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1. Resum

Antecedents i context actual

La diabetis de tipus 1 (T1D) és una malaltia autoimmunitaria que es caracteritza per
una elevada concentracié de glucosa en la sang dels pacients que la pateixen. La
principal causa de la malaltia és una reaccié del propi sistema immunologic, el qual
destrueix les cél-lules beta del pancrees que s’encarreguen de produir i secretar la
insulina. La manca d’aquesta hormona impossibilita la internalitzacié de la glucosa
circulant dins els organs on realitza tota una bateria de funcions vitals. Tot i que fa més
de 100 anys que es coneix que la manca d’insulina és la causa de la malaltia,
actualment encara no existeix una cura per a aquesta malaltia. Els tractaments actuals
consisteixen en I'administracié d’insulina, juntament amb el control de la dieta i un

exercici moderat per ajudar a controlar els nivells de glucosa en sang.

Actualment existeixen dues linies de recerca principals dedicades a trobar una «cura»

(o tractaments més eficients) per a la diabetis:

1. Desenvolupament d’un pancrees artificial. Es tracta d’un dispositiu que mesura la

concentracié de glucosa en sang de manera continua i conté una bomba d’insulina que
injecta la dosi necessaria calculada a partir d’'un algoritme que té en compte diversos
factors, a més de la glucémia del pacient. Aquest dispositiu esta molt avangat i és
ampliament utilitzat, encara que ha de superar la problematica de la injeccio
subcutania d'insulina cada vegada que es realitza una ingesta, sumada a la incomoditat
de portar els aparells corresponents, que tampoc disposen d’alarmes en cas de fallada.
Tot i la millora en la qualitat de vida dels pacients, aquesta linia de terapia presenta
com a handicap la impossibilitat de sintetitzar la insulina necessaria en cada moment,
gue ha de ser subministrada externament. Aixo dificulta el fet de poder mimetitzar la

biologia i la fisiologia de l'illot pancreatic.

2. Terapia génica i cel-lular. En ambdues aproximacions s’utilitza un model biologic que
té la capacitat de sintetitzar la insulina necessaria per al control glucémic sense el
requeriment de la injeccié d’insulina de manera externa. Conjuntament, I’'evolucié que
ha tingut el camp de la biologia sintética durant els Ultims anys ha permeés la
modificacié de models cel-lulars per dotar-los de noves funcions per a les quals no

estaven programats, com poden ser la sintesi d’hormones. El nostre projecte de La



Maraté es basa en la utilitzacid de la terapia cel-lular per desenvolupar models
cel-lulars secretors d’insulina/glucagd, capacos de respondre més rapidament als
canvis dels nivells de glucosa que permetin un millor control metabdlic i essent capagos
d’emular els trasplantaments d’illots pancreatics sense necessitat d'immunosuprimir els
pacients trasplantats. Per aquest motiu la terapia cel-lular és una via amb un alt

potencial per al tractament de la T1D.

Objectius principals del projecte

1. Desenvolupar un nou sistema cel-lular integrant circuits sintétics de gens capacos de
detectar les concentracions de glucosa extracel-lular i secretar insulina o glucago per
regular adequadament I’homeostasi de la glucosa.

2. Encapsulacié d’aquest sistema generat in vitro per comprovar-ne la viabilitat en un
model in vivo.

3. Implantar aquest sistema de circuits cel-lulars sintétics encapsulats en un model de

ratoli de diabetis de tipus 1.

2. Resultats

1. Desenvolupament de circuits cel-lulars sintétics secretors d’insulina en
funcio de la concentracio de glucosa extracel-lular

En iniciar el projecte es van fer simulacions in silico per estudiar quin seria el paper de
les diverses hormones implicades en la regulacié de la glucosa subministrades
externament en pacients diabétics. Des de l'inici es va veure que la funcié del glucagé
en el control de la glucémia en aquests pacients amb diabetis és secundaria en
comparacié amb el paper principal que exerceix la insulina. Per aguest motiu, i a fi de
simplificar els circuits genétics i el disseny de les cel-lules sintétiques, es va optar per
controlar només la produccié d’insulina en funcid dels nivells de glucosa en sang.
Seguidament, es va escollir el sistema de deteccié de la glucosa i la produccid
d’insulina. Es va optar per la seleccié de promotors induits de manera natural en funcié
de concentracions creixents de glucosa. El promotor escollit va ser el del gen TXNIP,
gue codifica per una tioredoxina necessaria per protegir les cél-lules de I'estres
oxidatiu. La transcripcié d’aquest gen s’indueix per alta concentracié de glucosa i es
troba reprimit en condicions de baixa glucosa. A continuacié es va escollir el model

cel-lular per modificar. La modificacié de manera estable de cél-lules endocrines és



dificil d’aconseguir. Per aquest motiu vam utilitzar models cel-lulars no endocrins. A fi
gue la insulina produida en cél-lules no endocrines fos processada i funcional, es va
utilitzar una versié modificada del gen insulina de rata on la proinsulina es processa per
I’endoproteasa furina. El disseny final del constructe sintétic conté el promotor TXNIP,
sensible a glucosa, el qual controla I'expressié d’'un mARN policistronic que codifica per
la profurina-insulina i un gen reporter. Aquest parell d’elements clau, juntament amb
altres gens reporters utilitzats per seleccionar les cél-lules modificades, facilitaven el
seguiment de la viabilitat cel-lular i de I'expressié de la mateixa insulina. La tecnologia
utilitzada permetia produir la insulina correctament processada en alliberar-se al medi i
els sistemes de deteccid actuals amb anticossos contra la forma activa de la insulina en
permetien la quantificacid. El procés va concloure amb la validacié de I'activitat de la

insulina in vitro.

Un cop dissenyat i validat el mecanisme de produccié d’insulina, es van construir
diverses linies cel-lulars sintétiques capaces de detectar els nivells de glucosa i produir
insulina a través del promotor TNXIP en resposta a les concentracions extracel-lulars
de glucosa. Després de testar diferents linies cel-lulars, es va escollir el millor model
cel-lular basat en les cél-lules HEK293t d'origen huma. Les cél-lules HEK293t-TXNIP-Ins
resultants es van sotmetre a una validacié exhaustiva en condicions de concentracions
de glucosa dinamiques similars a les que es trobarien en un ratoli diabétic. Els primers
assaigs in vitro suggerien que els nostres implants requerien llargs periodes d’activacié
abans que es pogués detectar la insulina en el medi. També mostraven que caldria
incrementar-ne la quantitat secretada per fer front als requeriments insulinémics dels

animals.

Durant el disseny dels circuits cel-lulars sintetics, es va desenvolupar un model
matematic que permetia modelar les dinamiques de secrecid d’insulina de les nostres
cel-lules sintetiques, tant en format de monocapa com en el format encapsulat (3D). La
produccié d’insulina calculada a partir d’aquesta modelitzacié era consistent amb les
dades experimentals obtingudes in vitro quan s’exposaven aquestes cél-lules a
diferents concentracions de glucosa. També es va aprofitar aguest model matematic
per introduir-lo en un model de ratoli diabétic virtual. Les simulacions computacionals
en aquest model diabétic van revelar que els nostres implants requerien llargs periodes
d’activacio (aproximadament entre 6 i 8 hores) en condicions d’alta glucosa per

secretar nivells d’insulina efectius, aixi es provocaven periodes d’hiperglucémia als



ratolins. Es va determinar que aquest efecte era causat per I'arquitectura geneética del
nostre circuit, basicament a la resposta lenta de la regulacié transcripcional. Durant el
transcurs del projecte es van dur a terme diferents aproximacions, incloent la
modificacié de |'arquitectura interna de la cél-lula, amb l'objectiu de solucionar
aquestes limitacions. Per exemple, es va intentar produir la insulina en forma de
propéeptid que pogués ser retingut a l'interior cel-lular i regular-ne la secrecié només
guan les condicions ho requerissin. No obstant aix0, cap d’aquestes aproximacions no
va permetre la construccié de cél-lules productores d’insulina amb millors dinamiques

que les obtingudes inicialment.

2. Encapsulacio dels circuits geneétics

L’encapsulacié de cel-lules terapéutiques permet el control dinamic de I'alliberament de
compostos actius en resposta a estimuls externs, cosa que fa incrementar
dramaticament la bioseguretat i I'eficiencia d’aquesta tecnologia. Aixi doncs, es va
utilitzar un sistema d’encapsulacié que permetés embolcallar les céel-lules vives
productores d’insulina i que procurés un alliberament de I'agent terapeutic, en aquest
cas la insulina, a llarg termini. El sistema es basava en la idea que la implantacio
d’aguestes microcapsules carregades de cel-lules productores d‘insulina pogués reduir
o fins i tot eliminar completament la necessitat externa d’injeccions d’insulina per

assolir el control glucémic en I'individu.

En el disseny del tipus d’encapsulacié es va tenir en compte un aspecte clau com era la
resposta immunitaria als biomaterials que constitueixen la capsula tridimensional
utilitzada per a I’embolcallament de les cel-lules. Es van seleccionar i avaluar diferents
tipus d’alginat ultrapurificat. El procés d’encapsulacio es va basar en la suspensio de
les cel-lules secretores en una suspensio d’alginat que, quan entrava en contacte amb
una solucié de CaCl,, formava gotes gelificades. Addicionalment, i per assegurar
I'estabilitat d’aquestes particules, es van recobrir amb una capa de poli-L-lisina i una
segona capa d’alginat. El resultat final va ser I'obtencié de particules 3D de dimensions
optimitzades (400 micrometres de diametre) que permetien un equilibri Optim entre
I'estabilitat de la particula i la seva capacitat de difusid, tant de la I'entrada de la
glucosa com de la sortida de la insulina secretada. L'avaluacié en continu in vitro de les
densitats cel-lulars utilitzades i les capacitats de sintesi d’insulina de les microcapsules
dutes a terme abans i en paral-lel als experiments in vivo van ser vitals durant el

desenvolupament del projecte.



3. Caracteritzacié farmacologica de les microcapsules en models de ratoli
diabetic

Un cop acabat I’'estudi de la farmacodinamica de les microcapsules in vitro, es van
estudiar diferents vies d’administracié en el nostre model d’estudi in vivo. Amb aquest
proposit, es va establir un model de ratoli diabetic mitjancant la injeccidé d’una Unica
dosi d’estreptozotocina (STZ), un farmac que malmet les cel-lules beta del pancrees
productores d‘insulina. Aquest procediment, altament estandarditzat, permetia generar
un model de ratoli amb hiperglucémia, pero sense I'opcié de modular-ne els nivells de

glucosa.

Les quantitats d’insulina produides per les cel-lules encapsulades van obligar a la
utilitzacié de grans volums de microcapsules, cosa que ens va abocar a administrar-les
al ratoli intraperitonealment. Altres aproximacions, com les subcutanies, presentaven
dificultats tecniques i els volums injectables no cobrien les nostres necessitats de
produccié d’insulina. Amb aquesta aproximacié vam observar que les capsules no
produien cap efecte terapéutic. Aquesta falta de resposta es deu a la combinacié de: (/)
una resposta lenta de les microcapsules en produir insulina, (/i) una produccid
relativament baixa de la quantitat global d’insulina i (jii) induccié de teixit fibrotic al
voltant de la microcapsula. En conjunt, aquests resultats indicaven que hi havia un
mecanisme que impossibilitava la viabilitat de les cél-lules encapsulades o la correcta

secrecio d’insulina.

Es van abordar diferents aproximacions realitzades simultaniament per solucionar les
problematiques detectades. Els resultats experimentals demostraven que els materials
d’encapsulacio utilitzats sense la preséncia de cel-lules reduien a zero la resposta
immunitaria de I'hoste i, per tant, la formacio de la fibrosi. D’altra banda, el canvi de la
soca de ratoli C57BL6/] utilitzada fins al moment per la soca ICR-CD1, menys
immunoreactiva, no mostrava una millora de la resposta immunitaria de I'animal.
Finalment, va ser mitjancant la utilitzacié d’'un model cel-lular d’una linia beta
pancreatica de ratoli (Min6) amb capacitat de sintesi i secrecié d’insulina estimulada
per glucosa que vam aconseguir reduir significativament els nivells de fibrosi generats.
Aguests resultats indicaven que I'Us de cel-lules humanes HEK293t modificades podien
despertar una resposta de rebuig contra les capsules que impossibilitava I'alliberament
d’insulina en I'animal. Per solucionar els problemes d'immunocompatibilitat, es va optar

pel xenotrasplantament, és a dir, utilitzar una cél-lula murina modificada per obtenir



una alta capacitat de sintesi d’insulina. Els assajos utilitzant diverses linies murines van
mostrar que les cél-lules sintétiques basades en la linia C2C12 podien ser un bon model

per produir furina-insulina.

Conseqlientment, |'estrategia final per aconseguir els resultats desitjats va ser la
utilitzacié del nou model cel-lular no huma, juntament amb la immunosupressié dels
animals per reduir al maxim la resposta immunitaria. Els resultats observats amb
aguesta aproximacié van demostrar |'eficiéncia dels models de céel-lules d’origen muri
en el control glucémic dels animals diabéetics (fins a 21 dies), especialment els primers
dies postinjeccié de les microcapsules en combinacié amb la immunosupressié dels
individus. Les microcapsules desenvolupades a partir de les noves cél-lules C2C12
demostraven la capacitat de reduir els nivells de glucemia dels animals fins a més de
tres setmanes postinjeccid, resultats similars als observats en el model Min6. La
variacié dels nivells de glucosa anava acompanyada d’un increment en els nivells
d’insulina en plasma dels animals. Cal destacar que les capsules secretores d’insulina
de manera constitutiva (Min6) van resultar en |'aparicié de signes d’hipoglucémia
perllongada en els animals, deixant palesa la importancia d’'una secrecié regulada
d’insulina i amb una dinamica depenent dels nivells de glucosa en sang per restablir

I'hnomeostasi de la glucosa sense tenir efectes secundaris adversos.

D’altra banda, per solucionar la limitacié de la resposta lenta que ofereix la regulacid
transcripcional dels circuits geneétics generats, es van avaluar in silico els efectes de la
combinacié de diferents patrons d’alimentacid, juntament amb els implants cel-lulars,
en un model virtual de ratoli diabétic. Utilitzant un algoritme evolucionat es va
determinar i optimitzar un patré d’alimentacié basat en el time-restriction feeding
(TRF) en combinacié amb els nostres implants. Aquests patrons d’alimentacié es van
testar a posteriori i in vivo en els nostres models de ratolins diabetics injectats amb
microcapsules i comparant-ne l'alimentacié ad libitum amb el TRF. Els resultats
indiquen que els efectes dels nostres implants milloraven significativament quan es
combinaven amb un patré d‘alimentacié adequat. A més, les dades obtingudes es van
utilitzar altra vegada com a input del nostre model computacional per millorar

I'algoritme.



3. Rellevancia i possibles implicacions futures

Els resultats obtinguts al llarg del projecte posen de manifest la importancia del
desenvolupament d’un model cel:lular capag de produir insulina de manera regulada en
funcié de les concentracions de glucosa extracel-lular per al desenvolupament de

futures terapies en el camp de la diabetis de tipus 1.

Durant el projecte, hem demostrat que la combinacid de les diferents estratégies
abordades fins al moment (canvi de model animal, model cel-lular productor d’insulina i
immunosupressio dels animals) sén claus per assolir el restabliment de I'homeodstasi de
la glucosa en el nostre model de ratoli diabétic. Actualment, el projecte ens ha portat a
desenvolupar un model de cel-lula murina capag de produir alts nivells d’insulina d’una
manera regulable en funcié dels nivells de glucosa de I'exterior de la microcapsula.
Aix0, juntament amb el perfeccionament de la millora del sistema de retencid i secrecid
del propeptid d'insulina generada i la millora de les quantitats cel-lulars que poden ser
embolcallades, ens fan entreveure avencos en el tractament de la diabetis. Aixi mateix,
la forta dependéncia de la immunosupressié durant els xenotrasplantaments utilitzats
reflecteix la necessitat futura d’utilitzar cel-lules modificades del propi individu,
juntament amb sistemes complementaris o alternatius a la simple encapsulacié com
podria ser la utilitzacié de sistemes similars als implants subcutanis o la utilitzacié
d’estructures 3D basades en biomaterials. Es important destacar que tots els
coneixements adquirits durant el projecte, aixi com la metodologia utilitzada,
contribuiran en un futur al tractament de la diabetis i en altres camps de la recerca

biomedica.
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