
Treballs de la SCB. Vol. 44 (1993) 17-32

HIPEREXPRESSIO DE PROTEINES DE L'MHC EN ILLOTS PANCREATICS:

REI,ACIO ENTRE CITOCINES, VIRUS, TRENCAMENT DE LA TOLERANCIA

I DIABETIS MELLITUS TIPUS I?

MARIA VIVES-PI, NURIA SOMOZA, FRANCESCA VARGAS, PILAR ARMENGOL

I RICARD PUJOL-BORRELL

( Initat l ' lnununolog ia. Hospital Germans Trios i Pujol. Universitat Aut'motna de Barcelona.

Badalona.

RESUM

La diabetis mellitus insulinodepenent (IDDM) es una malaltia autoimmunitaria causada per la destruccio

selectiva de les cel•lulcs 3. Tant el mecanisme de la resposta autoimmunitaria com el proses destructiu son,

fins al moment, desconeguts. Un factor que ha dificultat l'estudi en aquest camp es la dificultat en l'obtencio

de teixit pancreatic dels pacients d'IDDM de recent diagnostic. Revisarem a continuacio els resultats de

I'estudi duns pocs pancrees humans -alguns fixats i d'altres congelats- obtinguts de pacients diabetics,

aprollindint en I'estudi de 1'expressi6 de HLA i altres molecules (molecules d'adhesio, citoquines) I'expressio

aberrant dc les quals ha estat primordial en l'establiment d'una hipbtesi de lautoimmunitat endocrina. A la

mayor part dels pancrees diabetics estudiats, els illots que presenten insulitis mostren una hiperexpressio de

HLA de classe I i -ocasionalment segons la nostra propia experiencia- expressio ectopica de classe u. La

hiperexpressio de HLA de classe I i d'IFN-a ha estat detectada en alguns illots no afectats amb cel•lules 13

remanents. En no dels casos, altres citoquines inflamatories com ara IFN-(3 i IL-6, pet-6 no IL-I o TNF-a, van

ser detectades per RT-PCR.

Es sospita que els virus podrien ser els responsables d'aquests canvis que desencadenarien la IDDM;

d'altra Banda, i malgrat els extensius estudis epidemiologics, serologics i experimentals. no ha estat possible

deniostrar una connexio entre un virus determinat I la IDDM de la mateixa mancra que no ha estat possi-

ble denwstrar productes virics als illots pancreatics d'afectats d' IDDM. Fins al moment present. el mecanisme

pet qual els virus poden induir autoimmumitat roman poc star. L'escassa quantitat de teixit huma per a I'estudi

de la IDDM ha desencadenat I'ds intensiu dels models animals, com es el cas de ratoli NOD, la rata BB i, rues

resentment, els ratolins transgenics generats utilizant el promotor de la insulina per dirigir 1'expressi6 de

productes de MHC, citoquines i proteines virals a la cel-lula P. Aquests experiments han modificat algunes

de les idees sobre tolerancia periferica, pero no han aclarit quina pot ser la causa de la destruccio de la cel-lula

0. L'estudi de I'expressio de MHC a les cel-lules ^ utilitzant ratolins transgenics no ha resolt la questio de si

I'expressi6 aberrant de classe n es on fenomen primari o secundari.

Mars (LAU: MHC, diabetis mellitus tipus /, illots pancreatics , cel•lula P.
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SUMMARY

Insulin dependent diabetes mellitus (IDDM) is an autoimmune disease caused by the selective destruction
of (3 cells. Neither the trigger of the autoimmune response, nor the destruction mechanism are known. One
factor which has hindered research in this area is the difficulty in obtaining pancreatic tissue from newly
diagnosed diabetic patients. We review here the results from the study of it few human pancreases -some fix,
some frozen- from diabetic patients with special emphasis on HLA and other molecules (cell adhesion
molecules, cytokines) whose <<aberrant,> or altered expression in the islets has become central to one of the
hypothesis on endocrine autoimmunity. In most ofthe diabetic pancreases studied islets with insulitis showed
overexpression of HLA class i and -occasionally in our experience- ectopic expression of class n. Class i
hyperexpression and IFN-a have been detected in some remaining unaffected insulin containing islets. In one
case other inflammatory cytokines i.e. IFN-(3 i IL-6, but not IL-I or TNF-a, were detected by RT-PCR.

Viruses are under suspicion to be responsible for causing these changes and triggering IDDM; However
and in spite of extensive epidemiological, serological and experimental studies, it has not been possible to
demonstrate a firm connection between a given virus and IDDM nor has it been possible to show viral products
in the pancreatic islets of the IIDDM pancreases. Until this moment, the mechanism by which viruses could
induce autoimmunity remains therefore unclear. The shortage of human tissue to study IDDM has lead to
intensive use of animal models i.e. the NOD mice, the BB rat and, more recently, the transgenic trice generated
using the insulin promoter to direct (3 cell specific expression of MHC products, cytokines and viral proteins.
These experiments have changed some of the prevailing ideas on peripheral tolerance but they have not
clarified what could he the cause of b cell destruction. The study of the expression of MHC on (3 cells using
transgenic mice has not clarified whether the « aberrant>> expression of class it in IDDM is a primary or secondary
phenomenon.

Kw WORDS: MHC, Type i Diabetes mellitus, pancreatic islets, R cell.

IN'CRODUCCIO

L'expressio de l'MHC a Ies cel•lules
pancreatiques insulars ha estat estudiada it Eons
perque son la diana de la resposta destructiva
autoimmunitaria que conduei x a la diabetis tipus
I i tambe en treballs de tolerancia periferica amb
ratolins transgenics. Diferents estudis van donar
Iloc it Ia hipotesi de l'expressio aberrant de
classe II a l'autoimmunitat endocrina (Bottazzo,
1983).

La hipotesi de 1'expressi6 aberrant de classe
II EN I'autoimmunitat endocrina

L'expressio aberrant o ectopica de molecules
de HLA de classe it per part de cel-lules que
normalment no n'expressen va set- detcctada per
primer cop en Ies cel•lules fol•liculars tiroidals
de pacients de tirotoxicosi autoimmunitaria

(malaltia de Graves) (Hanafusa, 1983). Aquest

descobriment, juntament amb la demostracio

d'inducihilitat in vitro de HLA de classe II it les

cel•lules fol•liculars (Pujol-Borrell, 1983), va

ferpostular Ia hipotesi (Bottazzo, 1986): Ia man-

ca de resposta immunitaria activa contra les

cel•lules endocrines i altres cellules diferen-

ciades de teixits periferics, es deguda it la seva

baixa expressio de molecules de HLA; aixo les

fa invisibles als Iimfocits T (silenci

immunologic). La hipotesi proposa que

I'expressio de molecules de HLA de classe it per

part de les cel•lules endocrines pot portar it una

presentacio efectiva dell mateixos autoantigens

a Ies cel•lules T CD4+. Aquesta intcraccio pot

tenir un paper principal en la conduccio i Cl

manteniment de la resposta autoimmunitaria.

Aquest model requereix, pero, un factor inicia-

dor capa4 de provocar I'alliberament local de

limfoquines reponsables de Ia induccio transitoria

de molecules de classe it per part de Ies cel•lules



endocrines i per atraure les cel•lules T, entre les
quals n'hi podria haver d'autoreactives que
pogucssin reconeixer les cel•lules endocrines
que presenten classe it quan inicienel curs cap a
la malaltia (Pujol-Borrell, 1987a).

El descobriment de 1'expressi6 ectopica de
classe it a la tiroide va portara posteriors troballes
d'expressio de classe it en altres malalties auto-
immunitaries (Pujol-Borrell, 1987a). Un
exemple d'aqucstes malalties es la diabetis tipus
i, on el proces destructiu es limita it un sol tipus
cellular. Per corroborar la hipotesi, es van exa-
minar mostres de pancrees de pacients diabetics
i, d'altra handa, es va estudiar la regulacio in
vitro de I'MHC en cel•lules dels illots de
Langerhans; tots aquests estudis es van
desenvolupar en humans -mostres normals i
patologiques- en models in vitro -illots de
ratolins- i en dos models animals espontanis de
diabetic.

EXPRESSIO I)E L'NIHC EN ILLOTS

I UTABETIS TIPIIS I

La diahetis tipus I es una malaltiacausada per
la destruccio sclectiva de Ies cel-lules producto-
res d'insulina dell illots de Langerhans. En la
majoriadelscasos, la malaltia es manifesta abans
dell quaranta anys, amb pies als sis i dotze anys.
Al voltant del 20 (/( dels pacients presenten
antecedents familiars de diahetis tipus 1; d'altra
handa, un 20 '/( dell pacients presentee associacio
amb allies malalties autoimmunitaries brgano-
especifiques, corn ara la malaltia de Hashimoto,
mixedenia primari. malaltia de Graves,
adrenalitis autoimmunitaria i anemia pernicio-
sa. Els pacients de diahetis tipus i tenen sovint al
sell scrum autoanticossos contra diversos
antigens insulars i tambe contra cel•lules de la
tiroide i parietals gastriques. Aquesta malaltia
presenta una forta associacio amb alguns al•lels
de HLA de classe it, particularment DR3, DQW8
i DR4 (Nepom. 1990).'

Les cel•Iules insulars endocrines humanes
normals expressen nivells baixos de molecules
de classe i i no expressen classe n(Pujol-Borrell,
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1986). Ala diabetis tipus 1 es van detectar canvis
importants en 1'expressi6 de HLA.

Patologia dels illots a la diabetis tipus i

Les dues caracteristiques principals dels illots
a la diabetic tipus i son la desaparicio de les
cel•lules (3 i la presencia d'infiltrat per cel•lules
mononuclears o insulitis ( Mcyenburg , 1940).

Aquesta desaparicio de c&1•11-des productores
d'insulina no es completa al moment que es
manifesta la malaltia, ja que encara resten un
15 ch de cel•lules (3, algunes de les quals persis-
teixen fins al cap de sis anys despres ( Foulis,
1984).

La insulitis afecta una tercera part dels illots,
tal com es despren de 1'estudi de mostres
d'autopsies de pacients recentment diagnosticats
(Gepts , 1965; Junker , 1977; Gepts, 1978). Els
illots d'aquestes glandules es poden classificar
en trey categories: 1) illots sense cel•lules (3
residuals pet-6 amb contingut normal per que fa

it Ia resta de cel•lules, aquests son els illots mes
frequents; 2) illots amb insulitis , que son els que
contenen alguna cel • lula (3; 3 ) illots absolutament
normals ( Foulis, 19860 ). Bottazzo et al. van dur
a terme el primer estudi immunohistopatologic
detallat de la insulitis ( Bottazzo , 1985) i van
descobrir que la majoria de cel • lules infiltrants
eren limfocits T CD8+ i que, en menorproporcio,
hi havia NK i CD4+; noes van veure macrofags.
Una proporcio de limfocits T estaven activatsja
que expressaven HLA-DR.

Expressio de HLA en pancrees diabetics

En ('estudi abans esmentat, I'expressio de
HLA de classe i estava clarament augmentada a
la majoriadels illots. Foulis i Farquharson (Foulis,
1986a), fent servirteixit fixat i anticossos contra
determinants de HLA que no es perdien per
proces de fixacio en formalina (Epenetos, 1985),
van poder ampliar aquesta observacio en catorze
glandules mes. L'expressio de classe i estava
clarament augmentada en els illots que
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presentaven insulitis i en aquells que encara

tenien un contingut normal de cel•lules (3; en

canvi, no estava augmentada en el illots que ja

havien perdut les cel•lules productores d' insulina.

Aixo suggeria que la hiperexpressio de classe i

era anterior a la insulitis. En aquests dos treballs

tainbe es va trobar ]'expressio ectopica de classe

ii en cel•lules P. Hanafusa et al. (Hanafusa,

1990) van confirmar-ho en petites biopsies de

pancrees de set pacients de diagnostic recent

obtingudes mitjan4ant laparoscopia: en quatre

dels set casos es va trobar hiperexpressio de

classe i i en un cas es va detectar expressio

ectopica de classe u it les cel•lules P. En un altre

estudi recent s'ha demostrat hiperexpressio de

classe i en molts illots pero no s'ha detectat

expressio ectopica de classe it a les cel•lules (3

(Hanninen, 1992).Ala nostraUnitathemestudiat

recentment el pancrees d'un pacient mort al cap

de poc temps del diagnostic, i hem detectat que

un 58 (/ dels illots expressaven HLA de classe i

a les cel•lules endocrines, mentre que un 18 %

dels illots amb cel•lules positives per insulina

inostraven expressio ectopica de classe u it les

cel•lules endocrines, pert no restringida a les (3

(Sornoza, 1992). En general, doncs, es pot

concloure que els illots sense cel•lules (3 no

expressen classe a ni tenen insulitis, la qual cosa

indica una possible relacio entre ambdos factors.

Molecules d'adhesio en illots

La migracio limfocitaria segueix dos patrons:

I ) Recirculacio de Ies cel•lules T per adhesio als

homings receptors (carbohidrats expressats en

certes cel•lules endotelials) mitjancant receptors

especialitzats corn ELAM-1; 2) limf6cits clue

migren als Hoes d'inflamacio a causa de la

produccio local de citocines (IFN-y, TNF-a i IL-

I) que activen les cel•lules endotelials dels

capil•t.ars, de manera que aquestes presenten

nivells elevats de molecules d' adhesio corn l' inter

cellular adhesion molecule-I (ICAM - I)

augmentant la seva adhesivitat (Dustin, 1986;

Pober, 1987). Aquest segon tipus de mecanisme

podria ser important en els pancrees diabetics,

les cel•lules endotelials dels quals expressen

nivells elevats d' ICAM-1 dintre i al voltant dell

illots (Hanafusa, 1990, Hanninen, 1992; Somoza

et al., en preparacio). Recentment s'han descrit

nivells circulants d'ICAM- I i L-selectina en

pacients acabats de diagnosticarde diabetis tipus

i i familiars de primer grau (Lampeter, 1992),

factor important si es to en compte que In

inflamacio insular 6s un proces local i reduYt. Els

nivells elevats de molecules d'adhesio ja havien

estat descrits durant els processor intlannttoris i

de dany tissular (Rothlein, 1991) .

Algunes molecules d'adhesio coin ara

ICAM-I i LFA-3 (lyntphoc_vte function asso-

ciated antigen-3), Iligands de LFA-1 i CD2

respecti vament, son importants durant Ia resposta

immunitaria, no nomes per I'ajut que donen als

limfocits per migrar als aloes d•inflamacic. sing

tambe perque son mitjanceres de l'adhesio entre

els limfocits i les cel•lules diana i poden propor-

cionar senyals d'activacio a les cel•lules

efectores.

Coin s'esperava, les cel•lules (3 no expressen

ICAM-1. pero ('expressio d'aquesta molecula

s'indueix sota 1'efecte d'IFN-y i/o TNF-a (Vi-

ses, 1991; Campbell, 1988). D'altra Banda, les

cel•lules insulars expressen ICAM- I de manera

espontania al cap de poques bores d'estar en

cultiu, aquest es un comportament observat tambe

en tirocits humans (Tolosa, 1992). fenomen it

tenir en compte si es precultiven els illots

previament a un possible trasplantament. D'altra

Banda, les cel•lules (3 no expressen nivells

detectables de LFA-3 ni en condicions basals ni

despres dun tractament amb citocines.

Segons senyals

Les cel• lules T requereixen altres senyals per

a la seva activacio , it mes del senyal generat per

la interaccio del TCR amb el complex MHC +

peptid ( Schwartz, 1992). Aquests altres senyals,

coneguts per coestimulatoris o segons senva/s,

acostumen a provenir de In ceI • lula presentadora
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d'antigen (APC). Una de les principals molecules

responsables de la coestimulacio es B7 , ] ligand

de CD28 i CTLA4 dels limfocits . Les molecules

d'adhesio tambe poden tenir un paper important

en I'activaciodelescel • IulesT : launiod 'ICAM- I

a LFA- I ve seguida per una entrada de Ca++

(Carrera, 1988) mentre que CD2 pot mitjancar

en I'activacio independent d'antigen ( Denning,

1988; Bockenstedt , 1988). Algunes citocines

tambe poden actuar corn a segons senyals.

L'estimulacio per mitja del TCR sense segons

senyals to corn a resultat una «paralisi» de la

cel•lula T (Lamb, 1983). El paper d'aquest

mecanisme en la inducio de tolerancia s'esta

investigant (Lamb, 1983).

Citocines

Per establir la importancia de les citocines en

el proces destructiu que porta a la diabetis, s'ha

estudiat la presencia d'aquestes molecules en

pancrees de pacients diabetics. En 1'estudi de

Foulis e f al. es va detectar IFN-a en les cel•lules

(3 dels pancrees diabetics (Foulis, 1987) -fins i

tot en illots normals-, i IFN-yen un 45 % dels

limfocits que infiltraven els illots (Foulis, 1991).

Mes recentment. mitjancant la tecnica de la PCR

(reacci(i en cadenade la polimerasa), s' ha detectat

IFN-a, Rt N-(3 i IL-6 en el pancrees d' un diabetic

de diagnostic recent (Somoza, 1993).

INDUCCIO IN VITRO DE L'EXPRESSIO

DE L'MHC EN ILLOTS

Les molecules de I'MHC de classe i son

expressades de manera constitutiva i en nivells

baixos a les cel• lules insulars humanes

(Baekkeskov, 1981). Els IFN-a, (3 o yindueixen

un rapid i important increment a la seva expressio

(Nepom, 1990). D'altra banda, la induccio de

HLA de classe a requereix la combinacio d'IFN-y

rtes TNF-a, caracteristica que contrasta amb el

comportament de la majoria de les cel•lules per

a les quals l'IFN-y es un estimul suficient

(Pujol-Borrell, 1987b). En aquest sentit, la

regulacio de ]'expressio de HLA ales cel-lules (3

es similar a la de les neurones, oligodendrocits

(Mauerhoff, 1988) i cel•lules de Sertoli (Tokuda,

1990). En ratolins, el panorama es encara mes

complex, atesa la capacitat de les citocines per

induirclasseit depen de la soca (Campbell, 1988).

Altres estudis in vitro demostren que els illots

de rates BB (soca susceptible de patir diabetis)

expressen rapidament classe it rota 1'efecte

d'IFN-y mentre que els illots d'animals de la

mateixa soca, pero resistents a desenvolupar

diabetis, son resistents a l' IFN-y (Walker, 1988);

fora possible que, en el primer cas, els animalsja

haguessin estat exposats a les citocines, a causa

de la insulitis que, en aquest model, apareix molt

aviat en la vida de ]'animal. Tambe la linia

cellular d'insulinoma de rata RINm5F pot ser

induIda a expressar classe it despres d'una

incubacio amb IFN-y (Varey, 1988); el nivell de

classe a assolit per la induccio sembla, pero, mes

baix que en illots normals de rata. El mateix

efecte es detecta en comparar els illots humans

amb la Ilnia cellular HP62, generada per

transfeccio d' illots humans amb un vector porta-

dor de la regio primerenca del virus SV40

(Soldevila, 1991). Aquestes diferencies es deuen

al fet que les linies cel•lulars transformades

presenten variations importants respecte a

1' expressio de HLA en comparacio amb cel•lules

normals del mateix 1]inatgc.

La infeccio de cel•lules insulars humanes in

vitro amb reovirus (Campbell, 1988) i virus de

laparotiditis indueix un increment de ('expressio

de classe i; d'altra banda, la infeccio d' una IInia

cellular d'insulinoma huma amb virus del

xarrampio o de la parotiditis indueix increment

tant en ]'expressio de classe i corn it (Cavallo,

1992). Aquests efectes poden ser deguts a

I'alliberament de citocines per part de lesM-lules

insulars infectades.

El descobriment que la combinacio d'IFN-y

+ TNF-a indueix ]'increment en ]'expressio

d'ICAM-l, HLA de classe i i it a la cel•lula (3
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contrasts amb el fet que els illots trobats en els

pancrees diabetics nomes hiperexpressin HLA

de classe i i, en pocs casos, classe it, mentre que

ICAM- I nomes es troba expressat de manera

moderada (Hanninen, 1992; Somoza, 1992).

Aix6 implica que hi deuen haver altres factors

implicats a part de 1'IFN-y i el TNF-a.

Diferencies d'induccio de classe it

on s'uneixen de manera estable a les molecules

de classe i. Per a una correcta presentacio, es

necessaria la integritat funcional del TAP, tal

corn demostra el ratoli TAP knockout (Van-Kaer,

1992) . En el ratoli NOD, la reduccio de

I'expressio de classe i dona Iloc it una resposta

defectiva i podria interferir en el proces de

seleccio, cosa que permetria it mopes cel•lules T

autoreactives escapar it la deleccio (Gaskins,

1992).

Donades les discrepancies descrites pel que

fit a la induccio de classe a en illots murins, es

van dur a tcrmc estudis in vitro de la cinetica

d'inducci^dc I' MHC de classe iii (Leiter, 1989)

en macrofags i cel•lules insulars, es va demos-

trar les diferencies entre soqucs, coca clue

suggereix I'existencia d'elements genetics. PeI

que fa it les diferencies respecte al teixit emprat,

s'han demostrat diferencies a la induccio de

I'MHC de classe ii dependents de Ies soqucs en

astrocits en estudiar l'encefalomielitis experi-

mental (Leiter, 1989); en cultius primaris de

tiroides humans estimulats amb IFN-y s'han

observat diferencies interindividuals (Obiols,

1992). Tot aixo, juntament amb lit descripcio de
variants al•leliques it lit regio reguladora dell

gens DQ (Andersen, 1991) , suggereix clue Lin

component de la predisposicio a la malaltia

conferida pels haplotips HLA poden ser algunes

d'aquestes sequencies reguladores.

Hi ha una expressio defectiva de classe i en la
diabetis?

Els esplenocits del ratoli NOD i els limfocits

de pacients diabetics presenten nivells disminufts

de classe i (Faustman, 1992). Aquest defecte

sembla secundari respecte it tin defecte en els

transportadors peptidics (TAP) -codificats per

gens localitzats a la regio de I'MHC

(Jaraquemada, 1992; Monaco, 1990)- que

porten peptids endogens al reticle endoplasmatic,

VIRUS I DIABETIS TIPUS I HUMANA

El possible paper dels virus it lit IDDM es

basa de moment en evidencies indirectes de

tipus epidemiologic i serologic d'una bands, i de

tipus experimental de I'altra.

Evidencies epidemiolbgiques i serologiques

La incidencia de la IDDM presenta tines

variations estacionals amb pies it lit tardor i it

I'hivern- a rues it mes d'uns pies d'edat que

coincideix amb el canvi escolar. Tot aixo

suggereix tin paper etiologic dels virus comu a la

patogenesi de lit IDDM (Gamble, 1969; Durruty,

1979; Gamble, 1969). Tambe s'han descrit titols

elevats d'1gM anti-Coxsackie en patients

recentment diagnosticats d'IDDM (King, 1983).

El seguiment de familiars de primer gran de

pacients d'IDDM que mes Lard han esdevingut

diabetics demostra I'existencia d'un Ilarg

periode, previ a I'aparicio de Ia simptomatologia,

en el qual es detecten autoanticossos mentre que

lit massa de cei•Iules (3 decrcix lentamcnt. Per

tant, els virus implicats en aquesta malaltia no

actuarien de manera aguda (Yoon, 1979), tot i

que podrien accelerar l'aparicio dels simptomes

en tin individu amb baixa reserva insulinica.

Seria possible, pertant, que una infeccio crOnica

o latent en els illots fos lit causa primaria del

proces autoimmunitari que portaria it lit IDDM.
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Dificultats en la deteccio de virus
en illots humans

La localitzaci6 anatomica del pancrees i el

rise de pancreatitis que comporta una puncio

dificulten la practica de dur a terme biopsies a

pacients diabetics per obtenir material per inves-

tigar.

Les dadcs actuals que suggereixen una
inf'eccio viral en pacients diabetics son de tipus

indirecte com ara:

I) Lit presenciad'IFN-a(produftper cel•lules

infectades per virus) en cel•lules (3 humanes
obtingudes d'autopsies de pacients diabetics
(Foulis, 1987).

2) L'increnment de frequencia d'IDDM en
pacients amb sindrome de rubeola congenita
(Forrest. 1971).

3) La detecci6 de sequencies de CMV en el
DNA de limfocits de pacients diabetics (Pak,
1988), i tamhe lit reactivitat enfront dell illots
d'un monoclonal generat per immunitzacio amb
CMV (Pak, 1988).

4) La detecci(i de retrovirus en els illots del
ratoli NOD.

5) La implicacio dell retrovirus en altres

malaltics autoinununitaries, corn lit inalallia de

Gravcs(Ciampolillo, 1989 i Lagaye, 1992). cl

lupus sistemic eritemat6s associat a lit SIDA (De

Clerck, 1988).l'esclerosimultiple(Reddy, 1989)

i lit sindrome de Sjogren (Talal,1990).

El mimetisme molecular i/o reaccions

creuadcs, la modificaci6 en el repertori T i la

inducci6 de 1'cxpressi6 de classe it en les cel•lules

diana son mecanismes proposatscom aexplicaci6

de lit induccio d'autoimmunitat per part dels

virus. Dels resultats obtinguts amb models

transgcnics s'afegiria la possibilitat que el virus

infectiu de la cel•Iula 0 induis segons senyals

estimuladors de la resposta antiviral i

autoininittmtaria.

Hi ha hagut intents de deteccio de sequencies

virals en illots de pacients diabetics (Foulis,

1990), amb resultats negatius. El nostre grup ha

investigat la presencia d'adenovirus i retrovirus

en dos pancrees de pacients diabetics per PCR,

amb resultats negatius; la inoculacio de teixit

homogenat d'aquests organs en fibroblasts

embrionaris humans, cel•lules HEP-2 i Vero no

van induir canvis citopatics. Les imatges de

microscopia electronica tampoc no van revelar

particulesviriquesnicanviscitopatics(Somoza,1993).

EL RATOLI[ NOD

El ratoli NOD (non obese diabetic) es una

soca amb diabetis espontania semblant a lit hu-

mana (Tochino. 1986). Aquests animals

desenvolupen diabetis com a consequencia de la

destruccio autoimmunitaria selective de Ies
cel•lules (3 amb perdua de pes, cetoacidosi,

poliuria i polidipsia. La incidencia depen de la
colonia, pet-6 es mes alta en femelles (72-100 %)

que en mascles (39-50 %). Aquest model to
predisposicio genetica conferida almenys per
sis gens (Todd, 1991), un d'ells localitzat a la
regio MHC amb homologia amb el DQW8 hmna.

Els limfocits T, macrofags i ceI•lules NK

semblen importants per al desenvolupament de

la insulitis. El tractament amb silica (un agent

toxic per als macrofags) preve lit malaltia

(Charlton, 1988); d'altra Banda, la diabetis es

pot transferira animals sans mitjanyant limfocits

(Miller, 1988; Bendelac,1987; Haskins, 1989)

de ratolins ja diabetics.

Hi ha controversia sobre I'expressio ectopica
de classe it en les cel•lules 0 del ratoli NOD
(Tarvi, 1986; Motojima, 1986; Signore i
Hanafusa, 1987). Aquests animals tenen
anormalitats estructurals en els gens t (Acha-
Orbea, 1988); els productes I-E no son expressats
a causa d'una delecio en el promotor de la
cadena alfa (Hattori, 1986), per tant, la deteccio
de classe a pot ser problematica. Recentment
s'ha descrit expressio ectopica de classe ii
(Formby, 1989) (I-A")en les cel•lules (3 del NOD
de manera precedent a la insulitis. Les cel-lules
0 positives per classe a poden estimular ]a
proliferaciodels limfocits aut6legs CD4+. Altres
resultats de dons de limfocits T indiquen que les
cel•lules 0 poden estimular directament les
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cel•lules T.

Hi ha un ratoli NOD transgenic (Lund, 1990)

que expressa la cadena I-A (3 modificada (on la

Pro 56 varia la conformacio) o la I-E a normal,

de manera que queda protegit enfront la IDDM;

els illots d'aquest model presenten un infiltrat

insular minim no associat a la delecio de cap

membre de la familia de VP dels limfocits T. Tot

i que el mecanisme de proteccio no es clar,

podria ser un canvi en el repertori T.

La microscopia electronica dels illots del

NOD ha demostrat la presencia de particules

semblants a les retrovirals en les cel•lules (3

(Fujita, 1984; Leiter, 1985). Mes recentment

s'ha detectat la proteina gag en els illots del ratoli

NOD. Cal tenir en compte, pero, en la

interpretacio d'aquests descobriments, que els

retrovirus son relativament frequents en els

ratolins.

LA RATA BB

Les rates de la soca BB desenvolupen una

diabetis insulinodepenent semblant a la humana

que va lligada a I'MHC i a un defecte genetic que

determina limfopenia (Mordes, 1987).

En un estudi immunohistopatologic de

sections de pancrees de rates BB en diferents

estats previs a la diabetis (Dean, 1986), es va

detectarclasse a incrementada als capil•Lars dell

illots en una fase molt primerenca, mentre que

les cel•lules (3 n'expressaven nomes en una face

molt avancada de la insulitis.

INDUCCIO DE LA DIABETIS TIPUS I EN

ANIMALS MITJAN(:ANT VIRUS

Una variant del virus de I' encefalomiocarditis

(EMCV) infecta selectivament les cel•lules 13 de

certes soques. En el ratoli DBA/2 apareix una

diabetis com a consequencia directa de I'atac a

la cel•lula (3, mentre que en el ratoli BALB/c hi

intervenen inecanismes virals i immunopato-

logics (pero no autoimmunitaris). A diferencia

dels models espontanis de diabetic, els gens de

I' MHC no determinen susceptibilitat (Craighead,

1990). Les soques diabetogeniques de Coxsackie

B4 causen una sfndrome en ratolins susceptibles

molt semblant a la diabetis en humans (Webb,

1976). Guberlski el al. (Guberlski, 1991) van

observar una elevada incidencia de diabetis in-

esperada en una colonia de rates resistcnts a la

diabetis -(DR) BB/Wor- directament

relacionada amb una infeccio per parvovirus.

L'antigen viral no es va detectar en els illots i la
destruccio de les cel•lules 13 va ser posterior a la

insulitis, la qual cosa suggereix que la infeccio

viral provoca una resposta autoimmunitaria

contra els illots.

RATOLINS TRANSGENICS

I CEL•LULES BETA

Des que s'han identificat les regions regula-

dores del gen de la insulina ha estat possible

generar constructions on el promotor de la

insulina dirigeix la transcripcio d'un gen

determinat. Aquest element reguladors'anomena

plnspro (promotor de la insulina) o RIP (promo-

tor de la insulina de rata). Quan aquesta

construccio s'introdueix en el genoma muri per

generar un animal transgenic, s'indueix una

expressio forta i selectiva del transgen a les

cel•lules P. Diferents grups han utilitzat aquesta

estrategia per comprovar I'efecte de 1'expressi6

de novo dell productes de I' MHC (Pujol-Borrel I,

1988; Harrison, 1989), proteines virals i citocincs

a la cel•lula (3. Aquests experiments han canviat

algunes de les idees sobre tolerancia pcriterica.

Expressio de I'MHC isogenic o al•logenic

Les construccions (Sarvetnick, 1988)

pInsprol-A(x" i pInsprol-A(3" van ser introduides

al genoma d'una soca de ratoli singenica. El

transgenic resultant (Fl anib ambdues cadenes

I-A a i (3) esdevenia diabetic i requeria insulina

a les vuit setmanes d'edat. Els illots mostraven
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unaclaraexpressiodecIasse u i mancad'insulina,
perm no es detectava insulitis ni cap evidencia
d'autoimmunitat.

Loetal.(Lo, 1988) vanutiIitzarconstruccions
similars (lnsl-Ea' i Insl-E(3') per incorporar-les
a ratolins defectius per l'expressio de I-E endogen
i que, per tant detectaven el transgen corn a
al•logenic. Els animals esdevenien diabetics,
pero sense insulitis ni cap evidencia de resposta
immunologica contra els illots. Les cel•lules (3
expressaven alts nivells de classe u, pero nomes
es tenyien debilment per insulina. Els expe-
riments de cultius de Mixed lymphocytes van
demostrar que aquest model transgenic era
tolerant a les molecules de I'MHC codificades
peltransgen.

Resulta interessant Iavariaciodel mecanisme
de tolerancia als productes d'I-E` en aquests
transgenics respecte als dell ratolins que
expressen normalment I-Eh. En el ratoli normal
I-E'", les cel • lutes T que porten un TCR codificat
pets gens V(317 noes detecten, tot i que els gens
de Vb 17, son presents en el genoma. Els TCR
codificats per V(317 reconeixen principalment
I-E. fet que s' ha considerat corn una demostracio
de la delecio clonal. En canvi, el model transgenic
per lnsI-E`conte en el seu repertori limfocits
amb receptors codificats pels gens Vbl7 pero
continuenessenttolerantsal'I-E''(Burkly, 1898;
Parham, 1988). Posteriors experiments han
demostrat que cis illots amb classe n I-En'
d'aquests transgenics no eren rebutjats en tras-
plantar-los a ratolins I-E . D'altra Banda, quan
eis ratolins receptors dels illots van ser tractats
previament al trasplantament amb cel•lules de
melsa I-E''*, van ser capagos de respondre i
destruir les cel•lules insulars del transgenic I-E*.
AiXO suggereix que les molecules de classe n
eren reconegudes per les cel•lules efectores,
pero les cel•lules (3 que presenten classe a no
eren capaces, per elles mateixes, d'iniciar una
resposta immunitaria per part dels limfocits T in
vivo. Per tat d'aprofundir en els factors que
detenninen l'inici de la presentacio antigenica
per part de les cel•lules insulars positives per
classe u, es van dur a terme experiments in vitro

amb clons de cel•lules T restringits per I-E
especifics per peptids del virus de ]'herpes. El
precultiu dels illots positius per I-En del ratoli
transgenic amb aquests clons fa que aquests
perdin lacapacitat de resposta enfront del peptid
viral, fins i tot quan ('antigen fou presentat per
cel•lules presentadores d'antigen convencionals
(Markmann, 1988). En conclusio, la presentacio
antigenica per part de cel•lules R que expressen
classe a desemboca en una paralisi de les cel.lu-
les T.

Els experiments del grup de Miller (Allison,
1988) condueixen a conclusions similars. A la
vista de ]'increment de ]'expressio de classe i en
els illots d'un pacient recentment diagnosticat
de diabetis i dels canvis similars observats in
vitro infectant cel•lules amb reovirus, els autors
van crear un model transgenic per comprovar
l'efecte d'una intensa expressio de classe i en les
cel•lules P. El transgen era una construccio amb
el promotor del gen de la insulina amb H-2Kh, i
va ser introdu'it a diferents soques de ratolins,
algunes de les quals eren singeniques i d'altres
al•logeniques respecte al transgen. Una alta
proporcio dels animals transgenics van
desenvolupar diabetis sense signes de reaccio
immunitaria contra les cel•lules insulars
fortament positives per classe i. La timectomia
nova influiren el desenvolupament de la malaltia,
i les cel•lules T de la periferia eren tolerants als
productes al•logenics de classe i expressats per
Ia cel•lula P. Les cel•lules T timiques no eren
tolerants, i la tolerancia periferica va desapareixer
quan les cel•lules (3 van expresser classe i en la
vida adu Ita de l' animal (Morahan, 1989). Aquests
resultats suggereixen novament que les cel•lules
(3 poden presentar antigens de manera
tolerogenica.

La disparitat de resultats oferts pets models
transgenics fa questionar la importancia dels
peptids presentats en situacions al•logeniques.
Una errada d'aquests experiments es que en
alguns models de transgenics anomenats leaky
es poden detectar transcrits del transgen al timus.
D'aquests experiments es questiona la manca de
secrecio insulinica en aquests animals. El mes



26 M. VIVh.S-PL, N. SOMOZA, I. VARGAS, P. ARMENGOL, R. PUJOL- BORRI:L.L.

probable es que la produccio massiva de

molecules de I'MHC sigui per si mateixadeleteria

per la cel•lula (3 in vivo Una altra hipotesi es que

la secrecib insulinica s'impedeix perque

I'hormona forma complexos amb les molecules

de I'MHC en els compartiments pre-secretors

citoplasmatics de la cel•lula (3 (Allison, 1988):

aquest argument es basa en l'alta avidesa de Ics

molecules de I' MHC gels peptids. Tambe podria

ser que, en incorporar diverses copies del

transgcn, lit massiva expressio de 1'MHC

saturaria la capacitat de produccio d'insulina.

Expressio de citocines

Sarvetnick et al. (Sarvetnick, 1990) van

dissenyar un transgenic en que el gen de 1' IFN-y

estava sota el control del promotor de la insulina;

el resultat va ser el desenvolupament de diabetis

i intlamacib amb expressio ectopica de classe it

en els illots. Un altre model va ser el transgenic

amb IFN-a a les cel-lules 0, que tmbe va

desenvolupar diabetis (Stewart, 1993).

Recentment s'han descrit dos models

transgenics que expressen factor de necrosi

tumoral-(3 (TNF-(3) (Picarella, 1992) i TNF-a

(Higuchi, 1992) en les cel•lules 0. Ambdos

models presentaven una important infiltracio

limfocitaria malgrat que cap dell dos no va

progressar cap a diabetis, tot i haver-hi reduccio

de lit massa de cel•lules endocrines, fibrosi insu-

lar i creixement intrainsular dels ductuls

(regeneraci6 dels illots?). Aquests dos models

demostren clarament que lit inflamacio insular

causada per ('expressio del TNF no es dia-

betogenica per si mateixa. La diferencia entre el

model d'IFN-yi el de TNF indica que ('IFN-yes

mes eficient en generar -directament o

indirectament- segons senyals per I'activacio

de Ies cel•lules T.

Cal esmentarque, encontrast ambels resultats

dell ratolins transgenics, lit capacitat de les

cel•lules endocrines positives per classe it de

presentar antigens exogens i endogens in vitro it

les cel•lules T ha estat demostrada en tirocits

murins (Charriere, 1982: Salamero, 1985) i

humans (Londei, 1985; Londei. 1984; Wataru,

1988; Grubeck-Loebenstein, 1988).

Ratolins amb productes virals transgenics en

les cel•lules beta

Arnb la tecnologia dels ratolins transgenics

s'ha provat si I'efecte de 1'expressi6 de

neoantigens (per exemple, antigens virals) en la

membrana de les cel-lules 0 pot ser el primer

fenomen en cl proces que porta a la diabetis.

Es va introduir un transgcn let amb el pronmo-

tor de la insulina de rata amb ('antigen viral T de

SV40(Adams, 1987) (un potent oncogen viral).

L'animal vadesenvoluparhiperplasiadelsillots,

tumors de tipus insulinoma i, en alguns casos,

pancreatitis amb autoanticossos contra els

antigens T de SV40, pero en cap cas van

desenvolupar diabetis. La resposta autoimmu-

nitaria es va donar quan el transgen es va

comen4ar a expressar en illots d'animals adults,

mentre que ('expressio neonatal d< na Hoe a

tolerancia. En un altre model, I'expressi6i de

I'hemaglutininadel virus de lit gripenlescel•lules

(3 (Roman, 1990) causa una infiltracio limfo-

citaria que destrucix les cel•lules productores

d'insulina i causa diabetis, amb presencia

d'autoanticossos. Tambe hi ha transgenics que

expressen la nucleoproteina (NP) o la glico-

proteYna (GP) del virus de la coriomeningitis

(LCMV) a la cel•lula 13(Oldstone, 1991); aquest

model no desenvolupa diabetis, excepte quan

I'animal es infectat pel virus, cosa que indica

que un gen viral introduit it la Ilnia germinal i

expressat en les cel•lules (3 no indueix una to-

lerancia real. Un altre grup va generar una variant

creuant el transgenic LC MV-GP amb un altre

transgenic portador de TCR especific per

LCMV-GP (Ohashi, 1991); aquest model no es

va fer diabetic fins al moment que va ser infectat

amb LCMV, fet que indica que Ies cel•lules T

autoreactives poden romandre inactives fins que
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no es d6na l'activacio adequada.

Transgenics dobles i triples amb incorporacio
de segons senyals

Schonrich et al. (Schonrich, 1991) van gene-
tar un doble transgenic amb les constructions
plus H-2K" i els gens reordenats de les cadenes
a i 0 del TCR que reconeixen H-2K" . Les
cel•Iules T que expressaven nivells alts del TCR
transgenic van serdelecionades intratimicament,
pear algunes ceI•lules T especifiques per Khvan
romandre it lit periferia i eren aparentment
indiferents it 1'expressi6 de K5 als illots. Aquest
transgenic es va creuar amb un altre que
expressava interleucina-2 (IL-2) en les cel•lules
(3(Heath, 1992) i va resultar un triple transgenic
que va desenvoluper diabetis amb insulitis.
Aquests resultats indiquen que les cel•lules T
autoreactives que ignoren cis autoantigens po-
den causar diabetis rota I'estimul de la IL-2.
Ws recentment s'han descrit transgenics

que incorporen B7 it les cel•lules (3 (Gueder,
1992). Aquests models, que no desenvolupen
diabetis, si que ho fan en creuar-se amb el
transgenic que expressa I-E als illots o amb el
que expressa TNF. Una altra Iinia de transgenic
per B7 que no fa diabetis (Harlan, 1993), si que
en fa quan se li injecta una dosi subdiabetoge'nica
d' estreptozotocina.

Per tans, sembla que les cel•lules endocrines

que expressen classe n poden ser ignorades per

les cel-Jules'F o desencadenar una resposta segons

les circumstancies. Una hip6tesi sobre aquest

fenomen es basa en lit importancia dels segons

senyals (Janeway, 1989), ja que hi ha trehalls que

deinosUrn que una presentaci6 incompleta pot
induir anergia (Lamb, 1983: Madsen, 1988;
Jenkins, 1987). El segon senyal podria ser

proporcionat per lit IL-2 (Morahan, 1989), altres

citocines produides per les APC convencionals

(Jenkins, 1988), la via del B7 i el seu Iligand

CD28, les molecules d'adhesi6, o be un conjmnt

de totes elles. Per tan(, I'expressio de classe ii
seria Homes una part del proces de presentaci6,

i caldrien citocines que podrien induir taut

1'expressi6 de totes les molecules de membrana
que participarien en la presentacio la cel•lula (3,
corn els segons senyals perque aquesta es portes
a terme. En cas que I'expressio de classe n fos un
fenomen secundari i tarda, lit presentacio de les
cel•lules (3 tindria poca importancia en el proces
autoimmunitari.

CONCLUSIONS

L'estudi de l'expressio de I'MHC en les
cel•lules 0 ens porta mes enlla del que semblava
en un principi la interpretaci6 de la hipotesi de
I'expressi6 aberrant de classe n, ja que la
complexitat de la presentaci6 antigenica i
l'activaci6 de les cel•lules T no eren gaire
conegudes.

EI fenomen de lit hiperexpressi6 dc I'MHC
en la cel•lula diana de les malalties auto-
immunitaries ha estat darrerament molt
investigat. Malgrat aixb, no se sap si es tracta
d'un fenomen secundari it I'accio de les citocines
alliberades pets limfocits T corn a consequencia
d'una infecci6 virica o d'un fenomen realment
involucrat en la resposta autoimmunitaria. Una
tercera possibilitat es que hi hagi una inducci6
directa d'un virus no citopatic que infectes les
cel•lules P.

A causa d'aixo i des d'una altra perspectiva,
les cel•lules (3 han esdevingut paradigmatiques
en I'estudi de la tolerancia periferica. La gran
quantitat de models transgenics portadors de tot
tipus de molecules it les cel•lules 0 no ens han
aclarit del tot el paper del silenci immunologic,
de I'anergia i supressi6 en el manteniment de la
tolerancia periferica. pero han aportat dales per
al coneixement actual de la immunologia.
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