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. PRESENTACIO






Presentaci6

La diabetis tipus 1 (T1D) és una malaltia autoimenoausada per la destruccio de
les cel-lules productores d’insulina del pancrées,cel-lules, la qual provoca una
insuficiencia en la producciéo d’insulina i conseadfileent hiperglucémia. Aquesta
malaltia esdevé clinicament aparent quan la majcfi@-80%) de les cél-lulds han
estat destruides. Per tant, restablir la massaét&les per tal de mantenir una
homeostasi adequada de la glucosa és un dels galscieptes de la medicina
regenerativa pel tractament de la T1D. En aquetitsk generacidé de noves cel-lules
B a partir de la reprogramacio d’altres tipus cédrkino afectats per la malaltia, com
per exemple les cel-lules acinars, és una novatégia terapeutica amb un gran
potencial, ja que es podria dur a terme en el goapient. A més, la reprogramacié de
cel-lules acinars comporta certs avantatges respacteprogramacio daltres tipus
cel-lulars diferenciats, ja que n’hi ha una grannalancia al pancrees (representen mes
del 80% del pancrees), aguestes comparteixen gerogoma amb les cel-lulds
durant 'embriogénesi, resideixen al mateix orgaa kgs cel-lulef i a més disposen de

maquinaria secretora.

Diversos estudis han descrit que I'expressio nggah vectors adenovirals de
primera generacio (FG-Ad) dedxl Ngn3i Mafa (PNM), tres factors de transcripcio
especifics de cel-lulg en cél-lules acinars aconsegueix reprogramarseegieel-lules
cap a cel-lules productores d’insulina. Tot i aiaguests estudis indiquen que la
transducci6 amb vectors FG-Ad és necessaria patéprale reprogramacio, i la
funcionalitat d’aquestes cél-lules no és exactanget a la de les cél-lulgs

Amb la finalitat d’aprofundir en els mecanismes ewollars implicats en la
reprogramacio, en aquest estudi s’ha analitzatafsmdtat de reprogramacié de tres
linies cel-lulars acinars (266-6, AR42J i AR42J-BaBser transduides amb un vector
FG-Ad codificant per PNM. Els resultats obtingu@nhmostrat que les tres linies
cel-lulars responien de manera molt diferent abaeexpressié de PNM, i que la linia
cel-lular AR42J-B13 (B13) presentava una eficierdgareprogramacio major a les
demés linies cel-lulars, evidenciada per una naajtivacio de I'expressié de marcadors
de cel-lulap. Aquests resultats suggereixen que les condiciomgsiques de les

cel-lules acinars juguen un paper clau en el prdeésprogramacio cap a cel-Igla
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En una caracteritzaci6 més detallada del fenotip lde cél-lules B13
reprogramades, s’ha pogut observar que aquestesenpagen moltes de les
caracteristiques de les cel-lul@sdiferenciades adultes, com l'expressio de gens
processadors de la pro-insulina, I'expressio defsars de la glucosa i la produccié de
la proteina de la insulina. No obstant, la insupinaduida per aquestes ceél-lules no era
secretada al medi a nivells detectables.

Daltra banda, s’ha estudiat el paper dels vecsamtenovirals en el procés de
reprogramacio, i s’ha demostrat que la transducadtenoviral per se regula
negativament I'expressio de gens exocrins, sugggui@ aquests vectors produeixen un
efecte de desdiferenciacio sobre el fenotip adileales cel-lules B13, facilitant-ne aixi

la reprogramacio.

Amb I'objectiu d’identificar microRNAs involucratsn el procés de reprogramacio
de cél-lules acinars cap a cel-lufgss’ha realitzat un estudi del perfil d’express® d
microRNAs. S’ha observat que les cél-lules AR4R13 sense transduir per adenovirus
tenien perfils d’expressio de microRNAs molt difecats, identificant-se fins a 60
microRNAs diferentment expressats entre les duesslicel-lulars. La linia cel-lular
B13 presentava alguns signes de trobar-se en ah ress indiferenciat que la linia
AR42J, com per exemple la supressio de I'expredsita familia de miR-200, fet que
podria facilitar la seva reprogramacio cap a clsl. També s’han identificat 11
microRNAs involucrats en la transduccié adenovir@ microRNAs associats a la

sobreexpressio de PNM.

En resum, en aquest treball s’ha aprofundit enmedsanismes involucrats en la
reprogramacio de cél-lules acinars cap a ceél-lpjess’han identificat microRNAs
involucrats en aquest procés. Aquests microRNASsi@oder utilitzats en un futur per
millorar l'eficiencia de reprogramacio de cel-lulesinars cap a cel-lueg pel

tractament de la diabetis mellitus.
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Introduccié

1. EL PANCREES

El pancrees és alhora una glandula exocrina i em@dggproductora de diverses
hormones, incloses la insulina i el glucagé, edaénen la regulacié de 'homeostasi de
la glucosa. De la mateixa manera, el pancrees tésbé organ digestiu, ja que secreta

el suc pancreatic, que conté enzims digestius gk a I'absorcio de nutrients i a la

digestio a I'intesti prim.

1.1. Estructura i funcié del pancrees

El pancrees és una glandula composta on es podererdiiar, histologica i
funcionalment, dues parts: pancrees exocti format pels acinis i els ductes, que
participen en la secrecié d’enzims digestius aldéyoelpancrees endocriformat pels
illots de Langerhans, que secreten hormones @artbcirculatori (Figura 1) (Shih et al.,
2013).

Estomac

e / i - .‘_‘__’ _— __‘_.‘_. . Vena ..
Fetge / . v Cél-lules Arteria ‘Ntﬁ-‘ pancreatic
( ; B . _. ‘endocrines |~/ 4 4
Vesicula V Melsa ,\/ / 3 : /1
biliar &

/”F / s h

\_ Illots de
Langerhans

Figura 1. Localitzaci6 i estructura del pancreesEl pancrees es troba de forma adjacent al duodé i a
prop de l'estémac. El pancrees exocri constiteiajor part de la glandula i es compon principalme
de les cel-lules acinars i la xarxa ramificada deistes. El pancrees endocri esta format pels idet
Langerhans, que es troben per tot el parenquimeriexXels illots contenen diferents tipus de céedul

endocrines. Imatge adaptada de (Shih et al., 2013).
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1.1.1. El pancrees exocri

El pancrees exocri constitueix aproximadament e8®% del total de cél-lules
pancreatiques, formant agrupacions de cél- luldslgbé, anomenades cel-lules acinars,
orientades en sentit radial i formant una llumluehen, que comunica amb els ductes
pancreatics. Aquests formen una xarxa de comuidicaaire els acinis i la llum del
duode (Figura 1).

Les cél-lules acinarsson les unitats funcionals del pancrees exocriefama
forma piramidal arrodonida i estan altament patades, amb dos dominis de
membrana plasmatica diferents. La membrana basall&@® gran i esta localitzada a la
periferia acinar, mentre que la membrana apicat (urespon a menys del 10% de la

superficie de la cél-lula) esta encarada al lumen.

La funcio principal de les cel-lules acinars égléasintesi, reservori i secrecio
d’enzims digestius pancreatics com les proteaggsasds, ribonucleases, amilases i
hidrolases (Whitcomb and Lowe, 2007). Aquests emzes sintetitzen i secreten
generalment de forma inactiva (proenzims), ped&vitar I'autodigestio de 'organ, i
s’emmagatzemen en els anomenats granuls de zimogesihan identificat fins a 371
proteines diferents (Rindler et al., 2007). La edscenzimatica pancreatica comenca al
duodé, amb l'activacié del tripsinogen per les mgeptidases, i la tripsina funcional
activa els altres proenzims. Per tal d’evitar \aatio intrapancreatica de les proteases,
les cel-lules acinars també secreten inhibidordepsina, com el PSTIpéncreatic
secretory trypsin inhibitgr(Kazal et al., 1948). La secrecio de les celslaeinars esta
induida principalment per la ingesta de menjagual inicia multiples rutes endocrines,
neurocrines i paracrines que regulen l'alliberat@dles quantitats apropiades d’enzims
digestius. D’entre els reguladors neurohormonaisetats en resposta a la ingesta i que
promouen la secrecio acinar hi tobem la colecistoga, I'acetilcolina, la secretina o

I'angiotensina Il (Leung and Ip, 2006).

Les cel-lules ductalsformen la xarxa ramificada de ductes pancreatigse
convergeix en el ducte pancreatic principal, ell quensporta els enzims digestius a
l'intesti. L’altim fragment del ducte pancreatict&sompartit amb el conducte de la

vesicula biliar, que transporta la bilis alcalires dlel fetge. A més de donar estructura
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als ductes pancreatics, les cél-lules ductals teasabeeten grans volums d’un fluid ric
en clor i bicarbonat, el qual es barreja amb elsnes secretats per les cel-lules acinars
per formar el suc pancreatic. Aquest fluid alcaltien enzims arriba fins el duode, on
els ions de biocarbonat neutralitzen el quim agidiwinent de I'estdbmac i on s’activen

els enzims pancreatics (Hegyi and Petersen, 20dgsdon and Ji, 2013).

1.1.2. El pancrees endocri

La fraccié endocrina del pancrees constitueix nonmes-2% de la massa total del
pancrees adult i esta format pels illots de Larmeshtot i que també es poden trobar
cel-lules endocrines aillades (Rahier et al., 19&ls illots estan dispersos
irregularment per tot el parenquima exocri, ambomdgnsitat a la zona de la cua del
pancrees (Figura 1), i es troben envoltats per capsula de teixit connectiu
caracteristica, que els ailla del teixit exocris auda a mantenir la seva integritat
estructural. Aproximadament, hi ha un mili6 d’iBotepartits en un pancrees huma,
entre 1000 i 2000 en el de rates i uns 500 en elrateli. Cada illot conté
aproximadament 2000 ceél-lules productores d’hormd@ber et al., 2004).

Els illots de Langerhans presenten cinc tipus wakd diferents, cadascun dels
quals secreta una hormona diferent i presenta igtrébdcio caracteristica dins de I'illot
(Figura 2).

o
PP
.

Figura 2. Estructura de l'illot pancreatic. Patré de distribucié dels diferents tipus celtkilgue

componen l'illot de Langerhans. (Imatge adaptad#@Pd€artaillerBeta Cell Biology Consortium
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Lescél-lulesa alliberen glucagé i es localitzen a la periféeralilot, constituint
entre el 15 i el 20% del total de cel-lules endmgien ratoli. En canvi, en humans
representen el 40% del total de cél-lules endoiB&efan et al., 1982; Brissova et al.,
2005). Per a la induccié de la glucogendlisi i lacgneogénesi, durant el dejuni,
I'hnormona del glucagd produida per la cél-lulananté els nivells de glucosa en sang
constants (60-175 mg/dl en ratolins i 80-120 mgfdhumans).

Lec cel-lulesp, secretores d’insulina, es troben agrupades aftecele I'illot i s6n
les més abundants. En ratolins representen el 80d#) total de cel-lules endocrines i
en humans el 50% (Stefan et al., 1982; Brissowah ,e2005).

El glucagd i la insulina actuen antagonicament sgdtestat de l'individu (en
dejuni i en alimentacié), augmentant o disminuitg mivells de glucosa en sang,
respectivament. La insulina és I'lnica hormona cagda disminuir els nivells de

glucosa en sang i induir I'absorcié postprandialadglucosa a les cel-lules.

Lescel-lulesd representen el 10% de les cel-lules dels illotadns i alliberen la
hormona somatostatina. Aquesta €s una hormona tampajue regula la produccio i
alliberament d’altres hormones i inhibeix la seyedel glucago i la insulina, entre

d’altres. Aquestes cel-lules estan situades ariepa i a prop dels capil-lars de l'illot.

Lescel-lules PPconstitueixen el 5% de les cel-lules de l'illonfaui produeixen el
polipéptid pancreatic (PP), que té efectes regusa€elo I'activitat secretora del pancrees
i d’altres glandules. L’hormona s’allibera en resfgoa I'alimentacié i s’ha demostrat
que actua a nivell del sistema nerviés centralreeuir la gana i la ingesta d’aliments
(Batterham et al., 2003). So6n cél-lules situadesperiféria i a prop dels capil-lars dels

illots.

Les cél-lulesg representen <1% de les cél-lules de T'illot iredeén distribuides a
I'atzar a l'interior de l'illot. Aquestes cél-lulggodueixen I'hormona grelina, la qual és
estimuladora de la ingesta (Prado et al., 2004né%, s’ha demostrat que la grelina té
un paper central en la regulaci6 de I'homeostasilaleglucosa, ja que afecta

negativament a l'alliberament d’insulina (Broglibad., 2001, 2003; Yada et al., 2008;
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Tong et al.,, 2010) i posivitament a l'alliberameatd glucago, aixi com reduint la
somatostatina i el PP (Qader et al., 2005, 2008a6¢ et al., 2011).

La descripcio anterior correspon a l'estructuras dédts dels rosegadors (Figura 2)
i es basa en el tipus d'illot prototipic, descnitmolts llibres de text, perd existeix una
gran variabilitat entre espeécies pel que fa a lapmsicié de les cel-lules i I'estructura
de lillot. En illots humans i de primats no humagksgura 3A i B), les cél-luleB no
estan agrupades en el nucli i tenen més cel-luleduptores de glucagé que en els
rosegadors (Bosco et al., 2010). D’altra banda,illels de porc estan formats per
diverses subunitats més petites que s’assembldiotdsle ratoli (Cabrera et al., 2006).

Figura 3. lllots de Langerhans de diferents espéaeFotografies de microscopi confocal (seccions
optiques 1lum), que mostren seccions pancreatiques represergtaimb illots de Langerhans d’huma

(A), primat no humaR), ratoli C) i porc O) (Adaptat de Cabrera et al. 2006).

Tot i que les cél-lules endocrines sén el princimahponent cel-lular de l'illot,
també s’hi troben altres tipus cel-lulars no endscrgue configuren la innervacio i la
irrigacio sanguinia de lillot. Les terminacionsrvieses que arriben als illots estan
formades pels axons de neurones i per cél-lulesgiiats anomenadesel-lules de
Schwann Aquestes cél-lules formen una xarxa al voltafs illets que els embolcalla i
separa les cél-lules endocrines del teixit conmectlel teixit exocri (Sunami et al.,
2001). Les ceél-lules que configuren la vasculacitzale l'illot son les cél-lules de
I’endoteli vasculari constitueixen una part important del volum didgs. Es tracta de

cel-lules fenestrades fortament unides entre ek#sunions estretes o oclusives que
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permeten l'accés directe de les cel-lules endaraietorrent sanguini (Olsson and
Carlsson, 2006; Ballian and Brunicardi, 2007).

1.2. Desenvolupament embrionari del pancrees

Les cél-lules pancreatiques exocrines i endocrieeen com a origen comu un
grup de cel-lules progenitores dendoderm intestinal (Gu et al., 2002). En els
ratolins, el desenvolupament del pancrees esdevélagicament evident al voltant
del dia 8.5 de I'estadi embrionari (), amb la facid de les regions preprancreatiques
dorsal i ventral. Durant aquesta fase primerentdeasenvolupament pancreatic, la qual
s’anomenatransicio primaria (Pictet et al., 1972), l'epiteli pancreatic, erzar
indiferenciat, esta estretament envoltatcéeé lules mesenquimalsles quals no tenen
polaritat i es troben en un estat més indeferenpadent aixi donar lloc a diferents
tipus de teixits. Durant lansicio secundariadel dia 12.5e fins al naixementgiteli
del pancreescontinua expandint-se i es ramifica en una xardaular altament
ordenada i complexa. Agquests canvis morfologicspadal-lels a la diferenciacio de les
cel-lules endocrines, acinars i ductals. Al finrala transicio secundaria, el pancrees del
ratoli ha adquirit en gran mesura I'organitzacigologica de I'organ madur, amb grups
de cel-lules acinars al voltant de la xarxa de gotas i els agregats de les cel-lules

endocrines disperses per tot I'organ.

Les cel-lules endodermiques pancreatiquesa diferencia de la majoria de
cel-lules de I'endoderm intestinal, no expressageaShh(Sonic hedgehggHebrok et
al., 1998; Kim and Melton, 1998). D’altra bandaacid retinoic (RA) indueix el
programa pancreatic dorsal, ja que l'abséncia @sgprovoca la falta de pancrees
dorsal en ratoli (Martin et al., 2005). La regiintval de l'intesti anterior durant el
desenvolupament embrionari dona lloc tant al pascneentral com al fetge, i les
senyalitzacions del factor de creixement de fikastd (FGF) i la proteina
morfogenética de I'os (BMP) so6n claus per a lavdehepatica (Deutsch et al., 2001,
Rossi et al., 2001).

Un cop els dominis prepancreatics ventral i dorsah sigut especificats,

determinats factors de transcripcid6 comencen aes@ressats especificament en
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aquestescel-lules progenitores pancreatiques Aixi, entre aquests factors de
transcripcio primerencs s’hi trob&ux1 (Pancreatic and duodenal homeobgxRtfla
(Pancreas specific transcription factor, )1&ox9i Hes1 (Hairy enhancer of splitil
entre d’altres (Zhou et al., 2007; Seymour et 2008; Bonal and Herrera, 2008;
Mansouri, 2012; Shih et al., 2013) (Figura 4). lpeessié d’aquests factors de
transcripcié esta altament regulada i relacionasteeeells, ja que I'eliminacié d’'un
d’ells afecta a multiples components durant el desieipament del pancrees (Seymour
et al.,, 2008; Thompson et al., 2012). En aquesddesel pancrees encara no té
I'estructura macroscopica del pancrees madur id#lsrents tipus cel-lulars que
proporcionen la funcionalitat a I'organ no s’hatiedénciat, ja que la la majoria de

cel-lules son cél-lules progenitores multipoteRBCS).

El primer pas de diferenciacié d’aquestes MPCsatagiferents tipus cel- lulars del
pancrees és la separacio de dos dominis: el ddipiniel dominitrunk. EI dominitip
donara lloc a les cél-lules acinars i es caraeteper I'expressio dels marcad®la
c-Myci Cpa EI dominitrunk, en canvi, donara lloc al pancrees endocri i atses, i es
caracteritza per I'expressido dHkx6.1/6.2 Sox9 Tcf2 Onecut-1 Prox1l i Hesl
(Jacquemin et al., 2000; Wang et al., 2005; Vanttlmreck et al., 2007; Zhou et al.,
2007; Solar et al., 2009; Schaffer et al., 2010n¢d et al., 2011; Kopinke et al., 2011,
Kopp et al., 2011). Nivells elevats del sistemaseayalitzaciONotch prevé de la
formacié del dominitip i promou la formacié del domirtrunk (Esni et al., 2004;
Schaffer et al., 2010; Afelik et al., 2012) (Figdna

11
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Figura 4. Desenvolupament i diferenciacié del panees. Les ceél-lules progenitores de I'endoderm, a
través de l'expressiéo de determinats factors desergpcié, s’acabaran diferenciant en una cél-lula

precursora endocrina, acinar o ductal.

1.2.1. Desenvolupament del llinatge acinar

Les cel-lules acinars provenen de les cel-lulesupseres del domirtip (Zhou et

al., 2007). Cap el dia 15.5e, la majoria de lesldels tip han estat sotmeses a la
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diferenciacio acinar, i 'expansio posterior dehdni acinar esta conduida en gran part

per la proliferacioé cel-lular.

La diferenciacio acinar esta conduida sinérgicanpeté factors de transcripcio
Ptfla Rbp-jl i Nr5a2/LRH-1 els quals s’expressen especificament primer klules
tip i després en ceél-lules acinars (Masui et al., 2@bdu et al., 2007; Masui et al.,
2010; Holmstrom et al., 2011). Durant la transgégundaria, el factdRbp-jl s'uneix a
Ptfla per formar el compleTF1-L, el qual estableix el fenotip acinar mitjancant
I'activacio de gens acinars essencials, aixi comb&adels mateixo®tfla i Rbp-jl,
constituint aixi urloop d’autoactivacié que manté I'expressio alta de gamsars (Rose
et al., 2001; Masui et al., 2007, 2010).

De manera similar, el factdlr5a2, que és diana directa detfla també és
necessari per a la diferenciacié acinar, mitjan¢aninié i regulacié d’'un grup similar
de gens a aquells regulats pefla Aixi, Nr5a2i Ptflaactuen de manera conjunta en
la regulacio de gens especifics de cel-lula agidaimstrom et al., 2011; Thompson et
al., 2012) (Figura 4).

Tot i quePtflaés un coordinador indispensable pel desenvolupadeela cél-lula
acinar, la seva sobreexpressid no és suficiensipgola per induir diferenciacio acinar
(Schaffer et al., 2010). Sembla que la iniciaciggdiesta diferenciacié requereix d’altres
factors de transcripcié que actuin en paral-Rtfha Un factor de transcripcio candidat
per aquesta funcio éBlistl, que esta fortament expressat en cel-lules acinars
I'expressio del qual no depen del complex PTF1-bgMda et al., 2001; Masui et al.,
2010)

1.2.2. Desenvolupament dels llinatges endocri itdilic

Dins del dominitrunk, un conjunt de ceél-lules progenitores pancreasigx@ressaran el
factor de transcripciblgn3 (Neurogenin B el qual marca l'inici de la diferenciacio cap
als diferents tipus cel-lulars endocrins (Gradwehlal., 2000; Gu et al., 2002;
Johansson et al., 2007). En canvi, les cel-lutemk que no expressirNgn3

contribuiran a la formaci6 dels ductes (Beucheaal e2012; S. Wang et al., 2010). S’ha
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observat que una elevada senyalitzacio de la viechNpromou I'expressid dels
marcadorsHesl1 (un repressor dé&gn3 i Sox9 (un activador deNgn3, els quals
provoquen la diferenciacié cap a cél-lules ductil$i ha una activitat baixa de Notch,
nomes s’activaSox9 permetent l'activacio deNgn3 i portant les cel-lules a la
diferenciacio endocrina (Shih et al., 2012) (Figdiya

Les ceél-lules endocrines progenitores, cél-liNga3, es diferenciaran cap als 5
tipus cel-lulars endocrins caracteristics segopgpiessié de diferents factors de
transcripcio. Els factors de transcrip&dxl Pax4i Nkx6.1determinaran les cel-lules
B, mentre queArx (Aristaless related homeobad@terminara les cel-lules Quan en
les cél-lules endocrines progenitores s’expressbiabinacio dePax4i Pax6 donara
lloc a les cél-lulesd productores de somatostatina, i quan exprediir2.2 es
diferenciaran en les cél-lules PP. Finalment, ungmtatge molt petit es diferenciaran
en les cel-luleg productores de grelina (Bonal and Herrera, 2008n&uri, 2012;
Shih et al., 2013; Ziv et al., 2013) (Figura 4).

1.3. Funcionalitat de la cél-lulep

En els dltims anys, I'estudi dels factors de tcaipsid que s’expressen en les
cel-lulesf ha portat a concloure que aquestes proteines pedemun doble paper per a
'organisme: 1) durant I'embriogénesi determinen diéerenciacié de les cél-lules
epitelials a progenitores endocrines fins a caslglmadures; i 2) en I'adult, mantenen
el fenotip de les cél-lulgsmadures i asseguren la regulacio especifica deolesones
en cada una de les cél-lules endocrines. Perlanhateixos factors de transcripcio que
regulen la transcripcié dels gens i el bon funcweat de les cel-lulg$ d’'un individu
adult, estan també implicats en la diferenciaci@qdestes cel-lules durant el
desenvolupament embrionari del pancrees. (Mans20ti2; Shih et al., 2013; Ziv et
al., 2013).

Les cel-luleg son les principals responsables del control dentéostasi de la

glucosa per mitja de la sintesi i secrecio d’imsuliDesprés de la secrecio d'insulina al

torrent sanguini es produeix l'estimulaciéo de lditzaicid6 de glucosa en els teixits
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periférics, muscul i teixit adipds, i la inhibicde la produccié de glucosa hepatica en
conjuncido amb l'activacié de la sintesi de glicogenaquest teixit. Per tant, aguesta

hormona és la que permet contrarestar la hipengliac@Kulkarni, 2004).

1.3.1. Regulacié de I'expressié del gen de la imsal

En individus adults, el gen de la insulina s’expeesle forma especifica en les
cel-lules B dels illots de Langerhans, tot i que també se m’ldatectat nivells
d’expressio molt baixos en cervell, retina i tinfian et al., 2009; Mehran et al., 2012).

La sequencia del gen de la insulina esta altanmr#ervada entre especies. Aixi, la
insulina dels vertebrats més primitius i la insallumana difereixen Gnicament en unes
poques bases. En la majoria d’espécies, es presamtain gen d’'una sola copia. En el
cas dels humans es localitza al comosoma 11, elstigens de l&rosina hidroxilasai
del factor de creixement similar a la insulina(®&F2). Els rosegadors, en canvi, tenen
dues copies del gen de la insulina:idaulina 1 (Insl), que seria el resultat d’una
duplicacié génica del gen original de la insulinasilocalitza al cromosoma 19; i la
insulina 2 (Ins2), que seria el gen homoleg a la insulina humaes iocalitza al
cromosoma 7 (Wentworth et al., 1986). Tot i codifiper la mateixa proteina, aquests
dos gens presenten diferents patrons d’exprebs@:es detecta a partir del dia 8.5e i
s’expressa a nivell de pancrees, fetge, timusvietleen canvi, el gemslinicia la seva
expressio al dia 9.5e i en adults només s’exprasseell de pancrees i retina (Budd et
al., 1993; Deltour et al., 1993).

L’especificitat d’expressio del geimsl esta controlada per mdultiples sequencies
reguladores majoritariament localitzades en elpgemotor, on s’hi uneixen factors de
transcripcio (Wilson et al., 2003). De les multgplkegions del promotor importants per
I'activacio i control del gen de la insulina en degien quatre d’especial rellevancia: les
regions C2, A3, C1i E1 (Figura 5). El factedx1s’uneix a les regions riques en AT de
la regié promotora A3 i n'activa la transcripcioe{Brsen et al., 1994Rdx1 també
interecciona amiNeuroDJ el qual s'uneix a la regido E1 del promotor (Pey&t al.,
1994). Aquestes dues regions, A3 i E1, juntamertt Emregio C1, son els elements
més importants de regulaciéo de I'expressio en tapa la glucosaMafA ha estat
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identificat com el factor de transcripcio activadiar la regié C1 (Olbrot et al., 2002),
mentre que a la regid C2 s’hi uneixen els facRag4i Pax6 (Sander et al., 1997). El
promotor dinsltambé conté elements CRE de resposta a AMPc.atpissts factors
interaccionen entre ells i amb diferents cofactorse sén a la vegada regulats per
multiples parametres. Un dels reguladors més imaptstés la propia glucosa (Figura
5).

Promotor de la Insulina I de ratoli

Figura 5. Esquema de la regié promotora/reguladoralel gen de la insulina | de ratoli.Sequencies
reguladores i factors de transcripci6 més impostapte s’hi uneixen. Els requadres representen les
sequéncies reguladores caracteristiques mentrelgdactors de transcripcié dels illots que s'ueaia

cada regio estan envoltats a sobre de les respgctgions. Figura adaptada de (Wilsbal, 2003).

La sintesi de la insulina és un procés complexiquelucra la formacio de dues
molecules precursores, la preproinsulina i la mwalina. Un cop transcrita, la
preproinsulina passa del ribosoma al reticle eradphtic, on es degrada per proteases
especifiques que separen el péptid senyal i d'&muemnera és transformada a
proinsulina. Aquesta és processada a insulina dais granuls que provenen de
I'aparell de Golgi. En aquests granuls, les comsed de proproteines (principalment
PCSK1/2/3 i la carboxipeptidasa E (CPE), activades per un pH acid, trenquen el
péptid de connexié anomenat peptid C, que uneixcéelenes A i B de la insulina,
alliberant-se aixi la insulina madura, la qual téivtat biologica. Aquesta insulina
madura esta constituida per 51 aminoacids (aagrtiepen les cadenes polipeptidiques
A (21 aa) i B (30 aa), les quals estan unides psmpdnts disulfur intercatenaris (Steiner
et al., 2009).

La glucosa actua com a regulador de la sintesicres® de la insulina
principalment a través de tres mecanismes: 1) mgdjat I'increment selectiu de la
transcripcié del gen de la insulina i alterant Peessi6 i la localitzacié intracel- lular

dels diferents factors de transcripcio; 2) esttaifit de forma selectiva els mMRNAs de
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la insulina i 3) estimulant la traduccié dels mRMA la insulina de forma rapida i

selectiva.

La cel-lulaf actua com un sensor dels canvis en la concentdaciglucosa dins
d’'un rang fisiologic. A més de la glucosa, existeixaltres factors reguladors: els
nutrients (com la manosa o els aminoacids leuciagginina), els neurotransmissors
(acetilcolina iVasoactive Intestinal Peptid®1P)) i les hormones (glucagdlucagon-
like peptide-1(GLP-1)). Aixi doncs, d’'una banda, la funcid dels illa@sta controlada
per molecules que es troben en el sistema circuliatue actuen de forma paracrina
(com el glucago) o endocrina (com els nutrientgpaés de la circulacié sanguinia de
lillot. 1, per l'altra, per fibres del nervi vaguéparasimpatic) i pel nervi esplénic
(simpatic) (Begg and Woods, 2013; Caicedo, 2013).

1.3.2. Regulacio de la secrecio de la insulina

Esta molt ben caracteritzat el mecanisme pel glsalnvells de glucosa en sang
estimulen la secrecio d’insulina (Figura 6). Laagisa entra dins de la cel-Iytaa
través del transportador de gluc@iaUT-2. Un cop dins de la cél-lu[g la glucosa és
fosforilada per I'enzimglucoquinasa (GCK) donant glucosa-6-P, la qual entra a la
glucolisi. L'enzim GCK o Hexoquinasa IV es caraitt&r per una elevaddm per la
glucosa (de 5 a 8 mM), de manera que té la maxiat@itat a concentracions
postprandials i no pot ser inhibida pel productdadseva accio, la glucosa-6-P (Printz
et al., 1993). Aixi doncs, el transportador GLUT}2 GCK actuen conjuntament com a
sensors de la glucosa, modulant la secrecié dimseinfront els canvis de concentracié

de glucosa circulants.

La metabolitzacié de la glucosa dins la cel-[ula través de la glucolisi i del cicle
de Krebs, genera ATP, i és precisament I'increndehtatio ATP/ADP el que activa la
secrecio d’insulina. L'augment d’ATP intracel-lularovoca la despol-laritzacio de la
membrana, que indueix I'obertura dels canals dei ¢@E*) dependents de voltatge i
provoca I'entrada de G4 el conseqiient increment de la seva concentratidtarior

de la cél-lula. Finalment, tota aquesta cascadaedgals dona lloc a la fusié dels
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granuls de secrecié amb la membrana plasmaticaedeecié d’insulina (Pagliuca and
Melton, 2013) (Figura 6).

Pancrees Mot

r

~Despolaritzacié
K+

Glucosa

Ca2t

Canalde Ca?*

Cel-lula B

Vasos sanguinis

Figura 6. Secreci6 de la insulina en resposta a gucosa.La glucosa entra a la cel-Iybaa través del
transportador GLUT-2 i és fosforilada per I'enzifugpquinasa (GCK). La glucosa-6-P entra a la
glucolisi i al cicle de Krebs, augmentant els fwel’ATP. Com a conseqliéncia de la pujada del ratio
ATP/ADP, els canals de 'KATP-dependents es tanquen i es déna una despataditde la membrana
plasmatica. Aleshores, els canals dé*G&bren i entren ions Gaa la cél-lulaB. L'increment en la
concentraci6 de G&indueix la fusié dels granuls d'insulina amb lamibeana plasmatica. Figura
adaptada de (Pagliuca and Melton, 2013).

L’increment rapid dels nivells de glucosa en samgmorta una resposta bifasica en
la secrecié d’'insulina. La primera fase té una irtgoa funcio fisiologica d’eliminacio
rapida de glucosa circulant (Kahn, 2001), la qgali@a als pocs minuts (3-5 minuts) i
correspon a I'exocitosi de la insulina acumuladalksngranuls de secrecio dins de les
cel-lulesB, tal i com s’ha descrit anteriorment. La segors& f@dalliberament d’'insulina,
més sostinguda i persistent durant tota la hipeeghia, és deguda a la sintesi i

posterior secrecié d’insulina sintetitzadi® novo(Rorsman and Renstrom, 2003).
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2. DIABETIS MELLITUS

La diabetis és un grup de malalties metaboliqueacteritzades per la preséncia
d’hiperglucémia com a consequéncia dels defectda sacrecid d’'insulina, en la seva
accio, o bé d’'ambdues. La hiperglucemia cronickadbabetis s'associa a danys a llarg
termini, com la disfuncié i insuficiencia de divessorgans, especialment els ulls,
ronyons, nervis, cor i vasos sanguinis (AmericaabPies Association, 2015). Segons la
Federacio Internacional de la Diabetis, s’estima uB.3% dels adults al mén (uns 382
milions de persones) tenen diabetes, i es prevewaquesta xifra es veura incrementada

fins als 592 milions a I'any 2035.

La majoria dels casos de diabetis es poden cleaisédn dues amplies categories: la
diabetis tipus 1i la diabetis tipus 2 La diabetis tipus 1 (T1D) és causada per la
destruccié autoimmune de les cél-lufeglel pancrees. En canvi, la diabetis tipus 2
(T2D) és causada per la resisténcia a la insulineleteixits periferics (principalment
en musculs, teixit adipds i fetge) i la seva sdérésadequada. Els defectes en la
secreci6 de la insulina observada en la T2D sébgimement causats per la combinacio
tant de la disfuncio cel-lular com de la reduccideemassa de cél-lul@gButler et al.,
2003).

A més de la diabetis tipus 1 i 2, la classificaagbual de la malaltia inclou altres
malalties amb menys prevalenca, com ardiddetis gestacionglque es defineix com
qualsevol grau d’intolerancia a la glucosa ambiinigrimer reconeixement durant
'embaras (Catalano, 2014); i altres tipus de dialmusades pelefectes monogenics
que afecten a la funcié de les cél-lupegAshcroft and Rorsman, 2012). Aquestes
formes monogeniques de la diabetis es caracteritgemint per [I'aparicid
d’hiperglucémia en una edat primerenca, generalaigams dels 25 anys, i se’ls coneix
comMODY (Madurity Onset Diabetes of the Yojnges MODY es caracteritzen per
la secreci6 d'insulina alterada o per I'absencild®va accid. Aquest grup de malalties
s’hereten seguint un patré autosomic dominantainsitientificat fins a 14 anomalies en
loci genétics de diferents cromosomes. La forma mésigara'associa a mutacions en
un factor de transcripcio hepatic, el factor nucld@epatocits (HNF)-d (MODY 3).

Una segona forma esta associada a mutacions em eélegla glucoquinasa (MODY 2).
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Les formes menys comunes son el resultat de mukacen altres factors de
transcripcio, com HNFe HNF-18, el factor promotor d'insulina (IPF-1) i NeuroD1
(Fajans et al., 2001; American Diabetes Associa0ib).

2.1. Diabetis tipus 1

La T1D representa entre el 5 i el 10% dels pacididbétics i, en general, es
desenvolupa durant la infancia i I'adolescencia, lpequal cosa també s'anomena
diabetis juvenil, tot i que es pot desenvoluparualgsevol edat, fins i tot en edat
avancada (American Diabetes Association, 2015).TL® és el resultat d'un atac
autoimmune contra les cel-lulgs del pancrees, el qual les destrueix o danya
suficientment per disminuir i eventualment elimifamproduccié d'insulina (van Belle
et al., 2011). L'abséncia d'insulina redueix lataap i utilitzacié de glucosa pel fetge i
pels teixits periferics, com ara el mascul i ekiteadipds, situacido que condueix a la
hiperglucemia (Saltiel and Kahn, 2001). A mésegé activa les vies glucogenolitica i
gluconeogenica, que empitjoren I'estat hiperglucéBfltra banda, la manca d'insulina
endogena causa una degradacio significativa dgleérids del teixit adipds, i els acids
grassos alliberats sén convertits en cossos cet@hifetge (Cotter et al., 2013). Per
tant, la manca d'insulina dona lloc a la hiperghiieéi la cetoacidosi, que pot acabar

provocant un estat de coma i, en ocasions, la debgtacient (Chiasson et al., 2003).

Durant el procés autoimmune de la T1D es poderretiééar clarament dues
etapes: una fase clinicament oculta (Figura 7AeBjacteritzada per autoanticossos
dirigits contra una amplia gamma d’antigens decéddulesp i una elevada infiltracié
de limfocits T autoreactius i altres cél-lules anflatories en els illots anomenada
insulitis; i una fase de diabetis oberta (Figura 7F), on esténsa la destruccié de les
cel-lulesp (70-80%) provocant aixi una deficiencia en la piagild de la insulina i, com
a consequencia, una hiperglucemia (Chen et al.5)2@ periode de temps entre
I'aparicio de biomarcadors de la T1D i l'inici dedgmptomes clinics és molt variable i
poden passar diversos anys fins que es produeinalaltia clinica (Harrison, 2001).
Fins que la massa de ceél-Iano es redueix en un 70-80% no sera diagnosticada

clinicament pels nivells de glucémia en sang etevat
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En alguns casos es pot detectar una fase tempuwalemadaHoneymooron les
cel-lules3 restants compensen la hiperglucémia a través diugment en la seva
proliferacio i un increment en la secrecid delselissrd’insulina. Finalment, aquestes
cel-lules no tindran prou capacitat i acabaran mhordonant lloc aixi a una

hiperglucemia cronica (Figura 7) (van Belle et2011; Zhou and Jensen, 2013).
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Figura 7. Patogenia de la diabetis tipus 1Representacid6 esquematica de les diferents fases
immunologiques (columnes a la part superior) queredueixen en els llocs anatomics rellevantsgfde

la dreta) aixi com la massa de les cel-I@l@sla funcid (representat per la linia taronja)a@la massa

de cel-lules cau fins a valors ubicats a la zona vermelladiVidu és diagnosticat clinicament amb T1D.

Treg: limfocits T reguladors; Ag: antigen (Adapdat van Belle et al., 2011).
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2.2. Terapies actuals per a la diabetis tipus 1

Els tractaments actuals per a pacients amb diabptis 1 inclouen terapies de
reemplacament d'insulinaconvencional per injeccié de 'hormona o mitjaridars de
bombes que alliberen insulina per reduir la glucesasang. Aquests tractaments no
prevenen el desenvolupament de complicacions sadesd llarg termini derivades de
la hiperglucémia cronica. A meés, els pacients tameltan exposats a episodis
d’hipoglucemia, potencialment mortals, ja que angjoestes terapies no s’arriba a
assolir el sofisticat nivell de regulacio fisiologi Per tal de superar aquests
inconvenients, s'ha posat molta atencié a la naildels sistemes tancats, anomenats
“pancrees artificials” (Keenan et al., 2010), on sensor col-locat subcutaniament
mesura continuament els nivells de glucosa en isangavés d’una bomba d’insulina
amb una agulla fina implantada sota la pell, aldbla quantitat d’'insulina necessaria
(Dolgin, 2012).

Per altra banda, donada l'etiologia de la T1D, tekien terapies basades en
immunomoduladors, els quals retardarien l'inici de la malaltia pootegirien a les
cel-lules residuals de l'atac autoimmune per aixi mantemipidoducciéo d’insulina
endogena. La limitada eficacia dels primers immuodumadors va estimular als
investigadors a buscar noves estratégies més igpesique afectessin als mecanismes
precisos de la destrucci6 de les cel-I{fleBer exemple, existeixen anticossos anti-CD3,
els quals redueixen el nombre de limfocits T caots. Tot i aixo, els assaigs clinics en
fase Ill d’'aquests anticossos monoclonals no vaaenibels objectius inicials esperats
(Sherry et al., 2011; Herold et al., 2013). Unealinticos anti-CD20, anticos contra els
limfocits B, va ser provat en individus diabéti€esprés de dos anys del tractament
amb anti-CD20, tot i que els pacients tractats gmaven nivells de peptid C
lleugerament superiors, seguien requerint de l@ixes dosis d’insulina per mantenir la

normoglicemia (Pescovitz et al., 2014).

El transplantament de pancreess una aproximacio que ha donat bons resultats
per tractar la T1D, ja que proporciona una restadrdiable i duradora de la
hiperglucemia. Actualment, la supervivencia deleris en els transplantaments de
pancrees és del 82% al cap d'un any i del 58% gl @& cinc anys. Aquesta

supervivencia augmenta quan es realitzen trangplhaerits simultanis de pancrees |
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ronyo, arribant al 89% de supervivéncia al cap diag i al 71% al cap de cinc anys
(Gruessner and Gruessner, 2013). Tot i aix0, etatiduna cirurgia complicada, i els
pacients requereixen d’immunosupressié de per \péa,tant només es practica en
casos extrems de diabetis labil o en pacients amubé requereixen un transplantament

de ronyo.

Per tal d’evitar la necessitat d’'una cirurgia caogia, en els darrers anys s’ha
desenvolupat d@ransplantament o infusio d’illots. En aquesta técnica, generalment es
transplanten illots aillats a la vena portal he@atiUn cop transplantats, els illots
viatgen fins el fetge, on sén altament vasculastdacomencen a produir insulina.
Gracies a la implementacié del protocol d’Edmontastablert per Shapiro i
col-laboradors (Shapiro et al., 2000), es va podtuir l'al-loimmunitat del
procediment i millorar la supervivéncia dels illotsansplantats. Combinant el
transplantament d’illots amb tecniques immunomadiodas, ara per ara és possible
arribar a una supervivencia de 5 anys dels ili@ssplantats (Shapiro, 2011; Bellin et
al., 2012). Tot i els beneficis que comporta ehg@antament d’illots a I'hora de
prevenir complicacions a llarg termini de la TI1DIs eriscos associats a la
immunosupressio de per vida s6n massa importamtguer implementar aquesta
terapia a la majoria de pacients. A més, I'escassetdonants també representa un gran

inconvenient per aquest tipus de terapies.

2.3. Terapies avancades per a la diabetis tipus 1

Les limitacions associades a les terapies actwila pa T1D, com ara I'escassetat
de donants de pancrees i la necessitat de tergpieanosupressores, han portat als
investigadors a buscar noves terapies alternatizrsaquest sentit, s’ha posat molt
d’emfasi en la recerca de novesapies cel-lulars com ara la xenotransplantacié o I'is

de cel-lules mare embrionaries.

El transplantament d'illots provinents d’animallwmans Xenotransplantacid) és
una possible alternativa a I'hora de proveir nos@slulesp a pacients de T1D. Dins
d’aquest camp s’ha posat molt d’interes en I'G8ad§ porcins, degut a I'alta similitud

entre la insulina humana i la porcina (només ditereen un aminoacid) (Lakey et al.,
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2006) i la facilitat de crianca dels porcs. S’han d terme assajos clinics per tal de
comprovar la seguretat i I'eficacia del transplamat sense immunosupressio en
humans d’illots porcins encapsulats en microcagsdlelginat, i els resultats inicials
van mostrar que no hi havia signes d’inflamacidenfibrosis, aixi com tampoc infeccio
per retrovirus porcins endogens. També es va agomagna reduccioé de la dosi diaria
d’insulina en els pacients transplantats. A mésm&rocapsules que es van recuperar 9
anys i mig després del transplantament contenidrdules encara viables i que

secretaven insulina en resposta a glucosa (Edtiatt., 2007).

Un altre camp en desenvolupament és I'estudi dedlekiles mare embrionaries
(ESCs embrionic stem cells les quals a partir de diferents estrategies a$emp
diferenciar o reprogramar cap a cel-lules prodestatinsulina i, en un futur, podrien
ser una possible terapia cel-lular per a la T1D.geaeracié decel-lules mare
pluripotents induides (iPSCs,induced pluripotent stem célla partir de cel-lules
diferenciades, descrita per primer cop en ratadn2006 (Takahashi and Yamanaka,
2006) i en humans el 2007 (Takahashi et al., 20Q¥;et al., 2007), rebaixa les
controversies etiques entorn a I'is de les ESGsglals s’han d’obtenir a partir
d’embrions. Les ESCs i les iPSCs tenen les mateixexteristiques i poden diferenciar
cap a tots els tipus de teixits. A més, I'is d’iBS&@8mbé reduiria el risc immunologic
del posterior transplantament de les cél-lulegumaquestes poden derivar de cel-lules
diferenciades del mateix pacient. En aquest sertitentment s’ha descrit un protocol
sequencial de diferenciacié mitjancant el qual@$ep generan vitro grans quantitats
de cél-lules funcionals a partir tant ’ESCs com de iPSCs huwasgPagliuca et al.,
2014). Aquestes cel-lules expressen marcadors deil@e3 madura, empaqueten
insulina dins de granuls secretables i secretentfjais d’insulina comparables als de
les cél-lules} en resposta a diferents nivells de glucosaitro. No obstant, encara
falten estudis per avaluar els riscs immunes dekplantament de cél- lulpglerivades
de ESCs i IPSCs, i la possibilitat de generacitud®rs derivada d’aquestes terapies és

una preocupacio important.

Per altra banda, lderapia genica també ofereix mudltiples alternatives pel
tractament de la T1D. Existeixen diferents aproxiim@s de terapia genica per curar o
millorar la situacio dels pacients diabétics i, &guns casos, es poden combinar

estrategies de terapia génica i terapia cel-lular.
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3. TERAPIA GENICA

3.1. Introduccié a la terapia génica

La terapia genica es basa en la transferéncia derialagenétic exogen (DNA o
RNA) a les cel-lules o teixits diana mitjancantwactor, amb la finalitat de corregir o
alleujar els simptomes d’'una malaltia. Aquesteslueék transduides sintetitzaran la
proteina terapeutica. A través d’aquesta metodalas poden aconseguir nivells
estables de la proteina terapeutica mitjancantiare injeccio del vector que conté el

gen terapeutic d’interes.

Inicialment, es va considerar la terapia génica aomeina basica per al tractament
de malalties hereditaries monogeniques amb l'oljede tornar a administrar a la
cel-lula la capacitat de produir la proteina del gaitat, sent actualment una estratégia
ampliament validada per aquest tipus de malalfied. i aixi, la majoria de les
aplicacions en terapia genica s’estan desenvolupanta malalties d’'una elevada
prevalenca, tant poligéniques com hereditariesi doncs, la T1D pot ser considerada

com a una bona candidata per a ser tractada anabeg#s de terapia genica.

Es poden diferenciar dues aproximacions de terggadca: laterapia genicaex
vivo, on les cel-lules del teixit diana s’obtenen miggnt una biopsia, es cultiven i es
modifiquen geneticameim vitro, transferint-se finalment al pacient; ite&xapia genica
in vivo, on les cel-lules son modificades genéeticamesitu en I'individu (Anderson,
1998).

Un dels factors clau en I'exit de la terapia gerisal desenvolupament de vehicles
de transferéncia génica, anomenastors, que siguin eficients i segurs a I'hora de
transferir el material genétic exogen al teixitndiakn els dltims anys s’ha desenvolupat
una amplia gamma de vectors amb I'objectiu d’acgmseaquesta finalitat. En general,
aquests vectors es classifiqguen en dues gransoca®gelsvectors viralsi elsvectors
no virals. Els sistemes de transferencia basats en veaovgals inclouen la injeccio
directa de DNA mitjancant metodes fisics (electrapm, sonicacid) o bé
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I'empaquetament del DNA en liposomes (lipids o melis cationics) per introduir el
material genétic a la cél-lula diana. Els vectdraly utilitzen la capacitat infectiva
natural dels virus per entrar a la cel-lula i tfans aixi el material genetic d’interes
(Kay, 2011).

Els vectors virals sén virus modificats per tal que puguin induir una infeccio
productiva a la cel-lula hoste. En aquest casapeside virica conté un genoma al qual
se li han eliminat gens virals, per tal que manting capacitat d’introduir el material
genetic a la cel-lula perdo sense poder-se regliperduir nous virus recombinants. A
més, l'eliminacié d’aquests gens virals al genoneaim@t una major capacitat de
clonatge pel casset terapéutic (Kay et al., 20Bh)terapia genica, la introduccio de
material genétic exogen a la cél-lula diana esigarmn atransduccio, a diferéncia
del terme infeccio, utilitzat en virologia per desme I'entrada del virus salvatge a la

cel-lulai la inherent replicacié del mateix.

A la Taula 1 es presenta un resum de les princigmiacteristiques dels vectors

virals més utilitzats en terapia genica.
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Vector Avantatges Desavantatges
Adenovirus * Elevada capacitat de clonatge * Provoguen resposta inflamatoria
(Ad) = Infecta cél-lules quiescents i en divisi6 =  Tropisme inespecific

= EI DNA roman episomal = Alta toxicitat hepatica
= Elevats nivells d'expressié del transgan
vivoi in vitro
= Utils en experiments de curta durada
Virus = Elevada estabilitat en cel-lules especifiques Baixa capacitat de clonatge (4.8

adenoassociats"

Infecta cél-lules quiescents i en divisio

kb)

(AAV) = EI DNA roman episomal
= Produccié amb elevats titols
=  Baixa immunogenicitat
= No patogeénic
= Amplia varietat de serotips amb diferents
tropismes especifics de teixits
» Elevada estabilitat en linies cel-lulars
Retrovirus = Expressio estable en cel-lules en divisi6 =  Integracio a I'atzar al genoma de
(RT) «  Produccié amb elevats titols I'hoste amb el risc de mutagénesi
insercional
=  Possible readministracio
= Baixa capacitat de clonatge (8
kb)
» Infecta només cél-lules en divisio
Lentivirus * Infecta cel-lules quiescents i en divisi6 =  Integracio a I'atzar al genoma de
(LV) =  Expressio estable a llarg termini 'hoste amb el risc de mutagenesi

No immunogénic

insercional

Es necessiten més estudis per

avaluar la manca de patogenicitat

Virus Herpes
simplex (HSV)

Infecta cel-lules quiescents i en divisi6 =
El DNA roman episomal

Elevada capacitat de clonatge (50 kb)

Expressio transitoria

Neurotoxicitat poc caracteritzada

Taulal. Caracteristiques generals dels vectors vilm Adaptacié de (Verma and Weitzman, 2005;

Kay, 2011).
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3.2. Vectors adenovirals

Els adenovirus es van aillar per primer cop apdeticel-lules adenoides fa més de
60 anys (Rowe et al., 1953). Des de llavors, s’idmmtificat més de 100 especies
diferents d’adenovirus a partir de mamifers, odeléptils. Els adenovirus humans son
els responsables d'un 5-10% de les malalties @gpies agudes en els nens i un

nombre variable de conjuntivitis i gastroenteritis.

3.2.1. Biologia dels adenovirus

Es poden distingir més de 50 serotips capacosediaf als éssers humans, els
quals estan classificats en 6 subgrups (A-F). Lmmaadels vectors utilitzats en terapia
génica deriven dels serotips 2 i 5 (Ad2 i Ad5) siebgrup C (Kay, 2011; Giacca and
Zacchigna, 2012). Els virions adenovirals son pales icosaedriques d'uns 60-90 nm
de diametre amb un embolcall proteic i un genoniimtzrior de doble cadena lineal
(dsDNA) de 36 kb. Al genoma dels adenovirus es padiferenciar a cada extrem les
sequencies anomenades ITRvérted Terminal Repeatd’'unes 100-140 pb i una
senyal d’empaquetament’) formada per set repeticions situades a I'extrénaeb
genoma. Aquest genoma codifica per dos tipus ds:gas gens primerenc&drly
gens E), els quals s6n necessaris per a la sintegirateines que intervenen en la
replicacié del DNA i, en segon lloc, els gens tagdg ate gensL), necessaris per a
I'encapsidacio, ja que codifiquen per proteinesuesitrals i altres proteines implicades
en I'ensamblatge del viri6 (Figura 8). La primeraitat de transcripcio viral que
s’expressa €s E1A. Com en quasi totes les unit@t$rahscripcid, E1A produeix
multiples mMRNAs i proteines mitjancant un processatmdiferencial de 'mRNA.
Durant la infeccié, les proteines resultants d’EftAnsactiven la resta de gens
primerencs (E1B, E2A, E2B, E3 i E4). Els gens tasdes transcriuen a partir d’'un sol
promotor, 'MLP (najor late promotex La lisi cel-lular i I'alliberament dels virions
succeeix aproximadament 30 hores després de leci@f€Tollefson et al., 1996; Alba
et al., 2005).
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3.2.2. Vectors adenovirals de primera generacio

El genoma dels adenovirus ha estat manipulat gemeént per tal de ser poder
utilitzar-los com a vectors en terapia genica. tra@gegia dels vectoradenovirals de
primera generacio (FG-Ad, first generation adenoviral vectpés el reemplacament de
la regio E1 pel transgen d'interes, provocant ua@acitat aproximada de clonatge de
5.1 kb (Russell, 2009), i evitant aixi que I'adeinos es pugui replicar (Danthinne and
Imperiale, 2000). Per tal de poder produir aquestsors s’utilitzen linies cel-lulars que
expressen el gen El. La linia cel-lular més ulititz per aquesta finalitat sén les
cel-lules HEK-293, una linia embrionaria humanaivdela del ronydé que va ser
transformada amb la regio E1 adenoviral (Grahaal.etl977). A més de I'eliminacio
de la regi6 E1, molts dels vectors FG-Ad tambérterieninada la regio E3, la qual no
és essencial per la producci6 de vectors, obtenihtina capacitat de clonatge de fins a
8.2 kb (Figura 8).
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Figura 8. Mapa del genoma de I'Ad5 i les vectors ahovirals de primera generaciéLes regions dels

gens primerencs son representats per E1-E4 i els gedans per L1-L5. Ad5: Adenovirus 5; MLP:
Major late promoter (W) senyal d’empaquetament. Les fletxes indiquenifecdié de transcripcié. Els
requadres en blanc indiquen gens adenovirals gunee$iat eliminats. Figura adaptada de (Alba et al.,
2005).

El principal inconvenient dels FG-Ad és l'estimuéadel sistema immune per
I'activacio dels limfocits T citotoxics degut a goentenen en el seu genoma la majoria
dels gens virals. Com a conseqiencia, la sevagsipren animals immunocompetents

és temporal (Yang et al., 1994; Bessis et al., 004
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3.3. Terapia genica per a la diabetis tipus 1

Les limitacions dels tractaments actuals per a 1®,Tcom ara les injeccions
periodiques d’'insulina i el transplantament de pées o illots, fan necessaria la recerca
de noves terapies alternatives que n’evitin elstefesecundaris. En aquest sentit, la
terapia génica és una alternativa a les terapieslad ofereix diferents estrategies per
tal d’'intentar curar la malaltia o millorar la sitié del pacient. Les estratégies actuals
de terapia génica per a la T1D podeneserivoo in vivo. La manipulacio genética de
les cél-lulesex vivo permet combinar una terapia cel-lular (per exemyiizant
cel-lules B autologues) amb una modificacidé genética mediada \ectors de
transferéncia. Les terapi@s vivo es poden classificar en quatre grans categosss: |
terapies preventives enfocades a reduir o eliminar la resposta imradaitcontra les
cel-lulesp (Goudy et al., 2003; Harnaha et al., 2006; Haal.e2008; Park et al., 2008;
Anguela et al., 2013); leterapies substitutives les quals pretenen augmentar la
captacié de glucosa als teixits periferics graeidexpressio del gen de la insulina en
teixits extrapancreatics (Thulé and Liu, 2000; Patkal., 2005; Mas et al., 2006;
Callejas et al., 2013); leterapies pal-liatives enfocades a prevenir o contrarestar
complicacions secundaries de la T1D com la retiiapka nefropatia o la neuropatia
diabética (Cruzado et al.,, 2004; Chattopadhyay let2805; Ropper et al., 2009;
Haurigot et al., 2012); i lerapies curatives les quals pretenen regenerar la massa de
cel-lulesp del pancrees mitjancant la replicacié de lesuelsp remanents o bé induint

la generacio de noves cel- lufemitjancant reprogramacio cel-lular.

3.3.1. Generaci6 de noves cel-lugmitjancant reprogramacio cel-lular

Durant els ultims anys, hi ha hagut diverses apmagions per generar cel-lulgs
“artificials” que produeixin insulina d’'una manargulada en resposta a la glucosa. Les
estrategies per aconseguir aquest objectiu estamadl de la terapia génica i la terapia
cel-lular, i es poden dividir en tres categoriastiferenciacio de cél-lules pluripotents
(ESC i iPSC) (veure apartat 2.3); la induccié dedplicacio de les cel-luleg ja

existents en el teixit pancreatic; irkgprogramacié directa o transdiferenciacié d’'una
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cel-lula adulta diferenciada (pancreatica o extrapmatica) cap a cel-lul@ o

productora d’insulina (Figura 9).
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Figura 9. Estratégies per a la generaci6é de novegldulesf. (A) La diferenciaci6 directa a partir de
ESC 0 iPSC es realitza a partir de factors de eme@nt i molécules que dirigeixen la cél-lula mare
pluripotent per les diferents etapes de la difaean@ pancreatica imitant el desenvolupament nar(Bal

La reprogramacié de cél-lules madures diferencjacta® les cél-lules acinars, cel-lukeso cél-lules
hepatiques, poden donar lloc a cél-lufsa partir de la sobrexpressié de determinats facts
transcripcio o a partir d'un dany extrem al pansr¢€) La induccié de la replicacio de les cel- lufem
existents es pot dur a terme tamtvitro comin vivo per induccié amb noves molécules o proteines.

Figura adaptada de (Pagliuca and Melton, 2013).

La replicacio de cél-lulegs ja existents presenta un gran inconvenient, jasquia
majoria dels casos la massa de cel-fulss absent o esta molt reduida en pacients de
T1D a causa de la destruccié autoimmune. A mésndaccié a la replicacid pot
comportar un augment del risc de generacido de tyswbretot si la induccié de
replicaci6 no és especifica per les cel-lupeqPagliuca and Melton, 2013). La
reprogramacio d’'una cél-lula adulta diferenciadti ue a priori pot ser una estratégia
més complicada ja que generalment requereix quelldula diana es desdiferencii,
presenta avantatges respecte a l'estrategia deemlifacié de cél-lules pluripotents,
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com ara que les cél-lules son autdlogues en oiigesideixen al seu teixit natiu,

reduint aixi el risc de generar tumors (Zhou andtdme 2008; Gerace et al., 2014).

Els teixits diferenciats amb més potencial perrausiéitzats per a reprogramar cap a
cel-lulap son el pancrees i el fetge, ja que ambdds teiiitsn un origen comu durant
I'embriogéenesi (Zorn and Wells, 2009). En els darenys s’ha aconseguit reprogramar
in vivo cel-lules hepatiques i acinars mitjancant la sotpeessio de tres factors de
transcripcio implicats en la embriogenesi de lalgkl B (Pdx1, Ngn3i MafA (la
combinacié6 dels quals s’anomenBNM)) amb vectors FG-Ad en ratolins
immunodeprimits (Zhou et al., 2008; Banga et &12 2014; Li et al., 2014). Tot i que
la reprogramacio d’hepatocits i cel-lules ductakfdtge millora la hiperglucémia dels
ratolins diabétics, no s’ha aconseguit que aquesdtdules reprogramades siguin
fenotipica i morfologicament iguals a les cél-luesuncionals (Banga et al., 2012,
2014). En canvi, un estudi recent mostra que lédul#s exocrines reprogramades
mitjancant un sol vector FG-Ad que codifica per PXN ratolins immunodeficients
tenen un alt grau de semblanca fenotipica i magfokda les cel-lule reals, arribant a
formar estructures semblants als illots al cap etemsesos post-transduccio (Li et al.,
2014). De manera similar, també s’ha descrit laoggamacioin vitro d’'una linia
cel-lular acinar de rata, la linia AR42J-B13 (BX3)p a cél-lules productores d’insulina
mitjancant la sobreexpressié de PNM amb un vect®fAH (Akinci et al., 2012).
Aquests resultats, juntament amb el fet que hi i@ gran abundancia de cel-lules
acinars i que aquestes es troben situades al matgx que els illots, fan que el teixit
exocri del pancrees sigui un teixit diana més tatrapie el fetge per a futures terapies

de reprogramacio cel-lular.

Aquests tres factors de transcripcdxl, Ngn3 i MafA) estan implicats en la
diferenciacio de les cél-lulgs a partir de les cél-lules progenitores (Mansd01i2;
Shih et al., 2013; Ziv et al., 2013) i, a meés, tegWexpressio de la insulina (excepte en
el cas deNgn3 a través de la unio al seu promotor (FiguraPa)x1 (pancreatic and
duodenal homeobox)1és un dels principals factors de transcripciot tan el
desenvolupament embrionari del pancrees com enféacnciacio de les cel-lules
endocrines progenitores cap a cel-lde®urant I'embriogénesi s’expressa per primer

cop el dia 8.5e al lobul pancreatic primigeni. Edllt s’expressa a les cél-lulps
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dels illots, al duode i a 'estomac. En les ceé$fd adultes, quan els nivells de glucosa
augmenten Pdx1 és fosforilat i translocat al naclipromou la transcripcid i expressio
del gen de la insulina (Habener et al., 2005; Alndegal., 2008; Al-Quobaili and
Montenarh, 2008; Puri and Hebrok, 2010). A meés,1Pastua regulant la transcripcio
d’altres gens involucrats en el metabolisme delleaga, com el transportador de
glucosaGlut2, IAPP (islet amyloid polypeptide la glucoquinasaGcK i el factor de
transcripcioNkx6.1 El factor de transcripcidNgn3 (neurogenin 3 és essencial pel
desenvolupament del pancrees ja que marca l'ieidaddiferenciacio cap als diferents
tipus cel-lulars endocrins (Gradwohl et al., 208 et al.,, 2002; Johansson et al.,
2007). S’expressa a partir del dia 8.5e i dismxwepartir del naixement, amb molt
baixa o nul-la expressio en el pancrees adult (Rliksind Habener, 2009; Shih et al.,
2012). MafA (v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene lfanprotein A
juga un paper important en la regulacié del getadesulina, a més de regular gens
com [ladiponectina,Glut2, Nkx6.1 Pdx1, la piruvat carboxilasa, la prohormona
convertasa 1/3 CHOP (C/EBP homologous protéinLa seva expressio s'inicia en els
ultims estadis del desenvolupament de la célflul voltant del dia 13.5e, suggerint
gueMafA exerceix un rol important en el manteniment diufecionalitat de la cél-lula
B (Matsuoka et al., 2007; Andrali et al., 2008; Hamg Stein, 2011).

No obstant, la sobreexpressiéo de PNM en animatsdemnics o mitjancant vectors
no adenovirals no ha aconseguit els mateixos afelet@eprogramacio observats amb la
sobreexpressio mitjancant FG-Ad en ratolins immepoihits (Wang et al., 2007;
Chen et al., 2014). Degut a l'alta immunogenicdats vectors FG-Ad, les cel-lules
transduides amb els FG-Ad sOn majoritariament dielsts pel sistema immune i,
consequentment, I'expressio del transgen és toaissitPer tant, €s necessaria una
millor comprensié dels mecanismes implicats amiefsogramacio de cel-lules acinars
a cel-lulap per tal de poder millorar I'efectivitat d’aquestiesapies i evitar I'Us de
vectors adenovirals. En aquest sentit, mecanisipigereetics de control d’expressio

cel-lulars com els microRNAs hi poden jugar un papgortant.
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4. microRNAs

Els microRNAs, també anomenats miRNAs o miRs, s#titgs molécules d’RNA
no codificants, d’'uns 22 nucleotids, que actuen eoreguladors post-transcripcionals
de I'expressio de gens (Ambros, 2004; Bartel, 200&) primer microRNA es va
descobrir enC. elegansel 1993 per Lee i col-laboradors (Lee et al., J9%Bs
d’'aleshores i fins l'actualitat s’han descrit fias35828 microRNAs madurs en 223

especies diferents, segons miRBasew.mirbase.orgv21) (Kozomara and Griffiths-

Jones, 2014), i s’estima que, en humans, més dél @s gens codificants tenen
I'expressio regulada per microRNAs (Friedman et2009). La majoria de microRNAs
actuen promovent la degradacié o la inhibicié ti@rienal de mRNAs (Bartel, 2004).
No obstant, s’ha observat que en alguns casos ielRINAs també poden regular
positivament I'expressid de certs gens (Vasudevaih,e2007; Place et al., 2008; @rom
et al., 2008).

4.1. Biogenesi i mecanismes d’accio dels microRNAs

Les sequencies de microRNAs estan distribuidestqieel genoma, i es poden
trobar tant en exons com en introns, aixi com taeréci intergenics (Altuvia et al.,
2005). La biogénesi dels microRNAs comenca amtela dranscripcio mitjangant la
RNA polimerasa Il o la RNA polimersa 1l (Lee et,a2004; Borchert et al., 2006),
donant lloc a un transcrit primari, conegut comrianpRNA, format per un bra¢ en
forma stem-loopd’'uns 80 nucleotids i flanquejat per sequéncidRNR de cadena
simple de centenars o fins i tot milers de baségrEmIRNA es manté al nucli i
segueix un procés mediat pel complex microprocesséarmat per la RNasa Drosha i
el cofactorDGCRS§ en el qual es tallen els extrems de cadena simpledant aixi
només l'estructuratem-loopanomenada pre-miRNA. Seguidament, el pre-miRNA és
transportat al citoplasma mitjancant I'exportingdE5XP-5). Un cop al citoplasma, el
pre-miRNA madurara cap a miRNA a través d'una riéacatalitzada per I'enzim
Dicer, en conjunciéo amb les proteines TRBP i PACT. Lienbicer talla elloop del
pre-miRNA i produeix un duplex miRNA/mMiRNA*, on zadena passatgera (MiRNAY*)

s'acaba eliminant, deixant només la cadena guidcmRNA madur, que s’incorpora a
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la familia de proteines Argonautes (Ago), un progése dona lloc aRISC (RNA-
induced silencing complexWahid et al., 2010; Gargalionis and Basdra, 20A3part
de la via de processament de microRNAs canoniba, @scrit que existeixen diverses
diferencies de processament especifiques de migksRlN exemple n’és la generacio
de mirtrons, els quals representen microRNAs deridintrons produits després de

I splicing (Winter et al., 2009) (Figura 10).
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Figura 10. Biogénesi i funcié dels microRNASAI nucli, en la via de processament canonica, I&ARN
polimerasa Il o Il transcriu els gens de miRNAspermiRNAs. El complex microprocessador (Drosha,
DGCRS) transforma el pri-miRNA en pre-miRNA, el ¢es transporta al citoplasma mitjancant la
proteina RAN-GTP EXP-5. Els mirtrons produeixerediament pre-miRNAs com a resultat dglicing

de transcrits. La Dicer, juntament amb PACT o TRB&gera el diplex miRNA/miRNA*. La cadena
passatgera miRNA* es degrada i el miRNA o cadena fyjuma el complex miRISC, juntament amb les
proteines AGO2 i GW182. El miRISC fa diana al mRNArtant a la repressidé/desadenilacié mitjancant
CAF1, CCR4 i PABP o a la degradacié de 'mRNA. Fegadaptada de (Gargalionis and Basdra, 2013).

El microRNA madur incorporat al RISC constitueigdtructura mitjancant la qual
el miRNA exerceix les seves funcions. Els microRNfa:m diana a sequéncies
complementaries en les regions 3' UTR dels mRNAgamgant un aparellament classic

de bases. La desregulacio del mRNA es dona prinogrda mitjancant dues vies: per
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repressié translacional o bé perdegradaci6 del mRNA Sembla que una baixa
complementarietat entre el microRNA i el mRNA ddioa a la repressio translacional,
mentre que una alta complementarietat porta adeadacio del mRNA (Wahid et al.,
2010). La proteina GW18%(ycine-tryptophan protein of 182 kPaels grups Ago son

factors claus durant tot el procés, facilitant leadié dels microRNAs. Les regions
terminals de GW182 també participen en la desaaddildel mRNA a través

d’interaccions amb la proteina PABP i les desadsad CCR4 i CAF1 (Eulalio et al.,
2009; Krol et al., 2010) (Figura 10).

Els microRNAs estan involucrats en quasi tots etsxgssos biologics, incloent
desenvolupament, metabolisme i envelliment, airi també en moltes malalties. Tot i
que el nombre de microRNAs descrits fins al momeést relativament petit en
comparacié amb el nombre de mRNAs coneguts, umsmioRNA pot tenir com a
diana a multiples mRNAs, permetent que cada micRBbntroli diferents
components d'una xarxa transcripcional a la veg&da.tant, els microRNAs poden
tenir un impacte considerable en un control eficierapid de I'expressio de gens
(Francis et al., 2014).

Concretament, els microRNAs també representen eiriegessants per millorar
processos de reprogramacio. Per exemple, s’haeguihseprogramar fibroblasts cap a
iIPSCs mitjangant nomeés la sobreexpressié del clasfe-302/367 (Anokye-Danso et
al., 2011). També s’ha aconseguit reprogramar, itantvo com in vitro, fibroblasts

cardiacs cap a cardiomiocits (Jayawardena etCdl2)2

4.2. Paper dels microRNAs en el manteniment de lalysipotencialitat i la

diferenciaci6

Els microRNAs participen com a reguladors clau ea gran varietat de processos
de desenvolupament a l'organisme (Sayed and Alifel®11). Per exemple, s’ha
demostrat la importancia d’'un petit grup de micré®Nen el manteniment de la
pluripotencialitat de cel-lules embrionaries. AdsesnicroRNAs estan altament
conservats entre ratolins i humans, i la seva espyebaixa rapidament durant la
diferenciacio (Houbaviy et al., 2003; Suh et a0p2;, Ren et al., 2009). El canvi per
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passar de la pluripotencialitat a la diferenciaeiguereix la repressio de gens associats
a la pluripotencialitat de la cel-lula, com &tanog Oct4, Sox2i KIf4. La repressid
d’aquests gens pot ser mitjancant microRNAs, comletr7, miR-34, miR-134, miR-
145, miR-296 i miR-470 (Tay et al., 2008; Xu et aD09; Melton et al., 2010; Choi et
al., 2011).

Un event primerenc que és critic durant la difeaé de les cel-lules
embrionaries cap als diferents llinatges germinéls la transicid epitelial-
mesenquimal (EMT). L'EMT és el procés biologic mitjancant el quagl-dules
epitelials diferenciades perden la seva polarit@ltldar i adquireixen propietats
migratories i invasives per convertir-se en cétdumesenquimals, les quals tenen
propietats multipotents i poden diferenciar capfarents tipus cel-lulars (Kalluri and
Weinberg, 2009). Durant passos especifics de I'mmgénesi i el desenvolupament dels
organs, les cel-lules de certs epitelis s6n pldssiq poden passar d’estats epitelials a
mesenquimals i viceversa mitjancant 'EMT i el sptocés invers, la transicio
mesenquimal-epitelial (MET) (Lee et al., 2006). &sns’ha observat que 'EMT també
es pot produir en algunes cel-lules adultes, esegsms com la curacié de ferides,
permetent que cél-lules epitelials diferenciadesdiflerenciin per convertir-se en
cel-lules mesenquimals (Kalluri and Weinberg, 2008mbres de l&amilia miR-200,
composta per miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-3@1-miR-141-5p i miR-429,
estan expressats en teixits epitelials diferenciagprimits en cel-lules mesenquimals
(Choi et al., 2008; Darnell et al., 2006; Yi et, #006), i s’han identificat com a
repressors de 'EMT, mitjancant la repressio dettdrsZEB1i ZEB2 que actuen com
a promotors de 'EMT i inhibidors de I'E-Cadherifg-Cad (Comijn et al., 2001;
Christoffersen et al., 2007; Hurteau et al., 2Bi&gory et al., 2008) (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de la funcié de la familia mir-20 en la transicié epitelial-mesenquimalLes
cél-lules epitelials presenten nivells baixos dtegpié deSnaili els factors de transcripcitEB, i alts
nivells d'expressio dels membres de la familia B0®- La familia miR-200 redueix I'expressio dels
factors ZEB. Nivells baixos d’expressié de ZEB1g2ulten en una major expressio del factor epitEhal
cad A la inversa, en ceél-lules mesenquimals, nivellls dels factors ZEB reprimeixen I'expressié de la
familia miR-200 i de l&-cad Figura adaptada de (Korpal and Kang, 2008).

4.3. Paper dels microRNAs en el desenvolupament paeatic

L’analisi de ratolins amb una delecio especificagdan Dicerl en cél-lule} va
aportar la primera evidéncia que els microRNAs sssencials pel desenvolupament
del pancrees endocri (Lynn et al., 20icerl s’eliminava del pancrees endocri en
desenvolupament al dia 10.5e utilitzant ratoling1P@re. Aquests ratolins presentaven
tots els llinatges pancreatics defectuosos, urdupagmportant de cel-lulgsi morien al
dia 3 després de néixer. L'estructura dels seots ikbstava alterada i presentaven una
reduccio significativa del nombre de progenitordamins Ngn3 positius. Tot i que un
knock-outtotal deDicerl resulta en mortalitat embrionaria (Bernstein et2003), s’ha
descrit que ratolins hipomorfics @icerl, els quals presenten un 20% de I'expressio
normal deDicerl en tots els teixits, son viables. Aquests ratdtippmorfics erDicerl
van revelar que tots els teixits de ratolins de 8l@ setmanes d'edat eren
histologicament normals, excepte el pancrees (Metial., 2009).

A la Taula 2 es presenta una llista de microRNAs daeals se n’ha descrit la seva

implicacié en el desenvolupament pancreatic.
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microRNA Gens diana Paper del microRNA en el desenvolupament pancreatic
let-7e Hdaco La seva sobreexpressio en ESCs de ratoli residtauaa sobreexpressio 8ex17i Foxa2 mitjancant
un increment de l'acetilacié d’histones (Fu et2011).
Pot estar involucrat en I'especificacié endocringamcant el control del nimero de cél-lules NGNB3+
a través de la regulaci6 ées1(C. Wang et al., 2010).
miR-124a | NeUODL
0xas, NeSL | Regula negativament factors de transcripcié impest@el desenvolupament pancreatic (Baroukh et
al., 2007).
miR-15a Nan3 La inhibici6 de NGN3 per aquest miRNA resulta ea gapacitat reduida de regeneracié del pandrees
9 després d'una lesié (Joglekar et al., 2007).
miR-15b Nan3 La inhibici6 de NGN3 per aquest miRNA resulta el gapacitat reduida de regeneracio del pandrees
9 després d'una lesi6 (Joglekar et al., 2007).
miR-16 Nan3 La inhibici6 de NGN3 per aquest miRNA resulta el gapacitat reduida de regeneracio del pandrees
9 després d'una lesi6 (Joglekar et al., 2007).
miR-181c Hdaco La seva sobreexpressio en ESCs de ratoli residtauaa sobreexpressio 8ex17i Foxa2 mitjancant
un increment de l'acetilacié d’histones (Fu et2011).
miR-195a Nan3 La inhibici6 de NGN3 per aquest miRNA resulta ea gapacitat reduida de regeneracié del pandrees
9 després d'una lesié (Joglekar et al., 2007).
miR-196a Hdaco La seva sobreexpressio en ESCs de ratoli resiétauama sobreexpressio 8ex17i Foxa2 mitjangant
un increment de 'acetilacié d’histones (Fu et2011).
miR-19b NeuroD1 Regula negativament factors de transcripcio impostpel desenvolupament pancreatic (Zhang ef al.,
2011).

_ Regulat negativament durant etapes primerenqués diéerenciacié de I'endoderm i sobreexpregsat
ullRSAL U3 A2, SOy en etapes posteriors. Regula negativament la faond&ndoderm definitiu (Liao et al., 2013).
miR-200c Sip1 Promou la formacié de mesendoderm durant la ditéaei® in vitro de ESC humanes (Chng et {l.,

2010).
miR-218 HNf-6. Oc-2 Involucrat en la morfogeénesi primerenca del parciieen I'especificacié endocrina mitjancant |la
’ repressio de factors de transcripcié pancreaticsig¢s et al., 2010).
miR-222 Hdaco La seva sobreexpressio en ESCs de ratoli resiétauama sobreexpressio 8ex17i Foxa2 mitjangant
un increment de l'acetilacié d’histones (Fu et2011).
miR-23a Hes1 Poden estar involucrats en I'especificacié endecnmtjancant el control del nimero de cél-lujes
miR-23b NGN3+ a través de la regulacio Hes1(C. Wang et al., 2010).
miR-26a Tetl, Tet2, La seva sobreexpressio en ratolins durant el deigmment embrionari del pancrees augmentp el
Tet3, Tdg numero d'illots, I'expressi6 de gens endocrinspialiferacio cel-lular (Fu et al., 2013).
La seva sobreexpressi6 en ESC humanes promou rzadary de mesendoderma a expenseq de
miR-302a Lefty1,Lefty2 neuroectoderm (Rosa and Brivanlou, 2011).
Facilita el procés de reprogramacio6 d’hepatocdsldulap (Lu et al., 2014).
MiR-338-5 Hdaco La seva sobreexpressio en ESCs de ratoli resiétauama sobreexpressio 8ex17i Foxa2 mitjangant
P un increment de l'acetilacié d’histones (Fu et2011).
Involucrat en la formacié d’endoderm definitiu dotrda diferenciaciin vitro de ESC humanep
Timm8a, (Hinton et al., 2010).
Hnf1p, Aifm1, . " .
miR-375 Rasdl. Eeflel Essencial pel des_envoll_Jpamer]t pancreqFlc (Kloosterst al., 2007). El seknock-outen ratolins
Gphn‘ Hud | resulta en una proliferacio de cél-lufereduida (Poy et al., 2009).
Cadml La seva sobreexpressio en ESCs i iPSCs humanesrvsuficient per induir diferenciacié cap|a
cel-lules que expressaven insulina (Lahmy et @1322014).
miR-495 HNf-6. Oc-2 Involucrat en la morfogénesi primerenca del parciieen I'especificacié endocrina mitjancant |la
’ repressio de factors de transcripcié pancreaticsig¢8 et al., 2010).
miR-7 Pax6 Essencial pel desenvolupament normal dels illdtseBknock-outen ratolins resulta en una regula¢io

negativa dels gens de la insulina, menys cel- julastolerancia a la glucosa (Nieto et al., 2012).

Taula 2. Resum dels microRNAs involucrats en el desvolupament pancreatic. Adaptacié de
(Francis et al., 2014).
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miR-375 va ser un dels primers microRNAs identificats ahgrees (Poy et al.,
2004) i és un dels més ben caracteritzats. S’es@resnivells creixents durant el
desenvolupament pancreatic i €s essencial peralflstent d’'una massa cel-lular
pancreatica normal (Kloosterman et al., 2007; R@}.e2009). L’'expressio de miR-375
esta controlada per diversos factors de transéripgportants pel desenvolupament del
pancrees, com atdnf6, Insm1 Ngn3 NeuroD1i Pdx1 (Keller et al., 2007). Un altre
microRNA important pel desenvolupament de la ck-fu amb un patré similar al de
miR-375 ésmiR-1244a, el qual té com a dianes factors de transcripoid NeuroD1i
Foxa2 (Baroukh et al., 2007). S’ha observat que miR-1m@tament amb miR-23a i
miR-23b, esta involucrat en la regulacié ides1 durant la diferenciacié neuronal, i
podria jugar un paper similar en el desenvolupamantreatic (C. Wang et al., 2010).
Un altre microRNA,mMiR-7, s’expressa en cel-lules que expreddgn3 Un knock-
downde miR-7 permet un augment de I'expressidPd&g que comporta una induccié
d’Arx, Pax4i MafB. Aixdo comporta un augment del nimero de cel-lales, i una
disminucié de les cel-lules demostrant la importancia de miR-7 a I'hora denteair
valors normals de ceél-lules endocrines (Kredo-Retsal., 2012). Altres microRNAS
també es troben expressats durant el desenvolupgraecreatic: miR-495 i miR-218
estan involucrats en la morfogénesi primerenca pdeicrees i I'especificacié del
pancrees (Simion et al.,, 2010); miR-19b s’expressaivells molt alts en cel-lules
pancreatiques progenitores i regilauroD1(Zhang et al., 2011); la sobreexpressié de
miR-26a durant el desenvolupament pancreatic augvenel nombre d'illots,
I'expressié de gens endocrins i la proliferacié: logdr (Fu et al., 2013); i miR-15a,
miR-15b, miR-16 i miR-196a regulen I'expressidNdh3 durant la regeneracio del
pancrees (Joglekar et al., 2007), i podrien tenr paper similar durant el

desenvolupament.

Per tant, diversos estudis demostren que els miAsRuguen un paper clau en el
desenvolupament i manteniment del pancrees endatri.aixo, es tracta d’'un camp en
desenvolupament i s6n necessaris més estudis|gadguirir un millor coneixement
dels microRNAs que juguen papers importants enretgs de diferenciacio cap als
diferents llinatges endocrins, i que podrien sds @n el camp de la terapia génica,

concretament en la reprogramacio de ceél-lules ecozp a cel-lulef.
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Objectius

La diabetis tipus 1 és el resultat d'un atac autoime contra les cel-luleg del
pancrees, causant-ne la destruccio. Una estrgiégiala generacié de noves cel-lfles
és la reprogramacio d’altres tipus cel-lulars, gamexemple les cel-lules acinars, cap a
cel-lulesp. S’ha descrit que I'expressio forcada léx1, Ngn3i Mafa (PNM), tres
factors de transcripcid especifics de cel-lBlaen cel-lules acinars aconsegueix
reprogramar aquestes cel-lules cap a ceél-lulesugiarés d’insulina. La reprogramacio
de cel-lules acinaris vivo tindria I'avantatge de formar noves cel-lupeal pancrees,
que és el la localitzacio natural per aquestedutes, a diferencia d’altres estrategies

que intenten diferenciar cel-lules hepatiques ozgd.fulesp.

El procés de reprogamacié de cel-lules acinars aapel-lules productores
d’insulina mitjancant PNM s’ha desciit vitro en una linia cel-lular acinar (AR42J-
B13) i tambéin vivo utilitzant ratolins immunodeprimits, i sembla glaetransduccio
amb vectors adenovirals és necessaria pel procéepilegramacié. No obstant, la
utilitzacié d’aquests vectors es una limitacio gesenvolupament clinic d’aquesta nova
terapia, ja que els vectors adenovirals son immemog i toxics en animals
immunocompetents.  D’altra banda, I'expressio d&stors PNM en ratolins
transgenics és insuficient per reprogramar ledutés, posant en evidencia que els

mecanismes per aconseguir una reprogramacio efseggira no son coneguts.

Per tant, I'objectiu general d’aquest treball va estudiarels mecanismes de la
reprogramacio de cel-lules acinars cap a cel-lule mitjancant els factors de
transcripcio PNM i identificar noves oportunitagsapeutiques per optimitzar aquesta
nova terapia per la diabetis tipus 1. Aquest ohjeggneral es va dividir en els seguents

objectius especifics:

1. Estudiar I'habilitat de reprogramacio cap a cél-lub p de diferents linies acinars
en cultiu transduides per un vectors adenoviral caticant per PNM, i

caracteritzar la funcionalitat de les cel-lules reppgramades.

2. Estudiar I'efecte de la transduccié adenoviral enlgprocés de reprogramacio.

3. ldentificar microRNAs involucrats en el procés de eprogramacio de cel-lules

acinars cap a cél-lule§.
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Resultats

1. Estudi dels efectes de I'expressid de factors ttanscripcié endocrins

en cel-lules acinars de ratoli: 266-6

Amb [l'objectiu d’analitzar la capacitat de certscttas de transcripcid o
combinacions de factors de transcripcio d’activgsremotor del gen de la insulina en
un model de cel-lules acinars, es va realitzarissedy experimental utilitzant la linia
cel-lular acinar de ratoli 266-6. Aquesta linia lcédr va ser derivada d’'un carcinoma
pancreatic acinar extirpat d’un ratoli transgenie gxpressava l'antigen del virus 40 T
selectivament al pancrees exocri (Ornitz et al85)9, fins al moment, no s’han

publicat estudis de reprogramacié cap a celfulglitzant aquesta linia cel-lular.

Per a aquest estudi es van realitzar diferentsacsfieccions en aquestes cel-lules
amb un plasmidi anomenat pAAV-RIP1-seAP, que codifpel gen de la fosfatasa
alcalina secretable (seAP) sota el control del ptomdel gen de la insulina 1 de rata
(RIP-1), juntament amb diferents combinacions @esmpidis codificants per factors de
transcripcio especifics de cel-laPdx1, Ngn3 o MafA) sota el control del promotor
del gen de I'Elastasa, especific de cél-lules eifidruse et al., 1995, 1993). Aixi
doncs, si el promotor de la insulina resultavavattidegut a I'expressio de certes
combinacions de factors de transcripcio, es praduina secrecio de seAP al medi, la

qual es pot detectar facilment mitjancant un adsamgnometric.

1.1. Generaci6 dels constructes

Per tal d’expressar els factors de transcripci@@sps de cel-lul§ (Pdx1, Ngn3i
MafA) en una linia cel-lular acinar, es van genera plasmidis que codifiquen per
aguests gens sota el control d’un promotor espedéfiles cél-lules acinars, el promotor
del gen de I'Elastasa05/+8) (Figura 1A). També es va utilitzar el pladinpAAV-
Elastasa-null, obtingut anteriorment al nostre fatmyi i que no codifica per cap gen
(Figura 1B), i el plasmidi pAAV-RIP1-seAP, que ciick pel gen seAP sota el control
del promotor RIP-1, especific de cel-lflai també generat anteriorment al nostre

laboratori (Figura 1C).
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A

Elastasa (-205/+8) | Pdx1  § SVv40

Elastasa (-205/+8) | Ngn3 Y SV40

Elastasa (-205/+8) | MafA ) SV40
B

Elastasa (-205/+8 Sv40
C

N
seAP SvV40

Figura 1. Representacié esquematica dels plasmidgenerats i utilitzats en I'estudi del cribeig de
FTs capagos d'activar el promotor de l'insulina. (A Plasmidis codificants p&tdx1 Ngn3i MafA sota
el control del promotor de I'Elastasa, amb els eetn reguladors SV4(B) pAAV-Elastasa-null: el
promotor Elastasa-Z05/+8) amb els elements reguladors SV40) pAAV-RIP1-seAP: plasmidi
codificant pel gen de la fosfatasa alcalina sebtetése AP) sota el control del promotor RIP-1, aatsh

elements reguladors SV40. La representacio esqienm és a escala. pA: poliA.

L’estratégia utilitzada per a la construccié deacath dels vectors i el protocol
seguit estan detallatd\daterials i Métods.

1.2. Transfeccions de factors de transcripcio i aigi de I'activacié de RIP-1

Per dur a terme l'analisi de I'activacio del prooroexogen RIP-1 en cel-lules
acinars de ratoli, es van co-transfectar les det |R66-6 amb diferents combinacions
dels plasmidis pAAV-Elastasa-Pdx1l, pAAV-ElastasaiBlg pAAV-Elastasa-MafA
conjuntament amb el plasmidi pAAV-RIP1-seAP. Tenamt compte que en la co-
transfeccio en la que es van utilitzar més faatlerdgranscripcio hi havia un total de 4
plasmidis, en totes les co-transfeccions els pldisng@staven a una ratio 1:4 sobre el
DNA total (2 ug/replica). Per tant, per cada transfeccio es viitzar 0.5ug de cada
plasmidi per mostra i es completava la barreja & @mb pAAV-Elastasa-null fins
arribar als 2ug. Tots els plasmidis codificants pels factors @@dcripcio tenien una

mida molt similar, entre 5.7 i 6 kb.
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A la taula seguent es mostren la quantitats afegigecada plasmidi per a les co-

transfeccions de cada mostra:

Plasmidis afegits ( pg)/mostra
Mostra RIP1-SeAP | elastasa-Pdx1 | elastasa-Ngn3 | elastasa-MafA | elastasa-null DNA total
Null RIP-SeAP 0.5 15 2
Pdx1 0.5 0.5 1 2
MafA 0.5 0.5 1 2
Ngn3 0.5 0.5 1 2
Pdx1+Ngn3 0.5 0.5 0,5 0.5 2
Pdx1+MafA 0.5 0.5 0,5 0.5 2
Ngn3+MafA 0.5 0.5 0.5 0.5 2
Pdx1+Ngn3+MafA 0.5 0.5 0.5 0.5 2

Passades 48 h de la transfeccio, es van recallmedtlis de cultiu i es va mesurar la
fosfatasa alcalina secretada al medi mitjancargssaig luminometric (Figura 2). Es va
poder observar que les cel-lules 266-6 tenien wt&itat quasi indetectable del
promotor exogen RIP-1 quan eren transfectades am\bRIP1-seAP sense cap factor
de transcripcid. Pel que fa als efectes de I'exgidedels diferents factors de transcripcio
individualment, es va observar una tendencia divacio del promotor RIP-1 quan les
cel-lules expressaveviafA i Ngn3 tot i que en cap dels casos aquests augments van
resultar ser significatius. Pel que fa a les comtioms de factors de transcripcié, es va
detectar una activacio de RIP-1 quan les cel-12@&&6 expressaveRdx1li Ngn3
conjuntament (235 vegades més seAP que sensesfdettranscripcid), i quan aquestes
eren co-transfectades amgn3i MafA o ambPdx1, Ngn3i MafA (PNM) I'activacio
arribava a ser de 1280 i 1277 vegades més que dansms de transcripcio,

respectivament.
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Figura 2. Activacié6 del promotor exogen RIP-1 despgrs de la transfeccio amb diferents
combinacions de factors de transcripciOMesura de la seAP al medi de cultiu de les céklB&5-6, 48

h després de co-transfectar-les amb pAAV-RIP1-sediferents combinacions de plasmidis codificants
per Pdx1, Ngn3 i MafA. RLU: unitats de llum relas; directament proporcionals a la quantitat dePseA
Les barres representen la mitjana £+ SEM. n=3<801, ***p<0.001 determinat per una ANOVA d'un

factor seguida d’'un test post-hoc de Dunnett.

Sorprenentment, I'efecte de la transfecci6 amb NghafA era igual al de la
transfecci6 amb PNM, fet que contrasta amb elsltesuobtinguts per Zhou i
col-laboradors (Zhou et al., 2008), on es va olaseque els tres factors eren necessaris
per aconseguir la maxima induccié de cél-lules yectmies d’'insulina. Tot i aixo,
aquest efecte es podria explicar pel fet que ldslut®s 266-6 expresseRdxl
basalment, tal com es va poder observar quan eanaditzar els nivells d’expressié de
PNM en cel-lules 266-6 sense transfectar i tratefes amb els factors (Figura 3).

Pdx1 Ngn3 MafA [ 266-6

1.5 p=0.052 15 Bl 266-6 PNM

>
8 10 1.0
Q
< 05 05 05
=
0.0 0.0 ND 0.0 ND

Figura 3. Nivells d'expressié dePdx1, Ngn3 i MafA en ceél-lules 266-6 transfectades amb PNM. .
Expressi6 relativa d®dx1, Ngn3i MafA al cap de 48 h post-transfecci6 amb pAAV-ElastabeatP
pAAV-Elastasa-MafA i pAAV-Elastasa-Ngn3. Les barmepresenten la mitjana £+ SEM. n=3 (excepte
perPdx], amb una n=2). ND: no detectat.
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1.3. Analisi de I'expressio de marcadors endocrinsn cel-lules 266-6 transfectades
amb PNM

La co-transfeccio dels tres factors de transcripsigecifics de cel-lufa(PNM) en
la linia cel-lular acinar de ratoli 266-6 produie @activacié del promotor exogen RIP-1
(Figura 2). Per tal de comprovar si aquestes d¢es$ Ikealment passaven per un procés
de reprogramacio i es convertien en cel-lules amienotip semblant al de les cel-lules
productores d’insulina (fenotip-cell like), es va analitzar I'expressio de diversos
marcadors endocrindn§l, Ins2, Pax4 i IAPPgn cél-lules 266-6 transfectades amb

PNM i sense transfectar.

Tal i com es pot observar a la Figura 4, la trasfede les cel-lules 266-6 amb la
combinacioé dels tres factors de transcripcié noceasar l'activacié de cap dels

marcadors endocrins analitzats.

Ins1 Ins2
= 9 E 522-2 PNM
g 1.01 1.01
:,ZCE 0.51 0.51
& 0.0 ND ND 00 ND ND
Pax4 IAPP
S 1.5 1.5
g 1.04 1.0
% 0.5 0.5
00 ND ND 00 ND ND

Figura 4. Analisi de I'expressié de gens endocrinen 266-6 transfectades amb PNMEXxpressio
relativa dels marcadors endocrimsl, Ins2, Pax4i IAPP al cap de 48 h post-transfecci6 amb pAAV-

Elastasa-Pdx1, pAAV-Elastasa-MafA i pAAV-ElastasgAS. n=3. ND: no detectat.

Per tant, amb aquests resultats vam concloure pgreyna banda, I'expressio de
PNM en la linia acinar 266-6 mitjancant uttansfeccio dels tres factors és capag
d’induir una activacié d’'un promotor exogen denadulina com RIP-1, pero, per altra

banda, és incapa¢ de promoure un canvi fenotipicarées cél-lules acinars, ja que no
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s'induia I'expressio dels gens endogens de la imeswhsl i Ins2 aixi com d'altres
marcadors de cél-lufpacom araPax4i IAPP.

1.4. Estudi dels efectes de la transduccié amb Ad\N en cél-lules 266-6

Diversos estudis apunten a la importancia delsoveetdenovirals en els processos
de reprogramacio cap a cél-l@igwang et al., 2007; Zaldumbide et al., 2012; Céen
al., 2014). Per aquest motiu, es va decidir expreBNM en les cel-lules 266-6
mitjancant vectors adenovirals, per tal de comprosiala transduccié adenoviral
promovia la diferenciacio cap a cel-lffaEs van transduir les cel-lules amb un Unic
vector adenoviral de primera generacio anomenaPNRM, que codificava pelPdx],
Ngn3 i MafA de manera equimolar conjuntament amb la protdimaelscent GFP
(green fluorescence protgisota el control del promotor ubic CAG (Bangalet2012)
(Figura 5). D’aquesta manera, totes les cel-lulsstuides expressaven els tres factors
de transcripcio i, a meés, les cel-lules transdufmeben ser identificades gracies a la
fluorescéncia de la GFP. Aquest vector va ser cpdlt doctor Jonathan Slack
(University of Minnesota, EEUU).

Figura 5. Representacié esquematica de la sequéndal vector adenoviral codificant pereGFP,
Pdx1, Ngn3i Mafa (Ad-PNM). El vector codifica un Gnic transcrit que contgé géns deGFP, Pdx],

Ngn3i MafA, separats entre ells per seqiiéncies 2A, les gualoquen el trencament del polipéptid

generant aixi les quatre proteines d'interes. ElAs de Pdxl Ngn3i Mafa sén de ratoli. La

representacié esquematica no és a escala. pA:.poliA

La transduccié es va dur a terme amb una multigtic'infeccié (MOI) de 2000
particules viriques (pv) per cél-lula, ja que angjnesta MOI es va observar una
toxicitat relativament baixa, amb poca mortalitek lular, i que la gran majoria de les
cel-lules expressaven GFP. Al cap de tres diesipiesicio, es va poder observar una
transducci6 generalitzada de les cel-lules 26&i@ieaciada per la presencia de GFP en
la majoria de cel-lules (Figura 6A). Tal com erasgerar, també es va poder detectar
una elevada expressio Bex1 Ngn3i MafA en les cél-lules transduides amb Ad-PNM
(Figura 6B).
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Figura 6. Transduccié de les ceél-lules 266-6 amb ARNM. (A) Imatges en camp clar i de
fluorescéncia de cel-lules 266-6 sense transdtiansduides amb Ad-PNM al cap de 3 dies post-
transducci6. Fotografies a 200R) Expressio relativa dedx1, Ngn3i MafA als 4 dies post-transduccio.

Les barres representen la mitjana + SEM. n=3. NDdetectat. **<0.001 determinat perde Student

Tot i I'elevada expressié dels tres factors dedtapcio, quan es va estudiar si hi
havia reprogramacio de les cél-lules acinars capldulap mitjancant I'analisi de
I'expressio de diferents marcadors especifics déutap (Insl, Ins2, IAPR NeuroDJ,
no es va detectar una activacio de l'expressio am dlells, excepte en el cas de
NeuroD1, que ja s’expressava basalment en lesulesd-P66-6 i que augmentava
significativament la seva expressio 1.67 vegadesétiiules 266-6 transduides amb

Ad-PNM (Figura 7).
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Figura 7. Analisi de I'expressié de gens endocrinsn 266-6 transduides amb Ad-PNMExpressio
relativa dels marcadors endocrinsl, Ins2 IAPP i NeuroD1als 4 dies post-transducciéo amb Ad-PNM.

Les barres representen la mitjana £ SEM. n=3. NDdetectat. *p<0.01 determinat perde Student

Aixi doncs, amb aquestes dades vam concloure gupréssié de PNM mitjangant un
vector adenoviral no era capac¢ de reprogramar éesules acinars 266-6 cap a un
fenotip de cel-lulaB, tot i expressar alts nivells de mRNA dels trestdes de

transcripcio.
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2. Estudi de la reprogramacio a cel-lul@ en les linies cel-lulars acinars
de rata AR42J i AR42J-B13

S’ha descrit previament que la linia acinar de raR42J-B13 (B13) pot
reprogramar cap a un fenotip de cel-lula produattGresulina quan és transduida amb
un vector adenoviral que codifica per PNM (Akintiaé, 2012). No obstant, I'habilitat
de reprogramacio en les mateixes condicions deikadel-lular de la qual provenen les

B13, la linia AR42J, no ha estat mai analitzada.

Per tal d’investigar si hi ha diferéncies basalsesdiferents linies cel-lulars que
facilitin o bloquegin el procés de reprogramaciécée lula acinar cap a cel-lupa en
aquesta part del treball es va voler avaluar ieficia de reprogramacié de les dues
linies cel-lulars acinars de rata, AR42J i B13,sat transduides amb el vector

adenoviral codificant per PNM.

2.1. Estudi dels efectes de la transducciéo amb AdN®I en les cel-lules AR42J i B13

Per tal d’analitzar els efectes de I'expressio N&Rnitjancant vectors adenovirals
en les cel-lules AR42J i B13, es va utilitzar eftee adenoviral Ad-PNM a una MOI de
2000 pv/cel-lula. Tal i com es pot observar a ufa 8A, i de la mateixa manera que
s’havia observat en la linia cel-lular 266-6 (Fay@A), la majoria de les cel-lules
AR42J i B13 van ser transduides eficientment i espaven GFP. També es van
detectar nivells molt elevats d’expressié delsdiectle transcripcié endocrins de ratoli
Pdx1, Ngn3i MafA en les dues linies cel-lulars transduides amb MgLPsent aquests

nivells d’expressio similars entre els dos clongiFa 8B).
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Figura 8. Transduccio eficient de les cél-lules AR i B13 amb Ad-PNM. (A)Imatges en camp clar i
de fluorescéncia de cél-lules AR42J i B13 sengesdwir i transduides amb Ad-PNM. Fotografies a
200X. (B) Expressio relativa dels factors de transcripcidrateli Pdx1 Ngn3i MafA als 4 dies post-

transducci6. Les barres representen la mitjanaM.3E3. ND: no detectat.

Pel que fa als efectes de la transducci6 Ad-PNMesal fenotip de les linies
cel-lulars acinars AR42J i B13, en les cel-lulesi2Res va detectar una activacio de
I'expressié ddns2, IAPP i NeuroD1, pero, en canvi, la transduccié amb Ad-PNM no
aconseguia induir I'expressioldsl (Figura 9). En canvi, en les cél-lules B13 es va
poder detectar una clara induccié de I'expressi® gieatre marcadors endocrins, inclos
Insl, deguda a Ad-PNM. A més, en tots els casos I'egidedels marcadors endocrins

activats era més alta en les cél-lules B13 qua sava linia parental AR42J (Figura 9).
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Figura 9. Analisi de I'expressié de marcadors endwins en AR42J i B13 transduides amb Ad-
PNM. Expressio relativa dels marcadors de cel-fulasl, Ins2 IAPP i NeuroD1en les cél-lules AR42J

i B13 als 4 dies post-transduccié amb Ad-PNM. Lagds representen la mitjana + SEM. n=3. ND: no
detectat. p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 determinat perde Student

Com que es va observar una activacio de I'exprassidarcadors endocrins en les
dues linies cel-lulars, tot i que a diferents réyeds va voler aprofundir en el grau de
reprogramacio d’aquestes, analitzant aixi I'expéeds dos marcadors endocrins més:
Pax4i Gcg(glucago) (Figura 10). En el cas d&tg es tracta d’'un marcador de cél-lula

o.

En el cas déPax4 es va detectar una induccio de I'expressidé endiess linies
cel-lulars, tot i que en el cas de les cél-lule3 Badnsduides amb Ad-PNM l'expressio
era 30 vegades superior a les AR42J transduidesaran, en cap de les condicions es
va detectar expressio de glucago, suggerint queplegramacio era cap a cel-l@la

no cap a altres tipus cel-lulars endocrins, conepemple les cel-lules
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Figura 10. Analisi de I'expressié de marcadors erotrins en AR42J i B13 transduides amb Ad-
PNM. Expressio relativa dels marcadors endocBRas4i Gcg en les cél-lules AR42J i B13 als 4 dies
post-transduccié6 amb Ad-PNM. Les barres represefdgemitjana + SEM. n=3. ND: no detectat.

**p<0.01, determinat perde Student

Aixi doncs, vam concloure que el subclon B13 esogamava meés eficientment
cap a un fenotip de cél-lupamitjancant Ad-PNM que la seva linia parental AR4aJ
que l'activacio de I'expressio de tots els marcaduoralitzats era superior en el cas del
subclon. Aguestes diferéncies semblaven ser degudésréncies intrinseques entre les
linies cel-lulars, ja que els nivells d’expressBORNM eren similars en ambdues linies
(Figura 8B).

2.2. Caracteritzacio de la funcionalitat de les cdlles B13 reprogramades

Per tal de caracteritzar més detalladament el ifende les cel-lules B13
reprogramades mitjancant Ad-PNM, vam estudiar-exeplessio de gens codificants per
proteines processadores de la insulina (convejtad&®gressié del transportador de
glucosaGlut2i de laGck els quals actuen conjuntament com a sensorsgladasa, la
sintesi de la proteina de la insulina i la sevalitatiper secretar-la al medi en presencia

de diferents concentracions de glucosa.

Tal com s’observa a la Figura 11, després de fsd@ccié amb Ad-PNM, es va
detectar una induccié de I'expressio dels enzinmkgesadors de la insulinRaskl
Pcsk2i Cpe en les cél-lules B13. L’activacié d’aquestes @tases suggeria que les
cel-lules B13 reprogramades eren capaces de &ateti processar correctament la

insulina.
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Figura 11. Activaci6 de I'expressi6 denzims procesdors d'insulina en ceél-lules B13
reprogramades. Expressio relativa d@cskl Pcsk2i Cpeen cél-lules B13 als 4 dies post-transduccié

amb Ad-PNM. Les barres representen la mitjana + SE#8. ND: no detectat. *15<0.001, determinat

pert deStudent

De la mateixa manera, també es va detectar unaeictidels sensors de la glucosa
Glut2 i Geken les cél-lules B13 transduides amb Ad-PNM (RidiL#), suggerint que
les cél-lules B13 reprogramades podrien ser sessibtanvis de glucosa en el medi.

Glut2 Gck O B13

20 6 O B13 + Ad-PNM
S5 ' Hok
B 15 I
@ | 4
< 1.0
zZ
X 0.5 2 h——
E ND

0.0 T T 0 T T

Figura 12. Activaci6 de l'expressi6 dels sensors dglucosa Glut2 i Gck en cel-lules B13
reprogramades.Expressio relativa d&lut2, i Geken cél-lules B13 als 4 dies post-transducci6 aab A

PNM. Les barres representen la mitjana + SEM. MN3: no detectat. *»<0.001, determinat perde

Student

Quan es va analitzar per immunocitoquimica la pra@ased’insulina en aquestes
cel-lules, es van detectar cel-lules insulina pesiten les B13 transduides amb Ad-
PNM (Figura 13), que en tots els casos també ersitiyes per GFP, i per tant estaven

transduides pel vector adenoviral i expressaven PNM
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Figura 13. Analisi immunocitoquimica de la insulinaen cel-lules B13 reprogramadesmmuno-
tincié de la insulina (vermell) en cél-lules B13ap de 4 dies post-transduccié amb Ad-PNM. La &P

va visualitzar per la seva fluorescéncia i no \uegir tincio.

A meés, també es van mesurar els nivells d’insulitracel-lular i secretada al medi
en cel-lules B13 transduides amb Ad-PNM i sengesd#r en presencia de diferents
concentracions de glucosa (fisiologica (2.8 mM gi&) o elevada (20 mM glucosa)).
Es va observar un augment dels nivells d’insulintacel-lular en les cél-lules
transduides amb Ad-PNM, tot i que d’'una maneraemedent de glucosa (Figura 14).

En canvi, no es va detectar insulina secretadadl en cap de les condicions.

Insulina intracel-lular [ B13 (2.8 mM Glucosa)
T 1.5 3 B13 (20 mM Glucosa)
2~ - Il B13 + Ad-PNM (2.8 mM Glucosa)
£ — I B13 + Ad-PNM (20 mM Glucosa)
5 1.01
&
g
S 0.51
=
£
3 0.0-
£

Figura 14. Contingut d‘insulina intracel-lular en cél-lules B13 reprogramadesContingut d’insulina
detectada per RIA en cel-lules B13 transduides AdiBNM i sense tranduir en preséncia de diferents
concentracions de glucosa als 3 dies post-trangtluEts resultats van ser normalitzats pels mg de
proteina total. Les barres representen la mitjaistEM. n=4. ***p<0.001, determinat per una ANOVA
d’'un factor seguida d’un test post-hoc de Tukey.
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Aquestes dades indicaven que les cél-lules B13dtddes amb Ad-PNM posseien
moltes de les caracteristiques de les cél-l3lesom ara I'expressié de factors de
transcripcio especifics de cél- l@al’expressié dels sensors de la glucosa i la proidu
i el processament de la insulina. Tot i aixo, n@aeen completament diferenciades, tal
com evidenciava la incapacitat de secretar insuinmedi i la falta de resposta als
nivells de glucosa.

2.3. Estudi de I'efecte dels vectors adenovirals d@reprogramacié per Ad-PNM

Un cop comprovat I'efecte de reprogramacié cap afamotip g-cell like que
produeix la transduccié amb Ad-PNM en les cel- 1848, es va voler estudiar si la
transduccié adenovirgber sejuga un paper important en aquest procés, tal com
semblen indicar alguns estudis (Wang et al., 2B@@iumbide et al., 2012).

Per una banda, es va analitzar si la transducch) wmvector adenoviral control
(Ad-GFP) induia I'expressié de marcadors endoceindes cél-lules B13r(sl, Ins2
IAPP, NeuroD] Pax4 Glut2, Geck Pcskl Pcsk2i Cpe. Tal com s’observa a la Figura
15, es va comprovar que la transduccié amb Ad-Gi-Bra capac d’activar I'expressio

de cap dels marcadors endocrins analitzats.
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Figura 15. Analisi de l'efecte de la transduccié ashoviral sobre I'expressié de marcadors
endocrins. Expressio relativa dels marcadordndl, Ins2 IAPP, NeuroD], Pax4 Glut2, Gck, Pcskl,
Pcsk2i Cpeen cel-lules B13 4 dies post-transduccié amb A®-@FAd-PNM. Les barres representen la
mitjana = SEM. n=3. ND: no detectat.p20.01, ***p<0.001, determinat per una ANOVA d'un factor

seguida d’un test post-hoc de Dunnett.

Per altra banda, també es va analitzar I'efectdadgansduccié adenoviral en
I'expressio de gens exocrins (amila€alal, Cpali Ptf1a) en cél-lules B13. En aquest
cas, es va detectar una disminucio en I'expressidres d’aquests gens marcadors
(Celal, Cpali Pptf1lg en les cél-lules B13 transduides per Ad-PNM. eogntment,
es va observar un efecte similar en les cél-lulé8 Bansduides amb el vector
adenoviral control (Ad-GFP) (Figura 16), suggedoe aquest efecte era independent

de I'expressié de PNM.
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Figura 16. Disminucié de I'expressié de marcadorsxecrins en ceél-lules B13 transduides amb
vectors adenovirals Expressio relativa dels gens exocrins de I'amil@sdal, Cpali Ptflaen cel-lules
B13 transduides amb Ad-GFP o Ad-PNM als 4 dies-frassduccid. Les barres representen la mitjana +
SEM. n=3. < 0.05, **p<0.01, ***p<0.001, determinat per una ANOVA d’un factor seguiiun test

post-hoc de Dunnett.

Per tal d’estudiar si aquesta desregulacio eraadauger I'expressio de la proteina
GFP (ja que aquesta era present tant en els Ad@RP en els Ad-PNM), es va
realitzar el mateix experiment transduint les oé&d B13 amb un vector adenoviral no
codificant per cap transgén (Ad-null), i es va podbservar el mateix efecte de

disminucié de I'expressio dels marcadors exoddiakal, Cpal, Ptfla(Figura 17).
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Figura 17. Disminuci6 de I'expressié de marcadorsxecrins en cél-lules B13 transduides amb Ad-
null. Expressio relativa dels gens exocr®slal, Cpali Ptflaen cel-lules B13 transduides amb Ad-null
0 Ad-PNM als 4 dies post-transduccié. Les barrggesenten la mitjana + SEM. n=3p< 0.05,

** n<0.01, **p<0.001, determinat per una ANOVA d’un factor seguituin test post-hoc de Dunnett.
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Aquests resultats indicaven que la transduccio adeai en la linia cel-lular B13
produia un efecte de desregulacio de certs marsastocrins. Aquest fet suggereix que
el mecanisme pel qual els vectors adenovirals jugmepaper clau en la reprogramacio
per Ad-PNM podria ser la desdiferenciacio del fgnetxocri de les cél-lules acinars,

facilitant aixi la reprogramacié cap a altres tipak lulars.
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3. Cribeig de microRNAs implicats en la reprogramam de cel-lules

acinars a cel-luleg

Amb la finalitat d’aprofundir en els mecanismes quegulen el procés de
reprogramacio, es va decidir estudiar el paper mi@soRNAs en diferents condicions
experimentals, ja que esta descrit que els microlRjNguen un paper clau en el procés
de desenvolupament de les cel-l@iékynn et al., 2007; Kanji et al., 2013).

Per a realitzar aquest estudi es va utilitzardadggiamiRCURY LNAY Universal
RT microRNA PCREXxiqon), consistent en panells de qPCR, on cana gonté
oligonucleotids per un microRNA concret. D’aquestanera es va poder analitzar
'expressio de fins a 752 microRNAs murins per cadastra. Les condicions

experimentals analitzades van ser les seguents:

(1) cel-lules AR42J no transduides.

(i) cel-lules B13 no transduides.

(i) cél-lules B13 transduides amb Ad-GFP.
(iv)  cel-lules B13 transduides amb Ad-PNM.

L’'objectiu d’aquest disseny experimental va ser dé&tentificar microRNAs
diferecialment expressats en les dues linies tamislu que podrien tenir un paper
important a I'hora facilitar el procés de reprogeaid (AR42Jvs B13). A més,
d’aquesta manera també podiem distingir quins RiNAs estaven activats o reprimits
per I'efecte de la transduccié adenoviral (B8B13 Ad-GFP) i quins microRNAs ho
estaven per I'expressio de PNM (B13 Ad-GFB13 Ad-PNM).

3.1. Analisi bioinformatic dels perfils d’expressiéde microRNAs
L’expressio de microRNAs va resultar ser altamesgraduible entre repliques
biologiques, sobretot pel que fa a les mostreseseaasduir, tal com s’observatadat-

map de la Figura 18. Sorprenentment, el cribeig va raosjue la major variabilitat

provenia de la comparacié entre les linies cerdueR42J i B13, les quals presentaven
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perfils d’expressio de microRNAs molt diferencial®t i que en menor mesura, també
es van detectar grups de microRNAs diferencialregptessats entre les cel-lules B13

sense transduir, transduides amb Ad-GFP i tranedaichb Ad-PNM.
B13

Ad-GFP Ad-PNM

Figura 18. Perfils d’expressié de microRNAs de cdules AR42J i cél-lules B13 transduides o no
amb vectors adenovirals. Heat-mapper tots els microRNAs valids detectats, calcaapartir de

distancies Pearson per parelles. Verd: Cts baasnell: Cts altes.

Per tal d’'obtenir una altra representacio de lé@hcies detectades en els perfils
de microRNAs de les diferents condicions analitzads va realitzar una Analisi de
Component Principal (PCA). Una PCA és un procedinesiadistic que permet reduir
la dimensionalitat d’un conjunt de dades per tgboéer-les reproduir. En el nostre cas,
el conjunt de dades contenia 752 dimensions o0 coems, corresponents als
microRNAs analitzats. Com que és materialment irsipdes reproduir més de tres
dimensions, la PCA agrupa diferents variables (gunest cas microRNAs) en
dimensions o components. Aixi, la primera componesmbtura la major font de
variabilitat, la segona maxima varianca és captunaer la segona component i aixi
successivament. Finalment, la PCA ens ddéna unaegseptacid en dues o tres
dimensions que ens permet saber com s’assemblemthsdres entre si i quines son les

variables (microRNAs) que fan que les mostres fesaficiin.
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Quan es van representar totes les condicions enP@#a de dues dimensions
(Figura 19), es va poder observar que les cel-1AR42]J i B13 sense transduir
quedaven clarament separades per la primera compaue és la que agrupa les fonts
més grans de variabilitat (42.14% de la variahilicdal). Les cél-lules B13 transduides
amb Ad-GFP o Ad-PNM es separaven de les B13 saassduir per la segona
component (14.79% de la variabilitat), fent visibédecte de la transduccié adenoviral

sobre el perfil de microRNAs del subclon B13.

Mostres Variables

1.0

AR42J no Ad
2 -{B13 no Ad
B13 + Ad-GFP
B13 + Ad-PNM

0.0 0.5
|

Dim 2 (14.79%)

0.5
|

-1.0

T T T f T T T f T T
-15 -10 -5 0 5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Dim 1 (42.14%) Dim 1 (42.14%)

Figura 19. PCA de dues dimensions a partir de la jpjeccié de totes les mostre®rimer pla d'una
PCA a partir de dades reduides, centrades i dizedifs a partir d'una analisi d’agrupacio jerarguigl
grafic de I'esquerra representa una projeccio esphi individual (mostres), mentre que el grafidale
dreta és una projeccio en I'espai de les variaiiesroRNAS).

Les cél-lules B13 transduides amb Ad-GFP i Ad-PNiMgoedaven clarament
separades quan es representaven tots els grupsabpgment perque les grans
diferencies entre les cél-lules AR42J i B13 emmasea les diferéncies menys
notables causades per I'expressié de PNM. Totd, ajwan es van representar aquests
dos grups experimentals sols, es va poder obsgneaquedaven separats per la primera

component (36.64% de la variabilitat), evidenciaii I'efecte de la sobreexpressio de

PNM sobre el perfil de microRNAs (Figura 20).
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Mostres Variables
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Figura 20. PCA de dues dimensions a partir de la pjeccié de cél-lules B13 transduides amb Ad-
GFP o Ad-PNM. Primer pla d’'una PCA a partir de dades reduidetrades i classificades a partir d'una
analisi d'agrupacié jerarquica. El grafic de I'esga representa una projeccidé en I'espai individual

(mostres), mentre que el grafic de la dreta éspunjaccié en I'espai de les variables (microRNAS).

Amb l'objectiu d’identificar i representar els mi@NAs més diferencialment
expressats, vam classificar aquells microRNAs ggtaven com a minim 2 vegades
sobreexpressats en una condicio respecte una atjteells que estaven detectats en una
condicidé i no detectats en l'altra. D’aquesta mane@omparant les cél-lules AR42J
sense transduir respecte les cél-lules B13 sermesdtrir, vam identificar 37
microRNAs sobreexpressats en les cél-lules AR23ImicroRNAS sobreexpressats en
les cel-lules B13, dels quals 12 van ser deteetasR42J i no detectats en B13, i 6 van
ser detectats en B13 i no detectats en AR42J (THul&ntre els microRNAs més
diferencialment expressats, destaca I'expressitbtdeels membres de la familia miR-
200 (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141-3p, MiRE-5p | MmiR-429) en AR42],

mentre que cap d’aquests microRNAs va ser detenths cel-lules B13.
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AR42JvsB13 B13vsAR42J
microRNA Ratio microRNA Ratio
miR-200c-3p DetectatvsND miR-325-3p DetectatvsND
miR-141-3p DetectatsND miR-325-5p Detectats ND
miR-141-5p DetectatvsND miR-92b-3p DetectatvsND
miR-378a-3p Detectats ND miR-142-3p DetectatsND
miR-205-5p DetectatvsND miR-137-3p DetectatvsND
miR-149-5p DetectatsND miR-27a-5p DetectatsND
miR-28-5p DetectatvsND miR-330-3p 6,80
miR-200b-3p Detectats ND miR-101a-3p 3,75
miR-181b-5p DetectatvsND miR-301a-5p 3,55
miR-200c-5p Detectats ND miR-328a-3p 3,52
miR-429 DetectatvsND miR-301a-3p 3,31
miR-200a-3p DetectatsND miR-455-3p 3,07
miR-483-3p 21,84 miR-31a-3p 2,81
miR-28-3p 8,48 miR-193-5p 2,57
miR-34a-5p 4,80 miR-2137 2,57
let-7i-5p 4,57 mMiR-1839-5p 2,55
miR-181a-5p 4,21 miR-106b-5p 2,53
let-7i-3p 417 miR-7a-5p 2,30
miR-195a-3p 3,18 miR-153-3p 2,25
miR-192-5p 3,09 miR-365-3p 2,19
miR-30a-5p 2,89 miR-25-3p 2,15
miR-194-5p 2,86 miR-29a-5p 2,09
miR-347 2,79 miR-31a-5p 2,07
miR-122-5p 2,69
miR-374-5p 2,54
miR-30a-3p 2,47
let-7b-5p 2,42
let-79-5p 2,34
miR-361-5p 2,32
miR-204-5p 2,32
miR-497-5p 2,22
let-7d-5p 2,18
miR-500-3p 2,13
miR-125b-5p 2,08
miR-181d-5p 2,06
miR-26b-5p 2,03
miR-421-3p 2,02

Taula 1. Llista de microRNAs diferencialment expressats comgrant les cel-lules AR42J i les

cél-lules B13 sense transduirND: no detectat.

Pel que fa a I'efecte de la transduccié adenowrales cel-lules B13, aquest va
resultar ser menys extensiu. Es van detectar 7oRMAs sobreexpressats i 4
microRNAs amb I'expressio disminuida en les B18gtiides amb Ad-GFP respecte a

les B13 sense transduir (Taula 2).
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B13+Ad-GFPvsB13 B13vsB13+Ad-GFP
microRNA Ratio microRNA Ratio
miR-2137 9,10 miR-210-3p 8,71
miR-335-3p 3,23 miR-181a-5p 2,65
miR-148a-5p 2,74 miR-483-3p 2,36
miR-421-3p 2,50 miR-181c-5p 2,10
miR-350 2,48
miR-204-5p 2,23
miR-132-3p 2,17

Taula 2. Llista de microRNAs diferencialment expressats comgrant les cél-lules B13 sense
transduir i B13 transduides amb Ad-GFP. ND: no detectat.

Finalment, I'efecte de la sobreexpressio de PNMvasavaluar mitjancant la
comparacio B13+Ad-GFi?sB13+Ad-PNM. L'expressio de PNM va induir un augren
en I'expressio de 6 microRNAs (miR-134-5p, miR-455-miR-384-5p, miR-137-3p,
miR-135a-5p i miR-22-5p) i una reduccié en I'exgiésde només 2 microRNAs (miR-
335-3p i miR-148a-5p) (Taula 3).

“B13 Ad-PNM" vs"B13 Ad-GFP" "B13 Ad-GFP" vs"B13 Ad-PNM"
microRNA Ratio microRNA Ratio
miR-134-5p DetectedssND miR-335-3p 3,26
miR-455-3p 3,78 miR-148a-5p 2,24
miR-384-5p 3,17
miR-137-3p 2,88
miR-135a-5p 2,85
miR-22-5p 2,09

Taula 3. Llista de microRNAs diferencialment expressats cormgrant les cél-lules B13 transduides
amb Ad-GFP i B13 transduides amb Ad-PNM.ND: no detectat.

D’altra banda, es va detectar un augment de 1.88des en I'expressio de miR-
375, un microRNA clau per I'especificacié i morfogsi del pancrees, en les cél-lules

B13 transduides amb Ad-PNM respecte a les cel-Ri8ssense transduir.
En conjunt, aquests resultats suggerien que ell pagal de microRNAs d’'una

linia cel-lular pot jugar un paper important pailfear el procés de reprogramacio cap a

un fenotip de cel-lula productora d’insulina, jaeqlinies cel-lulars amb perfils
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d’expressio de microRNAs molt diferenciats presemespostes molt diferents quan
son transduides amb Ad-PNM. També s’han identiicaticroRNAs que augmentaven
la seva expressio a causa de I'expressio de PNyfesimt que aquests microRNAs

podrien jugar un paper clau en el procés de repnoggeio cap a cel-lufa

3.2. Efectes biologics de la sobreexpressié de darfilia miR-200 en AR42J respecte
B13

La Taula 1 mostra que tots els membres de la fammiR-200 s’expressaven en la
linia cel-lular AR42J, mentre que cap dels microRMPaquesta familia va ser detectat
en el subclon B13. Hi ha evidéncies que demostuenaguesta familia de microRNAs
es troba enriquida en teixits epitelials difereteciano detectada en teixits com el
mesoderm, el qual té caracteristiques multipot@dsnell et al., 2006; Yi et al., 2006;
Choi et al., 2008). A mes, membres de la famili®&+00 tenen com a dianes els
factors ZEB1 i ZEB2, i consequentment bloquegetrdasicio epitelial-mesenquimal
(EMT), mantenint aixi I'estat epitelial de la céld, per tant, un estat més diferenciat
(Figura 11 de I'apartat 4.2 de la Introduccio) (Gtaffersen et al., 2007; Hurteau et al.,
2007; Gregory et al., 2008).

Aixi doncs, en aquesta part de I'estudi, es varvadenprovar I'efecte biologic de
I'expressié de la familia miR-200 en la linia cellat AR42J i 'absencia d’expressid
d’aquests microRNAs en el subclon B13. Amb aqubpabiu es va avaluar I'expressio
de Zebli Zeb2 i de E-cad marcador de cel-lules epitelials que es trobels mé

diferenciades, i que és diana dels factors ZEB.

Tal com s’observa a la Figura 2Zebl i Zeb2 presentaven expressions
significativament més elevades (2.78 i 57.48 vegaaes, respectivament) en les
cel-lules B13 respecte a la linia parental AR4aJgual presentava expressio de la
familia miR-200. També es va poder comprovar wead s’expressava 52.66 vegades
més en AR42J que en B13.
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Zebl Zeb?2 E-cad

4 80 60 0] AR42)
3 : - I B13
% 3 60 40
:: 2 40
E 1 20 20
IS -

0 0 0 7

Figura 21. Expressio diferenciada de factors epitlls-mesenquimals en AR42J i B13Expressio
relativa dels gengebl Zeb2i E-caden cel-lules AR42J i B13 sense transduir al ca dies d’haver
estat sembrades. Les barres representen la mija8&M. n=3. p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001,

determinat pet de Student

Aquests resultats concorden amb els resultats \ddseen I'estudi del perfil
d’expressio de microRNAs, i ens indicarien queitdal parental AR42J té un fenotip

meés diferenciat que el seu subclon B13, el quélods en un estat més desdiferenciat i

per tant presenta una major plasticitat per repogr.
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Actualment, la diabetis mellitus és una de les fiatamés comunes arreu del mon.
Entre un 5 i un 10% dels pacients diabétics presediabetis tipus 1 (T1D), la qual és
deguda a la deficiencia d’insulina causada peefrdccié autoimmune de les cel-lules
B del pancrees. Quan se’n presenten els simptonéssgeh 70-80% de les cél- lulgga
han estat destruides (Harrison, 2001). Les tera@uiesls per tractar aquesta malaltia es
centren principalment en el reemplagcament d’insutiren el transplantament d'’illots o
del pancrees sencer. Tot i aix0, el reemplacaménsutina mitjancant injeccions
diaries no aconsegueix un control de la glucemmaptacis com el dels propis illots, i
els pacients poden patir episodis dhipo i hiperghia que condueixen a
complicacions a llarg termini com ara malalties c@i, fallada renal, ceguera, coma o
fins i tot la mort (Nathan and DCCT/EDIC Researchrop, 2014). Els
transplantaments de pancrees i d’illots han apbdagficis terapeutics importants, pero

I'escassetat de donants cadaverics en limita la aphicacio a uns pocs pacients.

Per tal de superar aquestes limitacions, duranilétss anys s’han centrat esfor¢os
en la recerca de noves fonts de cél-lules prodestdiinsulina mitjancant terapies
cel-lulars i genetiques. S’han realitzat diverspgoxmacions per tal de diferenciar
cel-lules pluripotents (ESC o iPSC) cap a cel-Iflesconseguint en alguns casos un
grau molt alt de semblanca amb les cel-I@lg®’Amour et al., 2006; Kroon et al.,
2008; Pagliuca et al., 2014; Rezania et al.,, 20Ng. obstant, els possibles riscs
immunologics associats al transplantament al-legél@ cel-lulesp derivades de
cel-lules embrionaries, la possibilitat de genérace tumors derivada del
transplantament de cel-lules pluripotents, aixi amloc on s’han de transplantar
aquestes (fetge o ronyd) sOn preocupacions imgerfa@r a un futur Us d’aquestes
terapies. La reprogramacio directa de cel-luledtesl diferenciades €s una alternativa
que presenta avantatges respecte a la diferendactl-lules pluripotents, ja que no
requereix transplantament, reduint aixi el riscomunologics i derivats de la cirurgia.
D’entre els possibles teixits diferenciats candidagr a ser reprogramats a cel-lfles
les cel-lules acinars representen una de les opainds atractives, ja que durant
I'embriogénesi comparteixen un origen comu ambdeslulesp (Zorn and Wells,
2009), resideixen al mateix organ que les cel-I@leg’hi ha una gran quantitat al
pancrees i disposen de maquinaria secretora. Eesagentit, Zhou i col-laboradors van
demostrar que la sobreexpressio de tres factotsadscripcio especifics de cel-lfa

Pdx1 Ngn3i MafA (PNM), mitjancant vectors adenovirals de primeeaggacio (FG-
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Ad) era capa¢ de reprogramar les ceél-lules acicapsa cel-lule i restaurar la
normoglucémia en ratolins diabetics immunodeprimi@&hou et al., 2008).
Posteriorment, es va descriure que la co-expretsiBNM en quantitats equimolars,
gracies a un vector adenoviral monocistronic, maN@a considerablement el procés de
reprogramacié, aconseguint-se un alt grau de saegdlaentre les cel-lules
reprogramades i les cél-lulgseals (Li et al., 2014). No obstant, en aquestddsambeé
es van utilitzar ratolins immunodeprimits per evitaa resposta immune contra els
vectors FG-Ad. De manera similar, també s’ha aaguisereprogramar una linia
cel-lular acinar de rata, AR42J-B13, cap a un fprfpigracies a la sobreexpressio de
PNM de manera equimolar mitjangant un vector FGrAahocistronic (Akinci et al.,
2012).

Per tal d’aprofundir en els mecanismes de la reprogcio de cel-lules acinars cap
a un fenotipp, en la primera part d’aguesta tesi es va voletuavda capacitat de
reprogramacio d’'una linia cel-lular acinar de ifatlds cel-lules 266-6, mitjancant la
sobreexpressio de PNM amb vectors no virals. Esbgarvar que la co-transfeccio dels
tres factors activava el promotor exogen de lalingwle rata (RIP-1) en les cel-lules
266-6, perd no aconseguia reprogramar aquestdsleglcap a un fenotip funcional,
ja que no s’activava l'expressio de cap dels mansaegndocrins analitzats. Amb
aquests resultats, i davant de la possibilitatlgueansduccio adenoviral fos necessaria
pel procés de reprogramacio, es va decidir trandésiicél-lules 266-6 amb un vector
FG-Ad codificant per PNM. Tot i detectar expressabs tres factors de transcripcio, la
transduccié adenoviral de PNM tampoc aconseguigiaael fenotip de les cél-lules

acinars cap a un fenotfp

Aquesta incapacitat de reprogramacié de les ceéslakinars 266-6 podria ser
deguda a factors epigenetics. Els mecanismes deoc@pigeneétics tenen un paper
fonamental en la regulacio de la transcripcio i Boportants per a I'especificitat i la
proliferacio de les cel-lules (Bernstein et al.020 Entre aquests mecanismes s’hi
troben la metilacio del DNA, la metilaci6 de cue%histones, l'estructura de la
cromatina o els RNAs no codificants, com els midMéR. Aixi, per exemple, en el
genoma hi ha gens que es troben en zones més desygamaccessibles de la
cromatina (zones transcripcionalment inactiveglens que estan localitzats en zones

menys compactes i més accessibles de la croma@magripcionalment actives). En les
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zones més relaxades, els factors de transcripeidriaquinaria de transcripcié poden
accedir més facilment als seus gens diana i iri@ata transcripcié. Per tant, una
possibilitat seria que en el cas de la linia cklrFIR66-6 els gens associats a un fenptip
es trobin en zones inaccessibles de la cromatudmatina) i, com a conseqiencia, la
combinacio dels tres factors de transcripcié néasegpac d’induir-ne la transcripcio.
Aix0 explicaria el fet que I'expressio forcada deNP no aconseguia activar I'expressio
de gens endocrins coimsl, pero en canvaconseguia una forta activacié d’un promotor
exogen de la insulina com RIP-1, el qual era aduesa la maquinaria de transcripcio i
als factors transfectats al trobar-se en un egtigsbmmal i no estar integrat dins del
genoma de les cél-lules. Una altra possibilitaaspre els gens especifics de cel-fula
estiguin reprimits en les cel-lules 266-6 degut métilacio dels seus promotors, la qual
n'evitaria la transcripcié. En canvi, el promotaogen RIP-1, al ser produit en bacteris,
no estaria igualment metilat, fet que en permdiaietivacio per part dels factors de

transcripcio.

També es va poder observar qugn3 tot i no tenir com a diana el promotor del
gen Insl, contribuia a augmentar l'activitat de RIP-1. Ed&scrit queNgn3 activa
I'expressié deNeuroDJ, el qual té com a diana el promotor de la insulindduang et
al., 2000). Per tantNgn3 induiria I'activitat de RIP-1 indirectament. Aixgquests
resultats semblen indicar que la reprogramacio eldutes acinars cap a cel-lulps
mitjancant PNM requereix unes condicions espeafqde les cél-lules que es volen
reprogramar, ja que la reprogramacié no es proderebotes les condicions.

Aixi, amb I'objectiu daprofundir en els mecanismde reprogramacio de les
cel-lules acinars, en la segona part d’aguesta desiva estudiar I'habilitat de
reprogramacio de dues linies cel-lulars acinareatieemparentades: AR42J i AR42J-
B13 (B13). Tot i que un estudi previ va descriwedprogramacio de les cél-lules B13
cap a un fenotig-like mitjancant la transduccié amb un vector FG-Ad ficaint per
PNM (Akinci et al., 2012), I'habilitat de reprograma@a les mateixes condicions de la

seva linia parental, AR42J no havia estat anabtzad

Es va poder observar que les cél-lules B13 repmayran meés eficientment cap a
un fenotipp-like que les cel-lules AR42J, les quals no aconseqagwar I'expressio

d’'Insli presentaven una activacié més feble de totsleiss marcadors de cél-Iyla
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analitzats en comparacié amb el seu subclon Bi18.ckklules B13 van ser aillades el
1996 com un subclon de la linia cel-lular acinarrata AR42J que presentava una
major proporcié de cel-lules convertides en pramhest d'insulina després de ser
tractades amb HGF i activina A (Mashima et al.,8)9Des del seu aillament, les
cel-lules B13 han estat ampliament utilitzades eamodel experimental en I'estudi de
la reprogramacio de cel-lules acinars cap a cespub hepatiques (Shen et al., 2000;
Matsuoka et al., 2007; Nagaoka et al., 2008; Ogiledral., 2008; Wallace et al., 2010;
Akinci et al., 2012; Lima et al., 2012; Probertét 2014). Un estudi recent descriu que
les cel-lules B13 presenten expressié de quatr®r§ade transcripcid tipicament
pluripotencials:Oct4, Sox2 c-Myci Klf4 (Fairhall et al., 2013). Per tant, sembla que el
subclon B13 presenta certes caracteristiques ptenpials, fet que explicaria la major

eficiencia respecte a la seva linia parental ggoggamar cap a cel-lufa

Tot i que les cél-lules B13 reprogramades possed@tes de les caracteristiques de
les cel-lule$ pancreatiques adultes, com la produccio d’'insulifexpressié dels gens
involucrats en el seu processament i dels sensorka djlucosa, la seva produccio
d’'insulina no estava regulada pels nivells de gdacal medi i la insulina no era
secretada d’una manera eficag. Tot i que en adtssdis si que s’han detectat certs
nivells d’insulina secretada al medi per cel- U3 reprogramades, aquesta tampoc
era secretada de manera regulada en respostduedaay (Akinci et al., 2012; Lima et
al., 2012). Es possible que en el nostre cas tdmnb&gués una certa secrecio d’insulina
al medi de les cel-lules reprogramades, pero quaietlls d’aguesta estiguessin per

sota del limit de deteccio det de radioimmunoassaig (0.313 ng/ml).

Fins a l'actualitat, els estudis publicats indiqugme la utilitzacié de vectors
adenovirals és necessaria per a la reprogramaciéeds teixits cap a un fenotip
endocri. Aixi, Zaldumbide i col-laboradors van diese com I'expressio de PNM
mitjancant vectors lentivirals en cel-lules embaioes derivades de medul-la 0ssia
(hMSC) no activava I'expressio de cap marcador endpero quan s’afegia un FG-Ad
irrellevant a la combinacié s’activava I'expresdi glucagd (Zaldumbide et al., 2012).
De manera similar, un altre estudi mostrava qusotareexpressio deédx1l o Ngn3al
fetge mitjancant AAV no aconseguia reprogramarhepatocits de ratolins diabeétics
cap a cel-lules productores d’insulina, mentre gjuafegia un vector adenoviral a la

combinacié s’'aconseguia retornar els animals a damaglucémia, gracies a la
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produccid d’'insulina per part de cel-lules repragades (Wang et al., 2007). Pel que fa
a la reprogramacié de cel-lules acinarsvivo, s’ha demostrat que I'administracio
intrapancreatica de PNM mitjancant vectors FG-Ad ratolins immunodeprimits
produeix una reprogramacio de cel-lules acinars a&am fenotipp i la formacié
d’estructures semblants als illots (Zhou et alQ&0Li et al., 2014). No obstant, en
estudis realitzats al nostre laboratori es va poteervar que la sobreexpressié de PNM
especificament en cél-lules acinars mitjancantove @AV no aconseguia els mateixos
efectes de reprogramacio (Morro et al., dades itiqagdes, tesi doctoral 2014). A més,
ratolins transgénics que sobreexpressaven PNM denmaibiqua a tot I'organisme,
inclos el pancrees exocri, no aconseguien convegtidules acinars cap a cel-lules
productores d’insulina (Chen et al., 2014). Pet, ts@mbla que els vectors adenovirals

juguen un paper clau en la reprogramacié de ces ltinars cap a un fenofip

Wang i col-laboradors van plantejar la hipotesi g vectors adenovirals
provoquen una elevada resposta immune, desencadieranessio d’una gran cascada
de molecules implicades en el procés, de les gakljana d’elles podria estar
involucrada directa o indirectament en el procédrdprogramacio. Ratolins RAG-1
immunodeficients tractats amb STZ no recuperavenolanoglucémia a l'utilitzar la
combinacio déePdx1o Ngn3i un vector adenoviral, suggerint que una respostaune
era necessaria per a la correccié de la glucemiangW\et al., 2007). Estudis de
microarrays realitzats a ratolins tractats amb vectors AAV d Aostren una gran
diferencia en el perfil d’expressio de gens, mdi$s quals implicats en la resposta
immune, en comparacié amb I'is de AAV sols (Wanal, 2007). Tot i aixo, altres
estudis on s’aconsegueix una reprogramacio enirratohmunodeprimits i en linies

cel-lulars, com en el nostre cas, apuntarien aagaaltra direccio.

Per altra banda, la hipotesi de Zaldumbide i cobdadors seria que I'efecte dels
adenovirus es deu a modificacions a nivell de ctoraala co-administracio dels
vectors adenovirals i lentivirals amb el factortdnscripcioPdx1 era necessaria per a
la produccio de glucagoé a les cél-lules hMSC (Zakideet al, 2012). En aquests cas
els vectors adenovirals induien la formacié d’eo@btna i interfereixen directa o
indirectament amb el complex Histona deacetilaBACs)/Pdx1 (Zaldumbidet al,

2012), de manera que els gens que estan normaknerggions d’heterocromatina
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(cromatina compactada i més inaccessible) a ltutzHdiferenciada, gracies a I'is d'un

vector adenoviral podrien ser accessibles.

Els nostres resultats demostren per primer cop lgugansduccié adenoviral,
independentment dels transgens codificants pebk&ategula negativament I'expressio
de marcadors acinars, fet que suggereix que etergeadenovirals produirien un efecte
de desdiferenciacid6 sobre el fenotip exocri de & lda, facilitant-ne aixi la
reprogramacié cap a un altre tipus cel-lular. Essite que aquest fenomen estigui
relacionat amb I'efecte de modificaci6é de la cramaproduit pels vectors adenovirals
descrit per Zaldumbide i col-laboradors (Zaldumhetel, 2012), ja que les cel-lules
pluripotents tendeixen a tenir una estructura nedmxada de la cromatina que les
cel-lules diferenciades (Gifford et al., 2013; Xteal., 2013; Zhu et al., 2013). Per tant,
de cara al futur seria interessant estudiar elgisannivell de cromatina causats per la
transduccié adenoviral en les cél-lules B13, pérd&a comprovar si l'efecte de
desdiferenciacié observat és degut a un canvi earliguracio de la cromatina. També
seria interessant estudiar si lI'expressido forcaga RNM mitjancant vectors no
adenovirals, com la transfeccié de plasmidis adagduccio amb AAVs, és capa¢ de
produir algun efecte de reprogramacid sobre laalicel-lular B13. En el nostre
laboratori hem intentat utilitzar vectors alternatals FG-Ad per aportar els gens PNM
a les cel-lules B13. En particular, hem utilitzatransfeccio de plamidis i la transduccio
mitjancant vectors AAV de diferents serotips. Masmlament, les eficiencies de
transduccio i transfeccido eren molt baixes i nomgien expressar PNM a nivells

acceptables per dur a terme aquests experiments.

Degut a I'alta immunogenicitat dels vectors FG-Aa§ cel-lules transduides amb
els FG-Ad s6n majoritariament destruides pel siatemmune i, consequentment,
I'expressioé del transgén és transitoria. De fetilitzacio d’elevades dosis de vectors
adenovirals poden causar greus complicacions sadescten humans i fins i tot causar
la mort (Raper et al., 2003; Zaiss et al., 200%®rfglan, 2011). A més, s’ha descrit que
les cel-lules} induides per PNM adquireixen funcionalitat ambeshps i necessiten
fins a set mesos per ser completament funcionalst(kl., 2014). Per tant, des d’un
punt de vista de medicina translacional i una api@ en humans, és necessaria una

millor comprensio dels mecanismes implicats erefaagramacioé de cél-lular per tal de
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poder millorar I'efectivitat d’aquestes terapiesvitar I'is de vectors adenovirals de

primera generacio.

Els microRNAs son petites molecules d’RNA no cawdifit d’aproximadament 22
nucleotids que regulen I'expressié genica a nipefit-transcripcional. S’ha descrit que
els microRNAs tenen un paper clau en el desenvolepapancreatic i I'especificacioé
cap als diferents llinatges endocrins. Per exentpleelecio especifica deicerl, un
enzim essencial per a la biogénesi dels microRA%€l- lules endocrines progenitores
resulta en defectes en tots els llinatges endofryran et al., 2007; Kaniji et al., 2013).
A més, els microRNAs sOn eines de gran interesaparmillora i desenvolupament de
nous processos de reprogramacid. S’ha aconseguibgramar fibroblasts a iPSCs
mitjancant la sobreexpressi6 de només un clistermd@oRNAs (miR302/367)
(Anokye-Danso et al., 2011), i la combinaci6 de iRniR-133, miR-208 i miR-499
és capac de reprogramar fibroblasts cap a cardati@@ayawardena et al., 2012). Pel
que fa a la reprogramacio cap a cel-lyleda co-transfeccio de miR-302 i PNM
facilitava la reprogramacié d’hepatocits humans capcel-lules pancreatiques
progenitores (Lu et al., 2014), i 'expressié d&RA3i75 mitjancant vectors lentivirals en
iPSCs humanes promovia la diferenciacié d’aquestksules cap a clisters productors

d’insulina similars als illots (Lahmy et al., 2014)

Per tant, I'objectiu de la tercera part d’aquest va ser identificar microRNAs
involucrats en el procés de reprogramacio de deslacinars cap a cel-lulgs
Mitjancant la comparacio del perfil d’expressiorderoRNAs (miRNoma) de les linies
cel-lulars AR42J i B13 es van voler identificar mRNAS que puguin jugar un paper
important a I’hora de facilitar el procés de repemgacio. Un descobriment interessant
va ser el fet que la linia AR42J presentava exfires tots els membres de la familia
miR-200 (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141-3pjR-141-5p i miR-429),
mentre cap d’aquests microRNAs es trobava expressal seu subclon, B13. Hi ha
evidencies que demostren que I'expressio de laliEamiR-200 es troba enriquida en
cel-lules terminalment diferenciades, tals com teigits epitelials, i en canvi és
indetectable en cél-lules pluripotents, com lesldés mesenquimals (Darnell et al.,
2006; Yi et al., 2006; Choi et al., 2008). A mé&sfdmilia miR-200 té com a dianes els
factors ZEB1 i ZEB2, inhibint-ne la transcripciolofuejant la transicio epitelial-

mesenquimal (EMT) i mantenint aixi 'estat epitetia la cél-lula (Christoffersen et al.,
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2007; Hurteau et al., 2007; Gregory et al., 2008MT és un procés mitjancant el
qual les cel-lules epitelials perden la seva palaii adhesié cel-lular, i guanyen
propietats migratories i invasives per convertiree céel-lules mesenquimals. Les
cel-lules mesenquimals son cel-lules multipotenes gpden diferenciar cap a diversos
tipus cel-lulars. Un dels canvis bioguimics més wmnque marquen I'EMT és la
pérdua d'expressié de E-cadheriiacad (Medici et al., 2008; Kalluri and Weinberg,
2009). En el nostre cas, l'absencia de la familiR-800 en la linia cel-lular B13
correlacionava amb I'expressio 52 cops meés baixa-daden relacio amb la seva linia
parental, AR42J, la qual expressava la familia 20R- De manera similar, els nivells
d’expressio dels factors ZEB també concordaven dmlpresencia/absencia de la
familia miR-200, ja queZebl i Zeb2 s’expressaven >2.7 i >57 vegades més,

respectivament, en les cel-lules B13 respecteclelules AR42J.

Paral-lelament, també es va detectar un major reomi® microRNAs
sobreexpressats en la linia AR42J respecte a ia Ba3. Durant la diferenciacio
cel-lular, hi ha una tendéncia a augmentar la cexitpt de I'expressié de microRNAS,
gue va acompanyada d'una reduccié de I'expressigems codificants per proteina
(Strauss et al., 2006). Per tant, una cél-lula ¢etaxment diferenciada expressa meés
microRNAs que una ceél-lula pluripotent o multipdteA meés, s’ha descrit que les
cel-lules B13 presenten expressiocdelyc Klf4, Oct4 i Sox2(Fairhall et al., 2013),
factors de transcripcié els quals son capacos pegemar cél-lules adultes cap a
IPSCs (Takahashi and Yamanaka, 2006; Takahashi.,eRG07). En conjunt, tots
aquests resultats semblen indicar que la linidut®l-B13 es troba en un estat menys
diferenciat que la seva linia parental, AR42J, e quer tant presenta una major

plasticitat cel- lular.

L'estudi dels efectes de la transducci6 adenovsaibre el miRNoma de les
cel-lules B13 va mostrar que la transduccié amb veotor adenoviral control
augmentava l'expressio de 7 microRNAs i disminuéxgdressio de 4 microRNAs.
D’entre els 7 microRNAs sobreexpressats, s’ha degue almenys 4 d’ells estaven
sobreexpressats en cel-lupsespecte a cel-lules (Klein et al., 2013), suggerint per
tant que la transduccio adenoviral ajuda en elggae reprogramacié cap a un llinatge
de cél-lulap. De cara al futur, seria interessant estudiatesptessio forcada d’algun

d’aguests microRNAs mitjancant vectors que no sigbG-Ad és capac¢ d'induir
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I'efecte de desdiferenciacié produit per la tramstfuadenoviral. En el nostre laboratori
s’ha demostrat que és possible aconseguir unadtraci® eficient i persistent del

pancrees de ratolins immunocompetents utilitzaotore AAV i Hd-Ad (Jimenez et al.,

2011; Morro et al., 2014), els quals sOn menyscwxi immunogeénics, ja que les
sequencies d’aquests vectors, a diferencia delorgeEG-Ad, no contenen cap gen
codificant per proteines virals (Kay, 2011).

Aixi, una possible aplicacié dels nostres resultsg¢sia I'expressié d’alguns
d’aguests microRNAs mitjancant vectors AAV o vestbid-Ad, per tal d’evitar I'Gs de
vectors FG-Ad. D’aquesta manera podriem co-expreBdM i els microRNAs
d’interés (en aquest cas els activats per la tratsdl adenoviral) utilitzant aquests
vectorsin vivo, permetent aixi I'aplicacio de la terapia en animiadsiunocompetents i
augmentant la seguretat d'aquest tractament epgmiges d’una aplicacié en pacients
diabétics.

Pel que fa a I'efecte de la sobreexpressio de PNMI eniRNoma de les cél-lules
B13, es va detectar un augment de I'expressio me®RNAS i una dismininucié en 2
microRNAs. D’entre els sobreexpressats, miR-134 iR-@82 s’han trobat també
sobreexpressats en ceél-lufgsespecte a cel-lules (Klein et al., 2013). A més, esta
descrit que miR-134 també reprimeix componentsagurolen la pluripotencialitat, ja
que té com a dianedanog Oct4 i Sox2(Tay et al.,, 2008). Fins a l'actualitat, no
coneixem altres estudis que mostrin una relacitednncionalitat o desenvolupament
en cel-lulaf i els altres microRNAs que s’han detectat sobressgats en aquest estudi
(miR-455-3p, MiR-384-5p, miR-137-3p i miR-135a-5piXi que aquests microRNAs
podrien obrir noves vies d’investigacid en aqueming. Donat el petit hombre de
microRNAs associats a I'expressié de PNM, és ptssibe aquests microRNAS juguin
un paper important en el procés de reprogramaeittadt, és necessari aprofundir en la
funcionalitat d’aquests microRNAs i identificar edeus gens dianes. De la mateixa
manera que els microRNAs sobreexpressats per resdwacio adenoviral, seria
interessant sobreexpressar aquests microRNAs daleslacinars de forma individual,
en combinacié o conjuntament amb PNM, ja que podajedar a fer més efectiva la

reprogramacio cap a cel-lules productores d’inautiadures.
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En resum, en aquesta tesi s’ha estudiat el proeéeptogramacié de cel-lules
acinars cap a un fenotif mitjancant I'expressié de tres factors de trapsidi
especificament endocrin®dxl, Ngn3 i MafA. S’ha demostrat que la transduccio
adenoviral disminuia I'expressié de marcadors émecen la linia cel-lular B13,
suggerint que el mecanisme pel qual els vectoracait@ls afavoreixen el procés de
reprogramacio és la desdiferenciacié del fenotimaacde les cél-lules. Mitjancant
I'estudi del perfil d’expressié de microRNAs, henesdrit que les linies cel-lulars
AR42] i el seu subclon B13 tenien perfils d’expiesompletament diferenciats, fet
que podria influir en les diferents eficiencies wprogramacié observades i que
s’hauria de tenir en compte per a futurs estudid aquestes linies cel-lulars,
especificant clarament quina de les dues liniesutals s’utilitza. A meés, aquest estudi
ha proporcionat una llista de microRNAs que es aven activats o bé per la
transducciéo adenoviral o bé per l'expressio de PNnt aquests microRNAs
potencials candidats per a ser analitzats en mlstale reprogramacio cap a ceél-lules

productores d’insulina.

La reprogramacié de cél-lules acinars cap a ceslulin vivo ofereix noves
possibilitats de terapia pels pacients diabetm®senta nombroses avantatges respecte
les terapies actuals. No obstant, els mecanismeslucrats en el procés de
reprogramacio no son totalment coneguts. Els mosisaudis aporten informacio sobre
el paper dels vectors adenovirals i dels microRMAsquest procés, i obren la porta a
estudiar en un futur el paper concret d’aquestsraRidAs, aixi com analitzar si
combinacions d’alguns microRNAs i factors de traipeid poden millorar el procés de
reprogramacio de cel-lules acinars cap a cel-lglggel tractament de la diabetis

mellitus.

84



VI. CONCLUSIONS






Conclusions

=

La transfeccié dels factors de transcripuxl Ngn3i MafA (PNM) en la linia
cel-lular acinar de ratoli 266-6 indueix I'activdaiel promotor exogen de la
insulina de rata 1 (RIP-1), pero no és capa¢ deogepmar aquestes cel-lules
cap a un fenotip de ceél-luf ja que no indueix I'expressio dels gens endogens

de la insulina de ratoli ni d’altres marcadors delalap.

L’expressié de PNM mitjancant un vector adenoyifal-PNM) tampoc indueix

la reprogramacié de la linia cel-lular 266-6 camdenotip de cél- lulf.

Les linies cel-lulars acinars de rata AR42J i ARB23 transduides amb Ad-
PNM reprogramen cap a un fenotip semblant al dedesules. No obstant, el
subclon B13 mostra una major eficiencia de reprog@d en comparacio a la
seva linia parental AR42J, ja que presentava urjarmeapressié de tots els
marcadors de cel-lufpanalitzats.

Les cel-lules B13 reprogramades presentaven exprsgens codificants per
proteines processadores de la insuliPeskl Pcsk2i Cpe i els sensors de la
glucosaGlut2 i Gek i es va detectar insulina mitjangant immunocifatjoa i
radioimmunoassaig. Tot i aix0, aquestes cel-lutesatretaven insulina al medi
a nivells detectables. Per tant, tot i que aquesiketules presentaven moltes de

les caracteristiques de les cel-lfieao eren completament funcionals.

La transduccié adenoviral regula negativament Fegpi0 de gens exocrins en
les cel-lules B13, suggerint que aquests vectooslugixen un efecte de
desdiferenciacié sobre el fenotip acinar de leduwek B13, facilitant-ne aixi la

seva reprogramacio.

L’estudi del perfil d’expressio de microRNAs de e lules AR42J i B13 ha
mostrat que aquestes dues linies cel-lulars peasantperfils d’expressio
completament diferenciats, identificant-se fins Ga rBicroRNAs diferentment

expressats.

Les cel-lules B13, a diferencia de la linia pareAR42J, no expressen cap dels

membres de la familia miR-200, els quals son idoits de la transicio epitelial-
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mesenquimal (EMT), essent aquest un procés assaciat desdiferenciacid

cel-lular.

8. S’han identificat 11 microRNAs I'expressié dels puasta associada a la

transduccié adenoviral en les cél-lules B13.

9. S’han identificat 8 microRNAs amb un perfil d’expsto associat a la

sobreexpressio de PNM en cél-lules B13.

10.Els microRNAs identificats podrien ajudar a millord’eficiencia de

reprogramacio cap a cel-lyeépel tractament de la diabetis mellitus.
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1. MATERIALS

1.1. Soques bacterianes

La socaE. coli XL2Bue(Stratagene-Agilent tecnologies, Santa Clara, EBUU)
es va utilitzar per amplificar els diferents constes plasmidics utilitzats en aquest
treball. Els plasmidis contenen els gens de resigé I'ampicil-lina o a la kanamicina
per a la seva seleccio, per tant, els cultius baci® es van fer créixer en medi de cultiu
LB (Miller's LB Broth, Conda, Madrid, Espanya) sepientat amb 50 pg/ml de
I'antibiotic corresponent. Quan les condicions ekpentals van requerir de medi de

cultiu solid, es va afegir un 2 % d’agar al medi.
1.2. Anticossos

L’anticos primari utilitzat per a la deteccio d’'ulsa per immunohistoquimica va
ser elGuinea Pig Anti-insulin(I-8510, Sigma, St. Louis, MO, EEUU). Com a argico
secundari es va utilitzar el segiient anti&lexa Fluof’ 568 Goat anti-Guinea Pig 1gG
(A-11075, Molecular Probes, San Diego, CA, EEUW)fldorescéencia vermella.

1.3. Plasmidis

Els plasmidis utilitzats en aquest treball es resiyen en la seglent taula:

Nom Promotor Gen d'interes WPRE PolyA
PAAV-RIP1-seAP RIP-1 seAP si SV40
pGG2-Elastasa-Pdx1 Elastasa (-205/+8) Pdx1 no SVv40
pGG2-Elastasa-Ngn3 Elastasa (-205/+8) Ngn3 no SVv40
pGG2-Elastasa-MafA Elastasa (-205/+8) MafA no SVv40
pGG2-Elastasa-null Elastasa (-205/+8) - no SVv40
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El promotor RIP-1 Rat Insulin Promoter J1 s’expressa exclusivament a les
cel-lulesp del pancrees. Per altra banda, el promotor Ea$ta85/+8) és un promotor
especific de les cel-lules acinars i la seva egpre&s minima en les cel-lulpgKruse
et al., 1993, 1995).

L'element WPRE Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional re&gary
element és una sequencia de I'Hepadnavirus molt utildzadm a regulador de
I'expressio a niveltis de diferents tipus de plasmidis o de gens en keeitals. Quan
es troba a I'extrem 3'UTR del casset d’expressidV@RE augmenta I'expressio del
transgen incrementant els nivells de mRNA tanti@ptasma com al nucli (Zanta-
Boussif et al., 2009).

1.4. Reactius

Els reactius de biologia molecular es van obteriles cases comercials Roche
(Roche Diagnostics Corp., IN, EEUU), Invitrogen @amation (actualment Life
Technologies) (San Diego, CA, EEUU), Bio-Rad Labarias (Hercules, CA, EEUU),
Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, EEUU), SigBia Louis, MO, EEUU),
Molecular Probes (actualment Life Technologiespniega Corporation (Madison, WI,
EEUU), BASF (Barcelona, Espanya), Qiagen (Hildenlemanya), QBIOgen
(actualment MP Biomedicals) (Irvine, CA, EEUU), gan (Woburn, MA, EEUU),
New England Biolabs (Ipswich, MA, EEUU), Millipor€Billerica, MA, EEUU) i
Fermentas (St. Leon-Rot, Alemanya). Els medis di@udwels antibiotics es van obtenir
de PAA (Pasching, Austria) i el serum (FBS) de Gifi€arlsbad, CA, EUU).
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2. METODES

2.1. Tecniques basiques de DNA

2.1.1.Preparacio del DNA plasmidic

Per a I'obtencio de petites quantitats de DNA pid#&m(3-4 pg) es van realitzar
minipreparaciongminipreps)mitjancant un protocol basat en la lisi alcalinaviament
descrit (Birnboim and Doly, 1979). Breument, a paté 1-2 ml de medi de cultiu (LB
amb l'antibiotic corresponent) es degrada la pawmatteriana per accido de lI'enzim
lisozim, seguida d’'una lisi alcalina i de la pretpidé selectiva del DNA genomic i
proteines desnaturalitzants amb una solucié6 daakapotassi a pH acid. L'RNA

bacteria és degradat per I'addici6é de I'enzim RNasa

D’altra banda, I'obtencidé de grans quantitats deAD&s va realitzar mitjancant
maxipreparacionsngaxiprep$, a partir de les quals s'obté com a maxim 1 mg de
plasmidi de DNA, o megapreparaciomseg@aprepgsper a obtenir un maxim de 2.5 mg
de plasmidi de DNA, a partir de 250 o 500 ml de inte cultiu, respectivament. El
metode esta basat igualment en la lisi alcaling) f#e purificacié de DNA, en aquest
cas, es va realitzar mitjancant columnes d’adsorticeYieldTM Plasmid MaxiPrep
System(Promega Corporation) per lemaxipreps o EndoFree Plasmid Mega Kit
(Qiagen) per a lesnegaprepsLa puresa i concentracio de DNA obtinguda es va
determinar mitjancant I's d’'un espectofotometiarfodrop 1000 spectrophotometer,
Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, EEUU).

2.1.2.Digestié del DNA amb enzims de restriccio

Cada enzim de restriccid requereix unes condiaitenseaccié especifiques de pH,
forca ionica i temperatura. Per tant, en cada spedific es van seguir les instruccions
dels proveidors (New England Biolabs, Roche, Pramedrermentas). En general, el

DNA va ser digerit amb 0.5 unitats d’enzim p&y de DNA en el tamp6 subministrat
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pel fabricant durant 1-2 hores a la temperaturim@ptie cada enzim. Quan el DNA
havia de ser digerit amb dos o més enzims de geistriles digestions es van dur a
terme conjuntament sempre que les condicions delpdai temperatura fossin

compatibles. Si els enzims tenien diferents requasnis, o bé si s’havia de generar un
extrem rom, després de la primera digestié el DNAser purificat de les sals i de
I'enzim mitjancant elGenecleafi kit (QBIOgene, Irvine, CA, EEUU) segons les
instruccions del fabricant. Posteriorment, el DN/ eluit en 30ul amb el tampd

d’elucié administrat pel fabricant per a tot segadlitzar la segona digestié o generacio

d’'extrems roms.

2.1.3. Purificacio i resolucio del DNA

Per a la separacié i purificacio dels fragments RIMA es van realitzar
electroforesis en gels d’agarosa a I'1%. La midatira dels fragments de DNA va ser
determinada per tincié del gel amb concentraciaisels de bromur d’etidi (BrEt), un
agent intercalant de la doble cadena de DNA guegtda visualitzacié dels fragments
de DNA sota llum ultraviolada de baixa longitud mbo(320 nm). La visualitzacio es va
realitzar mitjancant una camera integrada en umsifrduminador $yngengSynoptics
Ltd.). Com a marcadors de pes molecular es vaitzatilels marcadors comerci@NA
ladder 1 kbi DNA ladder 100 bginvitrogen).

Els gels d’agarosa es van preparar dissolvent dagarosa en 200 ml de tampd
d’electroforesi 1x TAE (Tris-acetat pH 8.3, 40 mMEDTA 1mM) amb 0.5ug/ml de
Bromur d’Etidi. Les mostres es van carregar al geib 1x tampd de carrega

(Fermentas) i van cérrer amb el tampo6 d’electrcfiot® TAE a 80-120 V.

L'extracci6 i purificacié dels fragments de DNA wkéres per a clonatge es va
realitzar utilitzant elkit comercial GeneJET" Gel Extraction kit(Fermentas). La
quantificacié dels fragments de DNA purificats ea dur a terme en un

espectofotometréNlanodrop 1000 spectrophotomet&éhermo Fisher Scientific Inc.).
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2.1.4.Desfosforilacio de fragments de DNA

El DNA plasmidic, un cop digerit, pot tornar a igdlr en una reaccié de lligacio.
Aquest procés es pot evitar mitjancant I'eliminadels residus fosfats de I'extrem 5’
del vector. Per a la desfosforilacio es va utitittainitat de fosfatasa alcalina pey de
DNA (Shrimp Alkaline Phosphatase, Promega) enraptacomercial 1x. La reaccio de
desfosforilacio es va realitzar durant 30 min a°B7 Posteriorment, es va inactivar
'enzim a 65 °C durant 15 min per evitar qualsewtdkraccio de la fosfatasa en la

reaccio de la lligacio.

2.1.5.Generacié d’extrems roms de fragments de DNA

En els casos on l'accié de I'enzim de restriccicdde&ar els extrems cohesius i es
necessitaven extrems roms pel clonatge, el fragehigetit va ser tractat amb I'enzim
Klenow DNA polimerasa (New England Biolabs). En presencia de la dobtkica de
DNA i deoxinucleosids trifosfats (ANTPs), la DNA lipoerasa reomple l'extrem
generat per I'enzim de restriccio protuberant (ateti polimerasa 523’ 0 3'2>5’). En
absencia de dNTPs I'enzim elimina I'extrem 3’ phmtant mitjancant la seva accié
exonucleasa (35’) i, en canvi, no té activitat exonucleas®3’. La reaccio es va dur
a terme seguint les instruccions de la casa coale@esprés de la reaccié el DNA era
purificat de les sals i de I'enzim a través Ganecleafi kit (QBIOgene) segons les

instruccions del fabricant.

2.1.6. Transformacio de cél-lules competents

El plasmidi de DNA pot ser introduit en cel-lulecterianes competents a través
de la transformacio. En aquest estudi, I'electrapigrva ser el métode escollit per a dur
a terme la transformacio de les cel-Iltegolide la soca XL2-blue (Stratagene-Agilent
tecnologies). 40pl de cél-lules electrocompetents (2¥L@él-lules/ml) van ser
descongelades en gel fins a la seva utilitzaci@l {aproximadament 10 ng) de la

reaccio de lligacié del DNA o de DNA control va sdegit directament a les cél-lules
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competents. Després de la incubacidé en gel duramirh les cel-lules van ser
electroporades a 2500 V amb un electroporador R&id}. Posteriorment, es van diluir
en 200ul de LB, es van sembrar en plagues amb LB ambillignic corresponent i van

ser incubades a 37 °C o/n. Al mati segient es uzwer el DNA de les colonies

recombinants obtingudes mitjancant miniprepreps axipmeps. Mitjancant I'Us

d’enzims de restriccié es va analitzar la presedeibes molécules hibrides de DNA.

2.1.7. Construccio de molécules hibrides de DNAgdkio

Per a les reaccions de lligacio, es va utiliizdDNA ligasgNew England Biolabs)
segons les instruccions de la casa comercial. Beatjrels fragments de DNA d’interés
es van barrejar a diferents ratios molars vectefin(1:2 i 1:5) amb I'enzinf4 DNA
ligase i el tamp6 corresponent. Les reaccions es vanbarco/n a T ambient. Els
productes resultants de la lligacio van ser transits en cél-lules competeiiscoli de
la soca XL2-blue.

2.1.8. Construccio de plasmidis

Les estratégies de clonatge utilitzades per a feergeio dels diferents plasmidis

utilitzats en aquest estudi es resumeixen en la saglient:

Plasmidi Estrategia de clonatge

vector pAAV-RIP1-VEGF-WPRE (CBATEG) digerit amb HindINotl

PAAV-RIP1-seAP
insert pGG2-elastasse AP (CBATEG) digerit amb Hindll i Mfel (fet rom)

vector pGG2-Elastasa-GFP (CBATEG) digerit amb Eagl
pGG2-Elastasa-Pdx1

insert pPCR-Blunt-TOP@Rdx1 (OpenBiosystems) digerit amb Eagl

vector pGG2-Elastasa-GFP (CBATEG) digerit amb Mlet (bm) i Hindlll

pGG2-Elastasa-Ngn3
insert pPCR-Blunt-TOPNgn3 (OpenBiosystems) digerit amb EcoRV i Hindlll

vector pGG2-Elastasa-GFP (CBATEG) digerit amb Eagl

pGG2-Elastasa-MafA
insert pCMV6-Kan/NedvlafA (OriGene Technologies) digerit amb Eagl

vector pGG2-Elastasa-GFP (CBATEG) digerit amb Eagl
pGG2-Elastasa-null

insert Cap (eliminacié del gen GFP)
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2.2. Linies cel-lulars eucariotes en cultiu

2.2.1. Cél-lules 266-6

La linia cel-lular acinar de ratoli 266-6 es vaeolot de 'ATCC @American Type
Culture Collection (CRL-2151). Es tracta d’'una linia cel-lular dexda d’un carcinoma
pancreatic acinar extirpat d’un ratoli transgenie gxpressava l'antigen del virus 40 T
selectivament al pancrees exocri (Ornitz et alB5)9Van ser mantingudes en flascons
de 75 crfiamb medi de cultiu DMEM 1 g/L de D-glucosa (Gihcs)bministrat amb L-
glutamina i piruvat, i complementat amb FB®tal Bovine Serun(Gibco) al 10% i
1x Penicilina/Estreptomicina. Els flascons i plagjo& es feien créixer les cél-lules es
tractaven previament amb gelatina de pell de pb€cl&o durant almenys 15 minuts a
37 °C per tal d'evitar I'aglutinacié de les celdsl Les cél-lules es tripsinitzaven i
sembraven en un altre flascé a una dilucio 1:1016 #los cops per setmana, quan la

confluéncia estava al voltant del 70%. Les celslian ser incubades a 37 °C i 8.5% de
CO,.

2.2.2. Cél-lules AR42J

La linia cel-lular acinar de rata AR42J es va dbtde 'ATCC (CRL-1492). Es
una linia cel-lular derivada originalment d’'un @aotna pancreatic acinar induit
(Longnecker et al., 1979). Van ser mantingudeslastdns de 75 chramb medi de
cultiu DMEM 1 ¢/L de D-glucosa (Gibco), subminigteemb L-glutamina i piruvat, i
complementat amb FBS (Gibco) al 10% i 1x Penicilistreptomicina. Les cel-lules es
tripsinitzaven i sembraven en un altre flascé a dihacié 1:4 o 1:5 dos cops per
setmana, quan la confluencia estava al voltan7@®. Les cel-lules van ser incubades
a37°Ci8.5% de CO
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2.2.3. Cél-lules AR42J-B13

El subclon B13 de la linia cel-lular AR42J es véealy gracies a la col-laboracio
amb el doctor Matthew Wright (Newcastle University@ que no és una linia cel-lular
disponible a 'ATCC. Van ser mantingudes en flascda 75 crhamb medi de cultiu
DMEM 1 g/L de D-glucosa (Gibco), subministrat ambglutamina i piruvat, i
complementat amb FBS (Gibco) al 10% i 1x Peniciliséreptomicina. Les cél-lules es
tripsinitzaven i sembraven en un altre flascé a dihacio 1:10 o 1:15 dos cops per
setmana, quan la confluencia estava al voltan7@#. Les cel-lules van ser incubades
a 37°Ci8.5% de CO

2.2.4. Cél-lules HEK-293

Les cel-lules HEK-293 6 293 (CRL-1573, ATCC) soh laées embrionaries de
ronyo huma que presenten el gen adenoviral E1AdS lintegrat de forma estable en el
genoma cel-lular. Aquestes cél-lules van sera#diés per a 'amplificacio dels vectors
adenovirals. Es van mantenir en medi de cultiu DMERAA) amb 2 mM de
Glutamina, suplementat amb FBS al 10% (inactivaicpr) en un incubador ajustat al
8.5% de CQ@i a 37°C. Quan tenien una confluéncia del 70%,clgslules van ser

tripsinitzades i plaguejades a diferents dilucions.

2.3. Transfecci6 de cel-lules 266-6 amb DNA plasndd

Per dur a terme els experiments de transfeccidiféeedts combinacions de
plasmidis codificants per factors de transcripaid@ment amb el plasmidi pGG2-RIP-
SeAP, es va utilitzar el kit de transfeccid X-tr&aieNE HP DNA Transfection Reagent
(Roche), el qual és un reactiu multi-component fga@a un complex amb el DNA per
tal que aquest pugui ser transportat a dins déuled- d’animals o d’insectes. Les
transfeccions es van realitzar en plaques de 12 pembrades el dia abans a una
dilucio 1:2 a partir d'un flasc6 amb una confluendel 80%. Abans de la transfeccio es
va substituir el medi per 1 ml de medi DMEM sen&SFPer cada mostra es van

utilitzar 3 ul d’X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent, quevar afegir a 100
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ul de medi Opti-MEM (PAA) que contenien 2g de DNA plasmidic total. Es va
incubar la mix a T ambient durant 25 minuts i es administrar els 103l de la barreja
a cada pou. Al cap de 5 hores post-transfeccivaemnviar el medi per 1 ml de medi

complet (especificat a I'apartat 2.2 de Materid¥4eitodes).

2.4. Produccid, purificacio i quantificacio dels vetors adenovirals

En aquest estudi, tots els vectors adenovirali$zatis van ser de primera generacio.
El vector adenoviral Ad5-CAG-eGFP-PNM (Ad-PNM) e sedit del doctor Jonathan
Slack (University of Minnesota, EEUU). Aquest veatodifica un Unic transcrit sota el
control del promotor ubic€hickeng-actin (CAG). Aquest transcrit conté els gens de
eGFP, Pdx1, Ngn3i MafA, separats entre ells per seqliéncies 2A, les gualequen el
trencament del polipéptid generant aixi les quatateines d’interes El vectors Ad5-
CMV-GFP (Ad-GFP) codifica pel gerGFP sota el control del promotor ubic del
citomegalovirus (CMV) i Ad5-null no codifica pemrpg proteina. Ad5-CMV-GFP i
Ad5-null havien estat produits préviament al nostberatori.

2.4.1. Producci0 i purificacio dels vectors adenas

Per tal d'obtenir preparacions de vectors adenigviddalta concentracid en
particules viriques, es van infectar 30 plague$sem de diametre de cel-lules HEK-
293 per cada vector adenoviral. Tenint en compeeajoada placa en el moment de la
infeccié hi havia unes 9-i@él-lules, es van transduir amb una MOI de 1000eflv
(particules viriques per cél-lula). Al cap de 4@#$,va recollir el medi de cultiu i les
cel-lules i es van centrifugar a 3000 rpm durantnlf® Es va descartar el sobrenedant,
es van ressuspendre les cel-lules amb 10 ml de EBS8an congelar a -80 °C per a la

posterior purificacio.

Els vectors adenovirals van ser purificats mitjamcaltracentrifugacié en dos
gradients de clorur de cesi (CsCl). Primer, es aplicar 3 cicles de congelacio-
descongelacié mitjancantNquid i un bany d’aigua a 37 °C per tal de ligarcel-lules

i alliberar les particules viriques. Es van elimites restes cel-lulars mitjancant una
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centrifugacié a 3000 rpm durant 10 min. Es va mapel primer gradient, en aquest cas
un gradient discontinu de CsCl en tubs ultra o[Backman Coulter, Brea, CA, EUU) a
unes densitats de 1.41 g/ml i 1.27 g/ml, on es fegia el sobrenedant de la
centrifugacié anterior, i es va ultracentrifugaraii 2 h a 32000 rpm a 18 °C en un
rotor Sw40Ti (Beckman). Com que els adenovirus rienpa densitat aproximada
d’'1.34 g/ml, després de la ultracentrifugacio estors es localitzaven en una banda
blanca on hi havia la separacio entre els dos gnésli La banda dels vectors va ser
recollida amb una xeringa de 10 ml i una agullal86& i es va transferir a un segon
gradient de CsCl, en aquest cas continu, de 184dy¢ densitat. Es va ultracentrifugar
durant 20 h a 32000 rpm a 18 °C en un rotor Sw4B&ckman). La banda resultant,
corresponent als adenovirus, va ser recollida anabxeringa de 10 ml i una agulla de
18G en un volum maxim de 2.5 ml per a posteriornpemificar-los en una columna
d’exclusid molecular PD-10 (GE Healthcare, Littldnafond, Regne Unit). Un cop
rentada la columna amb 25 ml de PBS, es van aéégiadenovirus a la columna. Els
primers 2 ml es van descartar ja que conteniepriggines i els lipids. Es van tornar a
afefir 5 ml de PBS a la columna i es van recoliactions d’1 ml de volum, sent la
segona i la tercera les que contenien la majordeaparticules viriques. Es van barrejar
les fraccions 2 i 3, i s’hi va afegir 2@0de glicerol esteril (10% sobre el volum total de
la preparacid). Aquestes preparacions es van guaaagelades a -80 °C fins el

moment de la seva utilitzacio.

2.4.2. Quantificacio dels vectors adenovirals

Les particules virals (pv) es van quantificar pgyextofotometria a 260 nm, segons
meétode descrit per Mittereder (Mittereder et a094d). Es van barrejar 10-50 de la
preparacié adenoviral en 450-4Q0de tampo de lisi (tamp6 TE i 0.1% SDS) i es van
incubar 10 min a 56 °C. Es va vortexar durant 1imsva mesurar I'absorbancia a 260

nm.

La férmula aplicada va ser la segient:

pvenlml=0D0gxXxFDxK/(36-Y)
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On FD és el factor de dilucié, K és una constantupeadenovirusvild-type (Ad5)
a 260 nm (1.1 16 virions/ODyo) i Y és la mida en kb del genoma del nostre vector
viral. Les preparacions adenovirals utilitzadesaduaquesta tesi i les seves respectives

titulacions es poden observar a la taula seguent.

Vector adenoviral Nom de la preparacio Titulacié
Ad-PNM FG-8 2.137x18 pv/ml
Ad-GFP FG-10 2.413xTHpv/ml
Ad-null CBATEG-573 2.36x15 pv/iml

2.5. Transduccio de les cel-lules en cultiu amb \tecs adenovirals

Per a la transduccié de les diferents linies dakdu(266-6, AR42J i B13) amb
vectors adenovirals, es van sembrar les cel-lussdies abans de la transduccio en
plaques de 12 pous (150628, Thermo Scieftlfislunc™) per tal que el dia de la
transduccio estiguessin aproximadament al 70% dituémcia. El dia de la transduccio
es van comptar les cél-lules de tres pous mitjangaomptador cel-lular (Sceptér
Millipore) per tal de poder calcular la dosi de toes adenovirals per cada pou. Abans
de la transduccio, es va substituir el medi deiccuale les cél-lules per 1 ml de medi
DMEM 1 g/L de D-glucosa (Gibco), subministrat ambglutamina i piruvat, i
complementat amb FBS (Gibco) al 2%. Es va transthda pou amb la dosi de vectors
adenovirals indicada diluida en 50 pl de PBS Ca/?4A). A les 16 h post-
transduccio, es va substituir el medi pel medi detgorresponent a cada linia cel-lular
(especificat a I'apartat 2.2 de Materials i Metgdésgs cel-lules es van incubar a 37° C

i 8.5% de CQfins el moment de recollir-les.

2.6. Analisi de I'expressio de mRNA per gPCR

2.6.1. Extraccio de 'RNA total

Per a I'extraccié d’RNA total de les cel-lules edtia, es va rentar cada pou amb 1

ml de PBS. Seguidament es van recollir les cekldeecada pou en 800 pl de la solucié
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TriPure Isolation ReagenfRoche) i, seguint el protocol comercial de paafié de
RNA en columna d&Neasy Mini Kide Qiagen (Cat.No0.74104, Qiagen, Invitrogen), es
va obtenir 'RNA total. Aquest métode es basa axtitacci6 amb fenol-cloroform

utilitzant Tiocianat com a inhibidor de ribonucleas

Totes les mostres van ser tractades en les coludesirificaci6 amb DNasal
(RNase-Free DNase Set proporcionat amb les colun@iagen) i, després d’eliminar
I'enzim amb el tampo6 subministrat pel fabricant,vaseluir 'RNA en 30 pl d’aigua
destil-lada lliure d’RNases (DEPC). Finalment, ¢aaentracié d’RNA obtingut es va
determinar mitjancant un espectofotometridarfodrop 1000 spectrophotometer,

Thermo Fisher Scientific Inc.).

2.6.2. Sintesi de cDNA

Per tal de convertir el mMRNA a DNA de doble cadea&i poder-lo quantificar
mitjancant gPCR, 1 pg d’RNA total va ser retrotaitsa cDNA utilitzant el
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis KRoche) seguint les instruccions del
fabricant. Oligo-dT i oligonucleotids d’hexamerseaoris van ser utilitzats com a

primersen la reacci6 juntament amb la presencia d’urbidbr de RNases.

2.6.3. PCR quantitativa

La PCR gquantitativa (QPCR)real-timePCR ha esdevingut molt Gtil en I'analisi de

I'expressié del mRNA de diversos gens. La gPCR a&sealitzar en eLightCycler®

480 (Roche) utilitzantLightCycler® 480 SYBR Green | Masi@oche). En la segient

taula es mostren els diferemismersde ratoli (mm) o de rata (rn) utilitzats en la g2C
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rninsl NM_019129.3 AATCATAGACCATCAGCAAGCA CCACAAAGGTGCTGTTTGAC
rnins2 NM_019130.2 TGTGGGGAGCGTGGATTCTT AGTGCCAAGGTCTGAAGGA
rnlIAPP NM_012586.2 TGAGAGCTACACCTGTCGGA ACATTGGTTGGTGGGAGGAC
rmNeuroD1 ~ NM_019218.2 TCAACCCCCGGACTTTCTTG GGGGACTGGTAGGAGTAGGG
rnPax4 NM_031799.1 TTTGTACCCAGGACAAGGCTC GGAAGAGCTGGAGCCAAAAC
rnGlut2 NM_012879.2 GCCTGTGTATGCAACCATCG ACGGCACAGAAAAACATGCC
rnPcsk1 NM_017091.2 ATCCTGTAGGCACCTGGACA ACGAGGCTGCTTCATGTGTT
rnPcsk2 NM_012746.1 CTCTACGTTCAGCAACGGGA CAAAGCCAATGCAAACACGC
rnCpe NM_013128.1 CCGAGACCAAGGCTGTCATT GTACCACTCCGCGTCTCATC
rnGcg NM_012707.2 CAAATACCTGGACTCCCGCC GTCCCTTCAGCATGCCTCTC
rnAmy NM_031502.1 AGAGTAATGTCAAGTTACCGAAGGA TGCCACAAGTAGTGTCTGGAT
rCelal NM_012552.3 TGAGCGTGCAGAAGATCGTG TTGTTAGCCAGGATGGTT@C
rnCpal NM_016998.3 TCCAGATCGGCAACACCTTT AAACCAGACCCCACTAGCCT
rmPtfla NM_053964.1 TAACCAGGCCCAGAAGGTCAT GAGCTGTTTTTCATCAGCCCAG
rnGck NM_001270850.. ACTGCCGAGATGATGAAGCAC ACGATGTTGTTCCCTTCTGCT
rnZebl NM_013164.1 GAGCCACCAGTGAAGGTGAT GTCATTCTGGTCCTCCACGG
rZeb2  NM_001033701.: AAAAGCAGTTCCCTTCTGCGA AGTGCTCGATAAGGTGGTGT
rnE-Cad NM_031334.1 GCGAGAGCCAGACACATTCA TCAGCCCGAGTGGAAATGAC
rmRplp0 NM_022402.2 GTTGAACATCTCCCCCTTCTCC CAGTCGGGTAGCCAATCTGC
mmPdx1 NM_008814.3 GAAATCCACCAAAGCTCACG CGGGTTCCGCTGTGTAAG
mmNgn3 NM_009719.6 CGCAAGAAGGCCAATGATCG CCAGATGTAGTTGTGGGCGA
mmMafA NM_194350.1 CTCCAGAGCCAGGTGGAG GTACAGGTCCCGCTCCTTG
mminsl NM_008386.3 AGTAACCCCCAGCCCTTAGT AAAAGCCTGGGTGGGTTTGG
mmins2 NM_001185083.1 ACCTTTGTGGTTCCCACCTG GGTCTGAAGGTCACCTGCTC
mmIAPP NM_010491.2 GATGTGCATCTCCAAACTGC TGTCCATCTGAGGGTTGCTA
mmNeuroD1 NM_010894.2 CGCAGAAGGCAAGGTGTC TTTGGTCATGTTTCCACTTCC
mmPax4 NM_001159926.: CCTGGAATTCCCACCTTTTT ACGGAGAGCTCCTTCTGGA
mmRplp0 NM_007475.5 GGCCCTGCACTCTCGCTTT TGCCAGGACGCGCTTGT
Cada reacci6 de qPCR contenia 10 ul de volum total:
Reaccio SYBR Green Volum
SYBR Green LightCycler® 480 Probe Master 5ul
Primer forward(10 uM) 0.2 ul
Primer reversg10 uM) 0.2 ul
H,O Milli-Q 2.6 ul
cDNA (dil.1/10) 2ul
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La reaccio va consistir en 5 min a 95 °C per a desnaturalitzacié inicial i 45
cicles de 4 etapes: desnaturalitzacié (10 segd®B &), alineament (10 segons a 60
°C), elongacio (10 segons a 72 °C) i 30 segons &6@bans de refredar la reaccié a
4°C, es va deixar 5 segons a 95°C i 1 min a 65%Cdpterminar la temperatura de

fusio.

Per quantificar I'expressio relativa dels gens t#ias es va utilitzar el métode
delta-delta-Ct(2**“") descrit per Pffafl (Pfaffl, 2001). En aquest ntitampliament
utilitzat, s'assumeix una duplicacid6 optima de cattde de gPCR amb una taxa
d'amplificacio del 100%. Les Ct (indicatives dehmtwre de cicles al qual la quantitat del
gen diana d’interes és amplificat) del gen d’indesén ajustades en relacié a les Cts del
gen pel qual es normalitzéndusekeeping en aquest caRplpQ EIl valor resultant
serveix per determinar la diferéncia d’expressié. farmula seglient ens mostra un
exemple, en aquest cas, per conéixer la diferafieigressié del gen de la insulina

entre una mostra (A), i una altra (B).

Ratio A/B = (2Ct(A)RpIpO / ZCt(A)Insl) /( ZCt(B)RpIpO / ZCt(B)Insl)

2.7. Test de secrecio i contingut cel-lular d’'insinla

Per al test de secrecio d’insulina i contingutlakr d’insulina, es van sembrar les
cel-lules en plaques de 6 pous tres dies abarmsttinsduccié amb vectors adenovirals.
Tres dies després de la transduccid, es va raakizaest de secrecid d’insulina.
Breument, les cél-lules es van rentar i es varinmébar durant 2 h amb 1 ml deebs
Buffer (complementat amb 10 mM HEPES i 0.1 % de B3&Ajoncentracié basal de
glucosa (2.8 mM). Seguidament es van incubar lesutes durant 2 h amb 1 ml de
Krebs Buffera concentracié basal de glucosa o &rdbs Buffera concentraci6 alta de
glucosa (20 mM). Els sobrenedants es van guaradamesurar la insulina secretada al
medi i les cél-lules es van resuspendre en 400epfachpé d’homogeneitzacié de
proteines RIPA (50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl%1NP-40, 0.5% Na-
deoxycholate, 5 mM EDTA, 0.1% SDS, 2 mMMN®&®,, 10 mM NaF, 10 mM N#&,0y).

Immediatament abans d'utilitzar el tamp6 d’homogaeido RIPA s’hi va afegir
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ortovanadat (1 mM) i els inhibidors de proteasem (pastilla d’inhibidors per cada 10
ml de tampo;Complete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cockt@dblets Roche).
Un cop resuspesos els extractes cel-lulars, ehaaogeneitzar amb 15 pulsacions a
40 V mitjancant un ultrasonicador (VC-130PB, So&Mdsiterials).

La concentracio d’insulina en medi i extractes lakdrs es va determinar per
radioimmunoassaig (RIA) mitjancant el KRat Insulin RIA(Millipore) seguint les
instruccions del fabricant. Aquest metode té umstdi de sensibilitat de 0.313 ng/ml a

10 ng/ml i una variacio intra-assaig maxima del 10%

A partir dels extractes cel-lulars, també es vardahar la concentracié de
proteines mitjancant el metode BCA (Pierce, RackfdL, EUA), per tal de poder

normalitzar els valors d’insulina pel pes totalpdeteines.

2.8. Analisi immunocitoquimica de la insulina

Per a I'analisi immunocitoquimic de la insulinacg- lules B13, es van sembrar les
cel-lules tres dies abans de la transduccio adetioen plaques de 24 pous que
contenien cobreobjectes rodons (0111520, Mariehfleluda-Konigshofen, Alemanya
Els pous amb cobreobjectes van ser tractats ambrgeD.1% durant 1 h a 37 °C abans
de sembrar les cel-lules. La transduccio adenoegala realitzar tal com esta descrit a
'apartat 2.5 de Materials i Métodes, amb una des2000 pv/cel-lula. Quatre dies post-
transduccio, es va rentar els pous dues vegade$ BB es van fixar amb una solucio
fixadora de formaldehid (2% de formaldehid en PB&ant 20 min. Es van rentar els
pous dues vegades amb PBS i es van deixar enGalkeicentat (0.1% de BSA en PBS)

a 4 °C fins a la tincié immunocitoquimica.

Per a la tincio fluorescent de la insulina, es tractar les cél-lules fixades amb
solucié de blocatge (5% sérum de cavall i 0.Z%ion en PBS) durant 45 min a
temperatura ambient. Tot seguit, es van incubacéésules amb I'anticos primari anti-
insulina diluit 1:500 en solucié de dilucidé (1% BS®6 serum de cavall, 0.2%iton
en PBS) a temperatura ambient durant 1 h. Es vdarrels pous tres cops amb solucié

de rentat i es van incubar amb l'anticos secunddamit 1:300 i Hoescht (Sigma

105



Materials i Metodes

Aldrich) diluit 1:100 en soluci6 de dilucid. Es veentar els pous tres cops (5 min cada
rentat) amb solucié de rentat, un cop amb PBS ti&anmin i un cop amb aigua miliQ
durant 5 min. Es van retirar els cobreobjectes, cu@enien les cel-lules fixades i
marcades, i es van muntar a sobre un portaobjestds les cél-lules de cara al
portaobjectes. Les imatges de fluorescencia esobéenir amb un microscopi optic
Eclipse E800 (Nikon Instruments Inc., Toquio, JapOhnectat a una camera i un

analitzador d'imatges (analySIS 3.0; Soft Imagiygt&m GmbH).

2.9. Determinacio de la Fosfatasa Alcalina secretadseAP)

Els valors de Fosfatasa Alcalina secretada (seAPnedi de cultiu es van
determinar a partir de 50 pl de medi mitjancantnu@tode luminometric, Topix®
Phospha.ight™ System (Applied Biosystems, Inc). La seARituada en aquest estudi
és la forma truncada de la fosfatasa alcalina ptacea humana (PALP), la qual pot ser
discriminada de la seAP enddgena del ratoli pepéeatura, incubant el séerum a 65 °C
durant 30 min. Aquest pre-tractament asseguranawivacio de la seAP endogena i no
de la seAP placentaria derivada del nostre transgenque aquesta Ultima és
termoresistent. Per a la determinacio dels nivadiseAP es van seguir les indicacions
del fabricant.

2.10. Analisi d’expressié de microRNAs per gPCR

L’'analisi d’expressio de microRNAs per gPCR es alitzar mitjancant la
tecnologia mMIRCURY LNA" Universal RT microRNA PCRExiqon). Aquesta
tecnologia es basa en una retrotranscripcio ural€Rsl), seguida per una amplificacié
per gPCR en dues plaques de 384 pous, on cadaoptd @igonucleotids especifics
per un microRNA a més de calibradors inter-plaquaeasirols negatius spike-ins que
s6n RNAs o cDNAs de mida petita que s'utilitzen cantontrols de la qualitat de
I'RNA extret, de la reacci6 de retrotranscripcidei la gPCR. Aixi, per a cada mostra es
pot analitzar I'expressio de 752 microRNAs difegerots els protocols es van dur a

terme seguint les instruccions del fabricant.
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2.10.1. Extracci6 de I'RNA total

Per a I'extracci6 de 'RNA total de les mostres, ves utilitzar el miRCURY"
Isolation Kit — Cell & Plant(Exiqon), el qual assegura una bona extraccio [HBlas
de mida petita, a diferéncia del métode d’extradetallat a 'aparta?.6.1de Materials
i Métodes. Breument, les cel-lules, sembrades a&qupk de 12 pous, es van recollir a
quatre dies post-transduccio amb 3bde Lysis Solutiora la que previament s’hi havia
afegit 10 pl/ml de B-mercaptoethanol i il d’'RNA isolation spike-in miXUniSp2,
UniSp4, UniSp5). L'RNA total de les mostres es Vlari purificar per columna
seguint les instruccions del fabricant, i se’n wanprovar la concentracio i qualitat
mitjancant un espectofotometdanodrop 1000 spectrophotomet@ihiermo Fisher
Scientific Inc.).

2.10.2. Sintesi de cDNA

Per a la sintesi de cDNA o retrotranscripcié delsroRNAs, es va utilitzar el
Universal cDNA synthesis kit [Exiqon), seguint les instruccions del fabricaner P
cada mostra es van retrotranscriure 40 ng d’RNAI o2 pul de cDNA synthesis RNA

spike-in mix(cel-miR-39-3p and UniSp6), en un volum total @qu#t

2.10.3. PCR quantitativa

Per a realitzar I'analisi d’expressio dels microRNgn les diferents mostres, es van
utilitzar dues plaques de 384 pous amb oligonuicledinics en cada poiipuse&Rat
miRNome Panels I+l V,3Exiqon) per cada réeplica biologica. La qPCR eseaditzar
en unLightCycler® 480(Roche Applied Science) utilitzant ExiLENT SYBRGreen
Master Kit (Exiqon), segons les instruccions ddiriizant. Breument, els 4Ql de
cDNA, obtinguts en el pas descrit anteriormentyass barrejar amb 4 ml d& master
mix i 3.96 ml d’aigua, i es van dispensar [l0de la barreja a cada un dels 768 pous

totals de les dues plaques.
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2.10.4. Analisi bioinformatic de les dades obtingesdper gPCR de microRNAs

Per a l'analisi de la gran quantitat de dades ghtles a partir de les gPCR de
microRNAs, en primer lloc es van calibrar les Clgirgudes mitjancant el factor de
calibracio, valor obtingut a partir de les Cts destpous en cada placa que contenien
calibradors inter-plaques. Els valors RQ (obtingupartir de la formula®) de cada
microRNA van ser normalitzats pel valor RQ del nii®&5p, que va resultar ser el més
estable entre les diferents mostres segonsoeinFinder SoftwargAndersen et al.,
2004). Abans de I'analisi, les dades van ser peazkss manualment. Per tal de reduir
I'estocasticitat a altes Cts, els valors per salwe5 es van considerar no detectats. A
meés, els microRNAs que presentaven alguna var@ai®sobre de Bld-changeintra-
repliques es van eliminar de I'analisi. Per a teali les taules dels microRNAs més
diferencialment expressats, es van requerir 3 saletectats contra 2 o més valors no
detectats (ND) per tal de considerar Detectat vs Nanalisi de component principal
(PCA) i elheat-mapes van realitzar amb wwtript R de codi obert disponible_a http://a-

slide.github.io/MirStatamb informaci6 detallada.

2.11. Analisi estadistic

Tots els resultats es van expressar com la mittaeaor estandard de la mitjana
(SEM). La comparacio dels resultats es va realitzéiancant el test de Studentde
dades no aparellades o a través d’una taula ANOWA factor seguida d’'un test post-
hoc de Dunnett (per a camparacions entre el grupraioi diferents tractaments) o
Tukey (per a comparacions entre diferents grups¥ diferencies es van considerar

estadisticament significatives amb *p<0.05, **p<0i0**p<0.001.
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