucosa en sang, es comenga a secretar insulina rapidament. Aquest increment
en la secrecid d'insulina es veu compensat per un increment en la seva biosintesi, mantenint les
reserves d'insulina de la cél-lula beta constants (Rhodes 2004, Lazo de la Vega-Monroy and
Fernandez-Mejia 2011).

1.4.1 Lasecrecio d’insulina estimulada per glucosa

La insulina esta emmagatzemada en granuls que poden estar ancorats a la membrana
plasmatica o lliures al citosol de la cél-lula beta. Els dltims sén els granuls de reserva. Quan
arriben a la membrana després de la translocacié des de la reserva, s'uneixen i es preparen per
estar a punt per alliberar-se. La preparacio consisteix en una acidificacio de l'interior dels granuls
que facilita I'exocitosi. Per tant, els granuls ancorats poden ser preparats 0 no preparats. A més a
més, els granuls preparats es poden subdividir en un grup que es pot definir com a llestos per
alliberar i en un altre grup més petit definits com a immediatament alliberables. Quan hi ha una
estimulacié continuada de l'alliberament d'insulina, els granuls es traslladen a la membrana

plasmatica, s'ancoren, i es prepararen per a l'alliberament i I'exocitosi (Figura 1-9) (Proks,



Eliasson et al. 1996, Barg, Huang et al. 2001, Barg, Eliasson et al. 2002, Bratanova-Tochkova,
Cheng et al. 2002, Olofsson, Gopel et al. 2002).
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Figura 1-9: Reserves granulars de la cél-lula beta (Straub and
Sharp 2004).

El canal de potassi sensible a ATP (canal KATP) és sensible a glucosa (Ashcroft, Harrison et al.
1984). Quan la cél-lula beta esta exposada a glucosa, aquesta entra al citosol i augmenta la
produccio d’ATP, el canal es tanca i es despolaritza la cél-lula. La despolaritzaci6 obre els canals
de calci dependents de voltatge, la qual cosa déna lloc a un increment de la concentracié de calci
intracel‘lular i I'estimulaci de la secrecié d'insulina (Figura 1-10) (Wollheim and Sharp 1981,
Ashcroft, Harrison et al. 1984, Hoenig and Sharp 1986). Per tant, el canal KATP és I'enllag entre
el metabolisme de la glucosa i I'estimulaci6 de la secrecié d'insulina. Aquesta ruta de
senyalitzacio es coneix com a via d'activacio o via dependent dels canals de KATP. Existeix una
segona ruta de senyalitzacié de la glucosa que augmenta la resposta secretora quan no hi ha un
increment del calci intracel-lular. Aquesta ruta s'anomena via d’amplificacié independent del
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canal KATP. Les 2 vies, la dependent i la independent, actuen en conjunt, complementant-se
(Best, Yates et al. 1992, Gembal, Gilon et al. 1992, Sato, Aizawa et al. 1992, Henquin 2000,
Bratanova-Tochkova, Cheng et al. 2002).

La primera fase de secreci6 d'insulina es caracteritza per un equilibri rapid de la glucosa
intracel-lular i extracel-lular de la cel-lula beta, facilitat per I'excés de transportadors de glucosa
del tipus GLUT-2 a la membrana plasmatica. La glucocinasa controla el metabolisme inicial de la
glucosa (Matschinsky 1996), la qual cosa déna una elevacid de la ratio d’ATP/ADP i el tancament
dels canals KATP. L'activitat de la glucocinasa i la velocitat de conversio de la glucosa a la
glucosa-6-fosfat determina la velocitat de secrecié d'insulina i la quantitat secretada durant les 2
fases de secrecid. La despolaritzacié de la cél-lula beta comporta I'obertura dels canals de calci
dependents de voltatge, I'increment en I'entrada del calci i I'exocitosi dels granuls d'insulina
(Ashcroft, Harrison et al. 1984).
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Figura 1-10: Mecanisme de la secreci6 bifasica d’insulina estimulada amb glucosa (Lazo de la
Vega-Monroy and Fernandez-Mejia 2011).

La segona fase de la secrecié d'insulina es deu a la via independent dels canals KATP, i actua
per potenciar 'efecte de la via dependent dels canals KATP. No es coneixen els mecanismes



mitjangant els quals s'activa la via independent dels canals KATP. No obstant aixo, la seva funcio
principal és incrementar la velocitat de transferéncia dels granuls ancorats als granuls ancorats
immediatament alliberats (Taguchi, Aizawa et al. 1995, Aizawa, Komatsu et al. 1998, Wiser, Trus
etal. 1999, Straub and Sharp 2004).

Les incretines son hormones peptidiques secretades a l'intesti, que actuen en teixits periferics
promovent I'absorcio i 'emmagatzematge d'energia. El polipéptid insulinotropic dependent de la
glucosa (GIP) i el péptid similar al glucag6-1 (GLP-1) son les hormones incretines més
importants secretades al tracte gastrointestinal, que potencien la secreci6 d'insulina estimulada
per glucosa (GSIS) postprandial. Les incretines estimulen la secrecié d'insulina a través de la
modulacié de I'activitat dels canals KATP, la qual cosa incrementa el flux de calci (Drucker 2007,
Mcintosh, Widenmaier et al. 2009, Jitrapakdee, Wutthisathapornchai et al. 2010, Mcintosh,
Widenmaier et al. 2010).

1.4.2 Electrofisiologia de la cél-lula beta pancreatica

Les cél-lules beta son excitables eléctricament, i d'aquesta manera es regula la secrecio
d'insulina. En aquest procés de secrecio d'insulina hi ha un nombre elevat de canals d'ions,
bombes i transportadors que contribueixen a la regulacié del calci intracel-lular i al potencial de
membrana (V). El potencial de les cél-lules beta de ratoli en estat basal és aproximadament
-70 mV, quan la glucosa extracel-lular és 3 mM, gracies al canal KATP. L'augment de la
concentracio de glucosa per sobre dels 8 als 10 mM condueix a la despolaritzacié de la cel-lula
beta (Sherman, Rinzel et al. 1988, Sherman 1996, Bertram, Previte et al. 2000, Fridlyand,
Tamarina et al. 2003, Houamed, Fu et al. 2004).

1.4.3 Regulacié del gen de la insulina

La insulina s'uneix a receptors especifics que son presents a les superficies cel-lulars, de
manera que s'activen les cascades de senyalitzacio anaboliques, captacié de nutrients,
emmagatzematge d’energia i creixement. Quan els nivells de glucosa en sang son baixos, hi ha
una disminucié dels nivells d'insulina, la qual cosa resulta amb l'alliberament de I'energia
emmagatzemada i la sintesi de glucosa pel fetge, o gluconeogénesi hepatica (Figura 1-11)
(German 2004).
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Figura 1-11: L’hormona insulina indueix la recepci6
de la glucosa a l'interior de les cél-lules (Wiltgen
and Tilz 2012).

El gen de la insulina humana (INS) es localitza al cromosoma 11p15.5; conté 3 exons i 2 introns,
i el transcrit d’'RNA missatger final (mRNA) té una llargada de 446 bp, el qual codifica per al
peptid de la preproinsulina. La glucosa estimula la transcripcio del gen de la insulina
indirectament a través dels productes finals del seu catabolisme, com ara I'ATP o els derivats de
I'acil-CoA. La fase limitant de la glicolisi en la cél-lula beta és la fosforilacié de la glucosa a
glucosa-6-fosfat mitjangant la glucocinasa. Quan la freqiiencia de la fosforilacid de la glucosa
augmenta, s'accelera la glicolisi i s'activa el promotor de la insulina (German 1993, German
2004).

1.4.4 Processament de la molecula d’insulina

La insulina humana biologicament activa consisteix en 2 cadenes polipeptidiques, la cadena A
(21 aminoacids) i la cadena B (30 aminoacids), unides entre si mitjancant 2 ponts de disulfur
(Figura 1-12) (Steiner, Chan et al. 1985).
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Figura 1-12: Biosintesi de la insulina en la
cél-lula beta (Zhong 2013).

La molecula precursora de la insulina és la preproinsulina, que esta composta per un péptid
senyal hidrofobic a la part N-terminal de 24 aminoacids, seguit de la cadena d'insulina B, una
sequiéncia Arg-Arg, 31 aminoacids del péptid connector (peptid-C), una seqiiencia Lys-Arg, i
després, la cadena de la insulina A. El péptid senyal facilita la translocacié de la preproinsulina
del citoplasma (on s'inicia la biosintesi) a través de la membrana del reticle endoplasmatic rugos
(RER). El péptid senyal s’elimina a mesura que el peptid nou es va sintetitzant i transposant al
lumen del RER, i genera la molécula precursora proinsulina (Chan, Keim et al. 1976, Bell, Pictet
et al. 1980, Pfeffer and Rothman 1987).

La proinsulina, correctament plegada, pot passar a I'aparell de Golgi des del RER en vesicules
de transport. El transport a través de I'aparell de Golgi dona com a resultat un granul beta
immadur que comenga un procés de maduracio. Els granuls beta madurs contenen insulina
cristallitzada i peptid C soluble, i es mantenen en una reserva intracel-lular esperant un senyal
que en mobilitza el transport cap a la membrana plasmatica per a la seva exocitosi (Kemmler and
Steiner 1970, Howell 1972, Kelly 1985, Burgess and Kelly 1987, Orci, Ravazzola et al. 1987,
Rhodes, Lucas et al. 1987, Hurtley and Helenius 1989).
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1.45 Altres hormones

Les cél lules alfa secreten glucagd en resposta a la hipoglucémia. El glucagoé i I'epinefrina eleven
els nivells de glucosa en plasma mitjangant I'estimulacio de la gluconeogénesi hepatica. Quan
tots 2, glucago6 i epinefrina, s6n absents i la insulina és present es déna a terme un estat
d’hipoglucemia (Tse, Clutter et al. 1983, Rosen, Clutter et al. 1984, Boyle, Shah et al. 1989,
Hirsch, Marker et al. 1991, Marker, Hirsch et al. 1991, Dobbins, Davis et al. 1998, Taborsky,
Ahren et al. 1998).

1.4.6 Transport de glucosa

La insulina regula la captacié de glucosa pels teixits periferics a traves del transportador de
glucosa GLUT-4, també anomenat transportador de glucosa sensible a la insulina, que es
localitza en membranes intracel-lulars de mascul i teixit adipds en condicions basals. L'acci6 de
la insulina en aquests teixits redistribueix aquests transportadors intracel-lulars a la membrana
plasmatica, on poden catalitzar I'absorcié de glucosa extracellular (Cushman and Wardzala
1980, Suzuki and Kono 1980).

1.4.7 Estrés, mort beta cel-lular i tolerancia immunologica induits per citocines

La IL-1B, 'IFNy i el TNFa exerceixen una varietat d'efectes en les cel-lules beta (Figura 1-13).
Augmenten I'apoptosi de les cél-lules beta mitjangant I'expressié de proteines proapoptotiques,
com ara el receptor Fas. Afavoreixen la resposta autoimmune mitjancant la secrecid de
quimiocines per part de les cél-lules beta, de la qual cosa resulta el reclutament constant de
cellules T autoreactives. A més a més, les citocines proinflamatories causen estrés a les
cel-lules beta, de manera que al final s'activa la maquinaria de mort cel-lular (Stassi, De Maria et
al. 1997, Frigerio, Junt et al. 2002, Vincenz, Szegezdi et al. 2011).

La IL-1B indueix el receptor Fas (CD95) en cel-lules beta de ratolins i humans in vitro (Stassi,
Todaro et al. 1995, Yamada, Takane-Gyotoku et al. 1996). La uni6 dels receptors Fas amb el
seus lligands (FasL), expressats en limfocits T activats, condueix a la mort cel-lular de les
cel-lules que expressen els receptors Fas (Nagata and Golstein 1995). Els limfocits T CD4*
requereixen Fas per a la seva acci6 diabetogénica (Wen, Green et al. 2011).
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Figura 1-13: Senyalitzacié de les citocines a les cel-lules beta pancreatiques (Vincenz, Szegezdi et al.
2011).

Es important destacar que les citocines proinflamatories, de manera aillada, tenen efectes
limitats, perd quan actuen en combinacié tenen efectes sinergics que culminen amb la mort
cel-lular (Vincenz, Szegezdi et al. 2011). A més a més, el nostre grup ha demostrat que la
inflamacio provoca la disminucié de I'expressio de la ciclina D3 a les céllules beta del ratoli
NOD, la qual cosa en provoca I'apoptosi i en compromet la funcionalitat sense afectar la seva
activitat de proliferaci (Saavedra-Avila, Sengupta et al. 2014).

El mediador més important en la ruta de senyalitzacio de la IL-13 i el TNFa és el factor de
transcripcio nuclear kappa B (NF-kf3). L'activacio de I'NF-«f3 tant per TNFa. com per IL-1R té un
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efecte proapoptotic en cellules beta pancreatiques de rata i ratoli. Aquest efecte és més
pronunciat en la resposta a IL-1 que a TNFa. (Kwon, Corbett et al. 1995, Flodstrom, Welsh et al.
1996, Eldor, Yeffet et al. 2006, Ortis, Cardozo et al. 2006, Ortis, Pirot et al. 2008). L'NF-kR és el
regulador per excel-lencia dels processos inflamatoris, és un complex multiproteic i un factor de
transcripcid que regula I'expressié de més de 200 gens (Igoillo-Esteve, Gurzov et al. 2011).
Curiosament, el promotor de la ciclina D3 conté llocs d'unié a NF-kf3 (Wang, Sicinski et al. 1996).

Els efectes de I'lFNy en les cel-lules beta estan transmesos principalment per STAT-1, a través
del qual controla processos clau que culminen en la pérdua de la funcio de la cel-lula beta, estrés
I finalment mort (Takeda and Akira 2000, Moore, Naamane et al. 2011).

Durant el desenvolupament de la T1D hi ha 2 onades de mort beta cel-lular. En rosegadors, a les
2-3 setmanes d’edat, hi ha un remodelatge fisiologic del teixit del pancrees que pot induir la
diabetis. Tot i que la mort cel-lular programada associada amb el remodelatge del teixit no
indueix inflamacio, si les cél-lules mortes no sén rapidament eliminades per fagocitosi, poden
alliberar el contingut cel-lular, la qual cosa desencadena la inflamacié (Turley, Poirot et al. 2003,
Kim, Han et al. 2007). Aquesta primera onada d'apoptosi es duu a terme mitjangant mecanismes
passius. Durant el procés de neteja de les cellules apoptotiques es produeixen citocines
associades amb la induccié de tolerancia, com ara el TGF-B. EI TGF-B és una citocina
immunosupressora essencial per a la diferenciacio de les cél-lules Treg que pot ser produida per
cellules apoptotiques, perd que sobretot és secretada per DC o macrofags que han fagocitat
cel-lules apoptotiques (Hodge, Hodge et al. 2002, Kleinclauss, Perruche et al. 2006, Horwitz,
Zheng et al. 2008, Nacu, Luzina et al. 2008, Curotto de Lafaille and Lafaille 2009, Zhang, Xu et
al. 2011). La segona onada de mort cel-lular és un procés continu i gradual que va destruint
massa cel-lular mitjangant l'atac autoimmune (mecanismes actius). L'apoptosi i, en certes
condicions, la necrosi son els mecanismes d'induccio de mort cel-lular que condueixen al fenotip

diabetic (Vincenz, Szegezdi et al. 2011).

L'apoptosi és induida mitjancant l'accio de la familia de les caspases. Les caspases son
cisteina—proteases que poden dividir-se en inductores i executores de I'apoptosi i es poden
activar per 2 mecanismes: la via extrinseca i la via intrinseca. La via extrinseca és causada per
un estimul proapoptotic extracel-lular, que s'uneix a un receptor proapoptotic de la superfamilia
dels TNFR o Fas. Aquestes caspases activades activen efectors que donen la subsequent

protedlisi que desmantella la cellula. D'altra banda, la via intrinseca s'inicia en I'ambit



mitocondrial quan hi ha estres intracel-lular. Aquests organuls alliberen citocrom ¢, que s'associa
amb altres efectors, es forma I'apoptosoma i s'activa la caspasa-9. La caspasa-9 activada,
condueix a la mateixa cascada de caspases de la via extrinseca, que culmina amb la mort
cel-lular. El procés intrinsec esta controlat pels membres de la familia de les proteines Bcl-2.
(Samali, Zhivotovsky et al. 1999, Riedl and Salvesen 2007, Vincenz, Szegezdi et al. 2011).

La producci6 intracel-lular de ROS i NO, induida per citocines, causa I'estrés i mort beta cel-lular
necrotica i apoptotica en models animals de rosegadors (Welsh, Eizirik et al. 1994, Hoorens,
Stange et al. 2001, Holohan, Szegezdi et al. 2008).

Les citocines inflamatories indueixen estrés al reticle endoplasmatic (RE) a través de diferents
mecanismes, incloent-hi les espécies reactives de I'oxigen (ROS), NF-xf3 i JNK. Les cél-lules
beta pancreatiques tenen un RE molt desenvolupat, a fi de dur a terme la seva funcio biologica
de secretar insulina i altres glicoproteines, la qual cosa causa una gran sensitivitat de la cel-lula
beta a I'estrés del RE (Laybutt, Preston et al. 2007, Malhotra and Kaufman 2007, Eizirik, Cardozo
et al. 2008).
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Figura 1-14: Inducci6 i progressié de la insulitis (Lazo de la Vega-Monroy and Fernandez-Mejia
2011).
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Resumint, tant la via extrinseca com la intrinseca, aixi com la necrosi, es troben en la base de la

patogénia de la T1D, i I'apoptosi és la més rellevant (Figura 1-14).

1.4.8 Generacio de massa beta

Els 3 principals mecanismes de regeneracio de la massa beta son la proliferacio de cél-lules beta
ja existents, la neogenesi a partir de precursors que no son cel-lules beta i la transdiferenciacié

d'un altre tipus cel-lular a cél-lules beta (Figura 1-15).

La vida mitjana de les cel-lules beta en rosegadors d'edat jove és de 30 a 60 dies. La taza de
replicacio de les cellules beta dels illots humans adults s’ha estimat que és 10 vegades més
baixa, comparada amb la dels ratolins adults. A més a més, en humans, la freqiéncia de
replicacio de les cél-lules beta és aproximadament 150 cops més elevada en cél-lules beta
prenatals, comparada amb illots adults (Finegood, Scaglia et al. 1995, Butler, Janson et al. 2003,
Butler, Meier et al. 2007, Kohler, Olewinski et al. 2011).

La transformacié de les cél-lules adultes diferenciades en altres tipus cel-lulars s'anomena
transdiferenciacié o reprogramacié cel-lular. Thorel et. al. van trobar que el pancrees adult de
rosegadors pot regenerar cél-lules beta a partir de la reprogramacié de cel-lules alfa, quan hi ha
un perdua gairebé total de la massa beta pancreatica (Thorel, Nepote et al. 2010). Les céllules
alfa no son I'dinic tipus cel-lular que pot donar lloc, mitjangant reprogramacio, a cél-lules beta. Les
cel-lules acinars, o teixit exocri (Zhou, Brown et al. 2008), i les cel-lules delta (Chera, Baronnier
et al. 2014) també estan involucrades en aquest procés de plasticitat cel-lular.

El concepte de neogenesi fa referencia a la formacié de noves cel-lules a partir de progenitors
més 0 menys indiferenciats o cellules mare. Com han demostrat Bonner-Weir et. al., la formacio
de cél-lules beta a partir de progenitors de teixit pancreatic no endocri (cél-lules precursores del
conducte pancreatic) també és possible en rosegadors (Bonner-Weir, Li et al. 2010).
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Figura 1-15: Resum dels 3 principals mecanismes involucrats en la regeneracio dels illots
pancreatics (Gianani 2011).

1.5 Terapies actuals de la T1D

1.5.1 Terapia amb insulina exogena

Actualment la terapia amb insulina és el sine qua non del tractament de la diabetis de tipus 1. No

obstant aix0, continua tenint els seus desavantatges:

* Distribucié imprecisa de la insulina subcutaniament (Brink 2004).

» Efectes del com, quan i en quines quantitats son ingerits els menjars; efecte de I'activitat
fisica i de I'estres quotidia (Brink 2004).

e Metode dolords, cosa que el fa dissuasiu per a molts pacients (Zambanini, Newson et al.
1999).
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» Manifestacio d'anormalitats en el metabolisme, mesurades com a nivells per sobre dels
normals d’hemoglobina glicosilada.

» Complicacions relacionades amb la T1D, com ara malalties vasculars, retinopatia i
neuropatia.

» Existéncia de pacients amb baix control de la glucemia.

1.5.2 Trasplantament de pancrees

La diabetis afecta la funcié del sistema renal, i molts pacients tindran una historia de dialisi, la
qual cosa requereix un trasplantament de ronyd. El trasplantament de pancrees simultaniament
amb el trasplantament de ronyd, ha donat millores significatives en els pacients (Jahansouz,
Kumer et al. 2011).

Avantatges del trasplantament de pancrees:

» El trasplantament de pancrees és un procediment ben establert (Gruessner and Sutherland
2001).

e Un sol pancrees normalment és suficient per induir insulinoindependéncia (Jahansouz,
Kumer et al. 2011).

» El pacient és normoglucémic i els seus nivells d’hemoglobina glicosilada sén normals (Morel,
Goetz et al. 1991, Robertson, Sutherland et al. 1999).

Desavantatges del trasplantament de pancrees:

» Mortalitat de I'empelt més alta (Gruessner 2011).

» Requeriment d'immunosupressio.

1.5.3 Trasplantament d’illots pancreatics

El problema més gran en el trasplantament d'illots és I'aillament viable i funcional dels illots quan
son alliberats del teixit acinar que els envolta, ja que només comprenen I'L 0 2% del total de la
massa del pancrees. A més a més, la massa optima d'illots sovint sobrepassa el nombre d'illots
obtinguts d'una sola glandula pancreatica. S'han estudiat unes quantes localitzacions per a la

implantacio dels illots trasplantats, pero la tecnica més utilitzada és la punci6 percutania i infusio



a la vena portal del fetge. Tot i aixi, encara no s’ha pogut aconseguir la duracid i la freqiiencia
d'exit que es té amb el trasplantament de pancrees sencer (Pileggi, Alejandro et al. 2004).

Els avantatges d'aquest tractament comparat amb les injeccions d'insulina sén (Paty, Ryan et al.
2004):

» Control de la glucosa en sang quasi normal, mitjancant la secrecio fisiologica d'insulina.
» Prevencié de les complicacions agudes i croniques de la diabetis.

» Deslliurament de les injeccions d'insulina i testos de glucosa capil-lar.
Els avantatges del trasplantament d'illots comparat amb el trasplantament del pancrees son:

e Procés molt menys invasiu, per tant, més segur i menys costos (Robertson, Davis et al.
2000).

e Els illots aillats tenen un poder antigénic més baix que els organs sencers, la qual cosa
afavoreix la supervivencia del trasplantament, i poden ser manipulats in vitro molt més
facilment (Ranuncoli, Cautero et al. 2000).

» Els principals donants son illots cadaverics, pero existeixen recursos alternatius, com ara
cel-lules mare o cellules beta clonades, que poden arribar a ser una font no limitada
(Lumelsky, Blondel et al. 2001, Wakayama, Tabar et al. 2001, Bonner-Weir and Sharma
2002).

Tot i els avantatges esmentats, es continua depenent de I'obtencié d’'un donant adequat i d’'una
immunosupressid cronica, tant en el trasplantament d'illots com en el de pancrees (Paty, Ryan et
al. 2004).

1.6 Cicle cel-lular

El conjunt d’esdeveniments que son responsables de la duplicacio de la cél-lula s'anomena cicle
cel-lular (Figura 1-16). Existeixen 2 processos importants en el cicle de les cél-lules eucariotes: la
fase S (replicacié dels cromosomes) i la fase M (segregacié del material replicat en 2 nuclis fills).
Aquests 2 esdeveniments s'ordenen en un procés ciclic que permet duplicar i dividir
correctament els components cel-lulars. Abans de la fase S hi ha I'espai G1 (fase de creixement
cel-lular) i abans de la fase M hi ha I'espai G2 (preparacio de la mitosi) (Nurse 1994).
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Figura 1-16: Les cél-lules passen per 3 grans fases
durant el cicle cel-lular. El comengament de la fase S
ve marcat per la replicacié del DNA; la fase M comenca
amb el trencament de [Iembolcall nuclear i la
condensacié dels cromosomes, mentre que la
segregacié de les cromatides germanes marca la
transicid6 de la metafase a l'anafase (Hochegger,
Takeda et al. 2008).

1.6.1 Ciclines i cinases dependents de ciclines (CDK)

L'activacio i inactivacid sequencial de les cinases dependents de ciclines (CDK) permet la
progressio de les cel-lules eucariotes a través de les fases del cicle cel-lular mitjancant la
fosforilacié de substrats especifics d’aquestes cinases. Les CDK son una familia de proteines
cinases serines/treonines molt presents al mén eucariota que, a més a més d'organitzar la
progressio a través del cicle cellular, reben i integren els senyals reguladors del creixement. En
fase G1, les cél-lules eucariotes expressen un quantitat relativament baixa d'activitat CDK que
augmenta progressivament a mesura que les cel-lules avancen a través del cicle cel-lular, fins
que arriba a un pic maxim i després decau rapidament durant la mitosi (Figura 1-17). Les CDK
s'uneixen a subunitats reguladores, anomenades ciclines, per tal d'incrementar la seva activitat
cinasa. Les proteines ciclines son més variables entre especies, que les CDK (Hunter and Pines
1994, Lees 1995, Morgan 1995, Nigg 1995, Morgan 1997). La uni6 de les ciclines causa un canvi
estructural, que condueix a la seva activacio. La seva activitat es veu altament incrementada
després de la fosforilacid d’un residu de treonina en el domini VIII de tots els membres de la
familia CDK. Aquest residu és fosforilat mitjancant una cinasa activadora de CDK (CAK)
(Solomon, Lee et al. 1992, Clarke 1995). S’ha vist que diferents ciclines poden unir-se a la



mateixa CDK. L'especificitat d’aquesta uni6 ve determinada per una regié de 16 aminoacids,
anomenada PSTAIRE, en les CDK. L'abundancia de les ciclines oscil-la durant el cicle cel-lular,
com a resultat d'una sintesi i degradacié programada, i limita d’aquesta manera el rang
d'activacio de les CDK. La degradacio de les ciclines es duu a terme mitjangant el sistema
ubiquitina—proteasoma (Ohtsubo and Roberts 1993, Quelle, Ashmun et al. 1993, Resnitzky,
Gossen et al. 1994, Tyers and Jorgensen 2000).

M-phase
threshold
CDK —

activity

S-phase
threshold

—

Gl phase Sphase G2 phase M phase

Figura 1-17: Model de llindar minim per al control del cicle
cel-lular (Hochegger, Takeda et al. 2008).

El “punt de restriccio” és el control primari del cicle cel-lular, passat el qual les cél-lules estan
destinades a una nova ronda de divisid cel-lular. EI punt de restriccié esta sota control dels
complexos de ciclines de tipus E i D (Sherr 1993). Les ciclines de tipus D formen complexos amb
CDK4 i CDKG6 i estan regulades per senyals extracel-lulars, com ara factors de creixement,
factors antimitogens, inhibicié per contacte, etc. En canvi, la ciclina E, la ciclina A i la B s6n
regulades periodicament durant tot el cicle cel-lular. La proteina del retinoblastoma (pRB) €s una
proteina supressora de tumors fosforilada pels complexos ciclina D/CDK al punt de restriccio, i la
seva fosforilacié en causa la inactivacio. Aquesta inactivacio provoca lalliberament de les
proteines E2F, proteines reguladores dels factors de transcripcio del cicle cel-lular, que permeten
la transcripcié de gens que promouen I'entrada en fase S. El complex ciclina E/CDK2 contribueix
a la fosforilacié de la pRB al final de la fase G1 i es creu que participa en la replicacio del DNA
(Pardee 1974, Ewen, Sluss et al. 1993, Kato, Matsushime et al. 1993, Sherr and Roberts 1995,
Dyson 1998).

Després de passar el punt de restriccio, es fosforilen i activen les proteines necessaries per a la
replicacié del DNA gracies als complexos ciclina/CDK de la fase S (Figura 1-18). Les ciclines E i
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A activen sequencialment la CDK2, considerada la proteina clau en la iniciacié de la replicacié
del DNA, per tal de conduir les cél-lules a la fase S (Girard, Strausfeld et al. 1991, Dulic, Lees et
al. 1992, Koff, Giordano et al. 1992, Pagano, Pepperkok et al. 1992, Zindy, Lamas et al. 1992).

CycinE-|, ~ CyclinA-

/ k2 |\~ CDK/CDK2
B - T — T
Gl phase S phase G2 phase M phase

Figura 1-18: Segons el model classic del control
del cicle cel-lular, les ciclines de tipus D i la CDK4
0 CDKG6 regulen els esdeveniments de I'inici de la
fase G1 (no es mostra en la grafica); la ciclina E-
CDK2 déna lloc a la fase S; la ciclina A-CDK2 i la
ciclina A-CDK1 regulen la finalitzacié de la fase S, i
la CDKl1-ciclina B és la responsable de la mitosi
(Hochegger, Takeda et al. 2008).

Una cascada de proteines cinases i fosfatases regula La iniciacid de la fase M, on la CDK1 forma
complexos amb diferents ciclines mitotiques (A i B). El complex ciclina B/CDK1 cinasa augmenta
al limit G2/M. L'activacié d’aquesta cinasa és necessaria pero no suficient per a la finalitzacio de
la mitosi, ja que la destruccid d’aquests complexos mitotics és imprescindible per sortir de la
mitosi. El pas d'un estadi del cicle cellular al segiient estadi esta extremadament controlat
mitjangant la transcripcio dels gens de les ciclines, la degradacio d’aquestes i la fosforilacio de

les subunitats de les cinases (Nurse 1994).

1.6.2 Inhibidors del cicle cel-lular

Existeixen 2 families de proteines inhibidores del cicle cel-lular que sén capaces d'inactivar les
cinases i el seu procés d'activacio. Els membres de les families Cip/Kip s'uneixen i inhibeixen el
complex actiu ciclina-CDK, mentre que els membres de la familia INK4 utilitzen una estratégia
indirecta, de manera que s'uneixen a la CDK aillada i n’eviten I'associacié amb la ciclina i, per
tant, I'activacid. No obstant aix0, aquestes Ultimes també es poden unir i inhibir el complex

ciclina-CDK sense dissociar-ne la ciclina, la qual cosa suggereix multiples mecanismes d'accid.



Els inhibidors INK4 son especifics de la fase G1; en canvi, els inhibidors Cip/Kip tenen un
espectre més ampli d'accié (Figura 1-19) (Sherr and Roberts 1995, Serrano 1997, Pavletich
1999).

Els membres de la familia Cip/Kip s6n la p21WAFLCIPL |g p27Cie2 j |a p57KIP2, S’han identificat 4
membres de la familia INK4: p15NKkab p16INK4a n]8INKAc | n] QINK4d (Sherr and Roberts 1999, Vidal
and Koff 2000).

(a)

Cyclin-Dependent Kinase Regulation

Inachve Cyclmw
INK4 , '/‘
inhibitors

Cyc-Cdk

Partially active

llhll)ll(}'\ K

Cyc-Cdk-

Fully active

Figura 1-19: Esquema dels mecanismes principals
reguladors de les CDK. CAK és una cinasa
activadora de CDK, i la P indica un grup fosfat
(Pavletich 1999).

1.6.3 Proteines i gens de la CDK11

Les diferents isoformes de la familia de les proteines cinases CDK11/PITSLRE estan codificades
per 2 gens diferents, Cdc2L1 i Cdc2L2, situats al cromosoma 1p36.3 en humans. Els 2 gens
Cdc2L so6n actius i expressen proteines i mMRNA gairebé identics de manera ubiqua en tots els
organs humans testats. Es generen més de 20 mRNA i proteines de la CDK11 diferents en
cel-lules humanes, gracies a la combinacié de 2 promotors diferents per a la transcripcié i de
I'splicing alternatiu en I'extrem 5'. L'splicing alternatiu només inclou exons que codifiquen per al
domini aminoterminal, perd no per al domini catalitic de la proteina cinasa, la qual cosa dona
com a resultat I'expressié d’'un grup d’'RNA d'una mida molt similar (Xiang, Lahti et al. 1994,
Gururajan, Lahti et al. 1998, Trembley, Loyer et al. 2004).
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Aquests mRNA codifiquen per a 2 grups de proteines, CDK11r110 | CDK11r%8 (Figura 1-20). La
isoforma gran, CDK11r110 s'expressa de manera ubiqua en totes les linies cel-lulars i
constantment durant tot el cicle cellular. En canvi, la isoforma petita, CDK11P%8, es genera a
causa de I's d'un lloc intern d’entrada al ribosoma (IRES), localitzat a la seqtiéncia codificant de
I'mRNA de la CDK11r110 especificament durant la fase G2/M. Entre els 2 gens Cdc2L,
s'expressen mdltiples variants de la CDK11p19, ja que tant I'splicing alternatiu com la transcripcié
iniciada des de 2 promotors diferents afecten nomeés I'extrem 5’ dels mRNA, mentre que només
es generen 2 variants de la CDK11r%8 (Xiang, Lahti et al. 1994, Gururajan, Lahti et al. 1998,
Cornelis, Bruynooghe et al. 2000).

a CDK11P110
« CDK11p%8

IRES

CDK11 mRNA

Figura 1-20: Representaci6 esquematica dels productes génics resultants de la traduccié de 'mRNA
de la CDK11.

Durant I'apoptosi induida per Fas, el factor de necrosi tumoral o I'estaurosporina, es generen una
tercera i una quarta isoforma mitjancant el trencament per caspases de les 2 CDK11r110 j
CDK11r%8, Un fragment té 46-50 kDa i produeix la CDK11pr46, Aquest trencament es produeix
més avall de la primera metionina de la CDK11p%8, s’eliminen 52 aminoacids de la part N-terminal
i deixa intacte el domini catalitic, que resta actiu durant I'apoptosi. El segon fragment té 60 kDa
de mida i conté el domini regulador de la CDK11 (Lahti, Xiang et al. 1995, Beyaert, Kidd et al.
1997, Feng, Ariza et al. 2005).

1.6.4 CDK11p46

L'expressio de la CDK11r% esta associada amb I'activacié de caspases i el trencament de la
CDK11r110 durant I'apoptosi. La CDK11r4 participa en el procés apoptotic foforilant proteines
implicades en la senyalitzacié apoptotica i la sintesi proteica. El factor d'iniciacié eucariotic 3
(elF3) és el factor d'iniciacié de la traduccié més gran, que s'uneix als ribosomes 40S i promou la
uni6 del metionil-tRNA i de 'mRNA. La CDK11p*6 fosforila I'elF3f (subunitat F del factor d'iniciacio
eucariotic), de manera que inhibeix la traduccio i indueix I'apoptosi. També s’ha demostrat



I'associacio del fragment CDK11r4 amb 2 proteines més, la cinasa activada p21 (PAK) i la
proteina de xoc termic (Hsp90) durant I'apoptosi. Totes aquestes evidéncies relacionen l'activitat
de la CDK11r4 amb l'apoptosi (Chen, Yin et al. 2003, Mikolajczyk and Nelson 2004, Shi,
Hershey et al. 2009).

1.6.5 CDK11p0

Durant I'apoptosi, la CDK11r0 es redistribueix del nucli al mitocondri. L'expressié ectopica de la
CDK11r80 pot trencar parcialment el potencial de membrana mitocondrial, induir I'alliberament del
citocrom c i la consegiient mort cel-lular (Feng, Ariza et al. 2005).

1.6.6 CDK11p8

La CDK11r58 és una isoforma de la CDK11 implicada en la regulacié de la mitosi. Es necessaria
per a la duplicacié dels centriols, la maduracio del centrosoma, el muntatge bipolar del fus
mitotic, el manteniment de la cohesid de les cromatides germanes i la citocinesi (Petretti, Savoian
et al. 2006, Hu, Valentine et al. 2007, Wilker, van Vugt et al. 2007, Franck, Montembault et al.
2011). S’ha demostrat que una minima sobreexpressio de la CDK11r%8 en cél-lules d'ovari
d’hamster xinés (CHO) déna com a resultats aneuploidies, nombres augmentats de cél-lules que
mantenen unions postmitotiques i apoptosi (Bunnell, Heath et al. 1990, Lahti, Xiang et al. 1995).
Una disminucié severa de CDK11r58 mitjancant SiRNA condueix a un alineament defectiu dels
cromosomes en el fus mitotic, separacié prematura de les cromatides germanes, parada mitotica
permanent en la fase G2/M i mort cel-lular. Per tant, es pot concloure que la CDK11r58 és
necessaria per a la cohesié cromosomica i la complecio de la mitosi (Hu, Valentine et al. 2007).
El paper de la CDK11r% en el procés de duplicacid dels centriols és el reclutament dels
reguladors implicats en aquest procés, especialment les cinases PIk1 (serina/treonina proteina
cinasa 1) i Plk4 (serina/treonina proteina cinasa 4) (Franck, Montembault et al. 2011). A més a
més, la CDK11r%8, gracies a la seva activitat cinasa, disminueix els nivells de Bcl-2 (cél-lula B
limfoma 2), proteina antiapoptotica, la qual cosa déna com a resultat un augment de I'apoptosi en
cel-lules d’hepatocarcinoma (Yun, Wu et al. 2007). Per altra banda, la ciclina D3, ciclina de la
fase G1, interacciona i regula la CDK11r%8, CDK de la fase G2/M, en el nucli cel-lular. Aquesta
interaccié només s'observa en la fase G2/M del cicle cel-lular i incrementa significativament

I'activitat cinasa de la CDK11r%8 (Zhang, Cai et al. 2002).

La CDK11 i la seva implicacié en la mort de la cél-lula beta pancreatica en el debut diabétic del ratoli NOD = 35



36 La CDK11 i la seva implicacio en la mort de la cél-lula beta pancreatica en el debut diabétic del ratoli NOD

1.6.7 CDK11p1t0

La CDK11r110 és |a isoforma de la CDK11 més estudiada, i les dades recollides demostren la
seva funci6 en la transcripcio i I'splicing del pre-mRNA. Es localitza en els compartiments dels
factors de splicing i en el nucleoplasma. S’han identificat diferents proteines associades amb la
CDK11r110, com ara els factors de splicing RNPS1 (proteina d'unié a 'RNA amb un domini ric en
serina 1) i 9G8, i el factor d'elongacié transcripcional ELL2 (Loyer, Trembley et al. 1998,
Trembley, Hu et al. 2002, Hu, Mayeda et al. 2003). La CDK11pr!10 esta associada amb la
subunitat gran de 'RNAP Il (RNA polimerasa 2) i amb els factors d’elongacié transcripcional
TFIIF (factor de transcripcié 2F), TFIIS (factor de transcripcio 2S) i FACT (facilita la transcripcio
de la cromatina). Els factors d'elongaci6 transcripcionals es poden agrupar en 3 classes. La
primera classe inclou els factors que prevenen l'aturada de 'RNAP Il (TFIIS). La segona classe
inclou els factors que prevenen una pausa transitoria de 'RNAP Il (ELL, ELL2 i TFIIF). La tercera
classe inclou els factors que promouen I'elongacié transcripcional mitjancant la modificacio de
lestructura de la cromatina (FACT). Es interessant remarcar que la proteina cinasa CDK11p110
s'associa amb factors d'elongacié transcripcional de les 3 classes. També hi ha una interacci6
directa entre la caseina cinasa 2 (CK2) i la CDK11r110, L a CK2, i no la CDK11r110, és |a cinasa
responsable de la fosforilacié de I'RNAP II, a més a més, de la fosforilacié de la CDK11r110, S’ha
demostrat que la CHK2 (cinasa del punt de control 2) s’'uneix i fosforila la CDK11p110 de manera
independent al dany en el DNA, i aquesta fosforilacidé promou I'splicing del pre-mRNA. La CHK2
és una proteina implicada en la reparacié del DNA, I'aturada del cicle cel-lular i 'apoptosi, quan
hi ha un dany en el DNA (Choi, Choi et al. 2014). A més a més, les ciclines Lla i L2a
coimmunoprecipiten amb la CDK11r110, L a ciclina L1 és una proteina nuclear associada amb la
forma hiperfosforilada de 'RNAP 11 i factors de splicing. També s’ha demostrat que la CDK11p110,
la ciclina L1a i el factor de splicing 9G8 formen un complex ternari en qué la CDK11r10 fosforila
a 9G8 (Hu, Mayeda et al. 2003, Yang, Li et al. 2004). Aquestes dades donen suport al paper de
la CDK11r110 en la regulacio de I'expressio genica en lI'ambit transcripcional i de splicing
(Trembley, Hu et al. 2002, Sachs and Vaillancourt 2003, Trembley, Hu et al. 2003). Per altra
banda, la CDK11r110 és responsable de I'estabilitzacio dels microtGbuls mitjancant la produccio
de Ran-guanosina trifosfat (RanGTP) als cromosomes, i aquesta estabilitzacio local és essencial
per a les proporcions normals de muntatge i funcionament del fus mitotic en Xenopus laevis. La
RanGTP controla la nucleacio i I'estabilitzacié de I'extrem positiu dels microtubuls (Yokoyama,
Gruss et al. 2008).



Les proteines cinases CDK11p11058 s4n essencials per a la supervivencia de la céllula i per al
seu desenvolupament. La disrupcié del locus cdc2l, amb la conseglient pérdua de les cinases
CDK11r11058 ddna lloc a mort embrionaria en etapes inicials. Les cél-lules de blastocist E3.5
CDK11r110/58 nyl-les no sén viables i moren a causa de I'apoptosi induida per una fallada en la
proliferacid i aturada mitotica (Li, Inoue et al. 2004).
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2 HIPOTESI

El cicle cel-lular és un procés altament regulat que dona lloc a la replicacio del DNA i finalment a
la divisi6 cel-lular o citocinesi. Les 2 families de proteines més importants implicades en aquest
procés son les ciclines i les cinases dependents de ciclines. Les ciclines actuen com a molécules
reguladores de I'activitat i/o de la localitzacid nuclear de les cinases. Aquestes cinases estan
regulades mitjangant diferents mecanismes, com ara inhibicio per fosforilacié, associacio amb

altres molécules reguladores (ciclines, proteines inhibidores) i localitzacio subcel-lular.

La CDK11 és una cinasa dependent de ciclina que codifica per a 2 grups de proteines,
CDK11r110 | CDK11Pr58, La isoforma gran, CDK11pH0, s'expressa de manera ubiqua i constant
durant tot el cicle cellular, i esta majoritariament implicada en la transcripcid i maduracio, o
splicing del pre-mRNA. D'altra banda, la CDK11r%8 és especifica de la mitosi i es genera per
I'entrada ribosomal en un punt intern alternatiu del missatger (IRES, o internal ribosoma entry
sequence) durant la fase G2/M, i esta implicada en la regulaci6 de la mitosi. No obstant aixo,
durant I'apoptosi es generen més isoformes (CDK11r60 | CDK11r46) per trencament de les 2,
CDK11r110 | CDK11r%8, per caspases. Aquestes isoformes (CDK11r60 | CDK11r46) que es

produeixen durant I'apoptosi estan altament implicades en la seva amplificacio i promocio.

El nostre grup va trobar que els nivells d’expressid de 'mRNA de la CDK11 estaven disminuits
en les cél-lules endocrines d'illots pancreatics que han sofert infiltracio leucocitica en el model
NOD durant la progressio de I'atac autoimmune, en comparacié amb els nivells presents al ratoli
lliure de limfocits del mateix fons genétic, NODSCID.

Tenint en compte el paper de la CDK11 tant en la transcripcio de 'mRNA i la mitosi com en
I'apoptosi, i el fet que se’'n vegi disminuida I'expressié durant la progressio de la diabetis

autoimmune, la nostra hipotesi de treball en aquesta tesi va ser:

e Durant la infiltracié de lillot es crea un ambient hostil que afavoreix el trencament de la
CDK11 per caspases en les seves isoformes, CDK11r60 | CDK11r4, implicades en I'apoptosi.
e Ladisminuci6 de la CDK11 és un mecanisme protector davant de la infiltracié i la generacio

de les isoformes CDK11r60 | CDK11p46, implicades en I'apoptosi.
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3 OBJECTIUS

3.1 Objectiu principal

Determinar si existeix una relacio causal entre la disminucid de I'expressié de la CDK11 i el debut
diabétic en el model NOD de T1D.

3.2 Objectius especifics

* Generar la soca NODCDK11(KO, per tal d’estudiar I'efecte de la delecié de la CDK11 in vivo

en 'homeostasi de la massa de la céllula beta i el desenvolupament de la T1D.

» Estudiar la massa beta cel-lular del ratoli hemideficient per a la CDK11 comparada amb la
del ratoli NOD salvatge.

» Estudiar I'activitat proliferativa i mort per apoptosi de les cel-lules beta dels ratolins NOD
hemideficients en CDK11 en comparacié amb els dels seus germans salvatges.

» Estudiar el metabolisme de la glucosa i la secrecid d'insulina en els ratolins hemideficients
per ala CDK11.

e Estudiar la diabetogenicitat del repertori immune dels ratolins NOD hemideficients en
CDK11.

» Caracteritzar les poblacions de la infiltracié limfocitica als illots pancreatics, als ganglis
regionals i a la melsa de ratolins hemideficients en CDK11.

e Determinar els nivells d'activacio del repertori immune, aixi com la preséncia de poblacions T
reguladores als illots pancreatics, als ganglis regionals i a la melsa de ratolins hemideficients
en CDK11.
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4 MATERIALS

4.1 Materials per a les técniques in vivo i in vitro

Taula 4-1: Taula de materials usats per a les técniques in vivo i in vitro.

Reactiu

Casa comercial

Acrilamida/Bis 30% 29:1

Biorad Laboratories, CA, EUA

AlbUmina bovina 96-99%

Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Ampicil-lina

Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Aprotinina

Roche, Alemanya

Blau de bromofenol (sal sodica)

Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Brilliant Blue R

Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

CFSE

Life Technologies

Cloroform

Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Col-lagenasa P

Roche, Alemanya

Coomassie Blue

Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Concanavalina A

Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Cromogen FastRed (pastilles)

Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

DEPC (aigua tractada) Thermo Scientific, Rockford, EUA
DMEM (medi) Lonza, Verviers, Belgica

DMSO Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA
PBS Lonza, Verviers, Bélgica

DPX (medi de muntatge) CTL Scientific Supply Corp., NY, EUA
EDTA Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA
ELISA de glucagd Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

ELISA d'insulina

Mercodia, Uppsala, Suécia

Enzim restriccio Alul

Thermo Scientific, Rockford, EUA

Eosina

Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Etanol 100%

Panreac, Barcelona, Espanya

Etanol 96%

Panreac, Barcelona, Espanya

FBS

Lonza, Verviers, Bélgica

Foxp3 Fixation/Permeabilization
Concentrate and Diluent

eBioscience

Fura-2 AM Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA
GADG65 p35 Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA
Geneticina G418 PAA, Pasching, Austria
Gentamicina 1,21 mM BioSera, Boussens, Franca
Glicerol Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA
Glicina Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA
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Glutamina 100 X BioSera, Boussens, Franca

HBSS Lonza, Verviers, Bélgica
Hematoxilina de Harris Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA
HEPES Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA
II-113 Prospec, Passaic County, NJ, EUA

Inhibidor de proteases (pastilla coctel)

Santa Cruz Biotechnology, inc.

Insulina

Dako, Glostrup, Dinamarca

Insulina recombinant humana

Actrapid, Novo Nordisk, Dinamarca

iScript cDNA Synthesis Kit Bio-Rad, Hercules, CA, EUA
Isoflura Abbot Laboratories, Madrid, Espanya
Isopropanol Panreac, Barcelona, Espanya

Kit de deteccié d’Annexin-V

BD Biosciences

Kit de sintesi de cDNA iScript

Bio-Rad

KLH

Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Llet descremada

Central Lechera Asturiana

Marcador de DNA A

Thermo Scientific, Rockford, EUA

Marcador de pes molecular DNA 100
bp

Thermo Scientific, Rockford, EUA

Marcador de pes molecular DNA 1 kb

Thermo Scientific, Rockford, EUA

Medi-Test Glucose 3

Macherey-Nagel, Diiren, Alemanya

Membrana de PVDF

Millipore, Bedford, MA, EUA

Menjar rosegadors — dieta de cria
Rata/Ratoli 2018 S Autoclavable

Harlan Ibérica

Metafectene® Pro

Biontex, San Diego, EUA

Metanol Panreac, Barcelona, Espanya
Mowiol Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA
Nunc Immuno Plate (442404) Thermo Scientific

OligodT Invitrogen

OPD (pastilles Sigma FAST OPD) Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA
PageRuler™ Fermentas

Paraformaldehid Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Pel-licules de raig X

G.E. healthcare, Buckinghamshire, Regne Unit

Penicil-lina-estreptomicina 100 X

BioSera, Boussens, Franca

Pentobarbital sodic

Vétoquinol, Espanya

Permeabilization Buffer 10 X

eBioscience

Persulfat d'amoni

Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Pierce™ ECL substrat de Western blot

Thermo Scientific, Rockford, EUA

Poli-L-lisina

Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Portaobjectes adherents

Klinipath Good(s) in pathology, Paisos Baixos

Proteinasa K

Invitrogen




rhINS Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA
RPMI Lonza, Verviers, Bélgica

Sali fisiologic Baxter, Espanya

SDS Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA
Septrin UCB Pharma

Superscript Il transcriptasa inversa Invitrogen

SuperSignal ™ West Femto substrat

de maxima sensibilitat

Thermo Scientific, Rockford, EUA

Tampd RIPA (sc-24948) Santa Cruz Biotechnology, inc.

Tampé Tris en pastilles Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA
TBE 10 X Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA
TEMED Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Tires de deteccié Glucocard G

A. Menarini Diagnostics

Tripsina/EDTA

Lonza, Verviers, Bélgica / GIBCO-Invitrogen, Carlsbad,
EUA

Tris Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Alemanya /
Sigma Aldrich, St Louis, EUA

Tritd X-100 Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Trizma Base Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

TRIzol Invitrogen

TUNEL Assay Kit Roche

Tween-20 Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

R-mercaptoetanol Invitrogen / Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

2-propanol Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA

4.2 Anticossos

Taula 4-2: Taula d’anticossos.

Anticos Clon/Referéncia | Dilucié Casa comercial
Annexin-V  conjugada amb | 1-65874X 5 uL en | BD Biosciences

FITC 195 pL

Anti-conillet d'indies biotinilat | HK3400706 1 gota Biogenex, California, EUA

— Super Sensitive Multilink

Anti-conillet d’indies-lgG-Cy3 | 706-165-148 1:500 Jackson Immunoresearch
laboratories, West Grove, PA,
EUA

Anti-conillet d’indies-lgG-Cy2 | 706-225-148 1:100 Jackson Immunoresearch
laboratories, West Grove, PA,
EUA

Anti-conillet d’indies d'insulina | A0564

1:1.000 Dako, California, EUA
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policlonal

Anti-conill IgG TrueBlot® 18-8816 1:10.000 | eBioscience

Anti-huma Ki67 de ratoli V450 | B56 1:20 BD Biosciences

Anti-rata  Ki67 de ratoli | TEC-3 1:50 Dako, California, EUA

monoclonal

Anti-ratoli alfa-actina 1A4 1:5.000 Sigma Aldrich, St Louis, MO,
EUA

Anti-ratoli beta-actina AC-74 1:2.000 Sigma Aldrich, St Louis, MO,
EUA

Anti-ratoli CCR7 4B12 1:100 eBioscience

Anti-ratoli CD11c HL3 1:100 BD Biosciences

Anti-ratoli CD16/CD32 en rata | 93 1:100 eBioscience

(Fc Block de ratoli)™

Anti-ratoli CD19 1D3 1:100 BD Biosciences

Anti-ratoli CD25 PC61 1:100 BD Biosciences

Anti-ratoli CD3 145-2C11 1:100 BD Biosciences

Anti-ratoli CD3 2C11 1 pg/mL | BD Biosciences

Anti-ratoli CD4 RM4-5 1:100 BD Biosciences

Anti-ratoli CD45 HI30 1:100 BD Biosciences

Anti-ratoli CD62L MEL-14 1:100 BD Biosciences

Anti-ratoli CD69 H1.2F3 1:100 BD Biosciences

Anti-ratoli CD8 53-6.7 1:100 BD Biosciences

Anti-ratoli CD80 16-10A1 1:100 BD Biosciences

Anti-ratoli CD86 GL1 1:100 BD Biosciences

Anti-ratoli-lgG-CF™405S SCJ4600013 1:200 Sigma Aldrich, St Louis, MO,
EUA

Anti-ratoli-IgG-Cy2 715-225-150 1:100 Jackson Immunoresearch
laboratories, West Grove, PA,
EUA

Anti-ratoli-lgG-Cy3 715-165-150 1:100 Jackson Immunoresearch
laboratories, West Grove, PA,
EUA

Anti-ratoli FoxP3 FJK-16S 1:100 eBioscience

Anti-ratoli glucago K79bB10 1:2.000 Sigma Aldrich, St Louis, MO,
EUA

Anti-ratoli GLUT-2 biotinilat 205115 1:50 R&D Systems

Anti-ratoli GLUT-4 ab654 1:2.500 Abcam

Anti-ratoli 1gG TrueBlot® 88-7788 1:10.000 | eBioscience

Anti-ratoli MAC-3 M3/84 1:100 BD Biosciences

Anti-rmIFNy  (anticos  de | 554431 2mg/mL | BD Biosciences

captura)




Anti-rmIL-2  (anticos  de | JES6-1A12 10 mg/mL | BD Biosciences
captura)
Anti-rmIFNy biotinilat (anticos | XMG1.2 5mg/mL | BD Biosciences
de deteccid)
Anti-rmIL-2 biotinilat (anticos | JES6-5H4 5mg/mL | BD Biosciences
de deteccid)
BioMag® Goat Anti-Rat IgG 310107 500 pL | Qiagen
per
mostra
Estreptavidina-APC 31274246 1:300 Immunotools, Friesoythe,
Alemanya
Estreptavidina-PE 554061 1:500 BD Biosciences
Estreptavidina-avidina unit a | HK3310906 1 gota Biogenex, California, EUA
alcalina fosfatasa — SS Label
Estreptavidina-HRP 552576 1:1.000 BD Biosciences
Hoechst 33342 1 mg/mL B 2261 1:200 Sigma Aldrich, St Louis, MO,
EUA
lodur de propidi 51-66211E 10 pL en | BD Biosciences
190 pL
(20
Hg/mL)

4.3 Aparells i programari

Taula 4-3: Taula d’aparells i programari.

Aparell/Programari

Casa comercial

Camera Hamamatsu digital C9100

Hamamatsu Photonics, Barcelona, Espanya

Espectrofotometre Nanodrop (ND-1000)

Thermo Scientific, Rockford, EUA

FACSCanto Il BD Biosciences

Filtres de pas de banda de 10 nm per 340 nm i | Omega Optics, Madrid, Espanya

380 nm

Glucometre Glucocard G Sensor Arkray Inc., Shiga, Jap6

Maquina reveladora Optimax X-Ray Film Processor, Alemanya

Microscopi d'epifluorescéncia

Zeiss, Axiovert 200M

Microscopi optic Leica DM R

Leica Microsystems

Roda amb filtre dual

Sutter Instrument CO, CA, EUA

Programari Aquacosmos

Hamamatsu Photonics, Barcelona, Espanya

Programari ImageJ

NIH, Bethesda, MD, EUA

Programari Sigmaplot

Sigmaplot, Jandel Scientific
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4.4 Oligonucleotids per a la PCR

Taula 4-4: Taula de primers.

Primer Seqiiéncia 5’ - 3’ Us
CDK11cloF GATTAACAAGATTTTCAAGGACCTGGGTACTCCTAG PCR
CDK11cloR GCCACGTCCATCAAGCCGACCGCGGCCGCTCGAGTCAGAACT | PCR
TGA

CDK11F2 CCTGCTGAGCCATGCTGGC PCR
CPfr CTCAGACAACGCCTGCCTGAGC PCR
CPrev CAA GAG AAG CCT GAG CAA ATAG PCR
Crel GGCCCCATGGCATCCAATTTACTGACCGTACAC PCR
Cre2 TCGCTCGAGGTGATCGCCATCTTCCAGCAG PCR
Ealbl CGGCGTTCTACAACATTGCG PCR
Ea GCG GAAGAG GTGATCGTCCCTC PCR
GlucgFw ACACCAAGAGGAACCGGAAC qPCR
GlucgRv ACTGGCACGAGATGTTGTGAA qPCR
HPRT1 GTTGGATACAGGCCAGAVCTTTGTTG PCR
HPRT2 GAGGGTAGGCTGGCCTATAGGCT PCR
MCDK11BFwWRT | TCTGCACATCACCGTACCAT qPCR
MCDK11BRvRT | CTGGTTTTCCTCTCGCTGTC qPCR
Mp70 GAGATACTCTTT ACATGC CAACC PCR
0IMR803 GGA AAAGAATTG GTATCC AC PCR
0IMR804 AGTTAT AAC AGC TGG GTT GGC PCR
[3-actinFw TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAA qPCR
[-actinRev TAAAACGCAGCTCAGTAAGAGTCC qPCR




5 METODES

5.1 Estudis in vitro

Tots els experiments de cultius en van dur a terme incubant les cel-lules en una atmosfera
humida (5% CO2, 95% humitat relativa i 37 °C).

5.1.1 Sobreexpressié de la CDK11 a la linia NIT-1 d’insulinoma muri NOD

La linia cel-lular d'insulinoma NIT-1 (ATCC® CRL-2055™) va ser proporcionada pel Dr. J.
Verdaguer. El medi de cultiu usat per mantenir la linia cel-lular era DMEM amb glucosa 22,7 mM
I L-glutamina 2 mM, suplementat amb FBS 10%, penicil-lina-estreptomicina 1% i f-

mercaptoetanol 5 uM.

5.1.2 Subclonatge de la CDK11r%8 | |a CDK11r1%0 per transfectar

Es van subclonar els cDNA de ratoli de la CDK11r38 j la CDK11p130 respectivament sota el control
del promotor de la insulina de rata (RIP) en un plasmidi derivat del pBluescript SK (Stratagene)
anomenat pBSK-Neo, que confereix resistencia a la neomicina (Figura 5-1). Es van transfectar
cel-lules amb el vector pBSK-Neo sense cap insert de cDNA, com a control negatiu. Ea. és una
seqliencia genomica que prové del gen I-Ead (el gen I-Ea codifica per a la subunitat o del locus
E de 'MHC classe Il de ratoli; la subunitat E codifica per a glicoproteines de membrana, i
I'haplotip d prové de la soca de ratolins DBA/2). Al contrari de la majoria de soques de ratoli, els
ratolins NOD no expressen I-E (només I-A).
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Figura 5-1: Vectors pBSK-Neo-CDK11P130 j pBSK-Neo-CDK 11ps,
5.1.3 Transfeccio de la linia cel-lular NIT-1

Es van transfectar alternativament les cel-lules NIT-1 mitjangant electroporacié i Metafectene®
Pro (Biontex) amb el plasmidi pBSK-Neo, que contenia els transgens CDK11pr%8 o CDK11r130,
respectivament, o el plasmidi buit com a control. Es van seleccionar les cél-lules transfectades

NIT-1 estables mitjancant 0,4 mg/mL de geneticina activa (G418).

5.1.4 Analisi de I'expressio de 'mRNA del transgén CDK11p%8 | CDK11r1%0

Es va aillar RNA de les linies cel-lulars transfectades NIT-1 utilitzant TRIzol (Invitrogen), segons
les instruccions del fabricant, i es va determinar la concentraci¢ final d'RNA de les mostres
mitjangant un espectrofotometre Nanodrop (ND-1000) llegint a 260nm. Es va retrotranscriure
I'mRNA a cDNA (65 °C, 5 min; en gel, 5 min; 55 °C, 1 h, i 70 °C, 15 min) fent servir oligodT i la



Superscript Il transcriptasa inversa (Invitrogen) i seguint les instruccions de la casa comercial.
Es van fer servir controls negatius, que contenien els mateixos reactius menys la Superscript Il

per tal de comprovar que les mostres d’'RNA no estiguessin contaminades amb DNA.

El cDNA resultant de la retrotranscripcié es va fer servir com a plantilla per a la subseqient
amplificacié per PCR dels transgens en qliestio. Les sequéncies de primers per a I''T-PCR van
ser dissenyats 0 hé al nostre laboratori
(CDK11cloF_GATTAACAAGATTTTCAAGGACCTGGGTACTCCTAG,

Ealbl CGGCGTTCTACAACATTGCG, CDK11F2 _CCTGCTGAGCCATGCTGGC) o bé van ser
extrets de la literatura (HPRT1_GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG,
HPRT2_GAGGGTAGGCTGGCCTATAGGCT) (Reiner, Zheng et al. 1993). Es va utilitzar el gen
constitutiu (o house-keeping) de la hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferasa (HPRT1/HPRT2)
com a control positiu de la sintesi del cDNA.

5.1.5 Estudis d’apoptosi mitjangant Annexin-V

Per estudiar I'apoptosi induida per citocines en la seva fase primerenca, es van posar en cultiu
100.000 cél-lules per pou en plaques de 96 pous el dia 0. El dia 1, es va afegir IL-18 en una
concentracid final de 50 U/mL. El dia 2, es van recollir les cél-lules i es van analitzar amb tinci6
d’Annexin-V (cél-lules apoptotiques) i iodur de propidi (PI) (cél-lules necrotiques), seguint les

instruccions del kit de deteccié d’Annexin-V (BD Biosciences).

De manera resumida, es van resuspendre les céllules en 195 pL de tampd d'unié 1 X, inclos en
el kit, s’hi va afegir 5 puL d’Annexin-V-FITC i el conjunt es va incubar durant 10 min a temperatura
ambient a la foscor. Es van rentar les cellules en 200 pL de tampd d'unio 1 X. Es van
resuspendre en 190 uL de tampd d'unié 1 X i s'hi va afegir 10 uL de iodur de propidi (20 pg/mL,
concentracid final). Es va detectar I'emissié de fluorescéncia mitjancant citometria de flux. Des
del moment d'incubar amb Annexin-V fins a la lectura en el citometre no havia de transcorrer

més d’una hora.
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5.1.6 Proliferacié dels limfocits

Es van obtenir, en condicions estérils, leucocits de la melsa i dels ganglis limfatics pancreatics
(PLN) de ratolins NOD HTZ i WT de 7 setmanes mitjancant disrupcio fisica, fent servir
portaobjectes esmerilats i medi de cultiu RPMI 1640 suplementat amb FBS 10%, gentamicina
1,21 mM i B-mercaptoetanol 0,2 mM. Es van lisar els eritrocits mitjan¢ant xoc hipotonic amb 900
pL d'aigua pura i es va tornar a la isotonicitat inicial mitjancant I'addicio de 100 uL de PBS 10 X.
Seguidament s’hi van afegir 10 mL d’'RPMI suplementat i es van rentar les cél-lules amb sali
fisiologic (0,9% NaCl) per eliminar-ne el FBS.

Es van resuspendre les cél-lules en una concentracié de 20 x 106 cel-lules per mL de PBS. S'hi
va afegir el mateix volum de CFSE 5 uM i es van incubar les céllules a temperatura ambient
durant 8 min a la foscor. Després de la incubacio, es va interrompre la tincié amb 2-3 volums
d'FBS i es van deixar reposar les céllules durant 5 min. Després de fer un rentat, es van
resuspendre 1 x 106 leucocits/mL de medi RPMI suplementat. Es van cultivar les céllules en
plagues de 12 pous (1 x 108 cél-lules / 1 mL per pou) en presencia de 'anticos anti-CD3 1 pg/mL
0 concanavalina A 0,003 pg/mL com a estimuls policlonals. També es van utilitzar com a
antigens especifics la insulina recombinant humana (rhINS); el péptid de la cadena B que
compréen dels aminoacids 12 al 25 de la d'insulina (INSB12-25); el péptid de la descarboxilasa de
I'acid glutamic 65 (GAD65) anomenat GAD65p35, i I'hemocianina de Megathura crenulata
(Keyhole limpet 0 KLH), com a antigen no propi, a una concentracio de 25 g/mL. Una part de les
cél-lules es van cultivar sense estimul per tal de tenir controls negatius de proliferacio. Les

plaques es van incubar en una atmosfera humida amb 5% CO, 37 °C, durant 72 h.

5.1.7 Producci6é d’'IL-2 i IFNy per cultius de leucocits

Es van obtenir leucocits de la melsa i dels PLN de ratolins NOD HTZ i WT de 7 setmanes. 1 x
106 céllules per mL de medi RPMI suplementat es van resuspendre i es van cultivar en plaques
de 12 pous (1 x 106 cél-lules / 1 mL per pou) en presencia d'anticos anti-CD3 1 pg/mL. Per a
cada subjecte, es van cultivar una part de les cél-lules sense estimulacid. Es van incubar les
plaques en una atmosfera humida amb 5% CO, a 37 °C durant 48 h i es va recollir el

sobrenedant dels cultius cel-lulars.



Les citocines produides es van mesurar mitjancant la técnica d’'ELISA en Sandwich utilitzant els
anticossos anti-IL2 i anti-IFNy de ratoli de la manera descrita a continuacio. Es van fer servir els
anticossos de captura de ratoli antirecombinant-IL2 (10 mg/mL) i antirecombinant-IFNy (2
mg/mL). Es va afegir 100 pL d'anticos diluit en solucié d’uni6 (Na2HPO4 0,1 M, pH 9,0) als pous
d’'una placa ELISA preparada per unir proteines (Nunc Immuno Plate, Thermo Scientific). Es va
incubar la placa tapada durant la nit a 4 °C i, després de la incubacid, la soluci6 d’anticos es va
eliminar i es va bloquejar la placa afegint-hi 200 pL de tampd de bloqueig (FBS 10% en PBS) per
pou. Es van incubar les plaques a temperatura ambient durant 1 h 30 min, i a continuacio, sense
eliminar-ne I'excés de liquid, s’hi van afegir 100 pL per pou d'estandards (200 pg/mL IL2 i 200
U/mL IFNy; concentracions superiors) i de mostres (diluides en tamp6 de bloqueig + Tween-20
0,05%). Es va incubar la placa a temperatura ambient durant 4 h i es va rentar 4 cops amb PBS
+ Tween-20 0,05%. Tot seguit, s'hi van afegir 100 pL d’anticos de detecci6 (biotinilat) 5 mg/mL
diluit en tamp6 de bloqueig/Tween-20 0,05%, es va incubar la placa a temperatura ambient
durant 1 h 30 min i es va rentar 6 cops amb PBS/Tween. Es va afegir 100 pL d'estreptavidina-
HRP (1:1000) en tampd de bloqueig/Tween, es va incubar a temperatura ambient durant 1 h i es
va rentar 8 cops amb PBS/Tween. Finalment, es va fer servir el kit de pastilles Sigma FAST OPD
i se’n va llegir la densitat optica (OD) a 450 nm.

5.2 Estudis in vivo

5.2.1 Ratoli model usat per estudiar la diabetis de tipus 1

» Tots els procediments experimentals amb animals utilitzats durant I'estudi van ser aprovats
pel Comité Etic d’Experimentacié Animal (CEEA) de la Universitat de Lleida, d'acord amb les
regulacions d’experimentacio animal europees i dels Estats Units d’America.

» Tots els animals s’han mantingut en condicions lliures de patogens especifics (SPF).

» Tots els resultats obtinguts mitjancant animals d’experimentacio es van realitzar amb ratolins
femelles.

» Els ratolins tenien accés a menjar autoclavat, dieta de cria Rata/Ratoli 2018 S Autoclavable
(Harlan Ibérica) i aigua ad libitum en caixes microaillades amb pressié positiva d'aire HEPA,
a 21 °C i 40-60% d’humitat, en cicles de 12 h de llum/foscor.
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El personal al carrec del manteniment dels ratolins portava sempre roba de laboratori
esterilitzada. Es feien totes les manipulacions dels animals en campanes de flux laminar i
s'esterilitzava tot el menjar, aigua i material en contacte amb els ratolins mitjangant
autoclavament (esterilitzacié per calor).

La colonia de ratolins NOD, model usat per estudiar la diabetis de tipus 1, deriva de la
colonia del laboratori de Charles A. Janeway, Jr., seccid d'immunologia, de la Facultat de
Medicina de I'estabulari de la Universitat de Yale.

Es va transferir la mutacié SCID al fons NOD i es van mantenir els ratolins amb una barreja
d'antibiotic Septrin (trimetoprim 0,24 g/L i sulfametoxazole 1,2 g/L) en regim setmanal (1
setmana amb Septrin i 1 setmana sense).

La Dra. Jill M. Lahti de I'hospital St. Jude Children’s de Memphis ens va proporcionar els
ratolins heterozigots (HTZ) per a la deficiéncia de la CDK11 en un fons genétic mixt
129SvxC57BL/6. També ens va proporcionar els ratolins WT (salvatges) amb el gen CDK11
flanquejat pels llocs loxP, en el mateix fons genétic mixt 129SvxC57BL/6.

Vam retrocreuar aquests ratolins amb el fons genetic non-obese diabetic (NOD) per 15
generacions successives, genotipant i seleccionant per indicadors homozigots pels al-lels ldd
de la soca NOD.

El Dr. Ed Leiter, de The Jackson Lab Main, ens va proporcionar molt generosament els
ratolins NOD RIPCreins els quals expressen la recombinasa Cre sota el control del promotor
de lainsulina, la qual s’expressa especificament en cél-lules beta pancreatiques.

5.2.2 Generaci6 de la soca NODCDK118KO

Les cel-lules del blastocist E3.5 homozigotes per I'al-lel CDK11r110/758 nuyl-les no son viables i

moren a causa de I'apoptosi induida per una fallada en la proliferacié i aturada mitotica (Li, Inoue

et al. 2004). Per aquest motiu, es va utilitzar el sistema de la recombinasa Cre expressada sota

el control del promotor de la insulina, per tal d'eliminar el gen de la CDK11 que esta flanquejat

per les seqiencies de recombinacid loxP de manera selectiva en les cél-lules beta

pancreatiques. D’aquesta manera s'obtenia 1 KO (organisme genoanul-lat) condicional de

CDK11 en les cél-lules beta pancreatiques.

Vam obtenir, de manera paral-lela, els ratolins loxP CDK11 i CDK11 HTZ (heterozigots) en el
fons genétic NOD (NODIoxPCDK11 i NODCDK11HTZ, N15). Tot seguit vam intercreuar els



ratolins NOD CDK11 HTZ amb el gen CDK11 flanquejat pels llocs loxP, amb els ratolins NOD
RIPCreins, D'aquesta manera, vam aconseguir tots els genotips representats en la taula inferior
en el fons genétic NOD.

Taula 5-1: Soques del ratolins NOD CDK11.

Genotip resumit | Genotip detallat
KO CDK11 Alflox cre/+ KO combinat*
Flox/flox cre/+ KO total en cel-lules beta pancreatiques
HTZ CDK11 Al+ +/+ Anomenats HTZ (KO parcial a tots els teixits)
Al+ crel+ KO parcial a tots els teixits
+/flox cre/+ KO parcial només en cel-lules beta pancreatiques
Alflox +/+ KO parcial a tots els teixits
WT +H+ ++ Anomenats WT
+/+ crel+
+/flox +/+
Flox/flox +/+

A = gen CDK11 eliminat (0 nul)

flox = gen CDK11 flanquejat pels llocs loxP

cre = recombinasa Cre expressada sota el control del promotor de la insulina
+=gen WT

*KO combinat = KO total en cél-lula beta + KO parcial a la resta de teixits

5.2.2.1 Analisi de la delecié genomica de la CDK11 en ratolins NOD/RIPcreFloxCDK11

Es va aillar el DNA genomic de melsa, timus i illots pancreatics de ratolins RIPcre*FloxCDK11 i
RIPcre‘FloxCDK11, per tal d’examinar la delecio de teixit especifica del gen de la CDK11

controlada per la recombinasa Cre.

Taula 5-2: Primers usats per genotipar la soca NOD CDK11.

Deteccié | Primers | Seqlencia
A CPrev CAA GAG AAG CCT GAG CAA ATAG
Mp70 GAG ATACTCTTT ACATGC CAACC
Cre Crel GGCCCCATGGCATCCAATTTACTGACCGTACAC
Cre2 TCGCTCGAGGTGATCGCCATCTTCCAGCAG
Flox CPfr CTCAGACAACGCCTGCCTGAGC
CPrev CAA GAG AAG CCT GAG CAA ATAG
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5.2.3 Generacio de la soca NOD/SCID CDK11

Es van comprar els ratolins NOD/SCID a The Jackson Laboratories. Per tal de genotipar la
mutacio SCID, es va fer servir el protocol de PCR recomanat per The Jackson Lab (94 °C, 1 min
30s+[94°C,30s +53°C, 30s + 72°C, 30 s] 30 cicles + 72 °C, 2 min + 4 °C) (Forward-
0IMR803: GGA AAA GAATTG GTA TCC AC i Reverse-0IMR804: AGTTAT AAC AGC TGG GTT
GGC). Es va digerir el producte resultant de la PCR mitjan¢ant I'enzim de restriccio Alul a 37 °C i
es van correr en un gel d'agarosa al 4%. La mida esperada dels productes de la PCR eren:
mutant (38 bp, 28 bp i 11 bp), HTZ (68 bp, 38 bp —28 bp i 11 bp) i WT (68 bp i 11 bp).

5.2.4 Aillament d’illots pancreatics

Es van sacrificar els ratolins per dislocacio cervical i es van aillar els illots mitjangant digestio
amb col-lagenasa P (Roche Diagnostics). Es va injectar cada pancrees amb 5 mL de solucié de
digestio (5 mg de col-lagenasa P en 7 mL de Hank’s Balanced Salt Solution [HBSS]) a través del
conducte biliar coml o coledoc. Després de la injeccid, se'n va extreure el pancrees i es va
incubar amb 3 mL de solucié de digestid durant 7 min a 37 °C. Es van disgregar els teixits
mecanicament amb una pipeta Pasteur i es va parar la digesti6 afegint-hi 45 mL de HBSS — BSA
0,1%. Es van mantenir els tubs en gel durant 5 min i es va descartar la capa de lipids que hi va
quedar sobrenedant. S’hi va afegir HBSS — BSA 0,1% fins a 45 mL i se’'n van recollir els illots

manualment amb una micropipeta sota una lupa binocular, en 2 torns (22,5 mL cadascun).

5.2.5 Separacio magneética de cél-lules pancreatiques endocrines (fraccié CD45")

Es van aillar els illots pancreatics i es van disgregar mitjancant digestio amb tripsina. La
suspensi6 cel-lular resultant es va incubar amb I'anticos anti-ratoli CD45 i seguidament amb
anticos anti-rata unit a boles magnetiques. Es va descartar la fraccio positiva per CD45 (infiltrat

limfocitic) mitjangant un imant i se’n van guardar les fraccions negatives (cél-lules endocrines).

5.2.6 Expressio de I'mRNA de la CDK11 i del glucag6

Es van aillar els illots de ratolins NOD/SCID de 6, 9 i 11 setmanes; NOD d'11 setmanes, i
NOD/SCID CDK11 HTZ i WT de 6 setmanes. Es van tripsinitzar els illots per tal d'obtenir cel-lules



beta aillades. En les cél-lules aillades de ratolins NOD, es va procedir a la separacié magnética
detallada en l'apartat anterior. Es va fer servir el reactiu TRIzol per aillar 'RNA, segons les
instruccions del fabricant, i es va determinar la concentracié final d'RNA en les mostres
mitjangant un espectrofotometre Nanodrop (ND-1000). Es va retrotranscriure 'mRNA a cDNA
fent servir el kit de sintesi de cDNA iScript de Bio-Rad. Es va fer servir el producte resultant de
cDNA com a plantilla per a la subseqiient amplificacié per a PCR a temps real (QPCR). Es va
utilitzar la p-actina com a control intern per normalitzar I'expressio genetica, i les dades

obtingudes es van calcular mitjangant el metode 2-Ct,

Taula 5-3: Primers usats per a la gPCR.

CDK11 | mCDK11BFWRT | TCTGCACATCACCGTACCAT
MCDK11BRVRT | CTGGTTTTCCTCTCGCTGTC

Glucagé | GlucgFw ACACCAAGAGGAACCGGAAC
GlucgRv ACTGGCACGAGATGTTGTGAA

B-actina | B-actinFw TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAA
B-actinRev TAAAACGCAGCTCAGTAAGAGTCC

5.2.7 Monitoratge de la diabetis

Cada setmana es revisaven els animals en observacid mitjancant tires reactives d'orina, Medi-
Test Glucose 3, des de la setmana 12 fins a la 30, en el cas de la historia natural. En el cas de
les transferencies adoptives, es monitoraven els animals 1 cop per setmana, fins a les 17
setmanes despreés de la transferencia adoptiva.

Quan la glicosUria sortia positiva, €s mesurava la glicémia en sang a partir d'un tall petit a la cua
del ratoli. S'utilitzaven les tires de detecci6 Glucocard G, i el corresponent glucometre Glucocard
G Sensor, per mesurar la glucosa en sang. Vam considerar que nivells de glucosa en sang per
sobre els 200 mg/dL eren hiperglucémics i, per tant, es diagnosticava I'animal com a diabeétic.

Per tal de determinar I'etiologia de la diabetis mellitus, es mataven els ratolins hiperglucemics i es

comprovava immunohistoquimicament la infiltracié dels illots per leucocits.
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5.2.8 Analisi immunohistoquimica de la infiltracié pancreatica

Es van sacrificar els ratolins a les 5, 8 i 10 setmanes d’edat, i se’'n van extreure el pancrees i la
melsa. Tot seguit es van submergir els teixits en paraformaldehid al 4% en PBS durant 3 h a
temperatura ambient. Es van deshidratar els teixits seguint el seguent procediment: 50 min
etanol 70%,; 2 cops, 50 min etanol 96%; 3 cops, 50 min etanol 100%, i finalment, 40 min en xilé.
Es van incubar els teixits en parafina durant 3 h a 60 °C i es van formar blocs de parafina amb
els teixits inclosos en parafina. Se’n va tallar seccions de 10 um de gruix i es van col-locar en
portaobjectes adherents. Es van deixar assecar les seccions de teixit durant la nit a 37-40 °C, en

una placa calenta.

El procés de desparafinitzacio per a la posterior tincio, es detalla a continuacid: es van col-locar
els portaobjectes 10 min en una estufa a 60 °C. Tot seguit, es van posar, 3 cops, 10 min en xilg;
2 cops, 5 min en etanol 100%; 2 cops, 5 min en etanol 95%; 2 cops, 5 min en etanol 60%, i en

aigua destil-lada durant almenys 10 min.

Es van contratenyir les seccions de parafina mitjangant hematoxilina i eosina: 1 bany de 23 min
amb hematoxilina de Harris, 1 rentat amb aigua destil-lada per eliminar I'excés d’hematoxilina, 10
segons amb alcohol acid, 10 min amb aigua corrent de l'aixeta, i 1 bany d'eosina durant 1-2 min.

Tot seguit, es van tornar a deshidratar els teixits mitjangant un rentat d’etanol 70%, 1 rentat
d’etanol 96%, 1 bany d'etanol 96% durant 30 segons, 2 banys d’etanol 100% durant 5 min i 3
banys de xilé durant 5 min.

Els portaobjectes es van muntar amb DPX i es van obtenir imatges de les seccions per realitzar

estudis d'infiltracié amb un microscopi optic.

Per tal de puntuar la infiltracié dels illots pancreatics, es van assignar uns valors: 0 per a illots no
infiltrats, 1 per a lesions periinsulitiques, 2 per a insulitis intrainsulars amb menys del 50% de
I'area de lillot infiltrada, i 3 per a insulitis amb més del 50% de I'area de ['llot infiltrada. Per tal
d'estudiar la infiltracid pancreatica, es va utilitzar un minim de 6 ratolins per grup experimental i
es va examinar un minim de 8 seccions per ratoli a 4 nivells diferents (>180 illots per ratoli). Es
va aplicar la formula de sota per a cada ratoli individual, per tal de calcular la puntuacio de la
infiltracio, i després es va fer la grafica de la mitjana £ SEM per a cada genotip.



(Oxn°illotsvalor 0)+(1x n°illotsvalor 1) +(2x n°illots valor 2) +(3x n°illotsvalor 3)
n°illotstotals

5.2.9 Transferencies adoptives de diabetis

Els experiments de transferencies adoptives es van fer per tal d'estudiar i caracteritzar la
diabetogenicitat dels limfocits de donants dels diferents genotips possibles. Es van aillar els
leucocits de la melsa o dels PLN i es van lisar els eritrocits. Se’n van comptar les cél-lules i es
van transferir a recipients NOD/SCID de diferents genotips en relacié amb la CDK11 (10 milions

de cel-lules per recipient / 200 pL de sali fisiologic) via injeccio intravenosa retroorbital.

I Es van fer servir femelles NOD/SCID CDK11 WT o HTZ (=4 setmanes) com a recipients de
les transferencies adoptives de cel-lules totals de melsa de donants NOD de 8-12 setmanes
d'edat no diabétiques.

ll. Es van fer servir femelles NOD/SCID WT (=4 setmanes) com a recipients de les
transferéncies adoptives de cel-lules totals de melsa de donants NOD CDK11 WT i HTZ de 9
setmanes d’edat no diabetiques.

. Es van fer servir femelles NOD/SCID WT (=4 setmanes) com a recipients de les
transferencies adoptives de leucocits totals de ganglis limfatics pancreatics de donants NOD
CDK11 WT i HTZ de 9 setmanes d’'edat no diabetiques.

5.2.10 Test intraperitoneal de tolerancia a la glucosa (IPGTT)

Es van deixar en deju, durant 16 h, ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 6 i 10 setmanes d'edat.
Tot seguit, els ratolins es van anestesiar amb pentobarbital sodic (60 mg/kg) i se'ls va injectar
intraperitonealment 2 g de glucosa per kg de pes corporal. El grup control no rebia la injeccio
intraperitoneal de glucosa, sind de sali fisiologic (0,9 g NaCl / 100 mL). Després de la injeccid, es
mesurava la glicémia i la insulinemia a diferents temps (0, 15, 30, 60 i 120 min). Es va determinar
la glicémia com s’ha descrit anteriorment, i la insulinemia mitjancant el kit d’ELISA d'insulina de
Mercodia.
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5.2.11 Test intraperitoneal de tolerancia a la insulina (IPITT)

Es van anestesiar els ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 10 setmanes d'edat (alimentats) amb
pentobarbital sodic (60 mg/kg). Tot seguit, es va injectar intraperitonealment 1 U/kg d'insulina
recombinant humana per kg de pes corporal. El grup control no rebia la injeccié intraperitoneal
d'insulina, sind de sali fisiologic. Després de la injeccid, es va mesurar la glicémia, com s’ha

descrit anteriorment, a diferents temps (0, 15, 30, 60 i 120 min).

5.2.12 Lectura de glucagd en plasma de ratoli

Es va dur a terme un IPGTT perod només s'analitzava la glicémia i s'agafava sang a 0, 60 i 120
min. S’havia de recollir tanta sang com fos possible i mantenir els tubs en gel en tot moment. Es
van centrifugar els tubs a 10.000 rpm durant 10 min a 4 °C i es va recollir el sobrenedant
(plasma) en tubs d’Eppendorf que contenien 1 pL d'aprotinina per cada 50 pL de plasma
recuperat (2 pg/mL, concentracié final). Es determinava la concentracié de glucagé mitjancant un
kit d’ELISA EIA de Sigma-Aldrich.

5.2.13 Obtencio6 de proteines de membrana i analisi del transportador de glucosa

(GLUT-4) en teixit adipos i muscul esquelétic

Es va aillar teixit adipds blanc de rony6 i miscul de 3 ratolins femelles NOD CDK11 WT i HTZ de
10 setmanes d’edat. Se’n van homogeneitzar els teixits mitjancant un politré en 8 mL de tampo
d’homogeneitzacié (Hepes 25 mM, EDTA 4 mM, aprotinina 1 U/mL, sacarosa 250 mM; pH 7,4),
mentre es mantenien els tubs en gel durant tot el procés. Els homogenats se sotmetien a una
primera centrifugacio (10.000 x g, 10 min, 4 °C), se'n recollia el sobrenedant i se’n descartaven
els precipitats. Es transferia el sobrenedant vers un tub d'ultracentrifuga a 200.000 x g 1 h 30 min
a 4 °C. Se'n descartava el sobrenedant i se’'n resuspenia el precipitat (proteines de membranes
totals) en 100-500 pL de tamp6 d’homogeneitzacid. La valoracié de proteines es feia pel metode
de Bradford (1976) i, seguidament, es va realitzar un Western blot per analitzar I'expressio de
GLUT-4.



Taula 5-4: Anticossos usats per a I'analisi del transportador GLUT-4.

Anticos Clon | Diluci6 | Empresa
Anti-ratoli GLUT-4 ab654 | 1:2.500 | Abcam
Anti-ratoli alfa-actina | 1A4 1:5.000 | Sigma Aldrich
Anti-ratoli beta-actina | AC-74 | 1:2.000 | Sigma Aldrich

5.2.14 Lisi d’illots per a Western blot

Es van aillar illots de ratolins NOD/SCID CDK11 WT i HTZ de 5-6 setmanes d'edat i es van
guardar en precipitats secs a =80 °C. Es va extreure la proteina total dels precipitats secs
mitjancant el tampd RIPA, seguint el protocol detallat a continuacio. Es va afegir 1 pL de tamp6
fred RIPA (Sigma-Aldrich) amb inhibidors de proteases per a cada 4 illots i es van realitzar 3
cicles de congelacit/descongelacié en gel sec / bany a 37 °C. Es van tornar a incubar en gel
durant 30 min més. Tot seguit, es van transferir en tubs de microcentrifuga i es van centrifugar a
14.000 x g durant 20 min a 4 °C. El lisat cel‘lular és el sobrenedant resultant. Es va mesurar la

concentracié mitjangant el Nanodrop i va ser utilitzat com a substrat d’'SDS-PAGE (gel al 10%).

5.2.15 Western blot

La quantificacié proteica es va dur a terme mitjancant I'espectrofotometre Nanodrop (ND-1000)
llegint a 280nm per a cada mostra. Es va carregar la mateixa quantitat de proteina en els gels
SDS-PAGE i es van fer servir gels de resoluci6 del 10% i gels d’aglutinament al 5%. Es va dur a
terme I'electroforesi a un corrent constant de 30 mA, i el voltatge es va mantenir en tot moment
sota els 150 volts durant 1 h 30 min o fins que el front blau de bromofenol sortis del gel per a
proteines de pes molecular superior a 30 kDa. Es van quantificar els nivells de B-actina per

verificar la quantitat de proteina carregada en cada carril.
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Taula 5-5: Components del gel de resoluci6 al

10%.

Volum (mL)
H.O 4
Acrilamida/Bis 30% 3,3
Tris 1,5 M, pH 8,8 2,5
SDS 10% 0,1
Persulfat d’'amoni 10% 0,1
TEMED 0,004

Taula 5-6: Components del gel d’aglutinament

al 5%.
Volum (mL)
H.O 2,1
Acrilamida/Bis 30% 0,5
Tris1 M, pH 6,8 0,38
SDS 10% 0,03
Persulfat d’'amoni 10% 0,03
TEMED 0,003

Es va fer servir el sistema humit de Bio RAD per fer la transferencia de les proteines resoltes del
gel a la membrana de PVDF. Es va activar la membrana de PVDF en metanol durant 2 min i es
va dur a terme la transferéncia a 250 mA durant 1 h. Es va comprovar la transferéncia de la
proteina mitjancant la tincié del gel, després de la transferencia, amb Coomassie Brilliant Blue. El
gel posttransferencia es va deixar durant la nit en solucié de tincio. Tot seguit, es va fer servir
una soluci6 de destinci6 per tal de decolorar el gel, fins que es va deixar el gel transparent amb

les bandes proteiques de color blau.

Taula 5-7: Solucié de blau de Coomassie.

Quantitats peralL

Metanol

450 mL

Blau de Comassie

059

Barrejar-ho bé fins a solubilitzar-ho i afegir-hi:

H.O

450 mL

Acid aceétic

100 mL

Filtrar-ho i conservar-ho a temperatura ambient.




Taula 5-8: Solucié de destenyiment.

Quantitats peralL
H.0 500 mL
Metanol 50 mL
Acid aceétic 75 mL
Afegir-hi H20 fins a un volum final d’1L.

Quan es va acabar la transferéncia, es va fer el bloqueig de la membrana (per evitar unions
inespecifiques de I'anticos primari), utilitzant TBST (Tris-HCI 20 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM;
Tween-20 0,05%) + llet descremada en pols (Central Lechera Asturiana) al 5%, durant 30 min a

temperatura ambient amb agitacié moderada.

Es va realitzar la deteccié immunologica fent servir els anticossos primaris apropiats en una
incubacio durant la nit a 4 °C amb agitacio. Es van fer 4 rentats de 10 min amb TBST, es va diluir
I'anticos secundari conjugat amb peroxidasa i es va incubar amb agitacio moderada durant 1 h

30 min a temperatura ambient.

Es van revelar els immunoblots per visualitzar els anticossos units amb Pierce™ ECL o
SuperSignal™ West Femto. Es van preparar els substrats amb una ratio 1:1 (reactius de
deteccid 1: soluci6 estable de peroxid, i deteccid 2: solucié luminol/potenciador). Es va incubar la
membrana durant 1 min amb el substrat i després es va exposar a una pel-licula de raigs X
autoradiografica durant diferents intervals de temps. Es va revelar la pellicula amb 'ajuda d’'una
maquina reveladora (Optimax X-Ray Film Processor).

5.2.16 Estudis morfometrics

Partint de mostres incloses en parafina, es desparafinaven i es rehidrataven. S'incubaven les
mostres, sempre en una camera humida, en tampo Tris 0,1 M + Trit6 0,01%, pH 7,4 durant 10
min, i, tot seguit, es bloguejaven en tampo Tris 0,1 M + Trit6 0,01% + BSA 1%, pH 7,4 durant 30
min. Es van tenyir les seccions amb anticos primari anti-conillet d’indies insulina en solucié de
bloqueig durant 2 h a temperatura ambient. Es rentaven amb tampé Tris 0,1 M, pH 7,4 durant 15
min en agitacid moderada, i es tenyien amb anticos secundari anti-conillet d’indies biotinilat
durant 2 h a temperatura ambient. Es rentaven amb tampd Tris 0,1 M, pH 7,4 durant 15 min en
agitacié moderada, i s'hi afegia I'enzim alcalina fosfatasa unit a estreptavidina-avidina durant 30
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min a temperatura ambient. Es rentaven amb tamp6 Tris 0,1 M, pH 7,4 durant 15 min en agitacio
moderada, i s'hi afegia el substrat de I'alcalina fosfatasa. Es va fer servir el cromogen SIGMA
FAST Fast Red TR/Naftol AS-MX com a substrat de l'alcalina fosfatasa. Es va fer servir
hematoxilina per contratenyir els illots i es va quantificar 'area de la cél-lula beta a cegues amb

un microscopi optic i el programari ImageJ.

Es van utilitzar 6 ratolins NOD/SCID WT i HTZ de 8 setmanes d’edat per grup experimental i es

van examinar 8 seccions per ratoli a 4 nivells diferents (=180 illots comptats/grup).

Taula 5-9: Anticossos usats per a les analisis morfomeétriques.

Anticos Dilucio Empresa
Anti-conillet d’indies policlonal d'insulina 1:1.000 Dako
Anti-conillet d’indies biotinilat — Super Sensitive | 1 gota Biogenex
Multiink

Estreptavidina-avidina unit a alcalina fosfatasa — SS | 1 gota Biogenex
Label

SIGMA FAST Fast Red TR/Naftol AS-MX pastilles | 1 pastilla de cada | Sigma Aldrich
fosfat + pastilles tampd Tris en 10 mL

5.2.17 Estudis d’immunofluorescéncia per analitzar les cel-lules secretores de

glucago (cél-lules a.)

Es van obtenir seccions de pancrees de 5 ratolins NOD/SCID CDK11 WT i HTZ de 5 setmanes

d'edat. Es van comptar un minim de =80 illots per grup.

Es va seguir el seglient protocol de tincid immunohistoquimica: es van submergir els teixits
desparafinats 5 min en soluci6 Tris (Tris 0,1 M, pH 7,4), 30 min en solucié de permeabilitzacio
(Tris + Tritd X-100 1%), 5 min en solucio6 Tris, 1 h en soluci6 de bloqueig (Tris + Trit6-100 0,01%
+ BSA 3%), 5 min en solucio Tris, i, tot seguit, es van incubar amb anticos primari durant la nit a
4 °C en una camera humida. Es van rentar els portaobjectes 3 cops, 5 min, en solucié Tris i es
van incubar amb anticos secundari durant 2 h, en una camera humida en solucié de bloqueig.
Finalment, es van rentar els portaobjectes 3 cops, 5 min, en solucié Tris, es van muntar amb

Mowiol i es van obtenir imatges d'epifluorescéncia.



Taula 5-10: Anticossos usats per analitzar les cél-lules a.

Anticos Dilucié | Empresa

Anti-conillet d’indies policlonal d'insulina | 1:1.000 | Dako

Hoechst 333421 mg/mL 1:200 | Sigma Aldrich

Anti-ratoli glucago 1:2.000 | Sigma Aldrich

Anti-conillet d’indies-Cy3 1:500 | Jackson Immunoresearch laboratories
Anti-ratoli-Cy2 1:100 | Jackson Immunoresearch laboratories

5.2.18 Determinacié d’apoptosi tardana (TUNEL)

Es va utilitzar I'assaig d’apoptosi tardana TUNEL (dUTP nick end labeling) de Roche. De manera
resumida: es van desparafinar els teixits seguint el protocol préviament descrit, es van submergir
en una solucié de tampo citrat 0,1M, pH 6 i es van irradiar al microones a 750 W durant 1 min. Es
van refredar immediatament afegint-hi aigua destil-lada i transferint els portaobjectes a una
solucié de PBS. Tot seguit, es van submergir durant 30 min en Tris 0,1 M, pH 7,5 + BSA 3% +
FBS 20%. Es van rentar els portaobjectes 2 cops amb PBS i es van incubar amb la barreja de la
reaccio TUNEL durant 1 h a 37 °C en una camera humida a la foscor. Es va prosseguir amb el

protocol de tincié immunohistoquimica detallat en I'apartat anterior.

Es van analitzar un minim de 7 ratolins NOD i NOD/SCID WT i HTZ de 5 setmanes d'edat per

grup experimental (=180 illots comptats/grup).

Taula 5-11: Anticossos usats per a I'assaig TUNEL.

Anticos Dilucié | Empresa

Anti-conillet d’indies policlonal d'insulina | 1:1.000 | Dako

Hoechst 3342 1 mg/mL 1:200 Sigma Aldrich

Anti-conillet d’indies Cy3 1:500 | Jackson Immunoresearch laboratories

5.2.19 Tinci6 d’antigens de membrana de leucocits per a citometria de flux

Es van extreure leucocits de la melsa i dels PLN de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 7
setmanes d'edat. També es van aillar illots dels mateixos ratolins, es van tripsinitzar els illots per
obtenir les cél-lules beta i es va analitzar la infiltracié limfocitica dels illots pancreatics. Es van
tenyir les cel-lules aillades amb anticossos que detectessin les proteines de ratoli CD3, CD4,
CD8, CD19, CD25, CD11c, MAC-3, CD80, CD86, CD45, CD69, CD62L (BD Bioscience) i CCR7
(eBioscience), i es va dur a terme la citometria de flux utilitzant el citometre FACSCanto Il (BD).
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5.2.20 Tinci6 intracel-lular d’antigens leucocitaris per a citometria de flux

Per tal de tenyir el factor de transcripcio FoxP3, es va fer servir el kit d’eBioscience per a la tincio
simultania de molécules de superficie i antigens intracellulars. De manera resumida: es van
tenyir els antigens de superficie durant 30 min a 4 °C i, després de I'Ultim rentat, s'hi va afegir 1
mL de soluci6 FoxP3 Fixation/Permeabilization 1 X. Es van incubar les mostres a 4 °C durant 30
min i, sense rentar, es van afegir 2 mL de tamp6 de permeabilitzacié 1 X. Tot seguit, es van
centrifugar i es van resuspendre amb anti-ratoli FoxP3 diluit en 100 uL de tampd de
permeabilitzacid 1 X, es van incubar a temperatura ambient durant 30 min, es van fer 2 rentats i
es van passar les cel-lules pel citometre de flux.

Taula 5-12: Anticossos usats per a les tincions
intracel-lulars.

Anticos Dilucié | Empresa
Anti-ratoli CD25 | 1:100 BD Biosciences
Anti-ratoli CD3 1:100 BD Biosciences
Anti-ratoli CD4 1:100 BD Biosciences
Anti-ratoli CD45 | 1:100 BD Biosciences
Anti-ratoli Foxp3 | 1:100 | eBioscience

5.2.21 Tinci6é de marcadors intracel-lulars de cél-lules beta

Es van aillar els illots i es van tripsinitzar amb 500 pL de tripsina/EDTA durant 5-7 min a 37 °C,
per tal d'obtenir una suspensié cel-lular que es va fixar en metanol fred a —20°C durant 24 h. Es
va centrifugar la suspensio cel-lular a 900 x g durant 5 min, es va descartar el sobrenedant i es
van rentar les cél-lules 2 vegades amb solucié de blogqueig (PBS + FBS 1%). Tot seguit, es van
permeabilitzar les cellules amb PBS + Tritd6 X-100 0,01% i es van mantenir les cel-lules en gel
durant 5 min. Es van tenyir les cel-lules, durant 30 min a 4 °C, amb anticos primari en solucio de
blogueig amb Tritd X-100 0,01%. Es van rentar les cél-lules 2 vegades amb soluci6 de bloqueig
amb Tritd X-100 0,01%; es van incubar, durant 30 min a 4 °C, amb anticos secundari amb
solucié de bloqueig amb Tritd X-100 0,01%, i es van rentar amb la mateixa solucié. Es van

adquirir les dades mitjancant el citometre de flux FACSCanto L.



Taula 5-13: Anticossos usats per a les tincions de marcadors intracel-lulars
de cél-lules beta.

Anticos primari Dilucié | Empresa
Anti-ratoli GLUT-2 biotinilat 1:50 R&D Systems
Anti-huma Ki67 de ratoli V450 1:20 BD Biosciences
Anti-ratoli CD45 conjugat amb FITC | 1:100 BD Biosciences
Anticos secundari Dilucié | Empresa
Estreptavidina-PE 1:500 BD Biosciences

Taula 5-14: Anticossos usats per a les tincions de marcadors
intracel-lulars de cél-lules beta.

Anticos primari Dilucié | Empresa
Anti-ratoli GLUT-2 biotinilat 1:50 R&D Systems
Anti-rata Ki67 de ratoli monoclonal | 1:50 Dako

Anti-ratoli CD45 conjugat amb PE | 1:100 BD Biosciences
Anticos secundari Dilucié | Empresa
Anti-ratoli CF™405S 1:200 Sigma Aldrich
Estreptavidina-APC 1:300 Immunotools

5.2.22 Contingut d’insulina d’illots pancreatics

Es van aillar els pancrees totals de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 10 setmanes d’edat i se’n
va mesurar el pes per tal de normalitzar I'assaig. Es van submergir els pancrees en 6 mL de
solucio6 acid-etanol (HCI 0,18 M en etanol 70%), es van homogeneitzar mitjan¢ant un politrd i es
van incubar durant la nit a 4 °C amb agitacié moderada. Després de centrifugar i purificar la
proteina del sobrenedant, es va mesurar el contingut d'insulina (ng insulina / ng pancrees)

mitjangant ELISA d'insulina de Mercodia.

5.2.23 Contingut d’insulina d’illots pancreatics

Es van aillar els illots de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 10 setmanes d’edat. ES van
submergir grups de 15 illots (de mida semblant) en 50 L de soluci6 acid-etanol per tal d’obtenir
un extracte total de proteina dels illots, segons el protocol explicat en I'apartat anterior. Es van

expressar els resultats en forma de contingut d'insulina (pug/mL) per cada 15 illots.
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5.2.24 Mesura de canvis en la concentracié de calci intracel-lular [Ca?*];

Es van aillar illots pancreatics de 5 ratolins NOD/SCID CDK11 WT i HTZ de 6 a 8 setmanes
d’edat, i es van deixar reposar 2 h en medi base (glucosa 3 mM) a 37 °C en una incubadora. Tot
sequit, es van tenyir amb Fura-2 AM 5 uM en DMSO durant almenys 1 h a temperatura ambient
en una camera humida. Es van col-locar els illots en un cobreobjectes tractat amb poli-L-lisina en
una cambra de perfusi6 muntada en un microscopi depifluoresceéncia. Es van usar
preferiblement illots petits i arrodonits per mesurar els canvis de [Ca?*];, i es va seleccionar I'area
dels illots, sobre la pantalla de I'ordinador, per mesurar aquests canvis. Es van perfondre els illots
a una velocitat de 3 mL/min amb una solucié de Ringer modificada que contenia (en mM): NaCl
120, KCI 5, NaHCO3 25, MgCl, 2,5, CaCl; 2,5 (pH 7,4), gasejats amb 02 95% i CO2 5%. Se'n van
obtenir les mesures mitjancant la captacié d'imatges intracel-lulars de calci, cada 2 s, amb una
camera Hamamatsu digital C9100, fent servir una roda amb un filtre dual equipada amb filtres de
pas de banda de 10 nm per 340 nm i 380 nm. Es van adquirir les dades fent servir el programari
Aquacosmos de Hamamatsu i es van expressar els canvis de fluorescéncia en funcié de la
proporcié de fluorescéncia a 340 nm i 380 nm (F340/F380). Es van perfondre els illots
sequencialment amb glucosa 3 mM, 8 mM i 16 mM, i al final, amb KCI 25 mM en glucosa 3 mM,

en intervals de temps de 10 min. Es van recollir mesures individuals de cada illot.

5.2.25 Analisi estadistica

Tots els resultats es van representar en mitjana £ SEM. Es va utilitzar la prova t o TANOVA
unidireccional per tal de comparar 2 0 més grups de dades, respectivament. Es va fer servir la
prova log-rang per analitzar les diferéncies entre corbes d'incidéncia acumulativa de diabetics. Es
van obtenir totes les analisis mitjangant el programari estadistic GraphPad Prism (v5.0a), i es va

establir un limit estadistic significatiu de *p < 0,05, **p < 0,01 i ***p < 0,005.



6 RESULTATS

6.1 L’expressié de I'mRNA de la CDK11 disminueix a conseqlencia de

l'infiltrat leucocitari previament a la mort beta cel-lular

Mitjangant la tecnologia dels microxips es va comparar el perfil d'expressié d'mRNA de cel-lules
endocrines pancreatiques de ratolins femella NOD no diabétiques d'11 setmanes d'edat (en el
punt de desenvolupar la malaltia) i cél-lules provinents de ratolins femella NOD/SCID de la
mateixa edat, els quals no tenen limfocits i no desenvolupaven diabetis, per tal d'identificar gens
diferencialment regulats pel ninxol inflamatori que envoltava les cél-lules beta dels illots de
ratolins NOD. Vam trobar que I'expressid de 'mRNA de la CDK11 estava disminuida 2,4
vegades en les cél-lules endocrines dels NOD respecte als nivells d'expressié en els NOD/SCID,
la qual cosa evidencia que la infiltracié pancreatica que es produeix als illots pancreatics durant
la progressio de I'atac autoimmune tenia un efecte important sobre el perfil molecular de les
cél-lules beta (Apartat A.2.1, Annex A.2).

6.1.1 La disminucio de I'expressio de la CDK11 no altera la proliferacié de les

cél-lules beta

Es van aillar illots pancreatics de ratolins NOD/SCID i NOD d'11 setmanes d’edat, per tal de
confirmar la disminucié de I'expressio de la CDK11 durant la infiltracié, mitjangant PCR a temps
real (Figura 6-1a). Es va corroborar que I'expressio de la CDK11 estava 3 cops disminuida en les
cel-lules endocrines (CD45Y) dels NOD, comparada amb els nivells d’expressio dels NOD/SCID
durant la progressio de I'atac autoimmune, abans de desenvolupar la malaltia (0,2234 + 0,047
vs. 0,674 + 0,09, respectivament), la qual cosa confirma els resultats obtinguts en els assajos de
microxips. També es van aillar illots de ratolins NOD/SCID de 6 i 9 setmanes, per comparar
I'expressio de la CDK11 en 3 punts temporals diferents (Figura 6-1b). Els ratolins NOD/SCID
augmenten I'expressio de la CDK11 en les cel-lules endocrines dels illots pancreatics a les 9
setmanes d’edat, comparat amb els ratolins de 6 setmanes (2,29 = 0,67 vs. 1,11 + 0,06,
respectivament). A les 11 setmanes d’edat, I'expressié de la CDK11 és la mateixa que a les 9

setmanes.
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Figura 6-1: Nivells d’expressio de la CDK11 analitzats mitjangcant gPCR, (a) de
cél-lules endocrines d'illots pancreatics de ratolins NOD/SCID i NOD (CD457) d'11
setmanes d'edat, (b) de ratolins NOD/SCID de 6, 9 i 11 setmanes d’edat. ES van
utilitzar ratolins NOD (n = 6) i NOD/SCID d'11 (n = 10), 69 (n = 4) setmanes. Es va
dur a terme la prova t parameétrica (a) i Mann-Whitney (b).

Van estudiar-se els nivells de proliferacio de les cél-lules beta pancreatiques de ratolins NOD |
NOD/SCID d'11 setmanes d’edat, per tal de comprovar si la infiltracié limfocitaria alterava la
proliferacio cel-lular de les céllules beta pancreatiques dels ratolins NOD. Es van aillar els illots
pancreatics i es van tripsinitzar les cél-lules per tal d'obtenir una suspensio cel-lular. Es van tenyir
les céllules utilitzant I'antigen Ki-67 (proteina nuclear associada i necessaria per a la proliferacio
cel-lular) com a marcador de proliferacié (Figura 6-2a-d). En la Figura 6-2e es pot observar que
no hi ha diferencies de proliferacié entre les cel-lules beta pancreatiques de ratolins NOD i
NOD/SCID d'11 setmanes d'edat, la qual cosa indica que, malgrat la disminuci6 de I'expressid de
la CDK11, aquesta no implica canvis en la proliferacio de les cél-lules beta.
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Figura 6-2: Activitat proliferativa en les cel-lules beta pancreatiques. Estratégia utilitzada
per tal de seleccionar la regié que conté les cél-lules en proliferacio, Ki-67+. Primerament (a),
van descartar-se els agregats cellulars; en segon lloc (b), es va establir una finestra d’acord
amb caracteristiques de mida i complexitat cellular, per no descartar cap tipus cellular
potencialment interessant. A continuacio (c i d), es van seleccionar cellules CD45- (d'origen no
hematopoetic) que expressessin GLUT-2 (cel-lules beta). De la fraccié cellular (CD45-Glut2+),
se'n va mesurar la poblaci6 de cél-lules en proliferacié (Ki-67+). Finalment (e), es va obtenir el
percentatge de cél-lules beta en proliferacié de ratolins NOD (n = 6) i NOD/SCID (n = 4) d'11

setmanes d'edat. Es va utilitzar la prova estadistica Mann-Whitney.
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La infiltraci6 limfocitaria dels illots pancreatics dels ratolins NOD esta causant la disminucié de
I'expressié de la CDK11. Per tal de comprovar la relacié causal entre la disminucid de I'expressio
de la CDK11 i la severitat de la infiltracié limfocitica, es van transferir 0, 1, 3, 5, 10 milions de
leucocits de melsa a ratolins NOD/SCID de manera intravenosa, i es van aillar els illots al cap de
2 setmanes. Es va dur a terme una gPCR per tal d'analitzar els nivells d’expressi6 de la CDK11
de les cél-lules beta pancreatiques (CD45) (Figura 6-3). Tot i que la CDK11 disminueix en funcio
inversa a la severitat de la infiltracié dels illots, les cél-lules beta no mostren una proliferacio
alterada (Annex A.2.2, Figura 8-3).
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Figura 6-3: Determinacié dels nivells d’expressio de
I'mRNA de la CDK11 en cel-lules beta de ratolins
NOD/SCID, que van ser transferits de manera adoptiva amb
diferents quantitats (x106) de leucocits de melsa (TSC) (el
nombre de ratolins recipients per condicid era:0i1,n=5; 3
i5,n=6;10,n=5), 2 setmanes abans de I'extraccio dels
illots pancreatics, a les 11 setmanes d'edat. Totes les
comparacions es van fer en relaci6 amb TSC (0). La
regressié lineal es va dur a terme en condicié a I'equacié y
=-0,0367x + 1,106, p = 0,0177.

6.2 Generacio del model NODCDK11BKO

Es van generar els ratolins NODCDK11p3KO, per tal d’estudiar I'efecte de la delecio de la CDK11

in vivo en 'homeostasi de la massa de la cél-lula beta i el desencadenament de la diabetis



autoimmune. Es va utilitzar el sistema de la recombinasa Cre sota el control del promotor de la
insulina, per tal d'obtenir 1 KO condicional en les cel-lules beta pancreatiques que ens permetés
estudiar I'efecte de la deficiencia de la CDK11 a les cel-lules beta en ratolins adults, ja que la

deficiencia total és letal a nivell embrionari (Figura 6-4).

Es va analitzar la presencia genomica de la CDK11 en melsa, timus i illots pancreatics, per tal de
comprovar la generacio de la soca NODCDK11pKO. Aquesta comprovacio va ser realitzada

previament per la Dra. Conchi Mora, i els resultats estan inclosos en I'’Annex A.2.3.

Genotip resumit | Genotip detallat
‘ ‘ KO CDK11 Alflox cref+ KO combinat*
. ’ Flox/flox cre/+ KO total en cellules beta pancreatiques
C5TBLIG CDK11* C5TBLI6 CDK1MexMox [ATZCDRTT Al+ ++ Anomenats HTZ (KO parcial a tofs els teixits] |
HTZ) (WT) Al+ crel+ KO parcial a tots els teixits
( +/flox cref+ KO parcial només a cel-lules beta pancreatiques
Alflox ++ KO parcial a tots els teixits
X (15 backcrosses) X WT +H++HE Anomenats WT
+/+ crel+
+/flox +/+
Py | ar Flox/flox +/+

- - A =gen CDK11 eliminat
flox = gen CDK11 flanquejat pels llocs loxP
cre = recombinasa Cre expressada sota el control del promotor de la insulina

NOD mice NOD mice +=gen WT
*KO combinat = KO total a cél-lula beta + KO parcial a la resta de teixits

- .'

NOD RipCreins
(HT2) (WT) (w1

NOD CDK11* NOD CDK11floxlflox

Figura 6-4: Representacié esquematica de la generaci6 de la soca NODCDK11BKO. La Dra. Jill M. Lahti, de
I'hospital St. Jude Children’s de Memphis, ens va proporcionar els ratolins heterozigots (HTZ) per a la deficiéncia de
la CDK11 en un fons genetic 129SvxC57BL/6; també ens va proporcionar els ratolins WT amb el gen CDK11
flanquejat per les seqiencies loxP, en el mateix fons genétic. Vam retrocreuar aquests ratolins amb el fons genetic
non-obese diabetic (NOD) per 15 generacions. El Dr. Ed. Leiter, de The Jackson Lab, ens va proporcionar molt
generosament els ratolins NOD RipCreins, els quals expressen la recombinasa Cre sota el control del promotor de la
insulina, amb expressié especifica en cél-lules beta pancreatiques.

6.2.1 Fenotip del model CDK11BKO. Les sequiencies loxP afecten la incidéncia de

la diabetis independentment de la presencia o no de recombinasa

Es va estudiar la incidencia espontania de la diabetis en ratolins femelles NOD deficients per a la
CDK11 en cel-lules beta (CDK11pKO), comparats amb els HTZ o els WT, per tal de demostrar la
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relacié causal entre la deficiencia de la CDK11 i la mort beta cel-lular in vivo. En la Figura 6-5a,
s’hi pot observar que la incidéncia acumulativa de diabetis pot agrupar-se en 3 blocs. El primer
grup no conté els llocs loxP (+/+ +/+, +/+ cre/+, Al+ +/+) i la incidencia acumulativa a les 30
setmanes d'edat és la més elevada. El segon grup conté només 1 lloc loxP amb la recombinasa
Cre o0 sense (+/flox +/+, +/flox cre/+, Alflox +/+, Afflox cre/+), i la incidéncia a les 30 setmanes
d'edat és intermédia. El tercer grup conté 2 llocs loxP al seu genoma (flox/flox +/+, flox/flox cre/+)
i la incidéncia a les 30 setmanes d’'edat és la més baixa. Els 3 grups estan formats per ratolins de
diferents genotips; per tant, es pot concloure que la preséncia de sequencies loxP flanquejant el
gen de la CDK11 afecta negativament la incidéncia de la diabetis. Per il-lustrar millor la influéncia
dels llocs loxP en la incidéncia de diabetis, en la Figura 6-5b hi ha representada la incidencia
acumulativa de diabetis de 3 genotips de ratolins (+/+ +/+, +/flox +/+, flox/flox +/+), els quals son
ratolins que presenten els 2 al‘lels de la CDK11, pero diferents dosis de llocs loxP; per tant,
haurien de presentar la mateixa incidencia de diabetis, perd, com es pot observar, com més
dosis de llocs loxP, la incidéncia és menor. Les corbes de supervivencia son diferents
estadisticament, i s’ha utilitzat la prova log-rang. El grup sense cap al-lel de la CDK11 flanquejat
pels llocs loxP (+/+ +/+) presenta la incidencia més elevada, amb un 76,36%; el grup que té 1
al'lel de la CDK11 flanquejat pels llocs loxP (+/flox +/+) presenta la incidéncia intermédia del
44,67%, i finalment, el grup que té els 2 al‘lels de la CDK11 flanquejats per llocs loxP (flox/flox
+/+) presenta la incidéncia més baixa, amb un 18,59%. En la Figura 6-5c, s’hi pot observar el
mateix efecte dels llocs loxP, pero aquest cop representant en una mateixa grafica ratolins de
diferents genotips amb 1 sola dosi (+/flox +/+, +/flox cre/+, Afflox +/+, Alflox cre/+) o 2 dosis
(flox/flox +/+, flox/flox cre/+) de llocs loxP. Els ratolins que conserven els 2 al-lels intactes de la
CDK11 (+/flox +/+), 1 al‘lel de la CDK11 eliminat a les cél-lules beta pancreatiques (+/flox cre/+),
1 al-lel eliminat a totes les cel-lules del cos (Afflox +/+) i 1 allel eliminat a totes les cél-lules més
I'altre al-lel eliminat només a les cél-lules beta pancreatiques (A/flox cre/+), presenten una
incidéncia de diabetis similar. D'altra banda, els ratolins que tenen els 2 al-lels de la CDK11
(flox/flox +/+), i els que tenen els 2 allels eliminats a les cél-lules beta pancreatiques (flox/flox
cre/+), també presenten una incidéncia de diabetis similar. En conclusio, com més dosis de llocs
loxP, la incidéncia de la diabetis disminueix. Finalment, per mostrar I'afectacié de la recombinasa
Cre en la incidencia de diabetis, en la Figura 6-5d hi ha representada la incidéncia de diabetis de
2 genotips de ratolins (A/+ +/+, Al+ cre/+), els quals son ratolins que presenten només 1 al'lel de

la CDK11 pero diferents dosis de recombinasa Cre. Les corbes de supervivéncia no son diferents



estadisticament. En conclusio, els llocs loxP afecten clarament la incidéncia de la diabetis
autoimmune, de manera que emmascaren |'efecte real entre la deficiencia en la CDK11 i la mort

beta cel-lular in vivo.
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Figura 6-5: Els llocs loxP afecten la incidéncia de la diabetis autoimmune. (a) Incidéncia acumulativa de
diabetis dels 10 genotips existents; (b) de ratolins amb el mateix genotip, WT, pero diferent dosi de llocs loxP; (c) de
ratolins amb la presencia d'1 o 2 dosis de llocs loxP; (d) de ratolins amb el mateix genotip, HTZ, pero diferent dosi de
recombinasa Cre. El nombre d'animals estudiats esta anotat al costat de cada genotip. La prova estadistica
utilitzada és la log-rang.

6.3 Resolucio del model d’estudi de la CDK11

Es van eliminar tots els ratolins que tenien la recombinasa Cre i els llocs loxP, ja que aquests
ultims interferien en el diagnostic de T1D. En la Figura 6-6a poden veure's els genotips
seleccionats per estudiar la relacié entre la CDK11 i la T1D: ratolins NOD HTZ (A/+) i WT (+/+)
per a la CDK11. A més a més, es va generar la soca NOD/SCID CDK11 HTZ,
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6.3.1 Caracteritzacié fenotipica dels ratolins NOD hemideficients en CDK11

Per tal de comprovar la disminucié de I'expressio de 'mRNA de la CDK11 en els ratolins NOD
HTZ comparats amb els ratolins NOD WT, es van aillar illots de ratolins NOD/SCID CDK11 HTZ i
WT i es va determinar I'expressié de 'mRNA de la CDK11 mitjangant PCR a temps real (Figura
6-6b). Els ratolins NOD HTZ presentaven una disminucio (1,5 vegades) de I'expressio de 'mRNA
de la CDK11 (0,66 £ 0,07, HTZ vs. 1,01 £ 0,07, WT). No hi havia diferencies significatives entre
el pes corporal dels ratolins dels 2 genotips (NOD HTZ i NOD WT) a les 10 setmanes d'edat
(Figura 6-6¢).
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Figura 6-6: Esquema de la generaci6 i caracteritzacié de les soques NOD i NOD/SCID CDK11
HTZ. (a) La Dra. Jill M. Lahti, de I'hospital St. Jude Children’s de Memphis, ens va proporcionar els
ratolins heterozigots (HTZ) per a la deficiéncia de la CDK11 en un fons genétic 129SvxC57BL/6. Es
van retrocreuar aquests ratolins al fons genetic non-obese diabetic (NOD) per 15 generacions.
Seguidament, es van retrocreuar els ratolins NOD HTZ al fons genétic NOD/SCID. (b) Analisi dels
nivells d'expressié de 'mRNA de la CDK11 en illots de ratolins NOD/SCID CDK11 HTZ i WT (n = 5)
de 6 setmanes d'edat mitjangant PCR a temps real. (c) Pes corporal de ratolins NOD CDK11 HTZ (n =
11) iWT (n = 17) de 10 setmanes d’edat. Les dades es van analitzar aplicant la prova t paramétrica.



6.3.2 L’hemideficiéncia en CDK11 no altera I'area beta cel-lular per illot, pero si el

nombre d’illots per ratoli

Es van fer seccions a partir de blocs inclosos en parafina de pancrees de ratolins NOD/SCID
CDK11 WT i HTZ de 8 setmanes d'edat i es van detectar les cél-lules beta pancreatiques
mitjangant un anticos antiinsulina (DAKO) revelat amb el cromogen SIGMA FAST Red TR/Naftol
AS-MX com a substrat de I'alcalina fosfatasa (Figura 6-7a). Es va fer servir 'hematoxilina per
contratenyir els illots pancreatics i poder-ne estudiar el nombre i I'area. Per calcular I'area mitjana
de la massa beta pancreatica per a cada illot, es va mesurar I'area de la massa beta cel-lular de
cada illot comptat, es va calcular la mitjana d’aquestes arees per a cada ratoli, i seguidament es
van representar en la Figura 6-7c. Tot i que I'area mitjana de la massa beta cel-lular dels illots
pancreatics es manté en els ratolins HTZ, el nombre d'illots comptats per cada ratoli és
significativament més baix en els ratolins HTZ (65,67 + 5,63, HTZ vs. 85 + 3,87, WT) (Figura
6-7b). Per tant, podem concloure que hi ha un defecte intrinsec de la massa beta cel-lular en els
ratolins HTZ.
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Figura 6-7: Area beta cel-lular a 'hemideficiéncia en CDK11. (a) Exemple d'imatges de microscopia
Optica de pancrees de ratolins NOD/SCID CDK11 WT i HTZ de 8 setmanes d'edat. Els teixits van ser
inclosos en parafina, i es van tenyir les cél-lules beta pancreatiques mitjancant la deteccié d'insulina
amb un anticos especific (DAKO) com a substrat de la fosfatasa alcalina. (b) Representacié d'illots
comptats per cada ratoli. (c) Area mitjana de la massa beta cel-lular de cada ratoli. Es van utilitzar
ratolins NOD/SCID WT i HTZ (n = 6) de 8 setmanes d’edat i es van examinar 8 seccions per ratoli a 4
nivells diferents (=180 illots comptats/grup). La prova estadistica utilitzada va ser la t paramétrica.

6.3.3 Elsratolins NOD CDK11 HTZ presenten una incidéencia de diabetis reduida

La Figura 6-8a mostra la historia natural dels ratolins NOD CDK11 HTZ i WT, a fi de demostrar la
relacio causal entre I'nemideficiencia de la CDK11 i la mort beta cel-lular in vivo. Els ratolins NOD
hemideficients en CDK11 (HTZ) presenten una incidéncia acumulativa de diabetis reduida
respecte als WT (70,83% vs. 81,39%, respectivament), aixi com un retard en la cinetica

d'aparicio de la malaltia. Es va dur a terme una tincié d’hematoxilina—eosina per tal d'estudiar si



la reduccié de la incidéncia de diabetis observada en els ratolins HTZ estava associada a una
infiltracio limfocitaria deficient dels illots pancreatics comparada amb els ratolins WT. Es van
analitzar pancrees de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 5, 8 i 10 setmanes d'edat, que estaven
inclosos en parafina (Figura 6-8c). D'aquesta manera també es va poder corroborar que la causa
de la diabetis era autoimmune. La reduccid de la puntuacié d'infiltraci6 dels ratolins HTZ no era
significativa, pero hi havia una tendéncia molt marcada en les 3 edats estudiades (Figura 6-8b).
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Figura 6-8: L’hemideficiéncia de la CDK11 retarda la malaltia i disminueix la incidéncia
acumulativa de diabetis autoimmune. (a) Incidencia acumulativa de ratolins NOD CDK11
HTZ i WT. Les corbes de supervivéncia son estadisticament significatives amb la prova de log-
rang. EI nombre d'animals estudiats esta anotat al costat de cada genotip. (b) Puntuacid
d'infiltraci6 de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 5, 8 i 10 setmanes d'edat. Es van assignar
uns valors: 0 per a illots no infiltrats, 1 per a lesions periinsulitiques, 2 per a insulitis
intrainsulars amb menys del 50% de I'area de lillot infiltrada, i 3 per a insulitis amb més del
50% de I'area de lillot infiltrada. (c) Exemple d'imatges de microscopia Optica de pancrees de
ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 8 setmanes d’edat. Els teixits van ser inclosos en parafina i
es va dur a terme una tincié d’hematoxilina—eosina. Per tal d'estudiar la infiltracié pancreatica,
es va utilitzar un minim de 10 ratolins per grup experimental i es va examinar un minim de 8
seccions per ratoli a 4 nivells diferents (>180 illots per ratoli). Es va utilitzar la prova de log-
rang (a) i TANOVA bidireccional (b).
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Es pot observar que els nivells d'infiltracio dels illots pancreatics en ratolins HTZ sdn iguals que
els dels ratolins WT. Per tant, les diferencies en la incidencia de T1D espontania en els HTZ no
son degudes a una insulitis deficient.

6.3.4 La proliferacio de la cél-lula beta pancreatica no es veu afectada per la
reducci6 de la CDK11

Es va fer una tincié cellular per citometria de flux de la proteina Ki-67, per tal d’estudiar si
I'hemideficiéncia en la CDK11 alterava els nivells de proliferacié de les cél-lules beta (Figura
6-9a-d). Es van utilitzar ratolins NOD/SCID CDK11 WT i HTZ de 6-8 setmanes d’edat, es van
aillar els illots pancreatics i es van tripsinitzar, per tal d'obtenir cél-lules beta individuals. Com es
pot veure en la Figura 6-9¢, no hi havia diferéncies en els nivells d’expressio de Ki-67 dels
ratolins HTZ comparats amb els ratolins WT. Els nivells de proliferacio de les céllules beta son
similars en els 2 genotips, la qual cosa implica que la CDK11 exerceix una funci6 sobre la
viabilitat de les cél-lules beta que no depen del cicle cel-lular.
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Figura 6-9: Nivells de proliferacié de les cél-lules beta pancreatiques. Estratégia utilitzada
per tal de seleccionar la regié que conté les cél-lules en proliferacio, Ki-67+. Primerament (a),
van descartar-se els agregats cel-lulars; en segon lloc (b), es va establir una finestra d’acord
amb caracteristiques de mida i complexitat cellular, per no descartar cap tipus cel-lular
potencialment interessant. Tot seguit (c), se’n van excloure les cel-lules hematopoétiques
(CD45%) i només es van seleccionar les cél-lules beta (CD45-Glut2*). (d) De la fraccié cel-lular
(CD45-Glut2+*), se’n va mesurar la poblacié de cél-lules en proliferacié (Ki-67+). (e) Experiment
representatiu de la fraccié cel-lular en proliferacié de cél-lules beta de ratolins NOD/SCID
CDK11 WT i HTZ (n = 12) de 6-8 setmanes d'edat. Es van dur a terme 3 experiments
independents. Es va utilitzar la prova estadistica t parameétrica.
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6.3.5 La delecié parcial de la CDK11 com a mecanisme protector de I'apoptosi

induida per Fas

La supressio parcial de la CDK11 podria ser un mecanisme de proteccio de I'apoptosi, tant
induida per Fas (Figura 6-10) com intrinseca, ja que la CDK11pr60/46 t& una funcid important
promovent l'apoptosi. Si aquest fos el motiu de la proteccié vers la diabetis, els ratolins
hemideficients en CDK11 haurien de presentar cel-lules beta amb menys activitat apoptotica.
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Figura 6-10: Esquema representatiu de la funcié de la CDK11 en I'apoptosi induida per
Fas en les cel-lules beta pancreatiques. La infiltraci6 limfocitica (cél-lules T CD8, T CD4 i
macrofags) secreta citocines proinflamatories (IL18, IFNy i TNFo) que promouen I'apoptosi
independent de Fas o lexpressié de Fas en les membranes de les cél-lules beta
pancreatiques, fet que activa la via de les caspases i condueix a 'apoptosi. La caspasa 3
talla la CDK11, la qual cosa ddna lloc a la CDK11r46 (domini C terminal - catalitic) i la
CDK11r60 (domini N terminal - regulador), que ajuden a amplificar 'apoptosi.

6.3.6 Les cel-lules beta pancreatiques dels ratolins HTZ sén resistents a

I'apoptosi induida per la infiltracio limfocitaria

Per tal d'estudiar si la disminucié de la incidencia de diabetis dels ratolins HTZ era deguda a una
disminucié de I'apoptosi de les cél-lules beta pancreatiques, es van agafar seccions de pancrees
de ratolins NOD i NOD/SCID CDK11 WT i HTZ de 5 setmanes d’edat i es van sotmetre a I'assaig
de TUNEL, per quantificar-ne les cel-lules beta apoptotiques (Figura 6-11a). La reaccio de
TUNEL marca trencaments (nicks) en les cadenes de DNA que es generen durant I'apoptosi. Per
tal d’analitzar el percentatge de cél-lules apoptotiques de cada genotip, es va calcular el nombre



de cél-lules beta positives per a la reaccid TUNEL de cada illot pancreatic, normalitzat amb I'area
de lillot analitzat. Es van analitzar tant ratolins NOD (Figura 6-11b) com ratolins NOD/SCID
(Figura 6-11c). El test histologic TUNEL esta limitat pel petit nombre de cel-lules beta que es
troben en apoptosi en un temps determinat. EI temps de duracié de I'apoptosi, des del seu inici
fins que es completa, pot durar només de 2 a 3 h. Tot i aix0, els ratolins NOD CDK11 WT
presentaven un nombre de cél-lules positives per TUNEL per area d'illot pancreatic (10,8 cops)
més elevat que els ratolins NOD CDK11 HTZ (1,73 x 103+ 0,69 x 103vs. 0,16 x 103+ 0,09 x
103, respectivament). Aquest resultat explicava per qué en els ratolins HTZ la incidéncia
espontania de diabetis era inferior que en els WT. En canvi, quan vam estudiar I'apoptosi de les
cél-lules beta en ratolins sense infiltracio6 NOD/SCID CDK11 WT i HTZ, no hi havia diferéncies
entre els 2 grups (Figura 6-11c). Aquest fet demostrava que la infiltracid limfocitaria era
necessaria per desencadenar la mort apoptotica de la cél-lula beta pancreatica, de manera que
una vegada lillot pancreatic comengava a estar infiltrat, les cél-lules beta dels ratolins NOD
CDK11 WT es morien més rapidament per apoptosi que les cél-lules dels ratolins HTZ. Per tant,

I'hemideficieéncia en CDK11 protegia la cél-lula beta de I'apoptosi induida per la insulitis.
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Figura 6-11: Quantificacié de I'apoptosi de la cél-lula beta pancreatica en ratolins NOD i NOD/SCID HTZ i
WT. (a) Exemple d'imatges de microscopia de fluorescencia per a I'assaig TUNEL de pancrees de ratolins NOD
CDK11 WT i HTZ de 5 setmanes d'edat. Els teixits van ser inclosos en parafina, es van tenyir els nuclis
cel-lulars amb Hoechst; les cél-lules beta pancreatiques, amb antiinsulina, i les cél-lules apoptotiques,
mitjancant la reaccid6 TUNEL. (b) Percentatge del nombre de cél-lules positives per la reaccid6 TUNEL
(apoptotiques) de cada illot pancreatic, normalitzat mitjancant I'area de [illot analitzat, en ratolins NOD, i (c) en
ratolins NOD/SCID. Es van utilitzar 7 ratolins de 5 setmanes d'edat per grup experimental (=180 illots
comptats/grup). Les dades es van analitzar mitjancant la prova estadistica Mann-Whitney.



6.3.7 Estudis metabolics de la glucosa en ratolins hemideficients en CDK11

L’homeostasi de la glucosa en mamifers esta altament regulada per la insulina. Els principals
efectes de la insulina inclouen estimular la captacié de glucosa, la sintesi de glicogen al fetge i
muscul, la formaci6 de triglicérids que s'emmagatzemaran als adipacits, i la sintesi proteica. Les
cel-lules beta pancreatiques son les encarregades de secretar insulina, i aguesta secrecié esta
regulada per la glicemia. Una insuficiencia en la secrecié d'insulina provoca diabetis mellitus

(Lazo de la Vega-Monroy and Fernandez-Mejia 2011).

6.3.7.1 Els ratolins HTZ tenen un contingut pancreatic d’insulina disminuit

Per tal d'estudiar el contingut d'insulina, tant en pancrees total com en illots pancreatics, es van
analitzar ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 10 setmanes d’edat, es van aillar pancrees i illots
pancreatics de diferents ratolins pels 2 estudis respectius, i es van seguir els protocols
d'extraccié d'insulina amb acid—etanol, detallats en 'apartat de métodes. En la Figura 6-12a es
pot observar que, malgrat que els 2 genotips presentaven el mateix pes de pancrees total, el
contingut d'insulina total d'aquests pancrees es veia disminuit en els ratolins HTZ (310,7 £+ 14,92,
HTZ vs. 375,4 + 24,01, WT) (Figura 6-12b). Aix0 es devia al fet que els ratolins HTZ tenen
menys illots pancreatics per pancrees comparat amb els ratolins WT (Figura 6-7b), de manera
que el contingut total d'insulina es veia disminuit. D’altra banda, no es veien diferéncies
significatives en el contingut d'insulina per illot entre els 2 genotips, tant en l'analisi de grup
d'illots de mida petita (Figura 6-12c) com en la de grup d'illots de mida mitjana (Figura 6-12d).
Aquest fet ens permet concloure que els ratolins HTZ tenen un contingut d'insulina total de
pancrees disminuit com a consequéncia del fet que els pancrees dels ratolins HTZ contenen
menys illots, pero si analitzem els illots individualment, aquests presenten el mateix contingut

d'insulina en els 2 genotips.
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Figura 6-12: Contingut d’'insulina per pancrees i per illot pancreatic. (a) Pes del
pancrees de ratolins NOD CDK11 WT (n = 6) i HTZ (n = 7) de 10 setmanes d’edat, i (b)
contingut d'insulina total d’aquests pancrees normalitzats pel seu pes total. (c) Contingut
d'insulina d'illots de mida petita i (d) de mida mitjana de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de
10 setmanes d'edat. En les grafiques ¢ i d es van analitzar grups de 15 illots de mida
similar, utilitzant de 5 a 11 grups procedents de 2 a 4 ratolins diferents, segons el grup
experimental. Se’n van analitzar les dades mitjancant la prova t parametrica.

6.3.7.2 Els ratolins HTZ mostren fluctuacions de calci normals respecte a la glucosa en

els seus illots

La secrecié d'insulina pels illots pancreatics controla I'homeostasi de la glucosa. Els nutrients
secretagogs (glucosa, alguns aminoacids, etc.) afavoreixen la induccié de la secrecié dels
granuls d'insulina de les cel-lules beta pancreatiques. La despolaritzacio de les membranes, la



subsequent mobilitzacid del calci i 'activacié de les vies de senyalitzacié condueixen a I'exocitosi
regulada dels granuls d'insulina a través dels canals de calci dependents de voltatge (Hinke,
Hellemans et al. 2004, Hiriart and Aguilar-Bryan 2008, Seino, Shibasaki et al. 2011, Hinke,
Navedo et al. 2012). El Fura-2 AM és un indicador d'alta afinitat de calci intracel-lular que s’excita
mitjangant llum UV. Per tal d'estudiar si els mecanismes associats amb la secrecié d'insulina
estaven alterats en els ratolins HTZ, es van aillar illots de ratolins NOD/SCID CDK11 WT i HTZ
de 6 a 8 setmanes d'edat i es van carregar amb Fura-2 AM. Es van perfondre els illots amb
diferents concentracions de glucosa (3 mM, 8 mM i 16 mM) o amb KCI 25 mM en glucosa 3 mM.
Es van obtenir les mesures mitjancant la captacid d'imatges intracel-lulars de calci, seguint el
procediment detallat en I'apartat de metodes. En la Figura 6-13a es pot veure un exemple
representatiu de les mesures obtingudes. Es comengava perfonent els illots mitjancant glucosa 3
mM, fins que la proporcid de fluorescencia F340/F380 (proporcié de fluorescéncia emesa a 340
nm i 380 nm a causa de la preséncia de Fura) s'estabilitzava. A continuacio, es canviava a
glucosa 8 mM durant 10 min. En un primer moment, la proporcio F340/F380 disminuia coincidint
amb l'entrada de calci al reticle endoplasmatic (RE) i, seguidament, apareixia un pic i una
subsequent fase estable (platd). El pic corresponia a una rapida mobilitzacio des de I'RE, la qual
cosa causava un increment del calci citosolic. La fase plato es caracteritzava per I'entrada de
calci a través dels canals de calci, calci-dependents i independents de voltatge. Durant els 10
min de perfusié amb glucosa 8 mM, l'illot mostrava oscil-lacions als nivells de calci intracel-lular,
fet que induia la secrecié d'insulina. Quan la concentracié de glucosa augmentava a 16 mM, la
proporcié d'emissio entre F340/F380 augmentava, la qual cosa implicava un increment del calci
intracel-lular i major secreci6 d'insulina. Finalment, es tornava a perfondre l'illot amb glucosa 3
mM per tal d’estabilitzar-lo i, a continuacio, es canviava el medi de perfusié a KCl 25 mM en
glucosa 3 mM, com a control positiu de despolaritzacio, de manera que entrava potassi a
Iinterior cellular i despolaritzava la cél-lula, cosa que provocava l'increment de calci a l'interior
cellular de manera considerable. Del conjunt de totes les grafiques obtingudes, és interessant
analitzar I'area sota la corba (AUC) de la resposta a glucosa 8 i 16 mM (Figura 6-13b) ja que les
analisis de 'AUC donen una estimacio de I'entrada global de calci. Es pot observar que no hi
havia diferéncies significatives entre 'AUC d'illots pancreatics de ratolins HTZ i WT, de manera
que el flux de calci no es veia alterat quan els illots estaven exposats a concentracions de
glucosa 8 i 16 mM. La proporcié basal F340/F380 a glucosa 3 mM (Figura 6-13c) també era
similar, i indicava que el flux de calci basal a glucosa 3 mM no es veia afectat. A més a més,
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I'amplitud del primer transitori (primera fluctuacio de calci) i del pic de KCI (pic de fluctuacio de
calci a causa de la incubacio de l'llot amb KCI, control positiu) tampoc no es veia alterada
(Figura 6-13d-e). En conclusid, el flux de calci no es veia afectat en ratolins HTZ; per tant, la
secrecio d'insulina era similar entre els 2 genotips, almenys en resposta a glucosa per
I'hemideficiéncia de CDK11.
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Figura 6-13: L’hemideficiencia de la CDK11 no afecta les fluctuacions de
calci intracel-lular. (a) Exemple representatiu de I'efecte que la perfusié amb
glucosa 3 mM, 8 mM i 16 mM i de KCl 25 mM en glucosa 3 mM produeix en
illots de ratolins NOD/SCID WT i HTZ de 6 a 8 setmanes d’edat, quant a la
seva resposta en canvis de concentracié intracel-lular de calci al llarg del
temps. (b) Area sota la corba (AUC) de 10 min de resposta a glucosa 8 mM i
16 mM. (c) Proporcié basal a 3 mM, que coincideix amb el temps just abans de
canviar a glucosa 8 mM. (d) Variaci6 dels valors maxim i minim de I'amplitud
del primer transitori, que succeeix en canviar la concentraci6 de glucosa de 3
mM a 8 mM. (e) Variaci6 dels valors maxim i minim de I'amplitud del senyal
degut a K*, que succeeix en perfondre l'illot amb glucosa 3 mM i KCI 25 mM
després d’haver estat perfés amb glucosa 3 mM. Es van analitzar 14 i 15 illots
procedents de ratolins NOD/SCID CDK11 WT i HTZ (n = 5), respectivament, de
6 a 8 setmanes d'edat. R, proporcié de fluorescéncia emesa a 510nm quan
s'excita a 340 nm i 380 nm (F340/F380); R, proporcié F360/F380; AR, variacio
de la proporcié F340/F380. Es va aplicar la prova ANOVA unidireccional (b) i
la prova t parametrica (c, d i e).
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6.3.8 L’hemideficiencia en CDK11 s’associa amb insulinémies inferiors en

resposta a estimuls de glucosa

Per tal d'estudiar si el metabolisme de la glucosa i la secrecié d'insulina estaven alterats in vivo
en ratolins HTZ, es va realitzar una prova de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT) en
ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 10 (Figura 6-14a) i 6 (Figura 6-14c) setmanes d’edat, que
havien estat en deju durant 16 h. Al mateix temps que es prenien mostres de sang per analitzar-
ne la glucémia, també es recollia sang suficient per analitzar-ne la concentracié d'insulina en
serum mitjangant I'assaig d’ELISA (Figura 6-14b). Com es pot observar en la Figura 6-14a i en la
Figura 6-14c, la disminucié de la CDK11 en ratolins HTZ no alterava els nivells de glucosa en
sang respecte a l'estimul de glucosa. En dejd, a temps 0, els 3 grups d’'animals estudiats (WT,
HTZ i controls; els ultims no estaven estimulats amb glucosa, sind injectats amb sali fisiologic)
presentaven glicemies similars. El pic maxim de glucosa en sang es donava als 60 min després
de la injeccié de glucosa i, a partir d'alli, els nivells comencaven a disminuir. El grup control
mantenia el rang de concentracié de glucosa en sang baix en tot moment. En la Figura 6-14b es
va analitzar la concentraci6 d'insulina en sang després de I'estimul de glucosa. En deju, a temps
0, just abans d'injectar I'estimul de glucosa, els 3 grups experimentals (WT, HTZ i controls)
presentaven insulinemies similars. No obstant aixo, als 60 min després de la injecci6 de glucosa,
moment en que es produeix el pic maxim de glicemia, els ratolins HTZ presentaven una
insulinemia més baixa, comparada amb els ratolins WT (1,804 + 0,164 vs. 2,879 £ 0,33,
respectivament). Aquesta dada corrobora el fet que, tot i que els ratolins HTZ no tenen els
mecanismes de secrecid d'insulina alterats, com que tenen un nombre d'illots més reduit i, per
tant, la insulina pancreatica total esta disminuida, la insulina final secretada sigui menor. Per tant,
els ratolins HTZ haurien de metabolitzar pitjor la glucosa, pero, com es veu en I'lPGTT, no tenen
alterada la resposta a I'estimul de glucosa. La conclusié meés logica és que els ratolins HTZ tenen
una sensibilitat a la insulina més alta, almenys quan estan exposats a altes concentracions de
glucosa, de manera que acabaven captant la glucosa amb la mateixa eficacia que els ratolins
WT. Finalment, a temps 120, no hi havia diferéncies significatives d'insulinémia entre ratolins WT
I HTZ.

Seguidament es va estudiar la sensibilitat periferica a la insulina. Es va injectar un bolus
d'insulina a la cavitat intraperitoneal de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 10 setmanes d'edat,
que estaven alimentats, i es va monitorar la glicemia al llarg del temps. Els ratolins HTZ no



presentaven una sensibilitat a la insulina alterada quan estaven exposats a concentracions de
glucosa normals (Figura 6-14d). En condicions d'alimentacié normals, a temps 0, just abans
d'injectar l'estimul d'insulina, els 3 grups experimentals presentaven glicémies similars. Tot
seguit, la glicémia baixava tant en els grups que havien rebut insulina (WT i HTZ) com en el grup
control, que havia rebut una injeccié de sali fisiologic. Aquest fet possiblement era degut a
I'estrés a que estava sotmes I'animal en el moment de la injeccio, perque després la glicemia del
grup control s'estabilitzava i els nivells de glucosa no baixaven més. No obstant aix0, en els
grups WT i HTZ, els nivells de glucosa continuaven baixant fins a arribar a uns nivells minims,
aproximadament 60 min després de I'estimul. Seguidament, els nivells de glucosa comencgaven a
pujar, i en cap moment hi havia diferéncies significatives entre els 2 genotips. Com que la
sensibilitat a la insulina no es veia alterada en els ratolins HTZ, era necessari estudiar els nivells
de glucag6 en sang (glucagonemia), per determinar si aquests es veien disminuits; s'explicava

aixi la normoglucémia dels HTZ, malgrat produir menys insulina.
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Figura 6-14: Estudis metabolics dels ratolins HTZ en resposta a estimuls de glucosa i insulina. (a) Estudi
IPGTT, en qué es van injectar 2 g de glucosa per kg de pes corporal en ratolins de 10 setmanes privats de menjar
durant 16 h. (b) Detecci6 d'insulina de sérums dels animals estudiats en la grafica a, mitjangant la técnica d’'ELISA.
Es van utilitzar de 2 a 10 animals en els diferents grups experimentals. (c) Estudi IPGTT en ratolins de 6 setmanes
d'edat. (d) Estudi IPITT, en que es va injectar 1 U d'insulina recombinant humana per kg de pes corporal en ratolins
alimentats de 10 setmanes. Es van utilitzar ratolins NOD CDK11 WT i HTZ. Per a l'estudi IPGTT de 10 setmanes:
WT (n = 16), HTZ (n = 17) i controls (n = 5). Per a l'estudi IPGTT de 6 setmanes: WT i HTZ (n = 9) i controls (n = 4).
Per a l'estudi IPITT: WT i HTZ (n = 16) i controls (n = 8). Les mesures de glicémia en sang es van dur a terme a
temps 0, 15, 30, 60, 120 min. L'analisi d'insulina en serum es va dur a terme en les mostres de temps 0, 60, 120
min. Als ratolins control se'ls administrava una injeccio intraperitoneal de sali fisiologic. Es va utilitzar la prova
ANOVA unidireccional (a, ¢ i d) i ANOVA bidireccional (b).



6.3.9 Els nivells de glucag6 en sérum de ratolins privats de menjar no estan

alterats per I’nemideficiencia en CDK11

El glucagé és una hormona peptidica de 29 aminoacids que és processada a partir del
proglucago. El proglucagd s'expressa en diferents teixits (cervell, pancrees i intesti) i es processa
en mdltiples péptids per trencament proteolitic. Se sintetitza a les cél-lules alfa del pancrees i se
secreta al torrent sanguini quan els nivells de glucosa en sang son baixos, la qual cosa estimula
la produccié hepatica de glucosa i n'eleva els nivells en sang, contrariament a I'efecte de la
insulina. A més a més, el glucago inhibeix I'alliberament d'insulina (Jiang and Zhang 2003). Es va
estudiar si la poblacio de cel-lules alfa minvava en els ratolins HTZ mitjancant
immunofluorescéncia (Figura 6-15a). Tot i que els nivells d’expressio de I'mRNA del glucagé es
veien disminuits en ratolins NOD/SCID HTZ de 6 setmanes d’edat (Annex A.3.1, ), el nombre de
cél-lules alfa individuals per area d'illot pancreatic no es veia alterat (Figura 6-15b). No obstant
aixo, els ratolins HTZ tenien un nombre més baix d'illots pancreatics per ratoli, cosa que fa
pensar que el nombre total de cel-lules alfa seria més baix en els ratolins HTZ. Per tant, si tenien
una expressio dels nivells de 'mRNA disminuida i un nombre d'illots més baix, seria d’esperar
que la secrecié del glucago dels illots individuals i la del pancrees total en ratolins HTZ també

estigués disminuida.
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Figura 6-15: Quantificaci6 del nombre de cel-lules alfa. (a) Exemple representatiu d'una imatge
d'immunofluorescéncia de cél-lules alfa i beta d'illots pancreatics. Seccions de pancrees incloses en parafina
es van tenyir per glucag6 (Cy2-verd), insulina (Cy3-roig), utilitzant anticossos especifics vers aquests 2
antigens, i nucli (Hoechst-blau). (b) Percentatge de cél-lules alfa individuals per area d'illot pancreatic en
ratolins NOD/SCID WT i HTZ (n = 5) de 5 setmanes d'edat (=80 illots comptats per grup). Es va utilitzar la
prova estadistica Mann-Whitney.

D'altra banda, les cel-lules alfa dels ratolins HTZ podrien presentar una alteracio en la secrecio
del glucagd. Per aguest motiu es van analitzar els serums obtinguts en I'lPGTT per mesurar els
nivells de glucagd en sang en deju i després d’un d’estimul de glucosa. Les hormones incretines
son les hormones secretades a l'intesti involucrades en 'augment de la secrecié de la insulina
després de la ingestio de glucosa (Nauck, Homberger et al. 1986). El glucago, la glicentina i
I'oxintomodulina comparteixen seqiiéncia d’aminoacids (Figura 6-16a). Les 3 molecules se
sintetitzen a partir del proglucagd i comparteixen els 29 aminoacids de la seqtiéncia del glucago,
pero l'oxintomodulina té una extensi6 COOH-terminal i la glicentina té la mateixa extensio
COOH-terminal a més a més d'una extensié NH.-terminal (Holst 1980, Bataille, Tatemoto et al.
1982, Holst 2007). La glicentina i 'oxintomodulina sén hormones incretines que se secreten a
lintesti quan hi ha una ingesta de menjar. L'oxintomodulina afavoreix la secrecid d'insulina,
mentre que la glicentina s’ha vist implicada en la secrecié d'acid gastric (Unger, Ohneda et al.
1968, Kirkegaard, Moody et al. 1982, Baldissera, Holst et al. 1988, Cohen, Ellis et al. 2003).
Després d'un IPGTT, la secrecid d'insulina depen altament de la secrecid de les hormones
incretines i de la seva acci6 (Faerch, Vaag et al. 2008). El kit d’'ELISA Sigma-Aldrich per a la

detecci6 del glucagé reconeix tant el glucagé com I'oxintomodulina, la glicentina i el proglucagd,



ja que l'anticos de captura utilitzat va dirigit contra la regio central de la molécula de glucagé, la
qual és compatible per aquestes 4 molécules. Com que I'estimul de glucosa s’havia injectat
intraperitonealment i I'absorcio intestinal de glucosa estimula la secrecio de glicentina i
oxintomodulina, aquest kit d’'ELISA detectava les 3 molecules. A temps 0, just abans de la
injeccio de I'estimul de glucosa, feia 16 h que els ratolins estaven en deju; per tant, la secrecid de
les cél-lules L de l'intesti, encarregades de la secrecié de glicentina i oxintomodulina, quedava
reduida a nivells basals, i s'estimulava la secrecid de les céllules alfa dels illots pancreatics, de
manera que I'estimacio dels valors de glucago seria la que predominava. De la mateixa manera,
després de I'estimul de glucosa, se suprimia la secrecio de les cél-lules alfa i s'estimulava la
secrecid de les céllules L de l'intesti, i I'estimacié dels valors de glicentina i oxintomodulina
predominava en I'ELISA. Si es dugués a terme un test intravenos de tolerancia a la glucosa, la
glicentina i l'oxintomodulina no es veurien estimulades i, consegiientment, mesurariem
unicament glucago en sang. No obstant aixo, els IPGTT son més fisiologics que els intravenosos,
gracies a l'efecte de les incretines (Cobelli, Toffolo et al. 2007). En la Figura 6-16b es pot
observar que, en dejd, tant els ratolins WT com els HTZ presentaven uns nivells de glucago
similars. En la Figura 6-16¢ es pot observar la resposta de glicentina i oxintomodulina durant
'IPGTT a 60 i 120 min. Cal destacar que no hi havia diferéncies estadistiques entre els nivells de
glicentina i oxintomodulina secretats pels ratolins WT i HTZ. En conclusio, tot i expressar nivells
d'mRNA de glucagd en illots més baixos i tenir menys illots pancreatics, quan els nivells de
glucosa en sang son baixos, perqué els ratolins han estat privats de menjar durant 16 h, la
glucagonemia dels ratolins HTZ no es veia alterada.
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Figura 6-16: Concentracié de glucagd, glicentina i oxintomodulina en sérum de ratolins sotmesos a una
IPGTT. (a) Péptids derivats del proglucagé alliberats al pancrees i tracte gastrointestinal (Campbell and Drucker
2015). (b) Concentracié de glucagé pancreatic en sérum de ratolins WT i HTZ privats de menjar durant 16 h. (c)
Concentraci6 de glicentina + oxintomodulina en sérum de ratolins WT i HTZ després de 60 i 120 min postestimul de
glucosa intraperitoneal. Es van utilitzar ratolins NOD CDK11 WT i HTZ (n = 3) de 10 setmanes d'edat per als estudis
de glucagd a temps 0 min, i de 4 a 7 ratolins en els diferents grups experimentals dels estudis de glicentina i
oxintomodulina. Se'n van analitzar les dades mitjancant la prova estadistica Mann-Whitney (b) i ANOVA
bidireccional (c).



Els kits d’ELISA de deteccié de glucago tenen especificitats baixes, ja que interaccionen amb la
glicentina i l'oxintomodulina. Per tal d'obtenir informacio més especifica s’haurien d'utilitzar
anticossos que reaccionin exclusivament amb la regi6 COOH-terminal del glucagd. Aquests
anticossos no reaccionarien contra la glicentina i I'oxintomodulina i, per tant, només mesurarien
glucagd pancreatic (Holst 1983). Aquests kits que detecten la part C-terminal de la molecula de
glucag6 igualment poden detectar formes truncades del glucagd o allargades per la part N-
terminal. Per aixo s’ha vist que els kits més precisos son els ELISA en Sandwich que utilitzen la
combinaci6 d'anticossos contra la part N-terminal no modificada i la C-terminal. No obstant aixo,
els kits ELISA en Sandwich que hi ha ara al mercat mostren, ni que sigui en poca quantitat,
reactivitat creuada amb la glicentina (<2%) i l'oxintomodulina (<5%) (Wewer Albrechtsen,
Hartmann et al. 2014). Tot i aixi, els valors obtinguts mitjangant el kit ELISA de Sigma-Aldrich son
raonables, si es mesura glucagé en deju i oxintomodulina—glicentina després d'un estimul de

glucosa.

6.3.10 Els nivells d’expressio de GLUT-2 i GLUT-4 no es veuen afectats per

I’hemideficiéncia en CDK11

GLUT-2 és un transportador de glucosa expressat majoritariament en cél-lules beta dins de lillot,
i esta involucrat en el transport de glucosa de baixa afinitat i alta capacitat (Ahren 2009). Es van
analitzar els nivells d'expressi6 de GLUT-2 a les cél-lules beta pancreatiques de ratolins
NOD/SCID CDK11 WT i HTZ de 6 a 8 setmanes d’edat (Figura 6-17a-d). Com es pot observar en
la Figura 6-17e, els nivells d'expressio de GLUT-2 no es veien alterats en ratolins HTZ.
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Figura 6-17: Intensitat mitjana de fluorescéncia (IMF) de GLUT-2 en les cél-lules beta
pancreatiques de ratolins HTZ vs. WT. Estratégia utilitzada per tal de seleccionar la regi6
que conté les cél-lules GLUT-2*. Primerament (a), van descartar-se els agregats cel-lulars; en
segon lloc (b), es va establir una finestra d’acord amb caracteristiques de mida i complexitat
cellular per no descartar cap tipus cel-lular potencialment interessant; tot seguit (c), se'n van
excloure les cél-lules hematopoetiques (CD45%), i (d) només es van seleccionar les cél-lules
beta (CD45-Glut2*). (e) Grafica representativa de la intensitat mitjana de fluorescéncia de
GLUT-2 en cél-lules beta de ratolins NOD/SCID CDK11 WT (n=12) iHTZ (n=13)de 6 a8
setmanes d’edat. Es van dur a terme 3 experiments independents. Els ratolins estaven
alimentats a 'hora d'extreure els illots pancreatics. Se’n van analitzar les dades mitjangant la
prova estadistica Mann-Whitney.



A més a més, es va estudiar els nivells d’expressié de GLUT-4 en membranes de teixit adipos
blanc i muscul. En condicions basals, GLUT-4 esta segrestat en vesicules intracel-lulars, tant en
muscul com en cel-lules de teixit adipds blanc. La insulina indueix un rapid increment de
I'absorcio de la glucosa, la qual cosa afavoreix la redistribucié de GLUT-4 a les membranes
plasmatiques, on facilita el transport de glucosa (Cushman and Wardzala 1980, Suzuki and Kono
1980). Es van utilitzar ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 10 setmanes d'edat, per tal daillar les
proteines totals de membranes del muscul (soli i gastrocnemi) i del teixit adipds blanc renal
(WAT). Seguidament es va analitzar I'expressio de GLUT-4 mitjancant Western blot (Figura
6-18a). Com es pot observar en la Figura 6-18b no hi havia diferéncies en el nivell d’expressid de
GLUT-4 en teixit muscular, ni en teixit adipés (Figura 6-18c), si es compara els ratolins HTZ amb
els WT. Per tant, la CDK11 no modificava I'expressié de GLUT-4 als teixits periferics.
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Figura 6-18: Nivells d’expressi6é de GLUT-4 en membrana de muscul i teixit
adipds blanc. (a) Deteccié per Western blot de GLUT-4, a-actina i 3-actina dels
diferents replicats per a cada genotip i teixit. La quantificacid dels resultats compilats
es va dur a terme analitzant la densitometria de GLUT-4 normalitzat amb la a-actina
en el cas del mascul, i amb B-actina en el cas de WAT. (b) Representacié de les
dades obtingues per al mascul i (c) per a WAT. Es van utilitzar ratolins NOD CDK11
WT i HTZ (n = 3) de 10 setmanes d'edat. Se’'n van analitzar les dades mitjangant la
prova estadistica t parametrica.

En conclusio, el conjunt de la fisiologia de [lillot pancreatic no sembla que estigui alterat per
I'hemideleci6 de la CDK11.

6.3.11 L’hemideficiéncia en CDK11 no és suficient per causar diabetis

Es va estudiar la importancia de la infiltracio limfocitica en el desenvolupament de la diabetis en
els ratolins HTZ. Per poder discriminar entre I'efecte de I'hemidelecio de la CDK11 en el repertori
immunologic i en la cél-lula beta es va introduir I'hemidelecio de la CDK11 en els ratolins
NOD/SCID, ja que aquests son deficients en limfocits T i B. Es va estudiar I'acumulacio de
diabetis espontania (Figura 6-19). Cap dels 2 genotips no va desenvolupar diabetis durant les 30

setmanes estudiades, la qual cosa indica que I'hemideficiencia de CDK11 per se a la cel-lula



beta no era suficient per causar insulinopenia, i que el sistema immunitari restant dels ratolins
NOD/SCID CDK11 (macrofags, cél-lules dendritiques i cel-lules NK, majoritariament) no era
capac de causar la malaltia en abséncia de limfocits. L'accio dels limfocits era necessaria per

induir la mort cel-lular a la cél-lula beta i desencadenar la malaltia.
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Figura 6-19: L’hemideficiéncia de CDK11 a la cél-lula beta
no és suficient per desencadenar diabetis mellitus.
Percentatge de supervivéncia a la diabetis en ratolins
NOD/SCID WT i HTZ. El nombre de ratolins utilitzats esta
marcat entre paréntesis. Es va utilitzar la prova estadistica de
log-rang.

6.3.12 Els ratolins HTZ no presenten alteracions en les poblacions de la infiltracio

limfocitica

La delecio parcial de la CDK11 retarda la incidéncia de diabetis. No obstant aixo, els limfocits son
necessaris i tenen un paper important en el desenvolupament de la malaltia; per aquest motiu es
va continuar estudiant la delecié parcial de la CDK11 en el comportament dels limfocits.
Primerament, es va estudiar si la deleci6 parcial de la CDK11 afectava el desenvolupament dels
limfocits i de les cellules presentadores d'antigen (APC), com ara els macrofags i les cél-lules
dendritiques. Es va analitzar la poblacié de limfocits (Figura 6-20a-d) i APC (Figura 6-21a-c) de la
melsa i dels ganglis limfatics de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 7 setmanes d’edat, mitjancant
citometria de flux. En cap cas no van trobar-se diferencies significatives en les poblacions de
limfocits de la melsa (Figura 6-20e) i els ganglis limfatics pancreatics (Figura 6-20f) entre els 2
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genotips estudiats. Igualment, tampoc no hi havia diferencies significatives en les poblacions de
cél-lules dendritiques i macrofags de la melsa (Figura 6-21d) i els ganglis limfatics (Figura 6-21e)
entre els 2 genotips estudiats. Per tant, la delecid parcial de la CDK1l no afectava

significativament el repertori immunologic de limfocits i APC.
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Figura 6-20: Estudi comparatiu de les subpoblacions limfocitaries en melsa i ganglis
limfatics dels ratolins NOD HTZ i NOD WT. Estrategia utilitzada per tal de seleccionar la
regio que contenia els limfocits. Primerament (a), van descartar-se els agregats cel-lulars; en
segon lloc (b), es va establir una finestra d'acord amb caracteristiques de mida i complexitat
cellular per no descartar cap tipus cel-lular potencialment interessant; tot seguit (c), es van
seleccionar els limfocits B (CD19+) i els limfocits T (CD3*). (d) La fraccié cel-lular (CD3*) es
va subdividir en limfocits T CD4 (CD3*CD4*) i T CD8 (CD3*CD8*). (e) Percentatge dels
diferents tipus cel-lulars dels 2 genotips estudiats en la melsa, i (f) en els ganglis limfatics
pancreatics. Es van utilitzar ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 7 setmanes d'edat per tal
d'estudiar les poblacions de la melsa (n = 5) i dels ganglis limfatics (n = 3). Es va utilitzar la
prova estadistica ANOVA bidireccional.
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Figura 6-21: Analisi de les diferents subpoblacions d’APC en els ratolins NOD HTZ i
NOD WT en melsa i ganglis limfatics regionals. Estratégia utilitzada per tal de seleccionar
la regi6 que contenia les APC. Primerament (a), van descartar-se els agregats cel-lulars; en
segon lloc (b), es va establir una finestra d'acord amb caracteristiques de mida i complexitat
cellular per no descartar cap tipus cel-lular potencialment interessant; tot seguit (c), es van
seleccionar les regions de macrofags activats (MAC3-FITC*) i cel-lules dendritiques (CD11c-
PE*). (d) Percentatge dels diferents tipus cel-lulars dels 2 genotips estudiats en la melsa, i
(e) en els ganglis limfatics pancreatics. Es van utilitzar ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 7
setmanes d'edat per tal d’estudiar les poblacions de la melsa (n = 5) i dels ganglis limfatics
(n=3). Es va utilitzar la prova estadistica ANOVA bidireccional.



6.3.13 Susceptibilitat a la diabetis induida per transferéncia adoptiva de limfocits

provinents de melsa

Es va estudiar si la deleci6 parcial de la CDK11 protegia els ratolins NOD/SCID HTZ de la
diabetis causada pel repertori immune NOD salvatge (WT), i es reduia la infiltracié dels limfocits
als illots pancreatics. Es van transferir de manera adoptiva cel-lules totals de la melsa de
femelles NOD WT prediabétiques (8-12 setmanes d'edat) a ratolins NOD/SCID CDK11 WT i
HTZ. Vam observar que els ratolins NOD/SCID CDK11 HTZ eren més propensos a desenvolupar
diabetis quan eren exposats al mateix repertori de limfocits que els germans de ventrada
NOD/SCID WT (Figura 6-22a). Els ratolins HTZ comengaven a desenvolupar diabetis 5
setmanes després de la transferencia, i a la setmana 12 el 100% dels ratolins ja havia
desenvolupat la malaltia. En canvi, els ratolins WT no desenvolupaven la diabetis abans de la
setmana 6, i fins a la setmana 14 no s'assolia una incidencia acumulativa del 100%. Els illots
dels ratolins HTZ eren menys resistents a l'atac autoimmune, possiblement perque el nombre
d'illots dels ratolins HTZ estava disminuit. També es va avaluar la capacitat diabetogénica dels
limfocits provinents dels ratolins HTZ. Per tal d'estudiar si els limfocits eren funcionals o estaven
alterats, es va fer una transferencia adoptiva de cel-lules de melsa total derivades de ratolins
NOD CDK11 WT i HTZ de 9 setmanes d'edat a ratolins NOD/SCID WT (Figura 6-22b). Els
limfocits derivats dels ratolins HTZ eren funcionals, ja que tots els ratolins transferits van
desenvolupar diabetis i, a més a més, la capacitat diabetogénica dels limfocits HTZ estava
incrementada respecte dels WT. A la setmana 5 després de la transferéncia, els ratolins
receptors de limfocits HTZ van comencar a desenvolupar la malaltia, i a les 11 setmanes el 100%
ja eren diabétics. En canvi, els ratolins receptors de limfocits WT no van desenvolupar T1D
abans de la setmana 9, i fins a la setmana 16 posttransferencia no hi havia un 100% de

receptors diabetics.

La CDK11 i la seva implicacié en la mort de la cél-lula beta pancreatica en el debut diabétic del ratoli NOD = 105



106 | La CDK11 ila seva implicacié en la mort de la cél-lula beta pancreatica en el debut diabétic del ratoli NOD

a " b .
100 100+
—— HTZ
& 80 3 80-
° i)
£ £
L 607 £ 60
8 =
] ]
o 401 o 40+
s kS
g g
3 209 3 204 —— HTZ
= e - WT
O T I T 0 T T
0 5 10 15 0 5 10 15
weeks post-transfer weeks post-transfer

Figura 6-22: Diabetogenicitat i susceptibilitat a la diabetis transferida adoptivament en la deficiéncia
parcial de CDK11. (a) Van transferir-se ratolins NOD/SCID CDK11 WT i HTZ (n = 15) amb 10 milions de
cél-lules de melsa total derivades de femelles NOD de 8 a 12 setmanes d’edat, i es va estudiar la incidéncia de
diabetis acumulativa durant 17 setmanes després de la transferéncia. (b) Van transferir-se ratolins NOD/SCID
CDK11 WT (n = 10) amb 10 milions de cel-lules de melsa total derivades de femelles NOD CDK11 WT o HTZ de
9 setmanes d'edat, i es va estudiar la incidéncia de diabetis acumulativa durant 17 setmanes després de la
transferéncia. Es va utilitzar la prova estadistica de log-rang.

Per tal de poder explicar 'aparent discrepancia entre la historia natural de la diabetis espontania i
la diabetogenicitat incrementada dels leucocits derivats de la melsa de NOD HTZ comparada
amb la dels companys de ventrada NOD WT, va repetir-se la segona transferencia adoptiva,
pero per comprovar el fenotip de les cel-lules transferides, 7 setmanes posttransferencia, s van
sacrificar els animals. Per tal de determinar si hi havia un reclutament de limfocits augmentat en
el genotip NOD HTZ, es va estudiar I'expressio de CCR7 en els limfocits de la melsa dels ratolins
transferits, aixi com també es van fer estudis d'infiltracié pancreatica (Figura 6-23a-d). EI CCR7
és un receptor que s'expressa en limfocits B, cél-lules dendritiques i cél-lules T memoria i naifs.
Es important en la mobilitzacié de cél-lules immunes i en el seu reclutament als organs limfoides
secundaris, com ara els ganglis limfatics (Ebert, Schaerli et al. 2005). Al cap de 7 setmanes
posttransferéncia, la proporcié de limfocits transferits que expressaven CCR7 era la mateixa
entre els 2 genotips estudiats (Figura 6-23e). No obstant aixo, la intensitat mitana de
fluorescencia (MFI) del CCR7 expressat pels limfocits B transferits de donants NOD CDK11 HTZ
era més elevada que la dels donants WT (64,89 + 4,19 vs. 46,88 + 1,27, respectivament), la qual
cosa significa que expressaven més molécules de CCR7 en la seva superficie i, per tant, que
estaven més activats. Els limfocits T transferits presentaven un percentatge similar d’'MFI de
CCRY (Figura 6-23f). La Figura 6-23g mostra la puntuacié d'infiltracié dels pancrees dels ratolins



NOD/SCID receptors de les transferencies. Com es pot observar, no hi ha diferéncies en la
infiltracio dels 2 grups experimentals estudiats. Per tant, podem concloure que els limfocits B
provinents dels ratolins donants HTZ estaven més activats, ja que expressaven més CCR7, i
com a consequencia, els ratolins receptors desenvolupaven la malaltia més aviat que els seus

companys WT.
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Figura 6-23: Caracteritzaci6 de les subpoblacions de limfocits B i T activats després de
la transferéncia adoptiva. Estrategia utilitzada per tal de seleccionar la regié que conté els
limfocits activats. Primerament (a), van descartar-se els agregats cel-lulars; en segon lloc (b),
es va establir una finestra d'acord amb caracteristiques de mida i complexitat cel-lular per no
descartar cap tipus cellular potencialment interessant; tot seguit (c), es van seleccionar les
regions de limfocits B (CD19+CD3) i T (CD3*CD19-). (d) De les fraccions cel-lulars Bi T, es
van tenir en compte les cél-lules activades CCR7+ (CD19*CD3-CCR7+, CD3*CD19-CCR7+). (e)
Percentatge de limfocits provinents de la melsa dels 2 genotips estudiats, i (f) intensitat mitjana
de fluorescéncia (MFI) del CCR7 que expressen aquests limfocits. (g) Puntuacio d'infiltraci6
dels pancrees dels ratolins receptors. Es van assignar uns valors: 0 per a illots no infiltrats, 1
per a lesions periinsulitiques, 2 per a insulitis intrainsulars amb menys del 50% de l'area de
lillot infiltrada, i 3 per a insulitis amb més del 50% de I'area de [llot infiltrada. Per tal d’estudiar
la infiltraci6 pancreatica, es va examinar un minim de 8 seccions per ratoli a 4 nivells diferents
(>180 illots per ratoli). Es van transferir de manera adoptiva ratolins NOD/SCID CDK11 WT (n
= 9) amb 10 milions de leucocits de melsa derivats de femelles NOD CDK11 WT i HTZ de 9
setmanes dedat, i es va estudiar l'activacié dels limfocits al cap de 7 setmanes
posttransferéncia. Es va utilitzar la prova estadistica ANOVA bidireccional (e i f) i la t
parametrica (g).



6.3.14 Els limfocits provinents de melsa de ratolins HTZ tenen I'apoptosi induida
després d’estimul (AICD) augmentada i la secrecio d’IL-2 disminuida amb la

capacitat de proliferacio inalterada

Per tal d'estudiar amb més profunditat I'autoreactivitat accentuada dels limfocits dels ratolins
HTZ, es va explorar el comportament d'aquests limfocits en presencia de diferents estimuls in
vitro; d’'aquesta manera es podia estudiar si la reduccié de la CDK11 modulava la proliferacio i
apoptosi de la infiltracid limfocitica. Es van agafar cellules de melsa total de ratolins NOD
CDK11 WT i HTZ de 7 setmanes d'edat i es va cultivar 1 milié de cél-lules per pou en plaques de
12 pous. Seguidament es van incubar amb els diferents estimuls policlonals (concanavalina A o
anti-CD3) per estimular la proliferacio cel-lular i es va analitzar la susceptibilitat de les cel-lules de
melsa total a I'apoptosi induida al cap de 24 h postestimul, mitjancant citometria de flux (Figura
6-24a-c). En la Figura 6-24d es pot veure que tant 'apoptosi basal dels limfocits 24 h després de
plaguejar-los com la induida per activacio amb ConA eren similars en ratolins WT i HTZ. La
Figura 6-24e mostra les mateixes dades que la Figura 6-24d, per0 representant l'increment
d'apoptosi (apoptosi ConA — apoptosi basal) per a cada ratoli. La concanavalina A induia una
resposta molt accentuada d’apoptosi cel-lular a les 24 h postestimul, la qual cosa significa que
quedaven molt poques cél-lules per estudiar la proliferacio cel lular. Es per aquest motiu que es
va provar l'estimul anti-CD3 i es va trobar que I'apoptosi induida per aquest estimul era més
baixa que la induida per ConA (Figura 6-24f) (36,26 + 0,78, WT vs. 41,04 + 0,56, HTZ). La
Figura 6-24g torna a mostrar les mateixes dades que la Figura 6-24f, per0 representant
Iincrement d'apoptosi (apoptosi anti-CD3 - apoptosi basal). Les cellules de melsa total
derivades dels ratolins HTZ, tot i mantenir una apoptosi basal no alterada, tenen una apoptosi
induida per estimul anti-CD3 més elevada que les derivades de ratolins WT.
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Figura 6-24: Apoptosi induida a partir d’estimuls. Estrategia utilitzada per tal de
seleccionar la regié que conté els limfocits apoptotics. Primerament (a), van descartar-se
els agregats cel-lulars; en segon lloc (b), es va establir una finestra d'acord amb
caracteristiques de mida i complexitat cel-lular per no descartar cap tipus cel-lular
potencialment interessant, i tot seguit (c), es va delimitar la regi¢ de limfocits apoptotics (PI
AnnV+). (d) Percentatge de cél-lules apoptotiques (PI-AnnV+) 24 h després de cultivar-les
amb estimul de concanavalina A o sense. () Increment d’apoptosi en les cél-lules que han
rebut ConA. Per calcular I'increment d'apoptosi, es va restar I'apoptosi basal a I'apoptosi
induida per estimul de ConA per a cada ratoli. (f) Percentatge de cél-lules apoptotiques (PI-
AnnV+) 24 h després de cultivar-les amb estimul d'anti-CD3 o sense. (g) Increment
d'apoptosi en les cellules que han rebut un estimul d'anti-CD3. Es van dur a terme 3
experiments independents per cada grup experimental i es van analitzar ratolins WT (n = 7)
i HTZ (n = 9) per als estudis de ConA i (n = 9) per als estudis amb anti-CD3. La
concentracid final de I'anticos anti-CD3 és d'1 pg/mL i de ConA és de 0,003 pg/mL. ¢,
sense estimul; ConA, concanavalina A. Es va utilitzar la prova estadistica ANOVA
bidireccional (d i f) i t paramétrica (e i g) .



De la mateixa manera, es van utilitzar cel-lules de melsa total de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ
de 7 setmanes d'edat i es va cultivar 1 mili6 de cél-lules per pou en plagques de 12 pous.
Seguidament es van incubar amb I'estimul anti-CD3, per estimular la proliferacio cel-lular, i es va
analitzar la secrecio de citocines mitjancant ELISA, al cap de 48 h postestimul (Figura 6-25). S’ha
demostrat que les citocines Thl, com ara IFNy o IL-2, estan involucrades en la destruccio dels
illots i amb I'aparicio de la diabetis en els ratolins NOD. La IL-2 és una citocina important per a
I'activacio de les céllules T i la seva funcié immune. Serveix com a factor de creixement autocri i
paracri dels limfocits. No obstant aixo, tot i les evidéncies de la participacié de la IL-2 en
I'activacio cel-lular, la seva funci6 fisiologica dominant és la de controlar I'activacié de les
cél-lules T i prevenir l'autoimmunitat (Knoechel, Lohr et al. 2005). A més a més, I'lFNy és
necessari per a la inducci6 i activacio de les cél-lules T, NK i macrofags (Novelli, Giovarelli et al.
1991), pero també esta implicat en la mort cel-lular (Liu and Janeway 1990). L'IFNy sensibilitza
les cellules beta en I'apoptosi i indueix la secrecié de quimiocines resultant amb el reclutament
constant de cél-lules T autoreactives (Frigerio, Junt et al. 2002). Tant en la Figura 6-25a com en
la Figura 6-25b es representa I'increment de secreci de citocines (concentracié amb anti-CD3 -
concentracié basal sense estimul) 48 h després de cultivar-les. La Figura 6-25a mostra que
Iincrement de secrecid d'IL-2 esta disminuit en els sobrenedants dels medis de cultiu de limfocits
provinents dels ratolins HTZ (47,70 + 5,244, WT vs. 26,22 + 3,079, HTZ). Pel que fa a
Iincrement de secrecio d'IFNy, no hi ha diferencies significatives entre els 2 genotips estudiats
(Figura 6-25b). In vitro, els limfocits provinents de melsa de ratolins HTZ, secreten menys IL-2;

possiblement per aixo els limfocits mostren un fenotip més agressiu a la transferéncia adoptiva.
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Figura 6-25: Secrecié de citocines Thl per leucocits de melsa. (a)
Increment de la concentracié d'IL-2 i (b) d'IFNy secretades 48 h postestimul
en el sobrenedant del medi de cultiu de limfocits derivats de la melsa de
ratolins NOD CDK11 WT i HTZ (n = 7-8). L'estimul utilitzat va ser anti-CD3 i
les citocines es van analitzar mitjangant ELISA. L'increment de concentracid
es va calcular restant el valor basal de secrecié sense estimul al valor de
secrecié una vegada afegit I'estimul. Es va utilitzar la prova estadistica t
parametrica.

Per tal de continuar analitzant les possibles raons responsables de la capacitat diabetogénica
diferencial dels leucocits de melsa de ratolins NOD HTZ i NOD WT, va estudiar-se I'activitat
proliferativa de les cellules T dels ratolins HTZ, in vitro. El pigment fluorescent
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) és altament usat per tal d’estudiar proliferacio
cel-lular, ja que es dispersa passivament a l'interior cel-lular. No té color ni fluorescéncia fins que
se'n tallen els grups acetats, gracies a les esterases intracel-lulars, la qual cosa déna una
fluorescencia molt accentuada. Els grups succinimidil ester reaccionen amb les amines
intracel-lulars, i formen conjugats fluorescents que queden ben retinguts i que es poden fixar amb
fixatius aldehids. L'excés de reactiu no conjugat i els seus productes derivats es dispersen de
manera passiva a I'espai extracel-lular. Es van aillar cél-lules de melsa total de ratolins NOD
CDK11 WT i HTZ de 7 setmanes d'edat, es van tenyir amb CFSE i es va cultivar 1 mili6 de
cellules per pou en plaques de 12 pous. Seguidament es van incubar amb anti-CD3 per
estimular la proliferacié cellular a través del receptor de les cel-lules T, i es van analitzar les
cél-lules mitjancant citometria de flux al cap de 72 h postestimul (Figura 6-26a—€). La proliferacio
basal (Figura 6-26f) dels limfocits després de 72 h sense estimul no ddna diferéncies
significatives entre els 2 genotips estudiats. La Figura 6-26g mostra I'increment de proliferacio
dels limfocits 72 h postestimul (proliferacié anti-CD3 — proliferacié basal). Els limfocits T CD4

tenen l'increment de la proliferacio més alt, mentre que els T CD8 proliferen menys, i els limfocits



B gairebé no tenen increment de la proliferacio. Les cél-lules totals de melsa aillades dels ratolins
HTZ i WT manifesten una capacitat de proliferacié similar sota estimulacié amb anti-CD3, la qual
cosa indica que la resposta dels limfocits a estimuladors mitogens no especifics es conserva i no

esta alterada en els ratolins HTZ.
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Figura 6-26: Activitat proliferativa dels limfocits T in vitro induida a partir d’estimul anti-CD3. Estrategia
utilitzada per tal de seleccionar la regié que conté els limfocits en proliferacio. Primerament (a), van descartar-se els
agregats cellulars; en segon lloc (b), es va establir una finestra d'acord amb caracteristiques de mida i complexitat
cel-lular per no descartar cap tipus cellular potencialment interessant, i tot seguit (c), es va subdividir aquesta regié
en limfocits T CD4 (APC*PE-) i T CD8 (PE*APC"). (d i ) De les fraccions cel-lulars T CD4 i T CD8, es van tenir en
compte les cellules que havien proliferat FITC- (CD4+*CD8-CFSE-, CD8*CD4-CFSE"), APC-CD4, PE-CD8, FITC-
CFSE. (f) Proliferacié basal. Percentatge de cel-lules en proliferacié (CFSE") 72 h després de cultivar-les sense
estimul d'anti-CD3. (g) Increment de proliferacid en les cel-lules que han rebut anti-CD3. Per calcular increment de
proliferacid, es va restar la proliferacié basal a la proliferacié induida per estimul d'anti-CD3 per a cada ratoli. Es van
utilitzar ratolins NOD CDK11 WT i HTZ (n = 10-12) de 7 setmanes d'edat. Se’n van analitzar les dades mitjangant la
prova estadistica ANOVA bidireccional.




En conclusio, la major capacitat diabetogénica dels limfocits provinents de melsa de ratolins HTZ
no es veu accentuada per una major capacitat proliferativa o menys apoptosi induida per
activacié (AICD), sind que podria explicar-se com una disminucié en la secrecié d'IL-2 i una
expressio alterada del receptor de la quimiocina CCR7 als limfocits B, que indica un augment de
I'activacio d'aquests i potser una major activitat com a APC a nivell extrafol-licular.

6.3.15 Diabetogenicitat dels leucocits provinents de ganglis limfatics regionals

(pancreatics i mesenterics)

Com que la capacitat diabetogenica dels limfocits derivats de la melsa total de ratolins HTZ era
més elevada que la dels limfocits provinents de ratolins WT, pero en la historia natural els ratolins
HTZ mostraven menys incidéncia acumulativa de la malaltia, vam continuar estudiant la capacitat
diabetogénica dels limfocits provinents de ganglis limfatics pancreatics de ratolins HTZ, ja que els
ganglis limfatics regionals alberguen el muntatge efectiu de la resposta immune contra els
antigens dels illots. Es va fer una transferencia adoptiva de cel-lules totals de ganglis limfatics
pancreatics derivats de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 9 setmanes d'edat a ratolins recipients
NOD/SCID WT (Figura 6-27). La incidencia acumulativa de diabetis no va ser significativament
diferent entre els receptors que van rebre limfocits provinents dels ratolins HTZ i els provinents
dels WT.
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Figura 6-27: Diabetogenicitat dels leucocits
provinents de ganglis limfatics pancreatics i
mesenteérics. Es van transferir ratolins NOD/SCID
CDK11 WT (n = 10) amb 10 milions de céllules totals
provinents de ganglis limfatics pancreatics de femelles
NOD CDK11 WT i HTZ de 9 setmanes d'edat, i es va
estudiar la incidéncia de diabetis acumulativa durant 17
setmanes després de la transferéncia. La prova
estadistica utilitzada és el log-rang.
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Per tant, els leucocits provinents dels ganglis limfatics regionals, que és on realment es prepara
la resposta immune, no presentaven diferéncies en la seva capacitat diabetogénica,
contrariament al que s’havia observat en els leucocits derivats de la melsa, en que els HTZ eren
més agressius. Els 2 grups de recipients desenvolupaven la diabetis amb una cinética de debut i
una severitat similars, i suggerien que la delecio parcial de la CDK11 protegia de la diabetis
exercint la seva accié a la cél-lula beta, sense afectar 'autoagressivitat del repertori immunologic.
Aquests resultats suggereixen que els ratolins HTZ desenvolupaven la diabetis més preco¢cment
quan eren transferits amb cel-lules de melsa total de donants NOD, perque els ratolins HTZ
tenien menys illots (menys quantitat de “teixit diana” per atacar), pero els seus limfocits retenien
la mateixa activitat diabetogénica que els limfocits provinents de ratolins WT.

6.3.16 Els limfocits provinents de ganglis limfatics pancreatics de ratolins HTZ
tenen la secrecidé d’IL-2 augmentada encara que I'apoptosi induida després

d’estimul i la capacitat de proliferacié es mantenen inalterades

Seguidament es va fer el mateix estudi in vitro, analitzant el comportament dels limfocits
provinents dels ganglis limfatics pancreatics (PLN) de ratolins HTZ en preséncia de diferents
estimuls. La major part de limfocits reactius contra autoantigens pancreatics es localitzen als
ganglis limfatics pancreatics. Es van agafar les cél-lules totals dels PLN de ratolins NOD CDK11
WT i HTZ de 7 setmanes d'edat i es va cultivar 1 milié de cél-lules per pou en plaques de 12
pous. Seguidament es van incubar amb diferents estimuls autoantigénics de la T1D (rhINS,
INSB12.25 | GAD65 p35), I'antigen no relacionat amb la T1D (KLH), aixi com l'estimul policlonal
anti-CD3, per estimular la proliferacié cel-lular. Es va analitzar la susceptibilitat a I'apoptosi
induida per activacio (AICD) al cap de 24 h postestimul mitjancant citometria de flux. En la Figura
6-28a es pot observar que els nivells d'apoptosi basal de les cel-lules totals de gangli limfatic no
estaven alterats en ratolins HTZ, comparat amb els ratolins WT. En les cel-lules incubades amb
I'estimul de proliferacid policlonal anti-CD3, tampoc no hi havia diferéncies significatives entre els
2 genotips estudiats. Els altres estimuls utilitzats, INSB12-25, GAD65 p35, rhINS i KLH, no van
donar augment en I'apoptosi, comparat amb I'apoptosi basal dels 2 genotips. La Figura 6-28b
mostra les mateixes dades que la Figura 6-28a, perd representant l'increment d'apoptosi
(apoptosi estimul — apoptosi basal) per a cada ratoli. L’estimulacié amb anti-CD3 no provoca cap
diferéncia entre genotips.



De la mateixa manera, es van agafar cel-lules totals de PLN de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ
de 7 setmanes d'edat i es va cultivar 1 mili6 de cél-lules per pou en plagques de 12 pous.
Seguidament es van incubar amb I'estimul anti-CD3 per estimular la proliferacio cel-lular i es va
analitzar la secrecid de citocines mitjancant la tecnica d’ELISA al cap de 48 h postestimul. Tant
en la Figura 6-28c com en la Figura 6-28d es representa 'increment de secrecié de citocines
(concentracio amb anti-CD3 — concentracio basal sense estimul) 48 h després de cultivar-les. La
Figura 6-28c mostra que 'increment de secrecié d'lL-2 estava augmentat en els sobrenedants
dels medis de cultiu de limfocits provinents dels ratolins HTZ (25,62 + 3,57, HTZ vs. 15,99 +
2,51, WT). D'altra banda, si tenim en compte 'increment de secrecio d'IFNy en resposta a anti-

CD3, no hi havia diferéncies significatives entre els 2 genotips (Figura 6-28d).

Aixi mateix, es van agafar cél-lules totals de PLN de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 7
setmanes d'edat, es van tenyir amb CFSE i es va cultivar 1 milié de cél-lules per pou en plaques
de 12 pous. Seguidament es van incubar amb anti-CD3, rhINS, INSB12.25, GAD65 p35 i KLH per
estimular la proliferacio cel-lular, i es van analitzar les cél-lules mitjancant citometria de flux al
cap de 72 h postestimul. La proliferaci6 basal (Figura 6-28e) dels limfocits després de 72 h sense
estimul no donava diferencies significatives entre els 2 genotips. Tant els limfocits T CD4 com els
T CD8 gairebé no proliferaven. La Figura 6-28f mostra I'increment de proliferacio dels limfocits 72
h postestimul (proliferacio estimuls — proliferacié basal). Només van proliferar els limfocits que
estaven incubats amb anti-CD3, per0 no hi havia diferencies significatives entre els 2 genotips
estudiats. Els altres estimuls utilitzats no van induir proliferacié cel-lular detectable. Com era
d'esperar la KLH no va donar un augment de la proliferacid, siné que va actuar com a control
negatiu d'autoantigenicitat. Ambdas tipus de limfocits, provinents dels ganglis limfatics de ratolins
HTZ i WT, van manifestar una capacitat de proliferacio similar sota estimulacié amb anti-CD3, la
qual cosa indica que la resposta dels limfocits a estimuladors mitogens no especifics no estava
alterada en els limfocits de ratolins HTZ.

La CDK11 i la seva implicacié en la mort de la cél-lula beta pancreatica en el debut diabétic del ratoli NOD = 117



118

La CDK11 i la seva implicacio en la mort de la cél-lula beta pancreatica en el debut diabétic del ratoli NOD

a b
50 25-
— WT — WT
it I - HTZ = 20_1 . HTZ
» -2
ety o
g 30 S 157
| g
g 201 £ 10
= =
o
10 2 5
0- = oL
D D o H S B B oSSR
P 5 AN
éo?b@Q@Q R &\@%@ e NIBM
rb\ﬂ\% Q?“ 2 \Q\G’ Q)V‘Q
c d
40+ 400-
307 1 300
2 £
£ 20 — zt 200
] = T
10 100
G T O T
L & N &
e
51 154
— WT — WT
< 4- . HTZ 3 . HTZ
- s
S & 107
T 37 8
o S
= o
<] ) S
s 2 £
[4v]
%] e
S 14 S
=
0 ri ri— 0—_ T T Ii T T T T T
> ) S DD > D
® S OSBRSS W
S D P S <P
(D\Q%CDV‘ \Q\%Q?‘
cD4 cD8

Figura 6-28: Estudis d’apoptosi i proliferacié en limfocits provinents de ganglis limfatics
pancreatics. (a) Percentatge de cél-lules apoptotiques (PIFAnnV+) 24 h després de cultivar-les
amb estimuls o sense. (b) Increment d’apoptosi en les cél-lules que han rebut els estimuls. (c)
Increment de la concentracio d'IL-2 i (d) IFNy secretats 48 h postestimul en el sobrenedant del
medi de cultiu dels limfocits. L'estimul utilitzat va ser anti-CD3 i les citocines es van analitzar
mitjangant la tecnica d’ELISA. (e) Proliferaci6 basal. Percentatge de cel-lules en proliferacio
(CFSE?) 72 h després de cultivar-les sense estimuls. (f) Increment de proliferacié en les
cél-lules que han rebut els estimuls. Es van analitzar ratolins NOD WT i HTZ, per als estudis
d'apoptosi (n = 3-8), per als estudis de citocines (n = 4-10) i per als estudis de proliferacié (n
= 3-11). Els increments es van calcular restant el valor basal sense estimul al valor una
vegada afegit I'estimul. Els estimuls utilitzats i les seves concentracions finals respectives son:
¢ (sense estimul); anticos anti-CD3, 1 pg/mL; peptid B de la cadena d'insulina (p12-25)
(INSB12-25), descarboxilasa de I'acid glutamic 65 (GAD65 p35), insulina recombinant humana
(rhINS) i hemocianina de Megathura crenulata (KLH), 25 pg/mL. Es va utilitzar la prova
estadistica ANOVA bidireccional (a, b, e i ) i t paramétrica (c i d).



En conclusid, els limfocits provinents de PLN de ratolins HTZ presentaven un fenotip comparable
al dels WT. Aquest resultat indica que els ratolins HTZ per a la CDK11 tenen una disminuci6 en
la incidéncia de diabetis, a causa d’efectes directes sobre la viabilitat de la céllula beta, sense
afectar la diabetogenicitat del seu repertori immunologic quant als ganglis regionals de I'organ
diana.

6.3.17 Les cel-lules T reguladores dels ratolins HTZ no es veuen alterades

S’ha vist que les cél-lules T reguladores (CD4*CD25*FoxP3*) poden inhibir I'activitat de les
cél-lules T reactives i mantenir la tolerancia immune. El factor de transcripcio FoxP3 esta
involucrat en la diferenciacié de les céllules T reguladores (Fontenot, Gavin et al. 2003). Per tal
d'investigar si la proteccid dels ratolins HTZ s'aconseguia mitjangant un increment en el
desenvolupament o activitat de les cel-lules T reguladores, es van aillar limfocits de la melsa,
dels ganglis limfatics i de la infiltracié limfocitica dels illots pancreatics de ratolins NOD CDK11
WT i HTZ de 7 setmanes d'edat, i es va analitzar I'expressio del factor de transcripcid FoxP3
mitjangant citometria de flux (Figura 6-29a—d, Figura 6-30a-d). Els resultats indicaven que no hi
havia diferéncies significatives en les proporcions de limfocits T CD4 reguladors entre ratolins
WT i HTZ, tant a la melsa com al gangli limfatic (Figura 6-29¢e). En la Figura 6-30e es pot veure
que hi ha la mateixa proporcid de limfocits T infiltrants als illots pancreatics de ratolins WT i HTZ.
Aixi mateix, també hi ha la mateixa proporcié de limfocits T reguladors als 2 genotips (Figura
6-30f). Aquests resultats evidencien que la proteccié davant la T1D observada en els ratolins
HTZ no és deguda a un increment en la proporcié de cél-lules T reguladores dins el repertori

immunologic.

La CDK11 i la seva implicacié en la mort de la cél-lula beta pancreatica en el debut diabétic del ratoli NOD = 119



120 | La CDK11 ila seva implicacié en la mort de la cél-lula beta pancreatica en el debut diabétic del ratoli NOD

a b
250K i 250K -
200K + ! 200K -
- 150K « 150K -
%) L)
i )
100K 100K —
50K 50K
e 0
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A Y
c d FS
. 1189 31.3 _ 175 2.18
10° 4 10”
10
< o 3
8 £
2 %
& 2
v e
v
16.2]
L
0 10° 10° 10* 10° 0 102 103 104 10°
<PerCP-Cy5-5-A>: CD3 <APC-A>: CD25
e
6_
— WT
3 Hm HTZ T
(sl
(e
S
E 44
w
o™
a
O
£
<t
a
S o
a
O
32
G T T
I )
\Q;Q" ona
KR S
o
&K
AS)

Figura 6-29: Estudi de la poblaci6 de cel-lules T reguladores en melsa i gangli
limfatic. Estrategia utilitzada per tal de seleccionar la regi6 que conté els limfocits T
reguladors. Primerament (a), van descartar-se els agregats cel-lulars; en segon lloc (b), es
va establir una finestra d'acord amb caracteristiques de mida i complexitat cel-lular per no
descartar cap tipus cel-lular potencialment interessant, i tot seguit (c), es va delimitar la
regié de limfocits T CD4 (CD3*CD4+*). (d) De la fraccié cel-lular T CD4, es van tenir en
compte les cél-lules que expressaven FoxP3* (CD3+*CD4+*CD25*FoxP3+). (e) Percentatge
de limfocits T CD4 reguladors en melsa (n = 3) i ganglis limfatics pancreatics (n = 12) de
ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 7 setmanes d’edat. La prova estadistica utilitzada és
I’ANOVA bidireccional.
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Figura 6-30: Estudi de la poblacid de cél-lules T reguladores en la infiltracid limfocitica dels
illots pancreatics. Estratégia utilitzada per tal de seleccionar la regié que conté els limfocits T
reguladors. Primerament (a), van descartar-se els agregats cel-lulars; en segon lloc (b), es va
establir una finestra d'acord amb caracteristiques de mida i complexitat cel-lular per no descartar
cap tipus cel-lular potencialment interessant, i tot seguit (c), es va delimitar la regi6 de limfocits T
(CD3+*CD45*). (d) De la fraccio cel-lular T (CD3*CD45+), es van tenir en compte les cél-lules que
expressaven FoxP3+ (CD3*CD45+*CD25*FoxP3+). (e) Percentatge de limfocits T i (f) limfocits T
reguladors en Tinfiltrat d'illots pancreatics de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ (n = 6-7) de 7
setmanes d'edat. Es va utilitzar la prova t parametrica.
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6.3.18 L’activacié de les cel-lules dendritiques (DC) dels ratolins HTZ no es veu

alterada

Per tal d’estudiar el nivell d'activacié de les DC, es van aillar les cel-lules totals de la melsa i dels
ganglis limfatics de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 7 setmanes d'edat i se’'n va analitzar
I'expressio de les molecules coestimuladores CD86 o CD80 en les membranes de les DC
mitjangant citometria de flux (Figura 6-31a-d). No van trobar-se diferéncies significatives entre les
proporcions de poblacions de DC madures de la melsa de ratolins WT i HTZ (Figura 6-31e), ni
dels ganglis limfatics (Figura 6-31f), la qual cosa indica que I'hemidelecié de la CDK11 no
influencia la maduracié de les DC.
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Figura 6-31: Estudi de la maduracio de cél-lules dendritiques. Estrategia utilitzada per tal
de seleccionar la regio que conté les cél-lules dendritiques activades. Primerament (a), van
descartar-se els agregats cellulars; en segon lloc (b), es va establir una finestra d'acord amb
caracteristiques de mida i complexitat cel-lular per no descartar cap tipus cel-lular
potencialment interessant, i tot seguit (c i d), es va delimitar la regi6 de DC madures
(CD11c*CD86%) i (CD11c*CD80%). (e) Percentatge de DC (CD1lc*) que presenten les
molécules coestimuladores en la seva superficie cellular en melsa i (f) ganglis limfatics de
ratolins NOD CDK11 WT i HTZ (n = 9) de 7 setmanes d'edat. La prova estadistica utilitzada
és 'ANOVA bidireccional.
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6.3.19 La proporcio de limfocits T CD4 naifs esta disminuida en els ratolins HTZ,

encara que es manté la proporcio de cel-lules activades

Per tal d'estudiar I'activaci de les cel-lules T, es van aillar els limfocits de la melsa, dels ganglis
limfatics i de la infiltracié limfocitica dels illots pancreatics de ratolins NOD CDK11 WT i HTZ de 7
setmanes d’edat. Tot seguit, es va analitzar 'expressio de la molécula de membrana d'activacio
primerenca, CD69, involucrada en la proliferacié de limfocits, i la molecula CD62L, marcador de
cél-lules T naifs, mitjancant citometria de flux (Figura 6-32a-f). No hi ha diferencies en I'estat
d'activacié dels limfocits T (CD4*CD69+*CD62L'w i CD8+*CD69+*CD62L%) en melsa (Figura
6-329), gangli limfatic (Figura 6-32h) i infiltrat limfocitic dels illots pancreatics (Figura 6-32i). Pel
que fa a les proporcions dels limfocits T CD4 naifs (CD4*CD69-CD62Lhigh), sdn similars entre
ratolins WT i HTZ en melsa (Figura 6-32g) i infiltrat limfocitic (Figura 6-32i), pero sén més baixes
als ganglis limfatics dels ratolins HTZ, comparades amb els ratolins WT (40,36 + 7,59 vs. 58,52 +
1,76, respectivament). Aixi mateix, els limfocits T CD8 naifs (CD8*CD69-CD62LNish) dels ratolins
HTZ tenen unes proporcions similars en les 3 localitzacions, comparades amb les proporcions
dels limfocits WT. L’hemidelecié de la CDK11 afavoreix la reduccié de les cel-lules T CD4 naifs
als ganglis limfatics, pero no sembla que estigui associada amb una alteracio de I'activacio dels
limfocits T ni de les cél-lules T reguladores.
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Figura 6-32: Poblacié de limfocits naifs i activats. Estratégia utilitzada per tal de seleccionar la regié que conté
els limfocits naifs i activats. Primerament (a), van descartar-se els agregats cellulars; en segon lloc (b), es va
establir una finestra d’acord amb caracteristiques de mida i complexitat cel-lular per no descartar cap tipus cel-lular
potencialment interessant, i tot sequit (c i d), es va delimitar la regi6 de limfocits activats (CD4*CD69+*CD62Llow),
(CD8+*CD69+*CD62L'ow) i (e i f) de limfocits naifs (CD4+*CD69-CD62Lhsh), (CD8+*CD69-CD62LNaN), (g) Percentatge de
limfocits T (CD4+ o CD8*) que presenten les molecules CD69 o CD62L en la seva superficie cellular en melsa (n =
8-9), (h) ganglis limfatics (n = 8-9) i (i) infiltrat limfocitic d'illots pancreatics (n = 5-6) de ratolins NOD CDK11 WT i
HTZ de 7 setmanes d’edat. La prova estadistica utilitzada és 'ANOVA hidireccional.

Per tant, es pot concloure que la reduccié i el retard de la incidencia de diabetis en els ratolins
HTZ sbn causats per una disminucié de la susceptibilitat de les cel-lules beta pancreatiques a

I'apoptosi i no per culpa d'un repertori limfocitic autoreactiu alterat.
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6.4 Resum dels resultats

0 L'mRNA de la CDK11 esta disminuit a les cél-lules beta dels illots pancreatics durant la
progressio de 'atac autoimmune en els ratolins NOD. Aquesta disminucio segueix un patro
dosidependent dels nivells d'infiltracio leucocitica dels illots.

0 La delecio d'1 al'lel de la CDK11 (ratolins HTZ) fa disminuir la incidéncia acumulativa de

diabetis en els ratolins NOD.

0 L’hemideleci6 de la CDK11 protegeix les cél-lules beta de I'apoptosi induida per inflamacio.

No obstant aix0, la seva capacitat proliferativa no es veu alterada.
o El conjunt de la fisiologia de ['illot pancreatic no esta alterat per 'hemideleci6 de la CDK11.

o Els leucocits provinents dels ganglis limfatics pancreatics presenten la mateixa capacitat
diabetogenica en els 2 genotips.

0 La proteccio davant la T1D que presenten els ratolins HTZ no sembla que sigui causa de la
diabetogenicitat, del percentatge o0 nivells dactivacid defectius immunologics, ni
d'alteracions a les cél-lules T reguladores.



7 DISCUSSIO

La massa beta cel-lular esta drasticament disminuida en la diabetis autoimmune (T1D), la qual
cosa abroga la resposta de secrecidé d'insulina en resposta a nutrients secretagogs com la
glucosa. Per tant, la regeneracié i 'apoptosi de la cellula beta és una area important en la
investigacio per al tractament de la diabetis. L'apoptosi €s un dels principals mecanismes de mort
beta cel-lular; per aquest motiu, és important entendre els mecanismes moleculars
desencadenants de I'apoptosi de la cél-lula beta i identificar els agents que poden reduir i/o
neutralitzar aquest procés. Aquest estudi descriu una nova diana, la CDK11, que inhibeix

I'apoptosi de la cel-lula beta.

Previament, haviem detectat, mitjangant la tecnologia de microxip de cDNA muri, una disminucio
en I'expressio de la CDK11 en el ninxol inflamatori de les cél-lules beta dels illots NOD. En
aquest estudi, vam confirmar, mitjancant qPCR, que I'expressio de 'mRNA de la CDK11 estava
disminuida en cellules endocrines d'illots pancreatics de ratolins NOD d'11 setmanes,
comparada amb I'observada en mostres provinents de ratolins NOD/SCID de la mateixa edat.

Vam confirmar que la inflamacio era responsable causal de la regulacio a la baixa de I'expressié
de 'mRNA de la CDK11, mitjangant experiments en qué es mesurava lI'expressio de CDK11 en
cel-lules endocrines pancreatiques en resposta a la transferencia adoptiva de diferents dosis de
limfocits diabetogenics a recipients NOD/SCID. Vam demostrar que existia una correlacio inversa
entre I'expressié de la CDK11 i la severitat de la infiltracié limfocitica.

Sorprenentment, aquesta disminucié en I'expressio de la CDK11 no afectava els nivells de
proliferacio de les cél-lules beta pancreatiques, cosa que feia pensar que la disminucio de
I'expressié de la CDK11 era deguda a la infiltracid pancreatica i no a una disminuci6 en la

proliferacio cel-lular.

La deleci6 total de la CDK11 és embriologicament letal. Les cél-lules de blastocist E3.5
CDK11r110/58 nyl-les no sén viables i moren a causa de I'apoptosi induida per una fallada en la
proliferacié i aturada mitotica (Li, Inoue et al. 2004). Per aquest motiu, es va generar el ratoli
NOD deficient en cél-lula beta (KO condicional) mitjancant I'expressié transgenica de la
recombinasa Cre a la cél-lula beta pancreatica (RIP-Cre) i les seqliéncies loxP flanquejant el
locus CDK11 muri. La utilitzacid de la tecnologia Cre-Lox per tal d’eliminar gens en les cél-lules
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beta pancreatiques a permés aportar nous coneixements en la patofisiologia de la diabetis
autoimmune. Un dels problemes d'aquesta tecnica és que depen de la integracié aleatoria del
transgén Cre al genoma del pronucli masculi de I'oocit fertilitzat (microinjeccié pronuclear), que
és el métode més usat per generar els ratolins Cre i, en general, els models transgenics classics.
Com a resultat, la integracié de Cre pot donar la insercié de mdltiples copies, aixi com també
afectar I'expressié de gens endogens essencials per a la generacio del repertori autoimmune, per
a latraccio d'aquests als illots, o per permetre’n les accions efectores. D'altra banda, les
sequencies loxP, flanquejant el locus CDK11, poden alterar informacié epigenética essencial
relacionada tant amb el gen CDK11 com amb el desenvolupament de la diabetis. En aquest
sentit, hi ha una multiplicitat de loci, relacionats tant amb el sistema immune com amb les
cellules beta, que participen en el procés patogenic de la T1D en els ratolins NOD. A més a
més, aquest procés patogenic és remarcablement sensible a un ampli espectre de manipulacions
genétiques i ambientals (Leiter, Reifsnyder et al. 2007). Tant en humans com en ratolins, s’han
descrit regions geniques amb allels que s'associen amb la susceptibilitat a patir T1D (Idd en
ratoli, i IDD en humans). La CDK11 esta codificada al cromosoma 4 en ratolins, i es localitza a
86,73 cM del centromer. Al cromosoma 4 s’han descrit 3 Idd o regions de susceptibilitat a la
diabetis, 1dd9/ldd11 i Idd25, tots 3 en regions més properes al centromer (57,9 i 66,32 cM,
respectivament) que la CDK11 (The Jackson Lab, Mouse Genome Informatics:
http://www.informatics.jax.org/marker). Per tant, la interferencia negativa de les sequéncies LoxP
sobre la incidencia de la T1D en els ratolins NOD podria explicar-se per I'existencia d'al-lels de
resisténcia a la T1D de locus Idd desconeguts fins ara, provinents del fons genetic C57BL/6-
Sv/SVEv, fisicament vinculats al locus CDK11/LoxP. Com que aquests locus de susceptibilitat
estarien fortament lligats al locus CDK11, ni els successius retrocreuaments al fons NOD no
serien suficients per substituir els al-lels C57BL/6-SvISVEv de resistencia a la T1D per al-lels
NOD de susceptibilitat a la malaltia. En el nostre cas, la integracié dels llocs loxP afectaven
negativament la incidencia de la T1D, ja que emmascaraven |'efecte real entre 'hemidelecio de
la CDK11 i la mort beta cel-lular in vivo. Aquests resultats haurien de tenir-se en compte en altres

tipus de models animals que utilitzen el sistema Cre-Lox.

A causa de les limitacions i interferéncies del sistema Cre-Lox en el nostre estudi, vam escollir el
model de delecio no condicional de la CDK11, és a dir, el model KO convencional, perd amb la
limitaci6 de només poder estudiar in vivo les delecions en heterozigosi (HTZ), ja que en

homozigosi eren letals. Els ratolins HTZ amb els quals es va continuar I'estudi presentaven una



disminucio (1,5 vegades) de I'expressiéo de 'mRNA de la CDK11 en cel-lules endocrines del
pancrees. Tant els ratolins HTZ com els WT tenien un pes corporal similar. No obstant aixo, els
ratolins NOD/SCID HTZ presentaven un nombre més baix d'illots pancreatics totals, tot i que
I'area mitjana de la massa beta per illot cel-lular es mantenia entre els 2 genotips. Aquesta
observacié apuntava a un defecte intrinsec de la generacié de massa beta cel-lular, independent
de la preséncia de la infiltracio limfocitica. Aquest defecte intrinsec no estava causat per una
reduccio de la proliferacid de la cél-lula beta pancreatica dels ratolins HTZ, ja que les proporcions
de proliferacid eren similars en els 2 genotips, almenys en les edats mesurades, fet que
implicava que la CDK11 exercia una funcié independent del cicle cel-lular per a la CDK11 en la
viabilitat de la cel-lula beta i/o en etapes més primerenques del desenvolupament era crucial per

determinar el nombre de foci cel-lulars que derivaran a llinatge endocri.

L’hemidelecio de la CDK11 en els ratolins NOD inhibeix de manera significativa el
desenvolupament de la diabetis autoimmune. La supressio parcial de la CDK11 esdevindria un
mecanisme de proteccié davant 'apoptosi induida per inflamacié, ja que la CDK11 participa
activament en processos apoptotics i els amplifica (Feng, Ariza et al. 2005, Yun, Wu et al. 2007,
Shi, Hershey et al. 2009). Seguint aquesta linia, les cel-lules beta pancreatiques dels ratolins
NOD HTZ es veuen menys afectades per I'apoptosi que les provinents de ratolins NOD WT
companys de ventrada. No obstant aixd, no hi ha diferéncies estadistiques en l'activitat
apoptotica de les cél-lules beta pancreatiques dels ratolins NOD/SCID HTZ, comparada amb la
dels seus companys de ventrada WT. Aquest fet explica que la infiltracid limfocitaria és
necessaria per desencadenar la mort apoptotica de la cel-lula beta, de manera que una vegada
lillot pancreatic comenca a estar infiltrat, les céllules beta dels ratolins NOD CDK11 WT es
moren mes rapidament per apoptosi que les cel-lules dels ratolins HTZ. A més a més, els
macrofags dels ratolins NOD tenen una capacitat de neteja ineficient (O'Brien, Huang et al. 2002,
Maree, Komba et al. 2005) que dona com a resultat un ambient proinflamatori accentuat, i que
promou el reclutament d'un nombre més gran de cél-lules immunes efectores al focus apoptotic
dels illots pancreatics. En aquest sentit, 'hemidelecid de la CDK11 inhibiria el procés apoptotic ja

que tindria un efecte antiinflamatori.

Seguidament, es van fer estudis metabolics sobre la resposta a la glucosa. Els ratolins HTZ
tenien un contingut d'insulina total de pancrees disminuit, tot i mantenir el pes del pancrees total,

com a consequéncia que els pancrees dels ratolins HTZ presentaven menys illots. No obstant
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aixo, els illots, individualment, tenien el mateix contingut d'insulina en els 2 genotips. Els estudis
de fluctuacions de calci citoplasmatic dels illots pancreatics mostraven que els illots HTZ no
estaven alterats, la qual cosa indicava que la seva fisiologia en resposta a la glucosa estava
preservada. Tot seguit vam realitzar proves de tolerancia a la glucosa (IPGTT) i a la insulina
(IPITT) in vivo. Vam observar que la disminucié de la CDK11 no alterava la resposta a la glucosa
en les proves IPGTT. No obstant aixo, els ratolins HTZ, als 60 min post bolus de glucosa,
presentaven una concentracid d'insulina en plasma disminuida. Aquesta dada concordava amb
el fet que, tot i que els ratolins HTZ no presentaven els mecanismes de secrecid d'insulina
alterats, perque tenien un nombre d’illots més reduit, la insulina final secretada fos menor.
Esperavem, doncs, que les glicemies dels ratolins HTZ en les proves IPGTT fossin més
elevades, perd no va ser aquest el cas: no tenien alterada la resposta a I'estimul de glucosa.
Gracies als estudis IPITT es va poder determinar que els ratolins HTZ tampoc no presentaven la
sensibilitat a la insulina incrementada, de manera que pogués explicar els resultats anteriors.
Aixo va fer necessari estudiar la funcio pancreatica de la cel-lula alfa per determinar si els nivells
de glucagd es veien alterats i eren responsables de la normalitzacié del metabolisme de la
glucosa dels ratolins HTZ, ja que el glucagd és I'hormona que incrementa els nivells de glucosa
en sang quan aquests nivells son baixos, a més a més de contrarestar les conseqliéncies
metaboliques de I'accié de la insulina. EI nombre de céllules alfa individuals per area d'illot
pancreatic no estava alterat en ratolins HTZ, pero s’ha de tenir en compte que els ratolins HTZ
tenien un nombre més baix d'illots pancreatics per ratoli, la qual cosa que fa pensar que el
nombre total de cel-lules alfa podia ser més baix en els ratolins HTZ. A més a més, els nivells
d'expressio de 'mRNA del glucagé es veien disminuits en ratolins NOD/SCID HTZ, cosa que feia
pensar que I'expressio del glucago estava alterada en aquests ratolins de manera independent a
la presencia d'infiltracid. Per tant, si tenien una expressié dels nivells de 'mRNA disminuida i un
nombre d'illots més baix, seria d'esperar que la secreci6 del glucagé dels illots individuals i la del
pancrees total en ratolins HTZ també estigués disminuida. Per aquest motiu es van analitzar els
serums obtinguts de I'lPGTT per mesurar els nivells de glucag6 en sang en deju i després d’un
d'estimul de glucosa. En deju, tant els ratolins WT com els HTZ presentaven uns nivells de
glucagd similars. Aixi mateix, no hi havia diferéncies estadistiques entre els nivells de glicentina i
oxintomodulina secretats pels ratolins WT i HTZ després de I'estimul de glucosa. En conclusid,
tot i expressar nivells dmRNA més baixos i tenir menys illots pancreatics, quan els nivells de
glucosa en sang eren baixos, perqué els ratolins havien estat privats de menjar durant 16 h, els



nivells de glucago en sang dels ratolins HTZ no es veien alterats. Finalment, es van estudiar els
nivells d'expressio de GLUT-2 en cel-lules beta i GLUT-4 en mUscul i teixit adipos blanc, i es va
observar que la seva expressié no estava afectada per la reduccié de la CDK11, de manera que
el conjunt de la fisiologia de l'illot pancreatic no semblava que estigués alterat per I'hemideleci6
de la CDK11. No obstant aix0, aquest punt hauria de ser estudiat amb més profunditat, ja que tot
i tenir uns nivells d'insulina en sang disminuits després de I'estimul de glucosa, aquests nivells
semblaven suficients per disminuir i mantenir els nivells de glucosa en el mateix rang que els
ratolins WT.

Per tal de continuar estudiant els mecanismes protectors que exercia la regulacié a la baixa de la
CDK11, es va analitzar el repertori immunologic quant a marcadors de superficie d'activacid,
produccié de citocines, proliferacid i resposta antigenica. Els resultats indiquen que les
poblacions de cel-lules T CD4, T CD8 i B no estaven alterades en melsa ni gangli limfatic. En la
infiltracié limfocitica dels illots pancreatics tampoc no es veien diferencies entre les poblacions de
limfocits T. Aixi mateix, la proteccid induida per 'hemidelecié de la CDK11 no semblava causada
pel desenvolupament dels macrofags i DC, i els nivells dels marcadors de maduracié CD80 i
CD86 de les DC no estaven alterats.

Mitjangant estudis de la historia natural pel que fa a desenvolupament de diabetis espontania en
els ratolins NOD/SCID CDK11, es va poder determinar que I'accié dels limfocits era necessaria
per induir la mort cel lular a la cel-lula beta i desencadenar la malaltia. A més a més, els ratolins
NOD/SCID CDK11 HTZ eren més propensos a desenvolupar diabetis quan estaven exposats al
mateix repertori de limfocits derivats de la melsa, possiblement degut a qué el nombre d'illots
dels ratolins HTZ estava disminuit. D’altra banda, la capacitat diabetogenica dels limfocits
provinents de la melsa de ratolins HTZ era més elevada que la dels ratolins WT. No era aixi quan
els ganglis limfatics pancreatics eren la font de limfocits, que és on realment es prepara la
resposta autoimmune efectora a la T1D, ja que no es van trobar diferéncies entre els 2 genotips
quant a diabetogenicitat dels seus ganglis.

Per estudiar millor la patogenicitat accentuada dels limfocits provinents de la melsa, es va dur a
terme assajos de proliferacid i mort cel-lular in vitro. Es va trobar que les cél-lules de melsa total
derivades dels ratolins HTZ, tot i mantenir I'apoptosi basal no alterada, tenien I'apoptosi induida
per estimul anti-CD3 més elevada que les derivades de ratolins WT, fet que indicava que
I'activacio en aquestes cél-lules estava accelerada, almenys pel que fa a AICD. Les cél-lules
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totals provinents de melsa de ratolins HTZ secretaven menys IL-2; possiblement per aixo els
limfocits mostraven un fenotip més agressiu a la transferéncia adoptiva, ja que, tot i les
evidencies inicials de la participacio de la IL-2 en la prevencié de la mort cel-lular actuant com a
factor de supervivéncia, la seva funcié fisiologica dominant és la de controlar I'activacié de les
céllules T i prevenir l'autoimmunitat mitjancant I'expansié de les cél-lules T reguladores
(Knoechel, Lohr et al. 2005). Els ratolins IL-27, IL-2Ra i IL-2/15RB7- mostren una acumulacio
espontania de limfocits T activats, pero no presenten cél-lules T reguladores (Sadlack, Merz et al.
1993, Suzuki, Kundig et al. 1995, Willerford, Chen et al. 1995, Malek, Yu et al. 2002). Daltra
banda, les cel-lules totals de melsa aillades dels ratolins HTZ i WT manifestaven una capacitat
de proliferacio similar sota estimulacié amb anti-CD3, la qual cosa indica que la resposta dels
limfocits a estimuladors mitdgens no especifics es conservava i no estava alterada en els ratolins
HTZ. En conclusié, la capacitat diabetogénica exacerbada dels limfocits provinents de melsa de
ratolins HTZ es podria veure accentuada per una cinética d'activacié accelerada (resultats AICD)

i una disminucié en la secrecio d'IL-2, la qual esta implicada en la prevencié de I'autoimmunitat.

Seguidament es va fer el mateix estudi in vitro, analitzant el comportament dels limfocits
provinents dels ganglis limfatics pancreatics (PLN) de ratolins HTZ en preséncia de diferents
estimuls. L'apoptosi basal de les cél-lules totals de gangli limfatic no estava alterada en ratolins
HTZ. Aixi mateix, 'apoptosi induida per estimul tampoc no es veia alterada ni amb anti-CD3 ni
amb els altres estimuls antigen-especifics utilitzats (INSB12-25, GAD65 p35, rhINS i KLH). Pel
que fa a l'increment de secrecié d'IL-2, estava augmentat en els sobrenedants dels medis de
cultiu de cel-lules totals de PLN provinents dels ratolins HTZ, segurament indicant una major
expansid de cél-lules T reguladores. La proliferacié basal dels limfocits després de 72 h sense
estimul no donava diferencies significatives entre els 2 genotips. A més a més, els limfocits
provinents de ganglis limfatics de ratolins HTZ i WT manifestaven una capacitat de proliferacio
similar sota estimulaci6 amb anti-CD3, la qual cosa indica que la resposta dels limfocits a
estimuladors mitdgens no especifics no estava alterada. Els altres estimuls utilitzats (INSB12-25,
GAD65 p35, rhINS i KLH) no resultaven en nivells de proliferacio cellular perceptible. En
conclusio, els limfocits provinents de PLN de ratolins HTZ presentaven un fenotip més toleritzat,
comparat amb el fenotip dels limfocits provinents de melsa. Aquests resultats concordaven amb
el fet que la transferencia adoptiva de limfocits de gangli també presentava un fenotip més
toleritzat.



A més a més, es va avaluar si el compartiment de cél-lules T reguladores estava afectat per
I'hemidelecid de la CDK11, ja que esta demostrat que les cél-lules T reguladores ajuden a
mantenir la tolerancia immunologica sobre les cel-lules T efectores. No vam trobar diferéncies
significatives en les proporcions de limfocits T CD4 reguladors entre els ratolins WT i HTZ en
melsa, gangli limfatic ni en infiltrat limfocitic dels illots pancreatics. Es de destacar que als ganglis
limfatics de tots 2 genotips hi havia un increment de 2 vegades en la proporcié de cellules T
reguladores, comparada amb la trobada a la melsa, la qual cosa corrobora la nostra hipotesi
sobre la diabetogenicitat exacerbada dels limfocits derivats de melsa, pero no dels limfocits dels
ganglis pancreatics. Una vegada els limfocits han estat exposats als seus antigens
corresponents al gangli limfatic, hi ha una expansio de les cél-lules T reguladores que mantenen
a ratlla els limfocits autoreactius. Avaluant [l'estat d'activacid dels limfocits T
(CD4+*CD69*CD62Lw | CD8*CD69*CD62L'%), no es van trobar diferéncies en melsa, gangli
limfatic i infiltrat limfocitic dels illots pancreatics en el temps mesurat. Pel que fa a les proporcions
dels limfocits T CD4 naifs (CD4+*CD69-CD62L"ah), eren similars entre ratolins WT i HTZ en melsa
i infiltrat limfocitic, pero eren més baixes als ganglis limfatics dels ratolins HTZ, comparades amb
les dels ratolins WT. Aixi mateix, els limfocits T CD8 naifs (CD8*CD69-CD62Lhish) dels ratolins
HTZ tenien unes proporcions similars en les 3 localitzacions tissulars, comparades amb les
proporcions dels limfocits WT. L'hemidelecié de la CDK11 afavoria la reduccio de les cél-lules T
CD4 naifs als ganglis limfatics, pero no semblava que estigués associada amb una alteracio de
I'activacio dels limfocits T ni de les cél-lules T reguladores, la qual cosa suggeria que
I'hemidelecio de la CDK11 no afectava la funcié autoreactiva dels limfocits als organs limfoides
periferics. Per tant, es pot concloure que la reduccié i el retard de la incidencia de diabetis en els
ratolins HTZ eren causats per una disminucié en la susceptibilitat de les cél-lules beta
pancreatiques a I'apoptosi i no per un repertori limfocitic autoreactiu alterat.

Segons aquests resultats, es pot concloure que I'hemidelecid de la CDK11 protegeix els ratolins
NOD de la diabetis autoimmune pel que fa a I'organ diana de manera independent del cicle
cel-lular, i inhibeix la mort de la cel-lula beta quan la infiltracié limfocitica ataca els illots dels
ratolins NOD. Aquest estudi proporciona una base teorica que justifica el disseny
d'aproximacions terapéutiques utilitzant la CDK11 com a diana molecular en illots pancreatics
com a estrategia per a la prevencio i el tractament de la diabetis autoimmune. Usar la cinasa
CDK11 com a diana per modificar els illots trasplantats i fer-los més resistents a la mort cel-lular,

podria ser una bona estratégia per millorar la resisténcia a I'atac autoimmune d'aquests illots. Per
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tant, és essencial, en un futur, estudiar si es pot inhibir I'apoptosi cel-lular mitjancant la reduccié
de la CDK11 en illots pancreatics humans. Hi ha diferents estudis que utilitzen vectors virals per
reduir I'expressid de certes proteines als illots sense comprometre’'n la funcionalitat i viabilitat
(Novials, Jimenez-Chillaron et al. 1998, Marzban, Tomas et al. 2008). En tot cas, la CDK11 és
una molecula clau en la regulacio de la mort beta cel-lular, i podria tenir una funcié rellevant en

futures estrategies terapéutiques per a la T1D.

A més a més, és essencial delinear la via de senyalitzacié en la qual intervé la CDK11 per
protegir les cél-lules beta de I'apoptosi. Tot i que ja esta establert el paper de la CDK11 en la
mort cellular en diferents models, la seva implicacio en la mort de la massa beta pancreatica no
s’havia estudiat anteriorment. La determinacio de les caspases implicades en aquest proces, aixi
com els substrats que actuen per sota i per sobre de la CDK11, ajudaria a delinear la via de
senyalitzacio de la CDK11 en la mort beta cel-lular. S’ha vist que la mort cel-lular induida per Fas
I TNFo. fragmenta i activa la CDK11 mitjangant les caspases 3/8 i 1/3, respectivament.
L'activacio de les caspases fragmenta la CDK11 i dona lloc a la CDK11r46 (domini C terminal-
catalitic) i la CDK11r80 (domini N terminal-regulador), que ajuden a amplificar 'apoptosi (Beyaert,
Kidd et al. 1997, Ariza, Broome-Powell et al. 1999). No obstant aix0, es coneix poc dels substrats
que estan regulats per la CDK11 durant I'apoptosi. Tots els estudis estan fets fora del context de
la cel-lula beta i s’ha vist que actua tant en I'ambit extrinsec (mitocondri independent) com
intrinsec (mitocondri dependent). La CDK11r4 interacciona i fosforila el factor d'iniciacio
eucariotic 3f (elF3f), que condueix a la inhibicid de la traduccié en la linia cel-lular humana de
melanoma A375 (Shi, Hershey et al. 2009). Un altre estudi mostra que la CDK11p46 interacciona
amb la cinasa p21 activada 1 (PAK1); n'inhibeix I'activitat i afavoreix la mort cellular (Chen, Yin
et al. 2003). També s’ha identificat NOT2, que interacciona amb la CDK11P6 i condueix a la
degradaci6 de 'mRNA i apoptosi (Shi and Nelson 2005). Aixi mateix, és interessant el fet que la
CDK11pr58 estigui associada amb una disminuci6 de Bcl-2, proteina antiapoptotica que promou la
supervivencia cel-lular, en la linia cel-lular d’hepatocarcinoma SMMC-7721 (Yun, Wu et al. 2007).
La CDK11r%8 també esta involucrada en I'apoptosi de les céllules neuronals (Liu, Cheng et al.
2013). Pel que fa a la CDK11r0, interacciona amb les proteines 14-3-3 durant I'apoptosi induida
per Fas, en la linia cel-lular humana de melanoma A375 (Feng, Qi et al. 2005). En un altre estudi
es va trobar que la CDK11r80 podia trencar parcialment el potencial de membrana mitocondrial,
induir I'alliberament del citocrom ¢ i promoure I'apoptosi, en la mateixa linia cel-lular A375 (Feng,
Ariza et al. 2005). Tenint en compte els estudis anteriors, la CDK11 podria desenvolupar 2



funcions en les vies de senyalitzacié apoptotica: (1) regular i fosforilar substrats involucrats en els
ultims estadis de I'apoptosi, dut a terme pel fragment que conté el domini catalitic (CDK11p46); (2)
modular la funcié mitocondrial i amplificar el senyal apoptotic, dut a terme pel fragment que conté
el domini regulador (CDK11pr60). Un possible mecanisme per explicar el paper de les proteines
cinases CDK11 durant I'apoptosi en la mort beta cel-lular es mostra en la Figura 7-1. El receptor
Fas recluta i agrega FADD (Chinnaiyan, O'Rourke et al. 1995). Aquesta interacci6 entre FADD i
Fas desemboca en el reclutament i I'activacié de la procaspasa 8. La caspasa 8 activa la
procaspasa 3 directament o indirectament a través de l'alliberament del citocrom c¢ del
mitocondri. El citocrom ¢ forma un complex amb la proteina Apaf-1; d'aquesta manera, es pot
unir i activar la procaspasa 9. La proteina Bcl-2 també s'associa amb Apaf-1 i blogueja
I'alliberament del citocrom c, i aixi es prevé I'activacio de la caspasa 9 i 3 (Li, Nijhawan et al.
1997, Zou, Henzel et al. 1997). La caspasa 9 activada s’uneix i activa la procaspasa 3 i 8, i s’ha
vist que les proteines cinases CDK11 son tallades per aquestes caspases durant I'apoptosi
induida per Fas. L'activacié de les proteines CDK11r60/p46 dona com a resultat la fosforilacio i
activacio de substrats, de manera que s'activa la transcripcié de gens involucrats en els estadis
finals de I'apoptosi (Ariza, Broome-Powell et al. 1999).

Aquest és el primer cop que s’ha relacionat la CDK11 com a diana natural de I'atac autoimmune
a la T1D, on I'expressié de la CDK11 estaria reprimida com a mecanisme protector de les

cel-lules beta contra I'apoptosi induida per inflamacio.
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8 CONCLUSIO

La repressié de I'expressio de la CDK11 durant la progressié de 'atac autoimmune previ al debut
de la T1D té un efecte protector sobre les cel-lules beta contra I'apoptosi induida per inflamacid.
Per tant, la CDK11 esdevé una diana terapéutica potencial per a la prevencio de la mort beta
cel-lular.
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ANNEXOS

Al Experiments in vitro amb Iinsulinoma NIT-1: efectes de la

sobreexpressié de la CDK11

All Determinacio de I'expressio de 'mRNA de la CDK11r%8 i [a CDK11p130 en |a

linia cel-lular transfectada NIT-1

Es van utilitzar els primers CDK11cloF — Ealbl per tal de detectar, mitjancant PCR, el transgen
de la CDK11p%8 | CDK11r130 en les linies cellulars transfectades permanentment. En la Figura
8-1a s'observa I'expressio dels transgens en les linies cel-lulars CDK11r58 i CDK11r1%0, perd no
en la linia control Neo. En els carrils on no es va afegir transcriptasa inversa (controls negatius),
no s’hi observa cap banda, la qual cosa en confirma I'especificitat dels resultats. Aquests carrils
es van utilitzar com a control negatiu, ja que tenien tots els reactius menys la Superscript IlI
transcriptasa inversa, de manera que ajudaven a determinar que I'RNA no estigués contaminat
amb DNA genomic. Es van fer servir els gens constitutius HPRT1 HPRT2 (hipoxantina-guanina-

fosforibosiltransferasa) com a controls de carrega (Figura 8-1b).

a b
P58 P130 Neo P58 P130 Neo
RT @ RT @ RT W N C+ RT @ RT @ RT @ W N C+
-l---_ -
- fan

Figura 8-1: Analisi de I'expressié dels nivells de I'mRNA del transgén de CDK11
mitjancant rT-PCR en cel-lules NIT-1 transfectades. (a) Sobreexpressio dels nivells
d'mRNA en les linies cellulars NIT-1 CDK11r8, CDK11ri% j Neo control mitjangant
CDK11cloF i Ealbl. (b) Es va comprovar el control de qualitat ’'RNA/cDNA mitjancant
I'expressio de 'mRNA del gen d'expressié ubiqua, HPRT1 i HPRT2. Només es va dur a
terme un experiment pilot. C*, control positiu CDK11 (vector portador del transgen); N,
control negatiu — DNA gendmic de ratoli NOD; W, aigua; RT, transcriptasa inversa; &,
transcriptasa inversa no afegida; Neo, mRNA linia cel-lular Neo control; P130, mRNA linia
cel-lular CDK11r130; P58, mRNA linia cel-lular CDK11p58,
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Al2 Els nivells d'apoptosi basal i apoptosi induida per la citocina
proinflamatoria IL-18 no estan alterats en les linies cel-lulars NIT-1
CDK11r58 | CDK11p130

Es van incubar les linies cel-lulars beta pancreatiques de ratoli NOD transfectants, NIT-1
CDK11r58 | CDK11r1%0, en preséncia de la citocina proinflamatoria (IL-1f), per tal d’estudiar els
efectes de la sobreexpressié de la CDK11 en la linia cel-lular d'insulinoma NIT-1-NOD. Se’'n va
analitzar I'apoptosi cel-lular mitjangant citometria de flux (Figura 8-2a—c). No es va observar una
variacié en el nivell d'apoptosi de les cél-lules exposades a IL-1B en comparacid6 amb les
cel-lules que no van estar exposades a la citocina, en cap de les 3 linies cel-lulars transfectades.
A més a més, les 2 linies transfectades, NIT-1 CDK11p58 | CDK11p130, presentaven els mateixos

nivells basals d’apoptosi que la linia Neo control (Figura 8-2d).
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Figura 8-2: Activitat apoptotica de les diferents linies NIT-1 estudiades vers IL-
1B. Estrategia utilitzada per tal de seleccionar la regié que conté les cél-lules
apoptotiques prematures, AV+PI-. Primerament (a), van descartar-se els agregats
cel-lulars; en segon lloc (b), es va establir una finestra d'acord amb caracteristiques
de mida i complexitat cellular per no descartar cap tipus cel-lular potencialment
interessant, i tot seguit (c), es va delimitar la regié de cel-lules apoptotiques (PI-
AnnV+). (d) Nivells d’apoptosi expressats com a % de cellules AV+PI- en cada grup
de cel-lules transfectades en preséncia o absencia d'IL-1p. Només es va dur a terme
un experiment pilot amb 3 repeticions no independents. IL-18, incubaci6 de les
cellules amb la citocina IL-1B en una concentracié final de 50 U/mL; ¢, cel-lules
control sense afegir IL-1B; Neo, linia cellular NIT-1 transfectada amb el vector
control Neo; P130, linia cellular NIT-1 transfectada amb el constructe CDK11p130;
P58, linia cellular NIT-1 transfectada amb el constructe CDK11r%, La prova
estadistica utilitzada és TANOVA unidireccional.



A2 Experiments in vivo: treballs previs

A21 Estudis d’'mRNA mitjancant microxips de cDNA muri

Es van comparar 2 poblacions d'mRNA de cél-lules endocrines d'illots pancreatics: la primera es
va obtenir de ratolins femella NOD no diabetics d'11 setmanes d'edat, afectats per la infiltracid
limfocitica, a punt de desenvolupar diabetis; la segona, de ratolins femella NOD/SCID no
diabétics d'11 setmanes d'edat, lliures d'infiltrat limfocitic. Es van obtenir les suspensions
cel-lulars dels illots pancreatics dels ratolins femella NOD i NOD/SCID d'11 setmanes, es van
tenyir amb CD45-PE (marcador hematopoetic) i 7AAD (7 Aminoactinomicin D, marcador de
cél-lules mortes), i es van separar mitjangant FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) en
CD45-7AAD- (cel-lules endocrines vives d'illots). Es va aillar 'mRNA mitjangant TRIzol de les
cél-lules CD45-7AAD- dels 2 tipus de ratolins, NOD i NOD/SCID. Tot seguit, es va dur a terme la
sintesi del cDNA i la hibridacié subtractiva fent servir el kit de Clontech, PCR-Select™ cDNA
Subtraction Kit. La hibridacié subtractiva tenia com a objectiu obtenir cDNA especificament
expressats en les mostres dels NOD i dels NOD/SCID, i eliminar aquells mRNA comuns a
ambdos genotips. Les sondes de cDNA dels NOD i NOD/SCID es van utilitzar per hibridar amb
les lamines del xip de DNA. Es van obtenir els microxips de DNA (4,6 K cDNA: 4.608 cDNA de
ratoli adherits en una lamina de vidre per duplicat) del servei Keck Microarray de la Universitat de
Yale. La hibridacié de les 2 sondes (NOD i NOD/SCID marcades amb fluorescencia) a les
lamines de vidre es va dur a terme 2 vegades. El servei Keck Microarray va dur a terme
I'escaneig de les lamines del xip de DNA, 'obtencié de les dades, la subtracci6 del soroll de fons
i l'analisi estadistica. Només es van considerar com a expressats diferencialment aquells cDNA
que tenien I'expressié canviada 2 vegades 0 mes. En la Taula 8-1 hi ha un resum de les dades
normalitzades, de la CDK11, que es van obtenir dels 2 experiments d’hibridacio duts a terme.

Taula 8-1: Estudis previs d’'mRNA mitjancant el microxip de cDNA.

Experiment ID | Genebank Accession # | NOD/SCID:NOD mRNA ratio normalized values
Experiment 1 NM_007661.3 2,77
Experiment 2 NM_007661.3 2,05
Average CDK11b 2,4
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A2.2 Els nivells de proliferacié de les cel-lules beta dels ratolins NOD/SCID
transferits amb cel-lules de melsa total no estan alterats

L'Alejandra Saavedra, durant la seva tesi doctoral, va transferir de manera adoptiva 0, 1, 2, 3 5,
10 milions de cel-lules de melsa total a ratolins NOD/SCID WT de 9 setmanes d'edat. Després de
2 setmanes, va extreure’n els illots pancreatics i va analitzar-ne els nivells de proliferacio de les
cél-lules beta (Figura 8-3). Les céllules beta no mostraven una proliferacié alterada després de
la transferéncia de diferents quantitats de cél-lules de melsa total (Saavedra-Avila, Sengupta et
al. 2014).
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Figura 8-3: La proliferacio de les cél-lules
beta no es veu alterada amb nivells
creixents d'infiltracié leucocitica. Nivells
d'expressio de Ki67 en les céllules beta de
ratolins NOD/SCID WT d’'11 setmanes d’edat
que van ser transferits amb diferents
quantitats de cél-lules de melsa total 2
setmanes abans de [I'extraccid dels illots
pancreatics. La proliferacié cel-lular es mesura
com a percentatge de cellules CD45
Glut2*Ki67+.0,n=7;1,n=7;3,n=6;5n=
4,1 10, n = 9. Es va utlitzar la prova
estadistica de Kruskal-Wallis.

A23 Comprovacié de la deleci6 genomica de la CDK1l en la soca
NODCDK11BKO

En la Figura 8-4 es pot comprovar la delecié de la CDK11 en la soca NODCDK11BKO mitjancant

PCR i utilitzant els primers CPrev — mp70. Com es pot veure, a la melsa i al timus no hi havia



generacid de I'al-lel de la CDK11 delecionat, només als illots dels ratolins que expressaven
RIPCre a les cel-lules beta.

<~ 1000 bp

Deleted Cdk11 allele —> < 370 bp

Figura 8-4: Generaci6 de I'allel truncat de la CDK11 sota I'expressié de
RIPCre als illots pancreatics. Es va aillar el DNA genomic de la melsa, timus i
illots pancreatics de ratolins HTZ per a la CDK1l en cellules beta
pancreatiques (+/flox cre/+) i es va analitzar la preséncia de I'al-lel delecionat
mitjangant PCR amb els primers CPrev — mp70. A (+ control), control positiu —
gen CDK11 eliminat.

A3 Estudis de I'expressio de I'mRNA del glucago

A3l Els nivells d’expressio del glucag6 als illots pancreatics estan alterats en
els ratolins HTZ

Primerament es van estudiar els nivells de glucagé de ratolins NOD/SCID WT i HTZ de 6
setmanes d'edat, per tal d'analitzar si els ratolins HTZ presentaven uns nivells alterats
d'expressié de glucago, i S'evitava aixi la variable “infiltracio limfocitaria”, que és absent en els
ratolins NOD/SCID (Figura 8-5a). Els nivells d’expressid de 'mRNA del glucagb es veien
disminuits en ratolins NOD/SCID HTZ (1,06 £ 0,17, WT vs. 0,55 = 0,09, HTZ), la qual cosa feia
pensar que I'expressio del glucago estava alterada en aquests ratolins de manera independent a
la presencia d'infiltracié limfocitaria. Seguidament, es va estudiar si els nivells d'expressio del
glucagé es veien alterats en les cél-lules endocrines (CD45") dels illots pancreatics dels ratolins
NOD comparat amb els ratolins NOD/SCID, mitjan¢ant gPCR. En la Figura 8-5b es pot observar
que els ratolins NOD d'11 setmanes d'edat, just abans del debut diabétic, presentaven uns
nivells d’expressio de 'mRNA del glucagd (9,24 vegades) disminuits, comparats amb els illots
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dels ratolins NOD/SCID (0,1635 + 0,1185 vs. 1,511 + 1,233, respectivament). La Figura 8-5¢c
mostra I'expressid de glucago de ratolins NOD/SCID de 6, 9 i 11 setmanes d’edat. Es podia intuir
una tendéncia a la alca en I'expressié de glucagd a mesura que els ratolins tenien una edat més
avancada, perd en cap moment aquestes diferéncies eren significatives. Finalment, es va
continuar estudiant si la disminucié del glucagd estava lligada a la preséncia d'infiltracio
limfocitica. Es va dur a terme un experiment dosi-resposta (Figura 8-5d) i es va comprovar que
el glucagd no disminuia en funcié de la infiltracid. Per tant, es podia assumir que aguesta
disminucié observada en els ratolins NOD, comparada amb els NOD/SCID, no era deguda a la
infiltracio limfocitica, sind que els ratolins NOD i NOD/SCID expressen diferents nivells de
glucago.
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Figura 8-5: Analisi de I'expressié de I'mRNA del glucagé mitjancant gPCR. (a) Es
va analitzar I'expressi6 de I'mRNA de glucago en illots pancreatics de ratolins
NOD/SCID CDK11 WT i HTZ (n = 5) de 6 setmanes d'edat, (b) ratolins NOD/SCID (n =
8) i ratolins NOD (n = 9) (CD45") d'11 setmanes d'edat, i (c) ratolins NOD/SCID (n = 8)
de 6, 9i 11 setmanes d'edat. (d) Determinacié dels nivells d'expressié de 'mRNA de
glucagd en cel-lules beta de ratolins NOD/SCID que van ser transferits de manera
adoptiva en diferents quantitats (x108) de leucocits de melsa (TSC; el nombre de
ratolins recipients per condici6 era: 0, n = 5; 1, 3, 5, i 10, n = 6) 2 setmanes abans de
I'extraccié dels illots pancreatics, a les 11 setmanes d'edat. Totes les comparacions es
van fer en relaci6 amb TSC (0). La regressid lineal es va dur a terme en condici6 a
I'equacio y = -0,02619x + 1,033, p = 0,4135. Els ratolins estaven alimentats a I'hora
d'extreure els illots pancreatics de tots els experiments. Es va dur a terme la prova
estadistica t parameétrica (a), Mann-Whitney (b) i Kruskal-Wallis (c).
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