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DIABETIS AVUI de diabetis

1.- Introducci6

La diabetis mellitus és una malaltia metabolica causada per la deficiéncia o la
manca d'accid de la insulina, una hormona produida a les cél-lules B del pancrees.
La diabetis de tipus 1 (DT1) és causada per una destruccié autoimmunitaria de les
cel-lules B, i per tant, per una deficiéncia total d’'insulina. Per contra, la diabetis de
tipus 2 (DT2) no és una malaltia autoimmunitaria, pero les cél-lules B pateixen
alteracions funcionals que afecten a la producci6 d’insulina. A més, els teixits
periférics (com per exemple el fetge o el muscul esquelétic) es tornen insensibles a
'accié de I'hormona, causant el que es coneix com a resisténcia a la insulina. En
tots el casos, el simptoma comu de la malaltia és I'increment de la glucosa a la sang
o hiperglucémia.

L'objectiu de la terapia per la diabetis és el manteniment de la
normoglucémia, tant en periodes de deju com en estat postpandrial. L’hiperglucémia
cronica es la causa de les complicacions secundaries de la malaltia, mentre que
episodis hipogluceémics son inclis més perillosos, ja que poden arribar a ser letals.
El tractament estandard de la malaltia es basa en la injeccid subcutania de
I’'hnormona, perod en la majoria de casos no s’eviten les complicacions secundaries, i a
més, els pacients estan exposats al risc d’hipoglucémia (1). Aixd és degut a que
l'alliberacié de la insulina no esta regulada pel nivell de glucémia del pacient. Per
aquest motiu, el tractament actual és insatisfactori i es continua la recerca de noves
terapies per a la malaltia.

Un dels avencos en el tractament de la malaltia és la utilitzacié de 'anomenat
pancrees artificial, que es tracta d'un dispositiu electronic d’alliberacié d’insulina
controlat per un sensor de glucosa implantat subcutaniament en el pacient. Tot i
nombrosos estudis clinics, aquests aparells no estan essent emprats de forma
rutinaria en els pacients. També a nivell clinic, s’ha estudiat amb forca eéxit el
transplantament d'illots pancreatics (revisat a (2)). Aquesta técnica consisteix en
obtenir els illots de cadavers humans i trasplantar-los en el fetge dels receptors a
través de la vena porta. Per evitar el rebuig, els pacients s’han de tractar amb
immunosupressio de per vida. L'avantatge principal d’aquesta terapia é€s el bon
control de glucemia ja que la secrecid d’insulina esta perfectament regulada per la
glucosa. No obstant, existeixen nombrosos desavantatges que han restat
entusiasme a aquesta aproximacio, com per exemple la poca disponibilitat d’illots

humans, complicacions degudes a la immunosupressié permanent, i la pérdua de
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I'efecte terapéutic al cap de pocs anys del trasplantament (3). En aquest camp, un
gran nombre d’investigacions s’han centrat en la recerca de fonts alternatives d'illots
pancreatics o cél-lules B, incloent I's d'illots porcins (xenotransplantaments) o la
formacio de cel-lules productores d’insulina in vitro a partir de cel-lules progenitores
embrionaries (ESC) o adultes (com per exemple les cel-lules troncals pluripotencials
induides o iPS). La utilitzacié de cel-lules iPS derivades del propi pacient podria
resoldre el problema de rebuig del postrasplantament, perd encara queda forga cami
per recorrer per aconseguir crear “verdaderes” cél-lules B a partir de iPS (4).

La terapia genica en els ultims 30 anys ha anat guanyant terreny en el camp
cientific i clinic, ja que ofereix la possibilitat de tractar, curar o prevenir tant malalties
monogeéniques com poligéniques, incloent la diabetis. L'objectiu d’aquesta revisio és
descriure les eines i tecniques emprades en el camp de la terapia génica, aixi com la
seva utilitzacio pel tractament i/o la prevencié de la diabetis. Cal destacar que la

majoria d’aquestes aproximacions terapéutiques es centren en la DT1.

2.- Terapia Genica

En termes generals, la terapia génica implica la transferéencia de material
geneétic als pacients amb un objectiu terapéutic o preventiu. La finalitat d’aquesta
manipulacié genética és aconseguir que les cél-lules del pacient sintetitzin el
producte codificat per aquest material genétic. Tot i que en la majoria de casos el
producte sera una proteina, també és possible que el producte sigui un RNA o un
oligonucleotid no codificant, amb la funcié de regular I'expressio d'altres gens a dins
de la cel-lula.

Un fet comu en totes les estratégies de terapia génica és la necessitat de
transferir el material genétic a les cel-lules del pacient d'una manera eficient i
segura. Els agents utilitzats per a realitzar aquesta tasca son els anomenats
vectors. A grans trets aquests vectors es classifiguen en dos grans categories: els

virals i els no virals (revisat a (5)).

A més, cal dir que existeixen dos tipus d’aproximacions de terapia génica: 1)
'anomenada terapia genica in vivo, en la que el vector es transfereix directament
al pacient, i 2) l'anomenada terapia génica ex vivo, que consisteix en extraure
cel-lules del pacient, transduir-les al laboratori amb el vector i reimplantar-les al

pacient.
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2.1. Vectors no virals

La forma més simple de vectors no virals sén els plasmidis, que contenen el
gen d’interées, un promotor i una senyal de poliadenilaci6. No obstant, la
transferéncia génica mediada per aquests vectors és de baixa eficiéncia i transitoria,
principalment degut a la baixa capacitat de les cél-lules per captar el DNA. Per
incrementar I'eficiéncia, el DNA plasmidic es pot acomplexar amb polimers cationics
gue neutralitzen les carregues negatives dels grups fosfats del DNA i incrementen
aixi la captacié, ja que impedeixen I'entrada a I'endosoma i la degradacié d’aquest
DNA per nucleases endosomals. Els polimers més utilitzats freqiientment son els
liposomes cationics.

Una estratégia alternativa, i que ha demostrat elevada eficiéncia en certs
teixits, és l'aplicacié de polsos eléctrics in vivo després de la injecci6 del DNA
plasmidic. Aquesta aproximacié s'anomena electroporacio i es basa en la formacié
de porus a la membrana cel-lular -d’'una manera transitoria- que permetria I'entrada
de macromolécules al citoplasma. A més, I'aplicacié de camps eléctrics té un efecte
electroforetic sobre el DNA afavorint I'entrada a la cél-lula (6).

De forma similar, es poden utilitzar ultrasons per incrementar I'incorporacio
de DNA dins les cél-lules; procés anomenat sonoporacio (7). Aquests ultrasons es
poden aplicar directament o bé en combinacié6 amb un contrast ecografic constituit
per microbombolles de gas (8).

Per ultim, també s’ha descrit una forma eficient de transferir material genétic
al fetge mitjancant vectors no virals que consisteix en la injeccié6 en pocs segons
d’un gran volum de DNA plasmidic en solucié. Aquesta sobrecarrega hidrodinamica
provoca una distensié hepatica i obertura de les fenestracions dels sinusoides que
afavoreix I'entrada del DNA dins dels hepatocits i altres cel-lules hepatiques, i per

aquest motiu es coneix com a metode hidrodinamic (9).

2.2. Vectors virals

Els vectors virals es basen en la utilitzacié de virus modificats, i aprofiten la
capacitat natural dels virus per infectar les cel-lules i transferir el seu material genétic
dins del nucli. Per aguest motiu, no és estrany que, en termes generals, els vectors
virals siguin més eficients in vivo que els vectors no virals. Per a generar vectors a
partir de virus salvatges es modifica el seu genoma de manera que s’eliminen les
seves capacitats de replicar i de causar malaltia, perd es mantenen intactes les
seves capacitats d'entrar a les cel-lules i transportar el DNA fins el nucli. A més,

I'eliminacié d’aquests gens virals en el genoma s’aprofita per crear espai de clonatge
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pel casset terapeutic (Figura 1). Aixi, els vectors virals sén capacos d'entrar a la
cel-lula i transportar el material genétic d’interés fins al nucli, pero llavors el cicle viral
€s avortat i s'evita la seva replicaci6. En terapia génica es coneix aquest fenomen
com a transduccio, a diferéncia del terme infeccio, utilitzat en virologia per descriure
I'entrada del virus salvatge a la cél-lula i la inherent replicacié del mateix. Els vectors
virals més utilitzats en terapia genica deriven dels retrovirus, adenovirus o dels virus

adeno-associats.

2.2.1. Vectors retrovirals

Historicament, aquests vectors han estat ampliament utilitzats en assaigs
clinics de terapia génica. En particular, els vectors derivats del virus de la leucémia
murina de Moloney han estat molt utilitzats en terapia génica ex vivo. Aquests
vectors només tenen la capacitat de transduir cél-lules en replicacio, el seu genoma
de RNA és retrotranscrit després d’entrar a la cél-lula i el DNA resultant s’integra en
el genoma cel-lular, de manera que la manipulacié genética és permanent i té la
capacitat de transferir-se a les cel-lules “filles”. La manipulacié de cél-lules
hematopoiéetiques ex vivo pel tractament d'immunodeficiencies severes ha estat un
dels primers éxits de la terapia génica, aconseguint curar completament els
coneguts com “nens bombolla” (10, 11). Perd pocs anys més tard, aquest exit es va
veure afectat per una de les complicacions d'aquesta terapia, la mutagenesi
insercional. Alguns dels pacients tractats amb aquests vectors derivats del virus de
Moloney van desenvolupar leucémies, i un cop analitzats aquests clons leucémics
es va determinar que la causa havia estat la insercié del DNA a prop d’'un oncogen
(12).

Els vectors retrovirals derivats del virus de la immunodeficiencia humana
(VIH), anomenats lentivirus, han anat guanyant interés ja que, a diferéencia dels
vectors derivats de virus de Moloney, tenen la capacitat tant de transduir cel-lules en
divisié com cél-lules quiescents. Aquesta caracteristica fa que es puguin utilitzar tant
per terapia genica ex vivo com per terapia genica in vivo. La bioseguretat dels
vectors derivats del VIH ha estat sempre un tema de preocupacio, pero l'dltima
generacié d’aquests vectors, completament delecionats de gens patdogens i amb
inactivacions de les regions promotores endogenes (LTRs), han demostrat una
elevada seguretat i ja s’estan utilitzant en assaigs clinics amb resultats molt
prometedors (Figura 1)(13). A més, els estudis preliminars sobre la potencial
mutagenesi insercional semblen indicar un risc molt més baix dels vectors lentivirals

respecte als vectors derivats del virus de Moloney (13).
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També cal destacar l'eficiencia d’aquests vectors lentivirals per transduir de
forma permanent el fetge in vivo per via endovenosa (14) o també el cervell
mitjancant injeccié intraparenquimal —aquesta Ultima aproximacié ja esta en fases

cliniques- (identificador clinicaltrials.gov: NCT00627588).

2.2.2. Vectors adenovirals

Els vectors adenovirals deriven dels adenovirus, i els més freqientment
utilitzats en terapia génica s6n adenovirus humans de serotip 5 o serotip 2. Els
vectors adenovirals no s’integren, o ho fan amb extrema ineficiéncia, en el genoma
de la cél-lula hoste, son ampliament utilitzats per la seva eficiencia per transduir
cel-lules quiescents o en divisié, presenten nivells d’expressio del gen d’interés molt
elevats, ampli tropisme cel-lular i facilitat de produccié al laboratori. Totes aquestes
caracteristiques el fan un vector ideal per a la terapia in vivo, no obstant, els vectors
de primera generacié indueixen una forta resposta immunitaria contra les cél-lules
transduides, degut a la preséncia d'alguns gens virals en el vector (Figura 1). Per
resoldre aquest problema, s’han generat vectors adenovirals completament
delecionats de gens virals, els anomenats “gutless” o també “helper-dependent” (15).
Aquests vectors d’Ultima generacid no indueixen resposta immune —i per tant
mantenen l'expressio del transgen a llarg termini- i a més tenen una gran capacitat
de clonatge respecte els vectors adenovirals de primera generacié (36 kb vs 8 kb,
respectivament) (15,16). La contrapartida d’aquests vectors gutless respecte els de
primera generacio és la complicacié en la seva produccié, un fet que ha impedit fins
a l'actualitat que arribin a la fase d'assaig clinic.

Els vectors adenovirals de primera generacio s'utilitzen per aproximacions
terapéutiques que requereixen d’expressio transitoria del gen d’interés, com podrien
ser la terapia contra el cancer o també la induccié d’'immunitat, actuant en aquest
darrer cas com a vehicle de vacunes de DNA. Donada la importancia i incidencia
d’aquestes aplicacions, no es estrany que els vectors adenovirals siguin els vectors
més utilitzats en assaigs clinics de terapia génica en [l'actualitat

(http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/).

2.2.3. Vectors adeno-associats

Els vectors adeno-associats (AAV) deriven dels virus adeno-associats, que
com el seu nom indica varen ser identificats com a virus contaminants de
preparacions d’adenovirus. Els AAV sén del genere dependovirus i aixo implica que

necessiten d’altres virus per poder replicar-se (normalment adenovirus o també
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Figura 1
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Figura 1.- Organitzacié del genoma en els virus i els seus respectius vectors de terapia
genica. El genoma dels virus adenoassociats (AAV) és molt simple, conté Gnicament dos gens
(Rep i cap) i les sequiencies de DNA anomenades Inverted Terminal Repeats (ITR), que serveixen
com a origen de replicacio del genoma i com a senyal per I'empaquetament del virus. Els vectors
AAV mantenen les ITRs pero els gens virals es substitueixen pel casset genic (CG). EI CG
normalment esta compost per un promotor, el gen d’interés i una senyal de poliadenilacié. Els
adenovirus tenen un genoma més complex amb un conjunt de gens Early (E) i gens Late (L), una
senyal d’'empaquetat (V) i també limitat pels ITRs. En els vectors adenovirals de 12 generacio es
substitueixen els gens E1A i E1B pel CG, i es mantenen la resta de gens virals, ¥, i ITRs. En canvi,
els vectors gutless no contenen cap gen viral i, a part del CG, només contenen ¥ i ITRs. Els
retrovirus contenen 3 gens virals (Gag, Pol, Env) i les sequéncies terminadores anomenades
LTRs, que en el cas dels retrovirus tenen també funcié promotora. En els vectors retrovirals
s'eliminen els gens virals perd es mantenen les seqiiencies LTRs, i com que aguestes son
promotores, en molts casos és suficient incloure Gnicament el gen d'interes en el vector. Els
lentivirus s'assemblen als retrovirus pero a més de contenir el gens estructurals (Gag, Pol, Env),
també presenten gens regulatoris (rev, tat) i gens accessoris (vif, vpr, vpu i nef). Els vectors
lentivirals d’ultima generacié estan modificats per incrementar la seva seguretat de manera que les
LTRs no tinguin funcié promotora (s’anomenen self-inactivating o SIN), s’inclou un CG complert i
es mantenen algunes proteines com la cPPT (codificada en el gen Pol) o la RRE (codificada en el
gen Env) importants pel transport nuclear del genoma.
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herpesvirus). Els AAV so6n virus no patdgens i de mida molt petita —aproximadament
20 nm-, el seu genoma només conté dos gens —rep i cap-, aquest fet limita la seva
capacitat de clonatge fins a només 4.7 kb. L’Unic element viral present en els AAV
recombinants son les sequéncies reguladores, situades als dos extrems del genoma
conegudes com “Inverted Terminal Repeats (ITRs)” que son necessaries per la
sintesi de les particules virals ja que actuen com inici de replicacié del DNA i senyal
d’empaquetament per tal que els genomes entrin dins les capsides (Figura 1).

La terapia génica bassada en vectors AAV ha guanyat molts adeptes en els
Ultims anys, sobretot gracies a la descoberta de nous serotips (17). Donat que cada
serotip presenta un tropisme preferencial per un teixit concret, avui en dia existeixen
AAV recombinants per transduir molts teixits d’interés in vivo (18). Els vectors AAV
també es poden produir al laboratori amb facilitat (19), es mantenen principalment de
forma episomal —com els adenovirus, també s’ha descrit la seva integracié al
genoma de forma esporadica- i presenten un bon perfil des del punt de vista de la
bioseguretat, ja que deriven de virus no patogens. En models animals no generen
resposta immune, i la seva expressio en teixits amb baixa taxa replicaci6 —com el
fetge o el mascul esquelétic- es manté durant molts anys (18), no obstant s’han
detectat respostes immunitaries febles en alguns assaigs clinics en humans que

aparentment es poden controlar amb una lleu immunosupressio (20).
3.- Prevencio de la diabetis mitjangant terapia génica.

La diabetis autoimmunitaria -0 DT1- és d’etiologia desconeguda i es sol
diagnosticar durant la infancia o I'adolescéncia, tot i que també pot aparéixer en
'edat adulta. Les manifestacions cliniques de la malaltia es detecten després d'un
periode asimptomatic -0 prediabetes- durant el qual progressa la resposta
immunitaria contra les cél-lules B. A més de la simptomatologia, el diagnostic de la
malaltia s'intenta confirmar analitzant la preséncia de marcadors d’autoimmunitat, els
denominats autoanticossos, que es desenvolupen contra antigens de les cél-lules B
(com per exemple anticossos anti-insulina (IAA) o anti-glutamat descarboxilasa
(GADA)). Tot i que la malaltia té un fort component genétic, encara no €s possible
fer un diagnostic preco¢ de la malaltia i aquest fet impossibilita actuar de forma
preventiva en humans. No obstant, existeix un gran nombre d’aproximacions de
terapia genica preventives en models animals de DT1 que es podrien aplicar en un

futur en humans, sempre que siguem capacos de diagnosticar precogment la DT1.



associacio
catalana
DIABETIS AVUI , de diabetis
Si lautoimmunitat és la resposta immunitaria contra antigens propis, la
tolerancia és el mecanisme contrari, és a dir, el sistema immunitari reconeix
correctament tots els antigens propis de l'individu. La pérdua de tolerancia contra els
antigens de l'illot pancreatic és, per tant, la causa de la DT1, i mantenir la tolerancia,
és l'objectiu de les terapies preventives. La tolerancia es regula per un complex
mecanisme que implica tant la resposta immunitaria innata com I'adaptativa. Els
limfocits T formen part de la resposta immunitaria adaptativa, i s6n un dels elements
més importants en la DT1, ja que els limfocits T citotoxics (CTLs) son, juntament
amb els macrofags, les cél-lules efectores que acaben destruint dels cél-lules B. Per
contra, els limfocits T reguladors (Tregs) actuen de forma contraria, evitant
autoimmunitat (tant en DT1 com altres malalties autoimmunitaries). En pacients
amb DT1, sembla que aquestes cél-lules podrien tenir alterada la seva capacitat
supressora (21).
L'objectiu d’'aquesta revisi6 no és profunditzar en els mecanismes de
'autoimmunitat en la diabetes tipus 1 (revisat a (22)), sin6 en enumerar i resumir les
diferents estratégies de terapia génica que s’han assajat per prevenir aquesta

malaltia autoimmunitaria.

3.1. Terapia amb citoquines o inhibidors de citoquines.

Les citoquines poden actuar potenciant la tolerancia —com per exemple
afavorint les Tregs- o bé suprimint l‘autoimmunitat, per exemple inhibint els
macrofags i els CTLs. Les citoquines sén molécules que es secreten a la sang amb
molta facilitat, independentment del teixit que les produeix, i poden tenir efectes molt
potents inclis a baixes concentracions. Aquestes caracteristiques fan que les
citoquines tinguin una accio sistemica important, i en alguns casos actuen fora de les
cel-lules diana i poden causar efectes secundaris. L’avantatge de les terapies amb
citoquines és que es pot utilitzar el fetge o el muscul esquelétic com a “fabrica”
d’aquestes molecules, emprant técniques de transferéncia génica tant viral com no
viral.

Entre les citoquines reguladores més utilitzades per prevenir la DT1 es
troben les interleuquines (IL-4, IL-10, IL-2) o el TGF-B. També es pot optar per
utilitzar inhibidors de citoquines marcadament inflamatories, com el TNF-a, IL-1,
IFN-y o la IL-12. Tot i ser efectiva en models animals, aquesta Ultima aproximaci6 té
el risc de causar immunosupressié i afavorir infeccions en els pacients, com ha

succeit en pacients d'artritis reumatoide tractats amb anti-TNF-a (23). Una de les
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maneres de minimitzar aquests efectes secundaris seria limitar el lloc d’expressio de
la proteina —aconseguir una expressio selectiva de teixit- i controlar finament les
dosis utilitzades.

En els ultims anys s’han desenvolupat técniques de transferéncia génica viral
molt eficients per transduir les cél-lules B del pancrees (24, 25), i s’ha pogut
demostrar l'eficacia d'expressar citoquines reguladores com IL-4 o CCL-22
especificament en aquestes cel-lules per prevenir la DT1 en ratolins NOD —el model
muri de DT1 més ampliament utilitzat- (26, 27). En aquesta linia, també s’ha
demostrat que illots pancreatics que expressen un antagonista del receptor IL-1,
mitjancant la transducci6 amb vectors adenovirals, presenten una millor
supervivéncia en el context de I'autoimmunitat (28).

D’altra banda, el fetge també es un organ interessant en la prevencio de la
diabetis, ja que té caracteristiques d’organ limfoide (29). Aixi, I'expressio de IL-4 i IL-
10 mitjancant terapia génica en el fetge indueix una clara immunoproteccié en front
de la DT1 (30); de forma similar, I'expressio de TGF-B en el fetge de ratolins NOD —
mitjancant vectors adenovirals- indueix la formaci6 de Tregs amb efecte anti-
diabetogénic (31).

Tot i que el mascul no tingui caracteristiques limfoides, s’ha observat que
'expressio de IL-10 pel muscul esquelétic —mitjancant vectors AAV- indueix

tolerancia i redueix I'autoimmunitat (32).

3.2. Terapia amb vacunes de DNA.

Les vacunes de DNA s’han investigat extensivament per la prevencio de
malalties infeccioses i tumors, per la seva simplicitat i flexibilitat. En molts casos, el
DNA s’administra en forma de plasmidis —sols, formant complexes o utilitzant
tecniques d’electroporacio/sonoporacié- perd els vectors virals també es poden
utilitzar amb aquesta finalitat. La hipotesi que sustenta aquesta estratégia és que el
DNA que codifica I'antigen s’expressi a les ceél.lules presentadores d'antigens
(APCs) -principalment cel-lules dendritiques o macrofags-. Per tant, I'element més
important en aquesta aproximacié és I'eleccié de I'antigen. En el cas de la DT1, els
antigens més utilitzats sén aquells que s’expressen a la cél-lula ; essent la insulina i
el GAD els més estudiats. Es pot combinar I'expressié d’aquests antigens amb
'expressio de molécules moduladores, com IL-4 o IL-10, anti-lligand de CD40, o

lligand de CTL4 (revisat a (33)). En la majoria de casos s’ha utilitzat terapia no viral
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per a aquesta finalitat, perd I'expressio de péptids de GAD mitjancant vectors AAV
en el muscul esquelétic també ha aportat resultats interessants (34), suggerint que la
terapia génica viral també és una estratégia valida.

Tot i no tractar-se d’'un antigen especific de les cel-lules B, s’ha observat que
I'expressio del factor de creixement similar a la insulina de tipus 1 (IGF1) en el fetge,
per via d'una injecci6 de plasmid de forma hidrodinamica, afavoreix la
preséncia/supervivencia de les cél-lules Treg i prevé l'aparici6 de DT1 en ratolins
(35).

4.- Tractament de la diabetis mitjancant terapia genica

El tractament de la diabetis inclou varies modalitats segons I'objectiu primari
gue persegueix l'estratégia terapéutica. La terapia genica amb insulina és la més
estudiada i el seu objectiu és produir la hormona en teixits extrapancreatics, de
manera que aquesta es secreti a la sang i pugui exercir els seus efectes en tot
'organisme. No obstant, la finalitat d’aquest tractament no és curar la malaltia, sin6
que pretén millorar el control glucémic i a la vegada facilitar el maneig diari dels
pacients, que no s’haurien d’injectar I'hormona a diari. Un objectiu més ambicids, i
més complex, seria buscar una cura per la malaltia. En aquest cas s’hauria de

restituir la poblacié de cél-lules B i controlar a la vegada I'autoimmunitat.

4.1. Terapia génica amb insulina

Des dels inicis de la terapia génica, la produccié d’insulina per teixits
extrapancreatics —o cel-lules pancreatiques diferents a les - com a terapia de la
DT1 ha estat extensivament estudiada. La transferéncia del gen de la insulina es
pot realitzar tant per métodes virals com per metodes no virals. A més, s’han
estudiat tant estratégies ex vivo com in vivo. Per a la terapia ex vivo, les cél-lules
hepatiques, musculars o intestinals (entre d'altres) es poden expandir in vitro i
manipular geneticament per tal que expressin insulina, i posteriorment, aquestes
cel-lules es trasplanten al pacient. Un avantatge d’aquesta aproximacié és que el
pacient no esta en contacte amb el vector de transferéncia, reduint potencials riscos
associats al vector, pero la contrapartida sén els problemes immunologics que
poden causar les cel-lules trasplantades (a menys que siguin autologues) i la dificil
eleccid de I'drgan receptor del trasplantament; problematica que comparteix amb les

terapies de trasplantament d'illots.
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Una altra de les dificultats que afronten les cél-lules no  és el processament
de la insulina, ja que la proinsulina s’ha de processar per les proteases anomenades
proconvertases PC1/3, tallant el péptid-C residual i alliberant la insulina en forma
activa. Amb I'excepcié de les cél-lules K intestinals, cap cél-lula extrapancreatica
expressa aquestes proteases, i per tant el gen de la insulina s’ha de modificar per
assegurar els seu correcte processament. La modificaci6 més habitual es substituir
els aminoacids que reconeixen les PC1/3 per aminoacids que reconeix
'endoproteasa furina, que s’expressa de forma ubiqua a totes les cel-lules de
'organisme. Aquesta modificacio del gen és necessaria tant en les aproximacions ex
vivo, com aquelles in vivo on el gen de la insulina es transfereix al teixit diana. El
fetge i el muscul esquelétic son els organs més utilitzats per les aproximacions in
vivo. Aixi, el gen de la insulina s’ha transferit a hepatocits mitjangcant vectors
adenovirals (36, 37), AAV (38), lentivirus (39, 40) i métodes no virals (41). En el
muscul esquelétic s’han assajat moltes aproximacions de terapia amb insulina
basades en I'electroporacié de DNA plasmidic (revisat a (42, 43)), perd també s’han
utilitzat vectors lentivirals (44) i AAV (45).

Una problematica comuna en totes les terapies amb insulina és la dificultat
de regular correctament la seva produccié en funcié de la glucemia. Una de les
estratégies és controlar I'expressié de 'hormona mitjancant un promotor regulat per
glucosa, com per exemple el promotor de la piruvat kinasa (46) o promotors sintétics
(47). No obstant, és dificil aconseguir uns nivells de glucosa ben controlats amb
aguesta estratégia, ja que en condicions normals —a les cél-lules B- la insulina es
controla de manera postranscripcional. El control Unicament a nivell transcripcional
pot comportar una lenta produccid6 de I'hormona quan els nivells de glucosa
aumenten i una alliberacié de I'hormona quan ja els nivells de glucosa han disminuit.
Aquest desfas pot provocar episodis més o menys perllongats d’hiperglucémia i
d’hipoglucémia, essent aquests ultims especialment perillosos.

Una estratégia alternativa és I'expressié d’insulina de forma constitutiva pel
muscul esquelétic i a la vegada expressar I'enzim glucoquinasa (Gck) en aquest
teixit (45). Es tracta d’aconseguir una produccié d’'insulina basal que mantingui la
normoglucémia en dejd, i quan la glucémia augmenta després de menjar, la Gck
incrementa la captacié de glucosa en el muscul esqueléetic i la disminueix en la
circulacié. Quan la glucosa torna a valors normoglucémics la Gek disminueix la seva
fosforilacio, ja que aquest enzim presenta una Km elevada o el que és el mateix, una

afinitat molt baixa pel substrat (48), evitant aixi I'hipoglucemia (45).

-12 -



associacio
catalana

DIABETIS AVUI de diabetis

4.2. Regeneracio i proteccio de cél-lules productores d’insulina

La generacié de noves cél-lules productores d’'insulina en pacients de DT1
podria constituir una cura per la malaltia, sempre que a la vegada s’aturi I'atac
autoimmunitari contra aquestes cel-lules. Cal destacar que la majoria
d’aproximacions preventives descrites a I'apartat 3 es podrien aplicar com a terapia
combinada i evitar aquest atac enfront les noves cél-lules f.

Durant molts anys una de les estratégies més estudiades per tractar la
diabetis ha estat la generacié de cél-lules B in vitro a partir de cél-lules
progenitores de diferents tipus; per exemple ESC (Embrionic Stem Cells), iPS
(inducible Pluripotent Stem cells) o cel-lules progenitores adultes —com les ceél-lules
mesenquimals-. L'objectiu final seria aconseguir una cel-lula productora d’insulina i
poder trasplantar-la en el pacient diabétic. Aquestes estrategies estarien encabides
dins de la terapia cel-lular, no obstant, cal destacar que en alguns casos la
transferencia de factors a aquestes ceél-lules es fa mitjancant técniques de terapia
génica —vectors virals i no virals- com és el cas de les iPS.

També cal destacar un gran nombre d'estrategies de terapia genica que
busquen protegir els illots pancreatics en I'ambient del postrasplantament, mitjancant
'expressi6 de gens anti-apoptototics, factors pro-angiogénics —per afavorir
limplantament- o factors que indueixen proliferaci6. En aquest cas, també es
parlaria d’'una combinacié de terapia cel-lular i terapia génica.

La generacié, o millor dit, regeneracid, de cél-lules productores d’insulina
directament en el pacient utilitzant les eines de la terapia génica és un camp molt
estudiat i amb un gran potencial. En aquest cas, els vectors s’apliquen directament
en lindividu per induir la formacié de noves cel-lules in vivo. En general, aquest
tipus d’aproximacions pretenen convertir una cél-lula d’'un teixit diferenciat adult —
pancreatic o extrapancreatic- en una cel-lula B, aprofitant el que es coneix com
plasticitat cel-lular (revisat a (49)). Aquesta conversié d'una cél-lula en una altra
s'anomena transdiferenciacié o —meés acuradament- reprogramacio cel-lular. Els
teixits amb més potencial per a ser utilitzats amb aquesta finalitat son el fetge i el
pancrees exocri, ja que tots dos teixits provenen d’una cél-lula progenitora comuna a
la propia cél-lula B. Aixi, la transferéncia génica a ceél-lules hepatiques de factors de
transcripcié importants pel desenvolupament de les cel-lules B (PDX-1, Ngn-3,
NeuroD), mitjancant vectors adenovirals, indueix la formacio de cel-lules productores

d’insulina i reverteix la diabetis en ratolins (50, 51). De forma similar, i també
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utilitzant vectors adenovirals, s’ha demostrat que cél-lules acinars pancreatiques es
poden reprogramar in vivo utilitzant una combinacié de 3 factors de transcripcio
(PDX-1, Ngn-3 i MafA), en cél-lules productores d'insulina (52).

La proteccio i proliferacié de les cél-lules B preexistents també té un alt
potencial pel tractament de la diabetis. En els pacients de DT1, quan es diagnostica
la malaltia més del 80% de cel-lules B ja han estat destruides, pero el romanent de
d’aquestes cel-lules es podria expandir mitjancant la induccié de proliferacio i
recuperar la massa total de cél-lules productores d’insulina capa¢ de regular la
glucémia. De fet, s’ha descrit, en ratolins, que la proliferacié de les céel-lules B és el
principal mecanisme de manteniment de la massa total de cél-lules B durant tota la
vida adulta (53). A més, en abséncia de resposta autoimmunitaria, les cél-lules B
dels ratolins tenen la suficient capacitat de replicar i restaurar la suficient produccio
d’insulina (54, 55). Per tant, es possible utilitzar les eines de la terapia genica per
transferir factors que indueixin la replicacio i proteccié de les cél-lules B in vivo. Per
exemple, s’ha demostrat un efecte de proteccié i de proliferacié a les cél-lules B de
ratolins diabetics utilitzant el factor de creixement dels hepatocits (HGF) i també del

péeptid similar al glucagé de tipus 1 (GLP-1) (25, 56).

5.-Conclusions

Els resultats clinics positius obtinguts recentment amb les diferents
estratégies de terapia genica per malalties monogéniques com I'hemofilia (20),
'amaurosis congénita de Leber (57), I'adrenoleucodistrofia (13) o la deficiencia de
lipoproteina lipasa (58) fan pensar en I'aplicacié d’aquesta nova modalitat de terapia
també en malalties poligeniques. A més, recentment la agéncia europea del
medicament (EMA) ha aprovat I'entrada al mercat del primer producte de terapia
génica, bassat en vectors virals AAV, pel tractament de la deficiencia de lipoprotein
lipasa (glybera™), un fet que podria incrementar l'interés de la industria farmaceutica
per aguest nou tipus de terapies avancades.

En el cas de malalties poligéniques o multifactorials, com la diabetis, I'eleccio
del gen terapéutic, el teixit diana o el vector de transferéncia sén elements claus per
a I'exit de l'aproximacié. En aquesta revisié s’han descrit diferents estrategies de
tractament i prevencio, i es veu clarament que es poden utilitzar tant vectors virals
com no virals per a la manipulacié genetica. A més, en aquestes aproximacions el

fetge, muascul esquelétic o el pancrees son els teixits dianes més ampliament
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manipulats. Exceptuant el cas de la insulina, I'eleccié del gen no és una tasca facil
per prevenir o tractar la DT1.

La seguretat és un dels problemes que encara avui en dia pot afectar a la
terapia génica, ja sigui la seguretat dels vectors que s'utilitzen o també I'expressié
inapropiada del propi gen terapéutic. No obstant, els vectors d’Ultima generacié com
els AAV o els lentivirus estan demostrant una elevada seguretat en els assajos
clinics vigents.

A diferéncia d’algunes malalties que no tenen cap tractament efectiu, en el
cas de la diabetis, els pacients es poden controlar gracies al tractament amb insulina
o altres hipoglucemiants, aixi que tot i els inconvenients i complicacions que pot
comportar aquest tractament, s’aconsegueix cronificar la malaltia amb una baixa
mortalitat. Aquest fet fa que les exigéncies d’eficacia i seguretat per les noves
terapies siguin necessariament elevades. Els avencos dels ultims anys fan ser
optimistes en el camp de la terapia génica de la diabetis, perod encara cal optimitzar
alguns aspectes com la secreci6 dinsulina ben regulada pels teixits extra-
pancreatics, o la formacié de noves cél-lules productores d’insulina que es comportin

de forma idéntica a la cel-lula B original, una cel-lula extremadament sofisticada.
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