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Resum

La diabetis mellitus de tipus 1 (DT1) és una malaltia metabolica provoca-
da per la destruccio de les cél-lules productores d’insulina, les cél-lules B
dels illots pancreatics. De base autoimmunitaria, no es coneix l'etiologia
d'aquesta malaltia, tot i que s’han identificat factors genetics, ambientals
i immunitaris de susceptibilitat. En aquest article fem un repas dels me-
canismes d’autoimmunitat i els nous conceptes en aquest camp. També
destaquem els models experimentals utilitzats en I'estudi de la DT1 i les
noves terapies desenvolupades amb aquests. Per acabar, fem una ullada
al present i al futur de la immunoterapia preventiva i de tractament en
aquesta malaltia, i insistim en la necessitat d'aturar el procés autoimmuni-
tari, restaurar la tolerancia immunitaria, identificar nous biomarcadors de
progressid i aplicar conjuntament estrategies de regeneracio i neogénesi
de les cel-lules B.

Paraules clau: diabetis de tipus 1, autoimmunitat, cél-lules B, toleran-
cia, immunoterapia.

Introduccid

La diabetis mellitus de tipus 1 (DT1) és una malaltia metabolica provocada
per la destruccio de les céllules productores d’insulina als illots pancrea-
tics, anomenades cél-lules 5. La diabetis mellitus de tipus 1 es classifica en
DT1A, immunomediada, i DT1B, idiopatica (Atkinson i Maclaren, 1994).
LaDTI1A, ala qual ens referirem en aquest capitol, té etiologia desconeguda
pero se sap que és la conseqiiéncia d’un atac autoimmunitari. En canvi, la
DT1B no mostra evidéncies d’autoimmunitat.

La diabetis autoimmunitaria es diagnostica durant la infancia o 'ado-
lescencia, pero pot aparéixer en 'edat adulta. Abans de les manifestacions
cliniques hi ha un periode asimptomatic —prediabetis—, en el qual s’inicia
Pautoimmunitat contra els illots. En aquesta etapa apareixen en el serum
els autoanticossos contra components de cél-lules dels illots (ICA), antiglu-
tamat-descarboxilasa o0 GAD (GADA), antiinsulina (IAA) i antiproteina
tirosina-fosfatasa IA-2 (IA-2A).

No es coneix I’etiologia d’aquesta malaltia i quan es diagnostica ja shan
destruit el 80-95 % de cellules B (Atkinson i Maclaren, 1994). Els fenomens
autoimmunitaris inicials no es detecten en part per accés dificil al pancre-
es. Els coneixements de les alteracions immunitaries que tenen lloc als illots
de Langerhans es basen en estudis histopatologics, immunitaris i determi-
nacions moleculars en els pancrees de necropsies i autopsies de pacients
diabetics que han mort en diferents etapes de la malaltia. Aquests estudis,
que son la font actual de coneixement per comprendre els fenomens que
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Summary

Type 1 diabetes (DT1) is a metabolic disease caused by the selective de-
struction of the insulin producing f cells by the immune system. The eti-
ology of the disease is still unknown, but several genetic, environmental
and immunological factors of susceptibility have been identified. In this
chapter we describe the autoimmune mechanisms involved in this dis-
ease, as well as the experimental models used for the study of DT1 and
for the development of new strategies of immune intervention. Lastly, we
explain the recent assays in immunotherapies aimed at preventing and
curing the disease, based on breaking autoimmune response, restoring
immunological tolerance and identifying new biomarkers of disease pro-
gression, as well as strategies for regenerating 3 cells.

Key words: type 1 diabetes, autoimmunity, 3 cells, tolerance, immu-
notherapy.

comporta la perdua de tolerancia immunitaria contra components propis
in situ, es veuen refor¢ats amb els models experimentals. El més represen-
tatiu és sens dubte el model muri no obes diabétic (NOD), que desenvo-
lupa diabetis autoimmunitaria espontania semblant a la malaltia humana
(Makino et al., 1980).

Autoimmunitat i DT1
Si el sistema immunitari perd la capacitat de tolerar components propis
es pot iniciar una resposta autoimmunitaria. En el cas de la DT1 aquests
autoantigens son principalment molécules dels illots pancreatics. Aquesta
resposta esta mitjangada per limfocits T i B i normalment es produeixen
autoanticossos, que reflecteixen l'etiologia autoimmunitaria i sutilitzen
com a biomarcadors. Una demostracié del paper de Pautoimmunitat és la
millora observada en pacients amb malalties autoimmunitaries quan sén
tractats amb immunosupressors, com la ciclosporina. Una altra demostra-
ci6 del factor immunitari és la transferéncia de la DT1 a través de limfocits,
que ha estat demostrada en models experimentals i en un cas clinic entre
dos germans amb HLA identic després d’un transplantament de medulla
ossia (Lampeter et al., 1993). Un tercer factor és el fet que els pacients amb
DT1 desenvolupen amb més freqiiencia altres malalties autoimmunitaries
(Barker, 2006).

Contra quines molécules va dirigida la resposta autoimmunitaria en
la DT1? Alguns d’aquests autoantigens, com insulina o IGRP, s6n exclusius
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de cel-lules B, perd d’altres no ho sén, com els neuroendocrins (GAD, IA-2,
S100P) o neuronals (GFAP) (Winer et al., 2003). Aquesta resposta es reflec-
teix en periféria en forma d’autoanticossos, marcadors de la destruccié de
les cellules B i de susceptibilitat, més que un mecanisme efector. Els primers
a apareixer son els antiinsulina (IAA), i la seva prevalenga és inversament
proporcional a I'edat d’inici clinic. Els autoanticossos anti-GAD (GADgA)
s6n un bon marcador d’autoimmunitat contra els illots en adults, amb una
prevalenca del 84 %, mentre que els anti-IA-2 (IA-2A) tenen una prevalenga
del 70 % (Tsirogianni et al., 2009). Els autoanticossos contra el transportador
de zinc ZnT8 en el 60-80 % de pacients amb DT1 també s6n biomarcadors de
la DT1 (Wenzlau et al., 2007).

Immunopatologia de la DT1 en humans

La fase prediabeética de la DT1 és asimptomatica perd probablement és la més
interessant des del punt de vista immunitari. Els autoanticossos contra mo-
lecules insulars son biomarcadors perd no ofereixen cap informacié sobre el
procés de destruccio de cellules . Quan un individu és diagnosticat i tractat,
la DT1 passa a ser una malaltia cronica. Per tant, hi ha poques dades obtingu-
des a partir de mostres de pancrees de pacients, especialment en I'inici clinic
de la malaltia. Alguns grups han fet estudis histologics i moleculars de pan-
crees de pacients amb DT1 que han mort en diferents etapes de la malaltia,
que han revelat importants aspectes de la resposta autoimmunitaria als illots
(Foulis, 1996; Richardson et al., 2011; Planas et al., 2010).

Una de les caracteristiques que defineixen els illots dels pacients amb
DT1 és la infiltraci6 leucocitaria —insulitis— d’intensitat lleugera i al vol-
tant i a linterior dels illots. Aquesta insulitis, en humans, esta formada
majoritariament per limfocits T citotoxics (CD8") i macrofags (Bottazzo et
al., 1985; Foulis, 1986; Hinninen et al., 1992; Somoza et al., 1994). També
hi ha limfocits T CD4*, limfocits B i cel-lules dendritiques, tot i que aquestes
sembla que dominen en etapes inicials de lautoimmunitat. Els estudis im-
munohistologics i de biologia molecular en els pancrees de pacients diabétics
revelen també una disminucié important d’expressié d’autoantigens a causa
de la desaparicié de la massa p. Les cellules endocrines expressen nivells ele-
vats de molecules de presentacié antigenica com HLA de classe I, i ocasio-
nalment HLA de classe II. En els illots pancreatics i endotelis s’ha observat
també hiperexpressio de molécules d’adhesio, citocines proinflamatories i
interferons, aixi com de Fas —en les cellules endocrines— i de lligand de
Fas —en els leucocits infiltrants. El panorama que es dibuixa és el d’'un atac
forga selectiu de cel-lules de la resposta immunitaria innata i adquirida, amb
components proinflamatoris, citocines i quimiocines. Aquest tipus d’estudis
samplien actualment gracies a una iniciativa internacional de distribuir tei-
xits de pacients i d’individus prediabétics (amb autoanticossos). D’aquesta
manera s’han demostrat alguns mecanismes d’autoreactivitat postulats des-
prés d’'observacions immunohistologiques (Coppieters et al., 2012; Penaranda
et al., 2010; Spencer i Peakman, 2009).

Els estudis immunohistologics, de gran importancia en la comprensio
de l'autoimmunitat de la cél-lula B, no ofereixen una visio global del desenvo-
lupament del procés. Analisis moleculars amb la metodologia de microxips
permeten identificar el transcriptoma de pancrees de pacients diabetics (Pla-
nas et al., 2010). El transcriptoma dels pancrees de pacients diabetics revela
que el procés autoimmunitari és cronic i sobserva des de I'inici clinic de la
malaltia fins a molts anys després. Aixo implica que els processos d’atac i
de regeneraci6 persisteixen en el temps i es retroalimenten. Les vies funci-
onals alterades confirmen la contribucié de gens de les diverses categories
de la resposta immunitaria, préviament identificats en els estudis immuno-
histologics, com son les vies de presentacié antigénica, adhesid, quimiotaxi,
inflamacid, immunitat natural, resposta humoral, immunoregulacid, repara-

34

cid i regeneracio. La hiperexpressio de gens d’immunoregulacid i regeneracié
probablement forma part del mecanisme d’intent de restaurar les cél-lules
perdudes. La balanca es decanta, pero, envers la destruccid, tot i que es van
produint noves cellules p durant tot el procés (Meier et al., 2005). La neo-
geénesi de céllules B suposaria una nova font d’autoantigens que cronificaria
lautoimmunitat, en concordanga amb la hipotesi que descriu la DT1 com un
procés remitent-recurrent (Herrath et al., 2007). Seria ttil disposar de la ma-
teixa informacio en pancrees d’individus prediabetics, en diferents moments
critics de la historia natural de la malaltia, com ara I’inici de la perdua de
tolerancia immunitaria envers la cel-lula p i el moment d’aparicié dels auto-
anticossos. Aixi se sabrien els factors determinants en cada moment i també
si hi ha individus que superen 'autoimmunitat i la reverteixen mitjan¢ant un
restabliment natural de la tolerancia periférica, evitant la malaltia.

Una altralinia d’investigacié en pancrees de pacients amb DT1 ha estat la
recerca de virus o de 'empremta d’infeccions viriques com a desencadenant
de la malaltia. Les infeccions viriques podrien ser un factor ambiental, junta-
ment amb la susceptibilitat genética, implicats en la malaltia. Podrien actuar
mitjangant mimetisme molecular, i augmentar el processament i presentacio
d’autoantigens insulars durant la infeccid, disseminant epitops o amb anti-
cossos antiidiotipics. Estudis epidemiologics, serologics i experimentals sug-
gereixen 'associacio entre virus de la rubeola, enterovirus i citomegalovirus
amb DTI1. Les proves indirectes o empremtes viriques sén molt dificils de
detectar després de 'inici clinic de la DT1. Es va demostrar la presencia de
lenterovirus Coxsackie B4 en el pancrees de pacients amb DT1 (Dotta et al.,
2007). El transcriptoma de pancrees de pacients amb DT1 mostra alteraci-
ons compatibles amb una infeccid virica en illots: transcrits de citocines de
resposta antivirica, de gens d’immunitat natural i de resposta a IFN. Hi ha
molts estudis epidemiologics en marxa, perd malgrat alguns resultats que
relacionen virus amb DT1 (Stene i Rewers, 2012), els efectes causals directes
son dificils de verificar i caldrien estudis més amplis (Christen et al., 2012).

La identificacié dels processos i dels gens implicats en I’inici, progres-
si6 i regeneracié en la DT1 en el teixit diana podrien contribuir al disseny
d’immunoterapies per frenar l'autoimmunitat i facilitar I’éxit de la medicina
regenerativa en la DT1.

Models experimentals en la DT1

Els models animals han estat importantissims per al coneixement i tracta-
ment de la DT1. Aixi, a principis del segle xx, els canadencs Frederick Grant
Banting, Charles Best, James Collip, i J. J. R. Macleod, de la Universitat de
Toronto, van descobrir la funci6 de la insulina gracies als treballs experimen-
tals fets en gossos pancreatectomitzats (Banting ef al., 1922), la qual cosa els
va mereixer el premi Nobel de Medicina 'any 1923. Fins als anys cinquanta
la utilitzacié de models de diabetis «induida quirdrgicament» en diferents
models animals va ser clau per al coneixement anatomic i fisiologic del pan-
crees endocri.

Més endavant (Junod et al., 1969) es van desenvolupar técniques experi-
mentals d’induccié d’hiperglucémia amb toxines selectives com l'estreptozo-
tocina. Aixi es va observar que, en ratolins, dosis altes d’estreptozotocina pro-
duien la destrucci6 de les cél-lules P a través d’un efecte toxic massiu i directe,
i d’aquesta manera es presentava una hiperglucemia en pocs dies, mentre que
l'administracié de petites dosis consecutives induia una infiltracié leucocita-
ria a escala insular, la qual va estar i ha estat objecte d’estudi de les possibles
vies d’induccié de la mort cellular de les céllules p pancreatiques. Van ser,
per tant, models fonamentals en I'estudi de la hiperglucémia, les seves com-
plicacions, i el desenvolupament de nous tractaments farmacologics. De fet,
els models de diabetis induida amb estreptozotocina en rata van ser la base
del desenvolupament dels trasplantaments d’illots. Amb tot, no es considera
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un bon model de DT1 perqué la malaltia no és espontania ni de cap manera
produida per una resposta immunitaria, tal com succeeix en la DT1 humana.

A principis dels anys vuitanta diferents grups d’investigadors, amb l'ob-
jectiu d’obtenir millors models de diabetis autoimmunitaria, van derivar
linies de rosegadors consanguinis que desenvolupaven espontaniament di-
abetis. D’aquesta manera es va generar, d’'una banda, la soca de ratoli NOD
(non-obese diabetic) (Makino et al., 1980), i de l'altra la soca de rata BB
(Nakhooda et al., 1977). Des de llavors aquests models, i en especial el ratoli
NOD, han estat la base per a 'estudi de I'etiopatogenia de la DTI.

El ratoli NOD. Variants transgeniques i genoanul-lats
Des de la descripcio als anys vuitanta, la soca murina NOD ha estat ampli-
ament utilitzada en l'estudi de la DT1. Com en els humans, en aquests ra-
tolins la malaltia es presenta espontaniament, amb preséncia de cellules T
autoreactives, i anticossos antiillot (Atkinson i Leiter, 1999). Aquest model
desenvolupa també una resposta autoimmunitaria contra altres organs com
les glandules salivals, tiroides, sistema nervids i prostata, i fa palés que, igual
que en el cas d’alguns pacients amb DT1, hi ha un defecte en la tolerancia
del sistema immunitari. En aquests ratolins la infiltracio leucocitaria en els
illots s’inicia a partir de les tres setmanes d’edat pero no és fins a partir de les
dotze setmanes que la malaltia es manifesta. Malgrat que és una soca con-
génita, en que tots els individus son genéticament identics, no tots pateixen
DT1, encara que s insulitis. Aproximadament el 80 % de les femelles i un 20-
40 % dels mascles presenten DT1, fet que denota la importancia dels factors
ambientals i estocastics (Pozzilli ef al., 1993). Aquest model experimental és
fonamental en la investigacié en DT1, tant per a la identificacié dels gens de
resisténcia/susceptibilitat a la malaltia, i dels factors endogens i ambientals
que en modulen l'aparicié, com també dels mecanismes immunitaris impli-
cats i dels autoantigens contra els quals es dirigeix la resposta. D’altra banda,
els ratolins NOD han estat objecte de nombrosos estudis sobre noves terapies
preventives o terapeutiques, especialment mitjancant la utilitzacié d’agents
immunomoduladors.

Els factors ambientals. Pel que fa als factors ambientals, s’ha determinat
que son clau perque la malaltia es desenvolupi. S$ha observat que en condici-
ons ambientals controlades entre 18 i 20 °C de temperatura, lliures de pato-
gens oportunistes SPF (specific pathogen free), i amb dietes riques amb fibres
vegetals (riques en gluten), la incidéncia de la malaltia és molt alta. Al contra-
ri, en estabulacions convencionals en queé els animals entren en contacte amb
diferents microorganismes, la incidéncia de la malaltia por arribar a ser zero
(Pozzilli et al., 1993; Todd i Wicker, 2001; Forlenza i Rewers, 2011). Aquest fet
donaria suport a la hipotesi de la higiene, en la qual es considera que la manca
de contacte amb patogens i parasits, i la manca d’una flora microbiana «nor-
mal», induiria a una mala resposta del sistema immunitari.

Els factors genétics. La susceptibilitat genética a la malaltia té moltes si-
milituds entre humans i el model NOD (Rich et al., 2006; Wicker, 2005; San-
tamaria, 2010). S’han identificat multiples locus implicats en la malaltia. El
principal locus de susceptibilitat a la DT1 es troba en els gens que codifiquen
les molécules de ’'MHC: la preseéncia d’un aminoacid serina en la posicié 57
de la cadena I-Af en el ratoli, i també en la cadena DQP en humans, origina
un al-lel que confereix susceptibilitat a la malaltia, mentre que un aminoacid
aspartic en aquesta posicio confereix resisténcia. Aquesta homologia estructu-
ral entre els al-lels de susceptibilitat corresponents a les molécules de MHC de
classe I, IDDM1 en humans (DQ8) i Idd1 en ratoli (I-A¥) suggereix defectes
en els processos de presentacio antigénica en la DT1. La presencia d’aquest
allel és essencial pero no suficient perque es desenvolupi la malaltia. Aixi, tant
en el ratoli NOD com en humans s’ha descrit la participacié d’altres locus de
susceptibilitat associats a gens d’homeostasi de la resposta immunitaria, de
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tolerancia o immunoregulacio, o de la fisiologia de la céllula f. Shan descrit
una vintena de Idd i IDDM en el ratoli NOD i en humans, respectivament,
encara que no tots han coincidit en ambdues espécies. Dins d’aquests locus
s’ha observat una clara associacié en humans del locus IDDM2 i IDDM12 amb
el gen de la insulina i de la molécula CTLA-4, respectivament, mentre que en
el ratoli NOD l'associacio s’ha establert entre el locus Idd5.1 i el gen de CTLA-
4, i una possible associacio entre els gens de NRAMP1 i de IL-2 0 IL-21 amb
els locus Idd5.2 i Idd3, respectivament. Tots aquests son gens implicats en la
resposta immunitaria. De fet, el ratoli NOD presenta diverses «peculiaritats»
en el seu sistema immunitari: deficiencies en la capacitat coestimuladora de
les céllules presentadores d’antigen, disminuci6 del nombre i funcié de les ce-
l'1lules NKT i T CD4+CD25+ amb funcié reguladora, limfopeénia, i defectes en
la senyalitzacié a través del TCR. Aquest conjunt de factors, a més d’altres de-
fectes pel que fa al timus, causen un defecte de la tolerancia central i periférica
en aquests animals.

Patogénia de la DTI. La patogeénia de la DT1 en ratolins NOD ha estat
ampliament estudiada, i s’ha descobert que son els limfocits T els responsa-
bles de la destrucci6 de les cel-lules {, perd també que altres cellules del sis-
tema immunitari com les cél-lules dendritiques, els macrofags i els limfocits
B hi tenen un paper rellevant com a cél-lules presentadores d’antigen (APC)
(Santamaria, 2010). Dintre de la poblacié de limfocits T s"ha descobert que
ambdues poblacions, CD4+ i CD8+, son necessaries perqué es produeixi la
malaltia (Bendelac ef al., 1987; Miller et al., 1988; Yagi et al., 1992; Christi-
anson ef al., 1993; Haskins i McDuflie, 1990; Bradley ef al., 1992). En la fase
inicial de la malaltia serien els limfocits T CD8+ els que iniciarien I'atac a les
cellules B, pero aquests limfocits T CD8+ necessiten la col-laboracié de limfo-
cits T CD4+. Diferents estudis apunten que la captacié més primerenca d’au-
toantigens procedents de cél-lules B, d’APC dels illots, es faria a partir de les
dues setmanes d’edat coincidint amb apoptosi massiva de cel-lules p i cél-lules
del sistema nervios periferic implicades en la innervaci6 de I'illot (Tsui et al.,
2007; Saravia-Fernandez et al., 1996). Aquestes APC s’activarien i migrarien
als ganglis, on presentarien els autoantigens a limfocits T autoreactius. Els
limfocits T CD8+ citotoxics migrarien als illots i iniciarien la destruccio de
les cél-lules . En una segona fase, els autoantigens alliberats en el primer atac
serien captats, processats i presentats per APC alimfocits T CD4+ col-labora-
dorsi citolitics, que juntament amb els limfocits T CD8+ infiltrarien els illots,
i continuarien la destruccié de la massa f.

Pel que fa als limfocits B, també sembla que tenen un paper important
en la resposta autoimmunitaria. D’'una banda, els ratolins NOD deficients
en limfocits B no desenvolupen DT1 (Serreze et al., 1996). D’altra banda, els
limfocits B autoreactius contra cél-lula p es diferenciarien en cél-lules produc-
tores d’autoanticossos contra autoantigens (Pietropaolo i Eisenbarth, 2001;
Bonifacio et al., 2001). A més d’orientar el diagnostic, la deteccié d’aquests
autoanticossos s’utilitza per a la detecci6 precog de la malaltia en pacients
d’alt risc, ja que apareixen en la fase preclinica. Se’n desconeix en bona part
la implicacié en la malaltia pero se sospita que tenen activitat diabetogenica,
ja que estudis en ratolins NOD han demostrat que la transferéncia d’autoanti-
cossos a través dela placenta afavoreix el desenvolupament dela DT1 (Greeley
etal., 2002).

Autoantigens en NOD. Un punt clau és la recerca dels autoantigens contra
els quals es dirigeix aquest atac. Se sap que durant el procés subclinic es pro-
dueix una expansio en la diversitat de limfocits T i B autoreactius (Lieberman
i DiLorenzo, 2003), ja que amb la destruccio de les cellules P salliberen nous
autoantigens (antigenic spreading). S’han aillat clons de limfocits T autoreac-
tius procedents d’insulitis incipients, i se n’ha estudiat I'especificitat i el com-
portament quan el seu TCR és ampliament expressat de manera transgénica.
Aquests estudis assenyalen la insulina i la IGRP com a autoantigens inicials
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enla DT1 (Santamaria, 2010). A més, el comportament d’aquests limfocits T
autoreactius depén en bona mesura de l'afinitat del TCR, i soén més depen-
dents de coestimuls aquells limfocits en els quals el seu TCR té menys afinitat
per l'autoantigen.

Models derivats del NOD. Shan generat models de ratoli NOD transge-
nics i genoanul-lats, i també d’estudis basats en el bloqueig selectiu d’alguna
molécula mitjangant 'administracié d’anticossos monoclonals, per analitzar
en profunditat el paper de diverses molécules implicades en la coestimulaci6
dels limfocits T en la DT1 (Wong et al., 1998; Salomon et al., 2001; Stumpf
et al., 2013; Meagher et al., 2008). La interpretacio dels resultats obtinguts
en aquests models no sempre és senzilla, ja que de vegades les mateixes vies
d’activacio dels limfocits T efectors sén també compartides per poblacions
de limfocits T reguladors. De la mateixa manera, aquestes tecniques s’han
utilitzat també en l'estudi de citocines i quimiocines implicades en 'activaci6
o supressio de la resposta autoimmunitaria (Rabinovitch, 1998). Pero sovint
la informaci6 obtinguda en aquests estudis no és concloent, i de vegades con-
tradictoria, com per exemple que l'efecte observat en un animal deficient per
aun determinat element no és contrari al que s'observa quan se sobreexpressa
aquest mateix element transgénicament, com caldria esperar. Aquest efecte
és degut al fet que, sovint, els mecanismes de la resposta immunitaria son re-
dundants, i algunes citocines poden tenir efectes diferents si son expressades
sistemicament o localment.

Paper de la cél-lula . La funcionalitat de les cél-lules P és decisiva en la
patogeénesi de la DT1 (Pirot ef al., 2008; Faideau et al., 2005; Rosmalen ef al.,
2002; Saravia i Homo-Delarche, 2003). Aixi, shan assenyalat com a causes
del procés autoimmunitari la disfuncié i I'increment en la mort de cél-lules
{ en el moment que finalitza l'etapa d’alletament. També s’ha relacionat un
increment de Pactivitat funcional de les cellules p amb un augment de la in-
cidencia de la malaltia. Aixi, en ratolins NOD, el tractament preventiu amb
insulina, que redueix Pactivitat funcional {3, disminueix la incidéncia de DT1.
Aquests resultats suggereixen que un increment de lactivitat de la cél-lula
[ pot portar-la a un procés d’estres, i induir: 1) increment de la presentacio
antigénica; 2) produccié de nous autoantigens, i 3) increment de la mort de
les cel-lules B i alliberament de senyals de perill. Sha descrit que les cél-lules f
sOn constitutivament més sensibles a les citocines proinflamatories. Tot aixd
fa suposar que en ratolins NOD les possibilitats de presentacié d’autoantigens
insulars de cellules APC a limfocits T amb especificitat per cél-lules  és més
gran que en altres soques.

La rata BB

La rata BB (biobreeding diabetes-prone rat) es va originar el 1983 mitjan-
cant la seleccié de rates amb hiperglucémia en una colonia de rates Wistar
(Nakhooda et al., 1977; Mordes et al., 1987). A diferéncia del model NOD, la
incidencia de DT1 és semblant en mascles i femelles (igual que succeeix en els
humans) i pot arribar a ser del 90 % si els animals son estabulats en condici-
ons lliures de patogens. La DT1 es presenta a les 10-16 setmanes de vida, pero
la fase preclinica d’insulitis és de tan sols dues setmanes.

També en aquest model s’ha analitzat la susceptibilitat genetica ala DT1.
Fins ara s’han descrit cinc locus de susceptibilitat (iddm) (Trucco, 2009;
Wallis et al., 2009). Una vegada més, s’ha observat que la regio genica on es
troben els gens del MHC esta estretament lligada amb la susceptibilitat a la
malaltia (iddmI). No obstant aix0, una peculiaritat de la rata BB és el locus
iddm2, on es troba el gen lyp, que és indispensable per al desenvolupament
de la diabetis en aquest model. La soca BB és homozigota per a la mutaci6
lyp, que origina una acusada limfopenia caracteritzada per una important re-
ducci6 del nombre de limfocits T CD4+ i per 'abséncia practicament total de
limfocits T CD8+ en sang periferica. No obstant aixo, la destruccio6 de les ce-
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l1ules § en aquest model també la porten també a terme els limfocits T CD4+
i CD8+. S’ha descrit que la mutaci6 lyp provoca un important increment en
la taxa d’apoptosi dels limfocits T madurs tant abans de sortir del timus com
després, una vegada son activats. Sembla que els pocs limfocits T de memoria
que queden circulant son rescatats de I'apoptosi si son estimulats via antigen;
en conseqiiéncia, el contacte amb autoantigens produiria una hiperexpansio
clonal dels limfocits T autoreactius. Paral-lelament, altres defectes a escala de
timus, cellules dendritiques, céllules T reguladores i cel-lules NK contribu-
eixen també als defectes de tolerancia central i periférica en aquest model.

Altres models de DT1

Lany 1991 es va descriure el model de rata LETL (Long Evans Tokishima
Lean) com a model animal de DT1 (Kawano et al., 1991). Aquest cas, com
en els altres precedents, va ser el resultat de la seleccid d’una linia d’animals
diabetics. Aquests animals també desenvolupen espontaniament DT1, sense
biaix de geénere, i sense limfopenia. També presenten un component genétic
poligénic, amb una forta contribucié de I'haplotip de MHC, que és el mateix
que el de la rata BB.

També es va descriure el model de rata LEW.1AR1/Ztm-iddm (Lenzen et
al., 2001). Encara que només un 20 % dels animals d’aquesta soca desenvolu-
pen DT1, és remarcable que la resta d’animals ni tan sols desenvolupen insu-
litis. La infiltracié d’aquests animals esta predominantment formada per cél-
lules T CD8+. Aquests dos aspectes son interessants, ja que també s’observen
en pacients de DT1. De fet, en humans no s’ha observat la insulitis «benigna»
que s’ha descrit en les soques murines resistents (per exemple, la soca de ra-
toli NOR) o en la fraccié d’individus resistents que trobem en la soca de ratoli
NOD (per exemple, mascles) que desenvolupen una insulitis no destructiva.

Cal remarcar que també s'estudia la DT1 en animals domestics, com gos-
sos i gats; en aquest cas, perd, no unicament com a models experimentals,
sind com a malaltia en el camp de la veterinaria (Mattheeuws et al., 1984;
Rand et al., 2004).

Estudis experimentals en prevencio i tractament
Nombroses estrategies s"han aplicat com a immunoterapies experimentals en
DT1, entre d’altres 'administracid de citocines, la immunitzacié amb autoan-
tigens, el tractament amb anticossos monoclonals i 'expansié de poblacions
limfocitaries de tipus regulador. Molts d’aquests tractaments han aconseguit,
en el model NOD, prevenir la malaltia, retardar-ne I’aparicid, i fins i tot en
alguns cassos han revertit la DT1 (Shoda ef al., 2005). En humans, els assajos
clinics derivats d’aquestes terapies experimentals no han estat tan positius
i de moment no s’ha aconseguit revertir la malaltia, tot i que alguns assajos
aconsegueixen incrementar la produccié d’insulina endogena, simptoma de
recuperacié de les cél-lules P i de disminucié de Pautoimmunitat (Herold et
al., 2013). Destaquem a continuacié tres immunoterapies experimentals en
el ratoli NOD.

Una és la terapia amb anticossos monoclonals anti-CD3. Ladministraci6
d’anticossos anti-CD3 a ratolins NOD diabétics indueix una remissié com-
pleta de la malaltia i la restauracio de la tolerancia (Chatenoud et al., 1994). A
principis de 'any 2000 es van iniciar dos assajos clinics amb anticossos con-
tra CD3 huma. Es va demostrar la preservacié de la massa f, i es mantenien
nivells de secrecié d’insulina endogena significativament elevats i menys re-
quisits d’insulina endogena fins a divuit mesos després del tractament. Tot i
Paparici6 d’efectes secundaris, hi ha un efecte positiu remarcable (Keymeulen
et al., 2010).

Una altra estratégia és la basada en 'administracié de cellules dendri-
tiques (CD). Les CD son les primeres cél-lules que infiltren I'illot en el NOD
(Morel et al., 1999) i activen els limfocits T autoreactius a través de la presen-
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tacié d’autoantigens. La immunoterapia amb les anomenades CD tolerogeéni-
ques, que fan una presentacio no inductora de la resposta autoimmunitaria,
disminueix la incidencia de la DT1 (Feili-Hariri et al., 1999). Altres protocols
de vacunaci6 experimental es basen en I'is de cellules dendritiques amb
deficiencies moleculars per al procés de presentaci¢ antigenica, com CD40
(Machen et al., 2004) o bé polsades amb cél-lules p apoptotiques (Marin-Ga-
llen et al., 2010; Pujol-Autonell et al., 2013). Aquestes estratégies redueixen
la incidencia si sapliquen en la fase prediabética. En els darrers anys sThan
perfeccionat els protocols per obtenir CD humanes amb vista a una futura
translacionalitat (Giannoukakis i Trucco, 2012).

Finalment, cal destacar "'anomenada nanovacuna, una estratégia basada
en els mecanismes reguladors per evitar la destruccié de les cél-lules p (Tsai
et al., 2010). La vacuna consisteix en nanoparticules de ferro cobertes de mo-
lecules de MHC de classe I que presenten peptids autoantigenics especifics
per ala DT1. La vacuna funciona a escala preventiva pero també curativa en
ratolins NOD diabétics.

Evidentment, la translacié de la investigacié en DT1 experimental a hu-
mans ha de tenir en compte les limitacions del model muriiles seves diferén-
cies a escala de sistema immunitari (Mestas i Hughes, 2004).

Present i futur de la immunoterapia

en diabetis de tipus 1

Nombroses immunointervencions han estat aplicades en assajos clinics per
prevenir o revertir la DT1 (Peakman, 2010). Les estratégies han estat basades
en molecules blocadores de la resposta immunitaria (anticossos, majoritari-
ament) o bé especifiques d’antigen (administracié d’autoantigens), o basades
en terapies cel-lulars, o combinacions de dues o més estratégies.
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