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Abreviaturas
ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

CCL2: Proteina quimioatrayente de
monocitos 1.

CCL5: Ligando 5 de quimiocina del
motivo CC.

CVB: Coxsackievirus B.

CXCL1: Ligando 1 de quimiocina del
motivo CXC.

CXCL10: Ligando 10 de quimiocina con
motivo CXC.

DAMPs: Patrones
asociados al dano.

DMSO: Dimetilsulfoxido.
DT1: Diabetes tipo 1.
DT2: Diabetes tipo 2.

moleculares

FBS: Suero fetal bovino.
GADG65: Glutamato descarboxilasa 65.

HLA: Antigenos Leucocitarios
Humanos.

IA2: Tirosin fosfatasa 2.
IL-21: Interleucina 21
IL-1B: Interleucina 1.
IFN: Interferdn.

IFNAR1/IFNAR2: Interferon Alpha and
Beta Receptor Subunit 1/2.

IRF9: Interferon regulatory factor 9.

ISG: Genes estimulados por interferén.

ISGF3: Interferon-Stimulated Gene
Factor 3.

JAK: Proteina Janus Quinasa (sigla en
inglés).

MHC: Complejo mayor de
histocompatibilidad.

MX1: Gen de resistencia a Mixovirus 1.

NOD: Non Obese Diabetic, ratones
diabéticos no obesos.

PBMCs: Células mononucleares de
sangre periférica.

PAMPs: Patrones
asociados a patégenos.

moleculares

PBS: Tampodn fosfato salino.

PCR: Reaccién en cadena de la
polimerasa.

RPMI: Roswell Park Memorial Insitute
Medium.

STAT: Transductores de Sefales y
Activadores de la Transcripcion.

TGF-a: Factor de crecimiento
transformante a.
TGF-: Factor de crecimiento

transformante f3.
TYK2: Proteina tirosina quinasa 2.

ZnT8: Transportador de Zinc 8.



Resumen

La diabetes tipo 1 (DT1) es una enfermedad autoinmune crénica que se caracteriza por
la destruccion especifica de las células B pancreaticas por el sistema inmune. En
personas genéticamente susceptibles, este didlogo culmina con la destruccion de las
células B, lo que lleva a una insuficiencia en la secrecion de insulina. Pese a ser una de
las enfermedades autoinmunes mas estudiadas, a dia de hoy la DT1 no tiene cura, y las
personas con esta enfermedad soélo pueden sobrevivir gracias a la administracion de
insulina de manera exégena. Por lo tanto, desarrollar terapias eficaces que puedan
prevenir o retrasar el diagnostico clinico de DT1 constituye una necesidad médica
urgente. Una de las estrategias postuladas para prevenir la DT1 son los inhibidores de
la ruta de sefializacion JAK-STAT, la cual media la sefalizacion y la inflamacion causada
por IFNs. En este proyecto, se propone comparar la eficacia de baricitinib, un inhibidor
de la cascada de la familia JAK que ya esta en fases clinicas para el tratamiento de la
DT1, con deucravacitinib, un inhibidor especifico de TYK2. Para esta finalidad, hemos
usado las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de pacientes con DT1
e individuos sin DT1. Los resultados demuestran que las PBMCs constituyen un modelo
in vitro valido para evaluar la eficacia de inhibidores de la sefalizacion del IFN,
destacando a MX7 y CXCL10 como biomarcadores robustos de respuesta terapéutica
en el contexto de la DT1. Ademas, los resultados obtenidos refuerzan el valor de este
enfoque para avanzar hacia estrategias de terapia personalizada, evidenciando
diferencias en la eficacia de deucravacitinib y baricitinib segun los parametros
analizados. En conjunto, estos hallazgos aportan una base sélida para el uso de PBMCs
en la identificacion de biomarcadores y en la optimizacion de terapias personalizadas

parala DT1.

Palabras clave: DT1, inflamacion, PBMCs, JAK, TYKZ2, IFNa, IFNy, deucravacitinib,

baricitinib.



Abstract

Type 1 diabetes (T1D) is a chronic autoimmune disease characterised by the specific
destruction of pancreatic B cells by the immune system. In genetically susceptible
individuals, this dialogue culminates in the destruction of 8 cells, leading to insufficient
insulin secretion. Despite being one of the most studied autoimmune diseases, there is
currently no cure for T1D, and people with this disease can only survive through
exogenous insulin administration. Therefore, developing effective therapies that can
prevent or delay clinical diagnosis of T1D is an urgent medical need. One of the
strategies proposed to prevent T1D is the use of inhibitors of the JAK-STAT signalling
pathway, which mediates signalling and inflammation caused by IFNs. In this project, we
propose to compare the efficacy of baricitinib, a JAK family cascade inhibitor already in
clinical trials for the treatment of T1D, with deucravacitinib, a specific TYK2 inhibitor. For
this purpose, we used peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from patients with
T1D and individuals without T1D. The results demonstrate that PBMCs constitute a valid
in vitro model for evaluating the efficacy of IFN signalling inhibitors, highlighting MX71 and
CXCL10 as robust biomarkers of therapeutic response in the context of T1D.
Furthermore, the results obtained reinforce the value of this approach for advancing
towards personalised therapy strategies, highlighting differences in the efficacy of
deucravacitinib and baricitinib according to the parameters analysed. Taken together,
these findings provide a solid basis for the use of PBMCs in the identification of

biomarkers and the optimisation of personalised therapies for T1D.

Keywords: T1D, inflammation, PBMCs, JAK, TYK2, IFNa, IFNy, deucravacitinib,

baricitinib.
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1. Introduccién
1.1. Etiologia de la diabetes tipo 1.

La diabetes es una enfermedad metabdlica créonica caracterizada por la incapacidad de
mantener los niveles de glucosa en sangre dentro de los parametros normales,
resultando en una hiperglicemia persistente. Esta alteracion es resultado de una
deficiencia en la secrecion de insulina, en la accion de esta 0 en ambos procesos. Segun
los ultimos censos realizados por la Federacion Internacional de Diabetes
actualmente hay unos 589 millones de pacientes con diabetes en el mundo, de los que
58 millones aproximadamente viven a diario con diabetes en Europa. Estas cifras
alarmantes, se suman al hecho de que hay un incremento de entre el 1-2% de la

incidencia de diabetes en Europa cada afo (1-3).

Las dos formas de diabetes mas comunes son la diabetes tipo 1 (DT1) y la diabetes tipo
2 (DT2). La DT2 resulta de una combinacion entre la aparicion de resistencia a la insulina
y la disfuncion y pérdida progresiva de las células B pancreaticas encargadas de
producir insulina. La resistencia a la insulina ocurre en tejidos como el musculo, el
higado y el tejido adiposo. Si este problema se mantiene, las células B pancreaticas
producen mas insulina para compensar esta resistencia periférica. Este esfuerzo
constante las sobrecarga y, con el tiempo, provoca la disfuncion y pérdida de masa de
células B (4,5).

En este proyecto nos hemos centrado en la DT1, una enfermedad autoinmune crénica
en la que las células T autorreactivas destruyen especificamente las células
pancreaticas, resultando en poca o nula secrecion de insulina endégena a sangre. La
DT1 es una enfermedad que se puede desarrollar durante mucho tiempo, pudiendo
aparecer a cualquier edad, aunque mayoritariamente se diagnostica en nifios y jovenes
adultos. El debut clinico se da cuando el paciente ya suele haber perdido alrededor del
80% de la masa funcional de células B, aunque este porcentaje puede variar

dependiendo de la edad o del grado de ataque del sistema inmune (6-8).

La DT1 representa alrededor del 5-10% de los casos de diabetes totales. La Federacion
Internacional de Diabetes estima que, actualmente, 9,2 millones de personas de todas
las edades viven con DT1 en el mundo. De estos, unos 1,8 millones son menores de 20
afios (9). En Espana, se estima que hay unas 190 mil personas con DT1, y, de manera
bastante preocupante, la incidencia de DT1 esta aumentando alrededor de 2,4% cada
afio. Asi que cada afo se diagnostican 6000 nuevos casos, de los cuales entre 1200 y

1500 son en menores de 15 afos (2,3,10).



En la actualidad, se considera que la DT1 surge de un dialogo aberrante entre las células
B pancredticas y el sistema inmune. La hipétesis mas aceptada sostiene que, en
individuos con una predisposicion genética, una exposicibn a desencadenantes
ambientales provoca una inflamacién crénica de los islotes denominada insulitis. La
insulitis, que seria entonces la manifestaciéon del ataque autoinmune a los islotes
pancreaticos, resulta de la pérdida de tolerancia inmunolégica frente a estos y en la

destruccién progresiva de las células B (6,11,12).

Hace ya casi 40 afos cuando se postulo la secuencia de eventos que, hoy en dia, sigue
siendo el modelo mas aceptado de como se desarrolla la DT1 (Figura 1). En individuos
genéticamente predispuestos (es decir portadores de variantes alélicas en ciertos genes
que confieren mayor o menor riesgo de desarrollar la enfermedad), una infeccion virica,
en edades tempranas desencadena una respuesta inmune inflamatoria de bajo grado,
pero persistente, que lleva las células 3 pancreaticas a un estado de inflamacion basal
cronico (8,13). Aunque se han propuesto varios posibles agentes, de aquellos de los
que se tiene mas evidencias son los virus del género Enterovirus, en particular por el
subtipo Coxsackievirus B (CVB) (9).

A raiz de esta respuesta inflamatoria crénica, las células B activan mecanismos de
defensa antiviral como la sintesis y secrecion de interferones (IFNs) tipo I, lo que lleva
a una estimulacion de la expresion de genes estimulados por IFNs (ISGs). Por un lado,
la produccién constante de IFNs tipo | por las células B lleva a la hiperexpresion de los
genes HLA-A, HLA-B y HLA-C, los cuales pertenecen al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC-I) y codifican proteinas de clase |, esenciales para la
presentacion de antigenos a las células T. Por otro lado, ocurre un aumento de la
secrecion de quimiocinas, responsables por la migracion de células inmunes hacia el
islote pancreatico. El reclutamiento de células del sistema inmune al microambiente
pancreatico perpetua la inflamacion local en el tejido. Ademas, debido a la
sobreexpresion de MHC-I, estas células no solo se infiltran en el islote pancreatico, sino
que también entran en contacto con autoantigenos de las células B presentados por
MHC-I. Si este estado inflamatorio se mantiene a largo plazo, culmina con la destruccion

de las células B pancreaticas del individuo y el diagndstico clinico de la DT1 (9,11,12).
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Figura 1. Hipotesis propuesta del desarrollo de la patologia de la DT1. En individuos
genéticamente predispuestos, el contacto con desencadenantes ambientales, como puede ser
una infeccién virica temprana, desencadena una inflamacidn crénica de los islotes pancreaticos.
En respuesta, las células 3 pancreaticas secretan IFNs tipo I, que activan genes de respuesta a
interferon y aumentan la expresién de MHC-I, lo que facilita el reclutamiento de células inmunes
y la presentacion de autoantigenos lo que lleva a que se perpetie la inflamacion y el
microambiente pancreatico entre en un estado conocido como insulitis. Este periodo contribuye
a la pérdida de tolerancia inmunolégica y a la apoptosis de las células B, culminando en el
desarrollo clinico de la enfermedad al perder la masa y funcion de las células B pancreaticas (8).

1.1.1. Etapas clinicas de la DT1.

Durante mucho tiempo, se consideraba que la DT1 empezaba cuando se daban los
sintomas clinicos de la diabetes como poliuria, polidipsia, pérdida de peso, fatiga y
cetoacidosis diabética. Pero tras décadas de investigacion y los avances en la
comprension de la enfermedad, se ha redefinido la DT1 como un proceso progresivo y
multifasico que comienza meses e incluso afos antes del diagndstico (14—17). Estudios
prospectivos realizados por varios consorcios internacionales han demostrado que se
puede detectar biomarcadores de DT1, permitiendo tanto la identificacion temprana de
personas en riesgo como la caracterizacion de la progresién de la enfermedad (16,18).
Para estandarizar la parte presintomatica de la DT1, se ha clasificado en etapas
dependiendo de la aparicion de autoanticuerpos, la homeostasis de la glucosa y la

aparicion de los sintomas.

Previo al comienzo de la patologia, se ha visto que hay un componente genético
relevante en los individuos, el cual determina su susceptibilidad a desarrollar la

enfermedad. Esta predisposicién genética viene definida por una serie de loci asociados



a genes a los que se les conoce como genes candidatos para la DT1. Un gen candidato
es una variante genética o un gen que se ha identificado, o propuesto, dentro de las
regiones del genoma asociadas al riesgo o proteccion de desarrollar la DT1 (19). La
mayoria de estos genes candidatos se descubren a través de estudios de asociacion de
genoma completo (GWAS), los cuales se basan en estudios de variantes genéticas
comunes en individuos afectados por una enfermedad para detectar las variantes
genéticas asociadas con esta. Se han identificado mas de 100 loci asociados con el
riesgo genético a desarrollar DT1 (19,20). Dentro de ese grupo, los genes del MHC-| y
MHC-II confieren el riesgo genético mas elevado, explicando alrededor del 40% del
riesgo genético de la DT1 (19). A este locus se le une el locus del gen de la insulina que
también contribuye de manera moderada al riesgo (19,20). Muchos de estos genes
participan en la inmunidad innata, la actividad antiviral entre otras, por ejemplo, genes
como PTPN2 o TYK2, ademas de que aproximadamente el 90% de las variantes de
riesgo de DT1 identificadas por GWAS se encuentran en regiones no codificantes
(19,21-23).
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Figura 2. Etapas preclinicas de la DT1. Etapas preclinicas ensefiando la progresion de la DT1.
Hay 3 etapas, caracterizadas segun 3 parametros: si hay autoinmunidad, niveles de glucemia en
sangre y si hay sintomatologia (18).

Siguiendo la figura 2, existen 4 etapas que se agrupan en: etapa 1, etapa 2, etapa 3 y
etapa 4 (18).

En la etapa 1 se incluyen aquellos individuos que presentan 2 o mas autoanticuerpos
especificos contra los islotes que conservan todavia suficiente masa de célula B
funcional para mantener la normoglucemia. Los principales autoanticuerpos de los
islotes suelen ser frente a la insulina, la glutamato descarboxilasa 65 (GADG65), la
tirosinas fosfatasa 2 (I1A-2) y el transportador de Zinc 8 (ZnT8). En el momento en el que

la persona llega a esta primera etapa donde aparece la autoinmunidad, con dos 0 mas



autoanticuerpos confirmados, se considera que tiene DT1 en etapa temprana y ya no
debe ser referida como en riesgo de DT1 (18). Entre los individuos que se encuentran
en esta etapa, el 44% presentara el cuadro clinico en 5 afos y entre el 80-90% en 15
anos (15,18).

En la etapa 2 se incluyen aquellos individuos en los que persisten dos o mas
autoanticuerpos y, debido a la pérdida progresiva de célula 3, se observan alteraciones
en la homeostasis de la glucosa (disglicemia), aunque todavia son clinicamente
asintomaticos. Entre los individuos que se encuentran en esta etapa 2, alrededor del
75% progresara a DT1 clinica en 5 afios y el 100% debutara en alguin momento de su
vida (15,18).

En la etapa 3 se incluyen aquellos sujetos que presentan autoanticuerpos y se
caracteriza por la hiperglucemia debido a la avanzada pérdida de masa funcional de
células B, en donde aparecen los sintomas clasicos asociados a la DT1, como poliuria,
polidipsia y pérdida de peso inexplicable. En este momento, se dice que el individuo ha
debutado con DT1 (15,18).

Por ultimo, la etapa 4 incluye la DT1 de larga duracion. Se incluyen aquellos individuos
que conviven con la DT1 desde hace muchos afios, y se caracteriza por la aparicion de
complicaciones a largo plazo relacionadas con la enfermedad como retinopatia,
nefropatia y neuropatia diabética. Ademas, en ocasiones la presencia de

autoanticuerpos se puede ver reducida en sangre (16,18,24).

La clasificacion por etapas de la parte preclinica de la enfermedad permite estandarizar
las diferentes fases en la progresion de la enfermedad durante la etapa donde el ataque
autoinmune es mas activo (25). De este modo, dicha clasificacién permite estratificar de
manera especifica a los pacientes, lo que facilita el desarrollo de terapias, la medicina
personalizada y el disefio adecuado de ensayos clinicos teniendo en cuenta los perfiles

de riesgo, los sujetos y los biomarcadores caracteristicos de cada etapa (15,18).

1.2.  Sistema inmune.

El sistema inmune es una red altamente especializada de células, érganos y tejidos cuya
funcién principal es mantener el funcionamiento estable del cuerpo para prevenir o
limitar que factores externos o internos, como infecciones, células anémalas y agentes
extranos alteren ese equilibrio. Para llevar a cabo su funcién, el sistema inmunolégico
debe ser capaz de distinguir entre células normales y sanas frente a células infectadas
0 con alguna desregulacién (26—28). Esto lo hace siendo capaz de reconocer patrones
determinados de sefales de peligro y mediante la comunicacién entre las células

inmunolégicas. Una respuesta inmune desregulada puede provocar que las defensas
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no se activen cuando es necesario, que se activen sin que exista una amenaza real o

que, aun activandose correctamente, no se desactiven una vez superado el peligro (26).

Dentro del sistema inmune, las células inmunolégicas se pueden dividir en dos grandes

linajes: células del sistema inmune innato y células del sistema inmune adaptativo.

La inmunidad innata es la primera linea de defensa del cuerpo y actua de forma rapida
y no especifica ante las amenazas que detecta, de modo que las células que participan
en la inmunidad innata no requieren contacto previo con el patdégeno para activarse.
Dentro de este grupo tenemos los neutréfilos, macréfagos, monocitos, células

dendriticas, eosindfilos, basofilos, mastocitos y células NK (del inglés natural killer).

En cambio, la inmunidad adaptativa actua de forma mas lenta, pero proporciona una
respuesta mas especifica y con memoria inmunolégica. Las células involucradas de la
inmunidad adaptativa requieren de activacion previa por un antigeno. Dentro de este
grupo se incluyen los linfocitos B, las células plasmaticas y los linfocitos T, que incluyen
las subpoblaciones T CD4" (cooperadores), linfocitos T CD8" (citotdxicos), linfocitos T

reguladores y linfocitos de memoria (27-29).

Tipo celular Inmunidad Funcién principal
Neutrofilos Innata Fagocitosis.
Macréfagos Innata Fagocitosis, activacion de linfocitos y

secrecion de TNF-a e IL-1B (entre otras).

Monocitos Innata Precursores de macréfagos y dendriticas.
Células NK Innata Eliminacién de células infectadas o
tumorales sin sensibilizacién previa.
Células dendriticas Innata/adaptativa | Presentacion de antigenos a linfocitos T.

Linfocitos B Adaptativa Presentacion de antigenos a linfocitos T y

produccion de anticuerpos.

Linfocitos T CD4" o Adaptativa Coordinacion de la respuesta inmune, y

cooperadores activan linfocitos By T CD8*.

Linfocitos T CD8* o Adaptativa Eliminacion de células infectadas.

citotéxicos

Linfocitos T reguladores | Adaptativa Regulacién/supresion de respuestas
excesivas.

Linfocitos T de memoria | Adaptativa Respuesta rapida en reinfecciones.

Tabla 1. Células mas importantes en la respuesta inmune. En esta tabla se organizan las
células mas importantes para la respuesta del sistema inmune, organizandolas segun si
participan en la respuesta innata o la respuesta adaptativa, y con las funciones principales que
realizan.
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Estas células no actuan de forma aislada, sino que actuan conjuntamente utilizando
sefales quimicas conocidas como citoquinas y quimiocinas, y reconociendo patrones
moleculares asociados al peligro (DAMPs) o a patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs).

En relacién con las citoquinas, estas son proteinas pequenas que regulan la funcion
de otras células. Algunos ejemplos son: IFNa secretado por las células infectadas y
principalmente por células dendriticas plasmocitoides (pDCs), IFNy secretado
principalmente por linfocitos T CD8* activados o células NK, y TNF-a secretado
principalmente por macréfagos activados, aunque también por otro tipos celulares como
linfocitos T y células dendriticas (27,28). Sus funciones claves son coordinar la
inflamacion, la tolerancia inmunoldgica y la reparacion tisular. Dentro del grupo de las
citoquinas, existe un subtipo especializado en dirigir el trafico celular conocidas como
quimiocinas. Algunos ejemplos son: CXCL10, CCL2 y CXCL1, y actuan como
quimioatrayentes guiando hacia sitios de inflamacion, infeccién, dafio tisular o linfocitos
activados (30,31). Estas senales quimicas son principalmente secretadas por células
inmunoldgicas, aunque se ha visto que en ciertas condiciones fisiopatoldgicas casi

cualquier tipo celular es capaz de producirlas.

Si hablamos de los patrones moleculares reconocidos por el sistema inmune, por un
lado, tenemos los DAMPs, o patrones moleculares asociados a dafio, que son sefales
que las células liberan cuando estan dafiadas o bajo estrés, por ejemplo, el ATP
extracelular. Estas moléculas funcionan como una especie de alarma para el sistema
inmunitario, avisando de que algo no va bien. Por otro lado, los PAMPs, o patrones
moleculares asociados a patdégenos, son moléculas que provienen directamente de
agentes infecciosos como virus o bacterias, y que permiten al sistema inmune detectar
la presencia de una infeccion (26,32,33). Estos patrones son reconocidos por receptores
de reconocimiento de patrones (PRRs), entre ellos los receptores tipo Toll y los
receptores tipo RIG-1. Estos receptores se expresan en muchos tipos celulares, entre
ellos macréfagos,células dendriticas y la propias células B, una vez activados, inducen
la respuesta inflamatoria mediante la secrecion de citoquinas proinflamatorias como IL-
1B, TNF-a e IFNs tipo |, dependiendo del tipo celular (32).

En la fisiopatologia de la DT1, la interaccion entre el sistema inmune y las células 3 es
compleja y bidireccional, manteniendo un didlogo patoldgico y dinamico donde ambos
participan activamente en la progresion de la enfermedad. Tradicionalmente, se
consideraba que la DT1 era causada de manera unidireccional por células T

autorreactivas que destruian las células  sanas por error. Sin embargo, investigaciones

12



recientes sugieren que es un proceso mas complejo donde las células B participan
activamente en su propia destruccion (32). Se sugiere que las células B, bajo
condiciones de estrés, infecciones virales o presién inmunoldgica, secretan citoquinas y
quimiocinas (p.€j., IFNa) y liberan DAMPs (p.ej., ATP extracelular) que alertan al sistema

inmune (32).

Siguiendo en el contexto de la DT1, el sistema inmune innato es el responsable por
activar las cascadas inflamatorias que marcan el inicio del proceso autoinmune. De
acuerdo con el modelo propuesto en la figura 1, la inflamacién persistente mediada por
células como macréfagos, neutrofilos y células dendriticas se da tras la secrecion de
IFNSs tipo | por parte de las células B. Estas células del sistema inmune son responsables
de la inflamacién persistente, que amplifican mediante la deteccion de PAMPs y DAMPs.
(32).

Se ha visto que existen diverso tipos celulares dentro del sistema inmune innato que
pueden tener una participacion en el desarrollo de la DT1. Por ejemplo, hay evidencia
de que los neutréfilos se infiltran a los islotes pancreaticos en las fases iniciales de la
patologia y, al ser activados, liberan senales conocidas como Trampas Extracelulares
de neutrdfilos (NET). Las NET podrian estar promoviendo la inflamacion local y la
presentacion de autoantigenos por la célula 3, actuando como fuente de DAMPs para
linfocitos B y células dendriticas contribuyendo a la ruptura de la tolerancia inmunoldgica
(33). Ademas, las céulas NK podrian desempenar un papel proinflamatorio al liberar
citoquinas como IFNy, que activa a macrofagos y favorece la presentacion antigénica.
Esto se relaciona con el hecho de que en personas con DT1, se ha descrito un fenotipo
disfuncional de estas células: tienen la expresion de receptores inhibitorios KIRs

alterada, lo que dificulta la capacidad para distinguir células sanas y patolégicas (32,33).

Pero, si bien la respuesta inmune innata es la que desencadena el inicio de la DT1, la
respuesta inmune adaptativa tiene un papel fundamental en la progresién de esta
patologia. Una caracteristica de la DT1 es la presencia de autoanticuerpos producidos
por linfocitos B (34-36). Aunque la produccién de autoanticuerpos es una de las
funciones mas reconocidas de estas células, hay evidencias que demuestran que
también actian activamente en la DT1 como células presentadoras de antigenos,
facilitando la activacion de linfocitos T CD4* (33,36). Ademas, los linfocitos B son
capaces de reconocer DAMPs y PAMPs a través de sus receptores de antigeno y de
los receptores tipo Toll (TLR) (31). Esta doble activacion convierte a los linfocitos B en
potentes promotores de la inflamacién en la DT1. Por su parte, los linfocitos T CD4*

desempefan una funcion clave en la coordinacion de la respuesta inmunitaria enla DT1,
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ya que son capaces de reconocer antigenos derivados de los islotes presentados por
moléculas del MHC-II, tanto en células dendriticas como en linfocitos B. Ademas, estas
células secretan IFNy, lo que potencia la actividad de los macréfagos comentada
previamente, asi como IL-2, esencial para la expansion clonal de linfocitos T efectores
(25,33,37).

Por ultimo, dentro de este linaje se encuentran los linfocitos T CD8*, considerados los
principales efectores directos en la destruccion de las células B pancreaticas. Su
mecanismo de accién consiste en el reconocimiento de péptidos derivados de proteinas
como insulina, presentados por moléculas del MHC-I en la superficie de las células B,
cuya expresion se ve aumentada por la accion de IFNs tipo I. En la figura 3, se puede
ver la etapa donde los linfocitos T CD8* tras su activacion se infiltran en los islotes
pancreaticos y que despues, mediante diversas vias de muerte celular, provocaran la

destruccién de las células B (33).

Figura 3. Imagen del microscopio confocal de islotes de ratones diabéticos no obesos
(NOD). Los islotes se encuentran marcados para insulina (verde), CD45 (rojo) y nucleos en azul.
En la imagen se muestran un islote sin insulitis (izquierda) y un islote del mismo ratén infiltrado
por T CD8* (derecha) (Imagen modificada de (33).

En el estudio del sistema inmunolégico humano, se utiliza con frecuencia el término
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs por sus siglas en inglés) para
referirse a un conjunto heterogéneo de células inmunes que comparten la caracteristica
morfolégica de poseer un Uunico nucleo. Este grupo celular esta compuesto
mayoritariamente por linfocitos T, incluyendo subpoblaciones como CD4*, CD8* y
linfocitos T reguladores, asi como linfocitos B primitivos y de memoria, y células Natural
Killer (NK). En menor proporcién, también incluye monocitos y las células dendriticas
(38,39).
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Estas células toman un papel relevante en la investigacion DT1, especialmente si se
considera que una de las principales limitaciones para el estudio directo de esta
enfermedad es la imposibilidad de obtener biopsias de islotes pancreaticos (25). En
cambio, las PBMCs se pueden obtener de una manera poco invasiva mediante una
simple extraccion de sangre, y participan igualmente en el dialogo aberrante entre el
sistema inmune y la célula B (40). Ademas, se estan desarrollando nuevas estrategias
que utilizan las PBMCs como modelo de estudio en medicina personalizada, ya que
comparten la misma genética que el resto de células del organismo (39), lo que permite

explorar mecanismos inmunopatoldgicos especificos de cada paciente.

1.3. Las vias del interferon y su importancia en la DT1.
Las citoquinas son proteinas secretadas que actuan como moléculas mensajeras,
generando una respuesta inmune colectiva y regulada. Entre los grupos de citoquinas

existentes, destaca un grupo particular que son los IFNs. (41).

Los IFNs son una familia de citoquinas secretadas en respuesta a estimulos externos.
Segun las caracteristicas estructurales y las vias de sefializacion que activan , se
pueden definir tres clases de IFNs: IFNs tipo | (IFNa, IFNB, IFNk, IFNS, IFNT, IFN¢ e
IFNw), tipo Il (IFNy) y tipo Il (IFNA1-4) (41).

Type lll IFNs Type | IFNs Type Il IFNs . oo .
IENA receptor PN/ receptor IFN-y receptor Figura 4. Butas de sefializacion lde
- o e los IFNs tipo I, Il y lll. Los IFNs tipo
/ COLLIRN (o L D I, se unen a IFNAR1/IFNAR2 que
1 \ X IFNGRI\ b7 /IFNGR1 , . .
'LmRBT IFNLRL IFNARIT .rmz tFNGR2| IFNGR2 estan unidos intracelularmente a las
_ _ J ™ quinasas TYK2/JAK1 que activaran a
JAK1 o
JAKl TYK & ’AK = los factores de transcripcion STAT1y
JAKZ qﬁlf? STAT2 formando un heterodimero
') . * - i que finalmente se unira a la proteina
_". 1‘ IRF9 para formar el complejo ISGF3
- . o
= S |STAT1 P(' A p STATL que traslocan al nucleo, y se unira a
\wﬂ 2 . s
Cytosol IAIDP L elementos ISRE activando asi la
Nucleus > transcripcion de genes de respuesta
TN TN o TN TN PN P e N N .
SO NGSsRE NN N eas N a interferon (ISGs) como MX1. Los
IFNs tipo Il, se unen a

IFNGR1/IFNGR2 que estan unidos intracelularmente a las quinasas JAK1/JAK2 que fosforilan al
factor de transcripcion STAT1 activandolo y formando homodimeros STAT1-STAT1 que se
traslocan al nacleo, y se unen a elementos GAS para inducir la transcripcion de genes como
CXCL10. Los IFNSs tipo lll, se unen a un receptor heterodimérico especifico IL10RB/IFNLR1, que
muy similar a los IFNs tipo |, sefializan a través de la unién de estos a las proteinas TYK2/JAK1
y que activan a los factores de transcripcion STAT1 y STAT2. Este heterodimero se unira
finalmente a la proteina IRF9 para formar el complejo ISGF3 que traslocan al nucleo, y se unira
a elementos ISRE activando asi ciertos ISGs (43).
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Segun la cascada de sefalizacion clasica representada en la Figura 4, los IFNs tipo | se
unen al receptor de IFNs tipo | (IFNAR), que es un heterodimero compuesto por dos
subunidades transmembrana, IFNAR1 e IFNAR2. La unién del ligando al IFNAR provoca
un cambio conformacional en el receptor, lo que recluta y activa dos quinasas de la
familia Janus quinasa (JAK) llamadas JAK1 y TYK2 (Tirosina quinasa 2). La activacién
de JAK1 y TYKZ2 induce la fosforilacion y activacion de las proteinas STAT1 y STAT2
(Signal Transducers and Activators of Transcription 1y 2). Una vez activadas, STAT1y
STAT2 heterodimerizan (STAT1-STAT2) y se asocian con IRF9 (Interferon Regulatory
Factor 9) para formar el complejo ISGF3 (/nterferon-Stimulated Gene Factor 3). El
complejo ISGF3 se transloca al nucleo y se une a secuencias especificas de ADN
llamadas elementos de respuesta a interferon (ISRE, del inglés Interferon-Stimulated
Response Element) que se encuentran en los promotores de los genes estimulados por
IFNs (ISGs). Es la union de ISGF3 a ISRE que activa la transcripcion de decenas a
cientos de ISGs (42).

Por otra parte, los IFNs tipo Il se unen al receptor de IFNy (IFNGR), que es un
heterotetramero formado por dos cadenas IFNGR1 y dos cadenas IFNGR2. Al unirse el
IFNy, hay la induccién de la dimerizacion funcional del receptor y la subsecuente
activacion de las proteinas quinasas JAK1 y JAK2, las cuéles se fosforilan entre si y
fosforilan a STAT1. Tras su fosforilacion, STAT1 forma homodimeros (STAT1-STAT1)
que se translocan directamente al nucleo, donde se unen a secuencias especificas de
ADN llamadas GAS (Gamma Activated Sequence), ubicadas en los promotores de los

genes estimulados por IFNy. Esta unién activa la transcripcion de diversos ISGs (42).

Los IFNs tipo | son moléculas clave en la respuesta del sistema inmune innato y
adaptativo, siendo las primeras moléculas de accién frente a infecciones virales. Se
sabe que participan en numerosas funciones biolégicas e inmunolégicas como son la
presentacion de antigenos y la secrecion de citoquinas y quimiocinas (41). Se ha visto
que, cuando hay una exposicién persistente a IFNs de tipo | puede favorecer la
infiltracién de células T autorreactivas en tejidos (41). Se ha observado una clara
vinculacién entre una secrecion aberrante de interferones tipo | y el desarrollo de
enfermedades autoinmunes, entre ellas la diabetes tipo 1 (44,45). Estos interferones, y
en particular el IFN -a, generan un entorno inflamatorio que favorece la pérdida de la
tolerancia inmunologica. En este contexto, IFNa induce la sobreexpresion de moléculas
HLA en las células B pancreaticas, incrementa la presentacion de autoantigenos y
promueve la atraccion de células inmunes hacia los islotes, lo que conduce a la
activacion de linfocitos autorreactivos y a la progresién autoinmune caracteristica de la

enfermedad (46). Ademas, cada vez existe mas evidencia de que la exposicion
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prolongada a interferones tipo | altera la funcion de los linfocitos B, favoreciendo la

secrecion de autoanticuerpos y, con ello, la pérdida de tolerancia inmunoldgica (6).

En cuanto al IFNy, este juega un papel central en el proceso de reconocimiento y
destruccién celular mediado por células T CD8*. Ademas de su funcidn citotéxica
directa, estas células también secretan citoquinas y quimiocinas que amplifican la
respuesta inmunitaria (25,47). Esta secrecion contribuye al reclutamiento de otras
células inmunes al sitio de la inflamacién, promoviendo un microambiente inflamatorio
que potencia la activacion celular y favorece la presentacion de antigenos a células
efectoras adicionales. Se han visto, que la hiperexpresién de IFNy en células B lleva al
desarrollo de DT1 en ratones, lo que indica que es un aspecto clave en la patologia de

esta enfermedad (25).

1.4. Tratamientos parala DT1.

Actualmente, solo existen tratamientos de intervencion una vez ya se ha dado el debut
del individuo con DT1, que seria la administracién de insulina de manera exogena,
permitiendo a los pacientes controlar sus niveles plasmaticos de la glucosa. La
problematica radica en que, aunque gracias a esa administracion exogena de insulina
la patologia ya no es mortal, los pacientes siguen teniendo muchas complicaciones
médicas asociadas a la enfermedad. La posibilidad de sufrir cetoacidosis y picos
hipoglucémicos son de las causas que mas ponen en peligro la vida de los pacientes
con DT1. De hecho, los picos hipoglucémicos estan relacionados con efectos
perjudiciales en la funcién cognitiva y entre el 4 y el 10% de las muertes por DT1.
Ademas, el control de la glucosa es muy dificil, pudiéndose dar en muchas ocasiones
picos hiperglucémicos, que son la principal causa de complicaciones médicas también
asociadas a la enfermedad, como problemas microvasculares que se pueden manifestar
como neuropatias, nefropatias y retinopatias, y/o problemas macrovasculares, como

ateroesclerosis y trombosis en diferentes érganos del cuerpo (9).

Con el paso del tiempo, se han ido haciendo mejoras en el tratamiento con insulina
exogena: desde la creacion de bombas de insulina automaticas con sensor de glucosa,
insulinas con diferentes tiempos de accion e incluso avances en la forma de
administracion, insulinas orales (48). No obstante, estos avances aun no cubren la
necesidad de un tratamiento efectivo que permita prevenir la enfermedad y asi evitar su
debut clinico. En este contexto, se esta prestando creciente atencion al desarrollo de
tratamientos preventivos capaces de intervenir en fases tempranas del proceso

autoinmune, como es el caso de las inmunoterapias dirigidas (por ejemplo, anticuerpo
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monoclonal anti-CD3) y los inmunomoduladores (por ejemplo, los inhibidores de JAK),

con el objetivo de retrasar o evitar la progresion hacia el debut clinico.

1.4.1. Inmunoterapias e inmunomoduladores para el tratamiento de la
DT1.

Las inmunoterapias son tratamientos que utilizan elementos propios del sistema
inmune o moléculas disefiadas para modificar la respuesta inmune concreta,
especialmente contra una diana especifica, como una célula, antigeno o receptor. Por
otro lado, los inmunomoduladores son sustancias que modifican y regulan el
funcionamiento del sistema inmunoldgico. No necesariamente suprimen toda la
respuesta inmune, sino que pueden potenciarla o inhibirla parcialmente, dependiendo

del objetivo terapéutico.

Actualmente, hay sélo una terapia aprobada para el tratamiento con la DT1, pero se
estan desarrollando diferentes estrategias que ya se encuentran ahora mismo en

ensayos clinicos con el potencial de ayudar a mejorar el prondstico de la patologia.

rituximab B lymphocyte anti-IL-21

T cell effector/
memory

HIL-21 A
anti-IL- i
Q. TNFa
ATG — ®
teplizumab /' abatacept
otelixizumab f \H__ ustekinumab
i CD3-TCR o % etanercept
0 complex llﬂgo. - _ golimumab

-
o A §
_ ~ Ny
\ Peptide-HLA ny 'l
THF-a |\ [] class | or Il Peptide- HLA = >

4
., complex class Il nomplexy -—
= s N 7 ' __,\;-\'\ =

|

S o ) @ J | Myeloid cell
golimumab — /‘ @ \ )
Betacell @~ ~——  IL10,TGFB N2 Treg

N\

Figura 5. Dianas terapéuticas para inmunoterapias frente a la DT1. En el esquema se
muestran algunos de los farmacos que se dirigen a diferentes dianas terapéuticas con gran
potencial de regular y mejorar la progresién de la DT1 (49).

En la Figura 5 se presentan algunas de las principales interacciones celulares e
inmunoldgicas implicadas en la destruccion de las células B pancreaticas pueden
interferir en las diversas etapas de la respuesta autoinmune. Representada en verde se

encuentra la célula T efectora o de memoria, que reconoce antigenos presentados por
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las células B y otras células presentadoras de antigenos a través del complejo CD3-TCR
y moléculas del MHC-I o MHC-II, lo que lleva a la activacién y produccion de citoquinas
proinflamatorias como IL-21 y TNF-a que contribuyen a la destruccion de las células B.
Pero no todas las estrategias van dirigidas hacia la célula T, sino que también hay
posibles terapias frente a linfocitos B, que también presentan antigenos, linfocitos T
reguladores y células mieloides que modulan la respuesta inmune a través de la
secrecion de citoquinas como IL-10 y TGF-3 (49). Ademas, en la Figura 5 también se
resaltan en rojo los principales farmacos inmunomoduladores o inmunoterapias en
desarrollo o aprobados para el tratamiento de la DT1. Paso a describir de forma

resumida algunas de las mas destacadas.
Inmunoterapias:

- Rituximab. Es un anticuerpo monoclonal anti-CD20 que destruye los linfocitos B.
Se encuentra en ensayos de fase Il y se ha visto que es capaz de reducir el descenso
de los niveles del péptido C, ademas de una reduccién de la hemoglobina glicosilada
durante 1 afno, aunque no se mantiene hasta los 2 afios (50,51).

- Alefacept. Es una proteina de fusion que une la porcién extracelular del antigeno
3 asociado a la funcién de los linfocitos (LFA-3) con la inmunoglobulina G1, bloqueando
la interaccion entre LFA-3 y CD2. De esta manera, inhibe la activacion y proliferacion de
los linfocitos T CD2* de memoria. Se ha visto que es capaz de preservar los niveles de
péptido C y reduce los niveles de insulina exdgena necesaria en los 24 meses que durd
el estudio (52). Se encuentra en ensayos clinicos de fase II.

- Abatacept. Es una proteina de fusion compuesta por el antigeno 4 del linfocito T
citotoxico (CTLA-4) e inmunoglobulina G1. Actda inhibiendo la coestimulacion de
linfocitos T al bloquear la sefal coestimuladora CD80/CD86 en células presentadoras
de antigeno. Se ha visto en ensayos clinicos que retrasa el descenso de los niveles de
péptido C. Se encuentra en fase Il (53,54).

- Anti-IL-21. Actua a través de bloqueo del trafico de linfocitos T diabetogénicos.
Esta en ensayos clinicos de fase Il y se ha visto que en combinacion con otras terapias
(p. €j., el liraglutide) es capaz de reducir el descenso de los niveles de péptido C (55).

- Ustekinumab. Es un anticuerpo monoclonal que bloquea las interleucinas (IL) IL-
12 e IL-23 que actua bloqueando la diferenciacién en linfocitos Th17. Se encuentra en
ensayos clinicos de fase Il, habiéndose visto ya que es capaz de preservar los niveles

de péptido C durante al menos 1 afio (56).

- Teplizumab. Actualmente, la Unica inmunoterapia aprobada por Ila

Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos es el teplizumab,
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que ha sido autorizado para su uso clinico en la prevencion de la DT1 (49). El teplizumab
es un anticuerpo monoclonal humanizado, disefiado frente a la molécula CD3 del
receptor de células T, actuando sobre los linfocitos T maduros CD4* y CD8*. Fue en
2019, cuando se realizd6 un ensayo clinico que se centraba en comprobar si el
teplizumab intravenoso (14 dias de tratamiento) en pacientes con DT1 preclinica era
capaz de retrasar la progresion de la enfermedad. Lo que se observd es que, el
tratamiento con teplizumab retrasé significativamente el tiempo medio hasta la
progresion de la enfermedad de la etapa 2 a la etapa 3 de la DT1 (los pacientes del
estudio se encontraban en la etapa 2 preclinica al inicio del estudio). También se mejoré
y preservo la funcion de las células B en los pacientes tratados (57). Gracias a estos
hallazgos, la Food and Drug Administration (FDA) aprobé el teplizumab para esta
indicacion especifica en pacientes de 8 o mas afos con DT1 preclinica en etapa 2.
Posterior a este estudio, en 2023 se realizé un ensayo clinico que se centro en nifios y
adolescentes (entre 8 y 17 afios) que ya se encontraban en etapa 3, es decir, habian
debutado recientemente con DT1 clinica, esto con el objetivo de comprobar si el
teplizumab es capaz de intervenir una vez ya han comenzado a manifestarse los
primeros sintomas de la enfermedad y de esta manera preservar la funcién de la célula
B tras el diagnéstico. Se observd que el teplizumab no sélo es capaz de retrasar la
progresion de la DT1 preclinica, sino que es capaz de preservar significativamente la

funcién residual de las células 3 en pacientes recién diagnosticados (58).
Inmunomoduladores:

- Globulina antitimocitica (ATG). Es un anticuerpo policlonal anti-linfocitos T que

actua reduciendo todo tipo de linfocito T. Se encuentra en fase Il de ensayos clinicos y
se ha visto que preserva los niveles de péptido C ademas de que reduce la hemoglobina
glicada en 24 meses (59).

- Etarnecep y golimumab. Actian impidiendo la uniéon de TNF-a a su receptor.

Etarnecep es una proteina de fusion que se une al TNFa, mientras que golimumab es
un anticuerpo monoclonal que se une directamente al TNFa. Se encuentra en ensayos
clinicos de fase Il, aunque ya se ha comprobado que es capaz de mantener los niveles
de péptido C a 1y 2 anos (60-62).

- Los inhibidores de JAK. son inmunomoduladores que actuan impidiendo la

sefalizacién de varias citoquinas, especialmente los IFNs. En la figura 6 se muestra la
estructura tridimensional caracteristica de las proteinas JAK quinasas con sus distintos
dominios. El mecanismo comun en la mayoria de los inhibidores de JAK clasicos como

el baricitinib o tofacitinib consiste en la unién del inhibidor al dominio quinasa de las
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proteinas JAK, especificamente al sitio de union del ATP (dominio JH1). Al ocupar este
sitio, se impide la autofosforilacion y activacion de JAK, bloqueando la via de
senalizacion JAK-STAT (63—65). A parte de este mecanismo, hay otros inhibidores de
JAK que no se unen al sitio de union al ATP (dominio quinasa), sino que se unen al
dominio pseudoquinasa, especificamente al dominio JH2, que es un regulador alostérico

del dominio quinasa. Por este motivo, es un inhibidor mucho mas especifico (65,66).

Como mencionado anteriormente, los IFNs juegan un papel crucial en el inicio de la
patogénesis de la DT1. Por esta razdn, terapias centradas en el bloqueo de la
sefalizacién de estas moléculas pueden ser clave para avanzar en el desarrollo de
estrategias innovadoras para la DT1 (8,67). Por ejemplo, ya se ha visto que inhibidores
de JAK1 y JAK2 pueden alterar la expresion del MHC clase | inducida por IFNs, alterar
la activacion de linfocitos T CD8* y bloquear la formacién de complejos entre las células
B pancreaticas y las T CD8* (68,69).

Figura 6. Imagen en 3D de la estructura de las

Cytokine (IFN)

JAK quinasas unidas al receptor de citoquinas.
En la imagen se ve representada la estructura en
superficie del complejo IFNAR1/ILO10RB/JAK1,

donde se ven el dominio kinasa (JH1;

Cytokine
receptor "
(IFNA.R1/ILOT1ORE)

representado en amarillo) y el dominio

pseudoquinasa (JH2; representado en verde) (70).

JAKA B

Jak1

Dentro de los inhibidores de JAK, el baricitinib es un inhibidor de JAK1/JAK2 de la
primera generacion que ya estd aprobado para el uso en otras enfermedades
autoinmunes, como la artritis reumatoide y la alopecia areata (67). Basado en estudio
preclinicos desarrollados en ratones diabéticos no obesos (NOD) y datos clinicos

favorables en la eficacia de este inhibidor en otras enfermedades autoinmunes, el grupo
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BANDIT evalué si la administracion de baricitinib era capaz de mantener la funcién de
las células B y mejorar los valores metabdlicos de pacientes recién diagnosticados con
DT1 (67). En un ensayo clinico de fase Il, doble ciego, aleatorizado y controlado con
placebo, se asigno a pacientes con DT1 diagnosticada en los 100 dias previos a recibir
baricitinib o placebo por via oral durante 48 semanas. Este estudio concluyé que los
pacientes tratados con baricitinib tenian unos niveles de péptido C 48% mayores que en
el grupo placebo, lo que indica la preservacion de la funcién de la célula 3. Ademas, los
pacientes tratados necesitaron menos dosis de insulina diaria y tuvieron un mejor control

glucémico que el grupo placebo (67).

Aunque en este ensayo clinico inicial se evalud su uso en pacientes recién debutados,
el grupo plantea el uso de este farmaco en etapas anteriores para aumentar su
efectividad, ya que se sabe que en el momento del diagnéstico dela enfermedad todavia
queda un numero de células productoras de insulina viables aceptable pero muy
reducido (67). Al compararse con las terapias utilizadas actualmente frente a la DT1,
como el teplizumab o el golimumab, el baricitinib aporta la ventaja de ser un tratamiento

oral que genera resultados similares de niveles de péptido C (67).

A raiz de los buenos resultados de este estudio, se ha empezado a reclutar pacientes
recién diagnosticados con DT1 para probar otros dos inhibidores de JAK aprobados por
la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos para otras
enfermedades autoinmunes: abrocitinib y ritlecitinib. El abrocitinib (Cibinqo®) es un
inhibidor oral de la proteina JAK1, y esta aprobado por Reino Unido y Japén frente a la
dermatitis atopica de moderada a grave en adultos y adolescentes mayores de 12 afios,
y ya hay solicitudes en otros paises pendientes de aprobacion (71). El ritlecitinib
(LITFULO™) es un inhibidor oral de la JAK quinasa 3 y miembros de la familia de las
TEC quinasas y esta aprobado en Estados Unidos para el tratamiento frente a alopecia

areata grave en adultos y adolescentes de mas de 12 anos. (72).

Ademas de los inhibidores de proteinas JAK en general, existen inhibidores especificos
de alguna proteina JAK, como es el caso del deucravacitinib, un inhibidor alostérico de
la proteina TYK2. Se ha visto, que TYK2 es un gen de susceptibilidad relevante en
diversas enfermedades autoinmunes, incluida la DT1 (73). Hay evidencias de que este
gen participa en la respuesta a IFN que puede llevar a la hiperexpresion de MHC-I
clasica en el inicio de la patologia (23). Este inmunomodulador esta aprobado para la
psoriasis en placa y se ha visto que tiene potencial terapéutico en otras enfermedades
autoinmunes como lupus eritematoso sistémico (73,74). Un estudio previo de nuestro

grupo evalué el potencial del deucravacitinib para prevenir la activacion de la respuesta
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inducida por IFNs y el dafio causado en células f humanas. Los resultados demostraron
que el deucravacitinib confiere proteccion frente a la citotoxicidad inducida por citocinas
proinflamatorias como IFNa, IL-1B e IFNy, modelos in vitro de inflamacién tipica en DT1
(75). Estos hallazgos sugieren que podria representar una estrategia terapéutica
prometedora para preservar la funcion de la célula B en etapas preclinicas o en

pacientes recién diagnosticados.
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2. Antecedentes y objetivos.

Para este proyecto, se ha tenido en cuenta estudios previos del laboratorio, donde se
demostré que el deucravacitinib, un inhibidor alostérico oral y selectivo de TYK2, es
capaz de proteger células B humanas frente a danos inducidos por IFNa (75). Este
trabajo demostré que deucravacitinib previno la sobreexpresion de MHC-I, redujo la
inflamacién (expresion y secrecion de CXCL10) y previno la apoptosis de las células f3,
por lo que se propuso el uso de este inhibidor especifico de TYK2 como terapia
preventiva para la DT1. Por otro lado, los resultados se compararon con inhibidores
menos selectivos de la familia JAK, como el baricitinib, para poder evaluar la eficacia
del tratamiento propuesto con otros tratamientos, menos especificos pero dirigidos a la

misma via de sefializacion, ya en ensayos clinicos para el tratamiento de la DT1 (67,72).

Tradicionalmente, los estudios sobre los mecanismos moleculares implicados en la DT1
y la eficacia de terapias dirigidas se han realizado en modelos celulares como la linea
de células B humanas EndoC-BH1. Aunque estos modelos permiten analizar procesos
relevantes en células 3, presentan importantes limitaciones, ya que no reflejan la
heterogeneidad genética ni las caracteristicas individuales de los pacientes con DT1.
Ademas, el uso de islotes pancreaticos humanos resulta poco viable debido a la escasa
disponibilidad de muestras, las dificultades técnicas asociadas a su aislamiento y la
pérdida rapida de funcionalidad una vez extraidos del microambiente pancreatico
(76,77).

En este contexto, las PBMCs emergen como un modelo alternativo de gran interés, ya
que pueden obtenerse mediante procedimientos minimamente invasivos, conservan la
informacion genética del donante y permiten valorar respuestas inmunitarias y
terapéuticas de forma individualizada. Su aplicacion ofrece, por tanto, un enfoque mas
cercano a la medicina personalizada en la DT1, con el potencial de identificar

biomarcadores fiables y predecir la eficacia de diferentes estrategias terapéuticas (78).

El objetivo principal de este trabajo es evaluar la utilidad de las PBMCs como modelo in
vitro para estudiar el efecto de los inhibidores de JAK/TYK2 deucravacitinib y baricitinib

en donantes control y en pacientes con DT1, tras la estimulacién con IFNa e IFNy.
Para cumplir este objetivo, se van a seguir los siguientes objetivos especificos:

1. Determinacion y seleccién de los pacientes controles y pacientes con DT1. Se
seleccionaran donantes que cumplan con los requisitos del estudio, y se aislaran

muestras bioldgicas de PBMCs de cada uno.
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2. Evaluacién de la expresion de genes clave de respuesta a IFN en la progresién
de la DT1 tras el tratamiento con IFNa o IFNy en PBMCs derivados de pacientes

control y pacientes con DT1 tratados con deucravacitinib o baricitinib.

3. Evaluar la secrecion de citoquinas proinflamatorias en la progresién de la DT1
tras el tratamiento con IFNa o IFNy en PBMCs derivados de pacientes control y

pacientes con DT1 tratados con deucravacitinib o baricitinib.

4. Comparar la eficacia relativa de deucravacitinib y baricitinib en la inhibicion de la
respuesta a IFN, tanto a nivel de expresidon génica como de secrecion de

quimioquinas, con el fin de identificar diferencias en su potencial terapéutico.
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3. Materiales y métodos.
Todos los experimentos realizados en este trabajo estan aprobados por el comité ético
de la UMH con el cédigo TFM.MBB.LME.SCM.250513, y esta enmarcado dentro del

proyecto UniSalut con referencia: iPSCinT1D.

3.1. Seleccion de los pacientes: criterios de inclusion y exclusion.

La seleccion de los pacientes se realizo en colaboracion con la Dra. Evangelina Boix del
servicio de Endocrinologia del Hospital General Universitario de Elche. Se reclutaron
voluntarios sanos (controles) y pacientes con DT1. Para los donantes sanos, los criterios
de inclusion fueron que no padeciera DT1 o alguna otra enfermedad metabdlica y ser
mayor de edad, mientras que para los pacientes con DT1 los criterios de inclusién fueron
que tuvieran la enfermedad y que fueran mayores de edad. Tanto los controles como
los pacientes se escogieron de forma pareada en edad, sexo e indice de masa corporal

(IMC). No se excluy6 ningun paciente o control.

3.2. Aislamiento y cultivo de PBMCs.

o Extraccidn de sangre del paciente. Recoger PBMCs por medio de gradiente
de densidad FicollPague

- i 2 0
>\ =

) Recoger
FicollPague Fases PEMCs

e Almacenamos los PBMCs en o Conservar en nitrogeno liguido.

criotubos y congelamos durante 24 hr.
— ".
i )
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o () see e

| —
A \’
= - / -197 °C
v L
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Figura 7. Resumen grafico del protocolo de aislamiento de células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs). Esquema grafico del protocolo de aislamiento de PBMCs a partir
de sangre de los pacientes. En el primer paso se extrae la sangre, y después se separan las
fases de esta por un gradiente de densidad y se recogen las PBMCs. Por ultimo, se congelan a
-80 °C gradualmente para después conservarlas en nitrégeno liquido.
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3.2.1. Aislamiento de PBMCs:

1.

La extraccion de sangre periférica se realizé en tubos de extraccion de sangre
BD Vacutainer 10 ml por vacio Hematologia K2EDTA (REF: 367525), siguiendo
el protocolo estandarizado en el Hospital General Universitario de Elche. Se
extrajeron 4 tubos de sangre por donante (Paso 1, Figura 7). Tras la extraccion,
la sangre se proceso en fresco, en condiciones de esterilidad, en cabina BL2

(Telstar Bio-1I-A), segun los pasos descritos a seguir.

La sangre se diluyé en tampén salino fosfato (PBS) estéril (1:1). Tras la dilucion,
se prepararon dos tubos conicos de 50 ml con 15 ml de sangre diluida y 10 ml
de Ficoll-Paque™ PLUS (Cytiva™), un medio de separacion por gradiente de
densidad (Paso 2, Figura 7). Se anadieron primero los 10 ml de Ficoll-Paque™
PLUS, y luego se vertieron muy despacio y con cuidado los 15 ml de sangre

diluida, para evitar que los liquidos se mezclaran.

Estos tubos se centrifugaron durante 40 minutos a 400 g, a 20 °C. Durante esta
centrifugacion, debido al gradiente de densidad formado, los eritrocitos y
granulocitos de la sangre atravesaron la capa de Ficoll y se depositaron en el
fondo, ya que eran mas densos. Por otro lado, las células mononucleares
(linfocitos y monocitos, mayoritariamente) quedaron en una capa blanca
intermediaria, justo sobre el Ficoll, mientras el plasma permanece en la capa

superior (Paso 2, Figura 7).

Se recogié con una pipeta Pasteur la fraccion de PBMCs (capa blanca), con
cuidado de no arrastrar Ficoll de la capa inferior ni plasma de la capa superior, y
se transfirid a un nuevo tubo cénico de 50 ml (Paso 2, Figura 7). Ademas, se

recolecté plasma de pacientes y controles.
Tras transferir las células, se realizaron una serie de lavados con PBS:

o Primero, se anadieron 3 volimenes de PBS a las PBMCs y se

centrifugaron 10 minutos a 300 g, a 20 °C. Se descarto el sobrenadante.

o Se resuspendieron las células en 4 mL de PBS estéril con mucho
cuidado. Cuando estuvieron completamente resuspendidas, se
afiadieron otros 4 mL y se centrifugaron nuevamente por 10 minutos a

300 g, a 20 °C. Tras la centrifugacion, se descarto el sobrenadante.

6. En el caso de que se quisiera preservar las células, estas se resuspendieron en

medio de congelacion compuesto por 90% FBS inactivado y 10% DMSO. Se

guardaron en un contenedor de congelacion (Nalgene™ Cryo -1 °C Freezing
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Container) que permitié la congelacién a velocidad de -1 °C/minuto en un
ultracongelador a -80 °C durante al menos 24 h (Paso 3, Figura 7). Tras ese
tiempo, se traspasaron los viales a nitrégeno liquido (-197 °C), donde se

conservaron para su posterior uso (Paso 4, Figura 7).

3.2.2. Protocolo de descongelacién de PBMCs.
1. Se preparo previamente un tubo cénico de 15 ml para cada vial que se utilizé, con
10 mL del medio de cultivo de PBMCs a 37 °C.

2. Una vez descongelados, las PBMCs se transfirieron al tubo previamente preparado

y se centrifugaron por 10 minutos a 300 g.

3. Tras la centrifugacion, se descarto el sobrenadante y se resuspendieron las células
con medio de PBMCs.

4. Una vez completamente resuspendidas, las células se sembraron a una densidad

de 500.000 células/pocillo en una placa de 96 con fondo redondo.

5. Las células se dejaron recuperar durante toda la noche a 37 °C y 5% CO, antes de

empezar los experimentos.

3.2.3. Cultivo y tratamiento de PBMCs.
Tanto para el cultivo como para el tratamiento de las PBMCs se utiliz6 medio RPMI-
1640 (Gibco, ThermoFisher™) con rojo fenol, suplementado con 10% (v/v) de FBS

inactivado y 100 U/ml de Estreptomicina/Penicilina (ambos).

Tras la recuperacion durante toda la noche, las PBMCs se pretrataron con el vehiculo
en el que estaban disueltos los inhibidores (dimetilsulfoxido, DMSQ), 5 uM baricitinib
(Selleckchem, Planegg, Germany) o 1 uM deucravacitinib (Selleckchem, Planegg,
Germany). Tras 24 h de pretratamiento, las PBMCs se trataron con IFNa (2000 U/ml,
R&D Systems, 10984-IF-010) o IFNy (2000 U/ml, R&D Systems, 300-02-250UG) en
ausencia o presencia de los pretratamientos durante otras 24 horas. Una vez pasado el
tiempo de tratamiento, se recogieron los lisados celulares para estudiar la expresién
génica por reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa y
cuantificacion en tiempo real (RT-qPCR) y los sobrenadantes celulares para medir la

secrecion de citoquinas/quimiocinas en ensayos de Multiplex (Figura 8).
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Figura 8. Esquema del tratamiento de PBMCs. Primero se sembraron las PBMCs en placas
de 96 pocillos de fondo redondo. Tras un periodo de reposo durante toda la noche, se pretrataron
las células con vehiculo o los inhibidores Deucravacitinib (DEUCRA) o Baricitinib (BARI) durante
24 horas. Finalmente, se trataron las células con IFNa o IFNy durante 24 horas. Tras el
tratamiento, se recogieron los lisados celulares para RT-gPCR vy los sobrenadantes celulares
para ensayos de Multiplex.

3.3. Extraccion de RNA.

Se analizo la expresidn génica de genes en respuesta a IFNs que participan en la via
de sefializacion de IFN, mediante la cuantificaciéon del mRNA de dichos genes utilizando
RT-gPCR. Para la extraccion de RNA se utilizé el kit NucleoSpin® DNA, RNA and
Protein Purification, (Macherey-Nagel, Ref. 740955.250, Pais) siguiendo el protocolo

recomendado por el fabricante con ligeras modificaciones.

Para obtener los lisados celulares, las PBMCs se lisaron utilizando tampén de lisis RA1
con 1% B-mercaptoetanol (v/v). Posteriormente, se congelaron dichos lisados a -80 °C

hasta el momento de la extraccidon de RNA.
Extraccion de RNA:

- Una vez descongeladas las muestras, se transfiri6 cada muestra de lisado
celular a columnas de filtrado y se centrifugaron después a 11.000 g durante 1
minuto.

- Se afiadié un volumen de la solucién de etanol 70% en cada muestra y se
homogenizdé mediante el pipeteo.

- Se transfiri6 el homogenizado de cada muestra a una columna de purificacion
de mRNA.

- Las columnas se centrifugaron a 11.000 g durante 30 segundos; se descarto el
sobrenadante eluido.

- Se anadio entonces 350 mL de tampdén MDB y se volvié a centrifugar a 11.000
g durante 1 minuto. Se descarté de nuevo el sobrenadante vy, tras este paso, se
afiadié 95 pyL de la mezcla de DNAsa y se incubd a temperatura ambiente

durante 15 minutos.
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- Después de esta incubacion, se llevé a cabo la serie de lavado: 200 uL de RAW?2
y una centrifugacion de 11.000 g de 30 segundos; 600 uL de RA3 y una
centrifugacion de 11.000 g de 30 segundos, y 250 pyL de RA3 con una
centrifugacion posterior de 11.000 g durante 2 minutos.

- Para asegurarnos de que no quedara humedad en la membrana, se llevd a cabo
una centrifugacion extra de 11.000 g y durante 2 minutos.

- Por ultimo, se afiadieron directamente sobre la membrana 20 yL de tampdn de
elucién de RNA y se eluyé el RNA con una centrifugacion de 11.000 g y durante
1 minuto. Se recogio la elucién en tubos tipo eppendorfs de 1,5 ml y se almacend
a—80 °C.

3.4. Retrotranscripcion.

Para la retrotranscripcion del mRNA se utilizé el kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems™). Se prepard la mezcla de retrotranscripcion
segun la Tabla 2. Para cada muestra, se afadieron 6,3 pyL de mezcla de

retrotranscripcion mas 13,7 yL de muestra en tubos libres de RNAsas.

Compuesto Volumen (pL)
10x Tampon RT 2 uL
25x dNTPS (100 mM) 0,8 pL
10x Hexémeros aleatorios 2L
Multiscribe™ RT 1uL
Inhibidor de RNAsa 0,5 uL
Muestra RNA 13,7 uL

Tabla 2. Composicién de la mezcla de retrotranscripcién y mRNA por cada muestra con High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™).

Se realizé la retrotranscripcion en un termociclador (Termociclador T100™, Bio-Rad), siguiendo

el protocolo siguiente:

Temperatura (C°) Tiempo (minutos)
Paso 1 25 10
Paso 2 37 120
Paso 3 85 5
Paso 4 4 0

Tabla 3. Ciclos de temperatura de la retrotranscripcion de las muestras de RNA.

Tras finalizar la retrotranscripcion, se obtuvieron los cDNA de las muestras y se

almacenaron a -20 °C hasta la realizacion de la gPCR.
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3.5. PCR cuantitativa.
Para la realizacion de la gPCR, se utilizo el kit Ig SYBR Green SuperMIX (2X) (Applied

Biosystems™). Se prepard una mezcla principal segun la Tabla 4.

Compuesto Volumen (pL)/pocillo
Iqg SYBR Green SuperMIX (2X) 5puL
Cebador 5' 0.2 uL
Cebador 3' 0.2 L
H,O DEPC 3.60 pL
Muestra cDNA 1L

Tabla 4. Composicion de cada pocillo de una placa de 96 para realizar la PCR.

Para realizar la lectura de la placa, se utilizé un termociclador C1000™ Thermal Cycler
(Bio-Rad) acoplado a un lector de fluorescencia (CFX96™ Real-Time System, Bio-Rad).

Se siguié el protocolo siguiente:

Temperatura (C°) Tiempo
Paso 1 95 3 minutos
Paso 2 95 15s
Paso 3 60 1 minuto
Paso 4 Repeticion de pasos 2 y 3 x40 ciclos.
Paso 5 Incremento de temperatura de 60 °C a 95 °C en intervalos de
0,5 °C cada 5 segundos.

Tabla 5. Ciclos de temperatura de la qPCR de las muestras de PBMCs.

Se midio la expresion de los genes B-actina (ACTB) que es utilizado como gen de
referencia, MX1 (Interferon-induced GTP-binding protein), que es un gen de respuesta
a IFN clasico que codifica la proteina MX1 que interfiere con la replicacién de ciertos
virus, HLA-ABC (Human leukocyte antigen complex ABC), que participa en la
presentacion de antigenos y CXCL10 (C-X-C motif chemokine ligand 10), que es una

quimiocina marcadora de inflamacion.
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Cebador Secuencia

ACTB directo 5-CTGTACGCCAACACAGTGCT-3'
ACTB inverso 5- GCTCAGGAGGAGCAATGATC -3’
MX1 directo 5-GAGAACGGGAAGGAGACGC-3’
MX71 inverso 5-CATCTCAGGGTGAGGGGCT-3’
HLA-ABC directo 5-AGACAGGACCATCGGAATCT-3’
HLA-ABC inverso 5-GTAACCCTTCTTCAGGTGGAAC-3’
CXCL10 directo 5-GTGGCATTCAAGGAGTACCTC-3’
CXCL10 inverso 5-GCCTTCGATTCTGGATTCAG-3’

Tabla 6. Secuencias de los cebadores utilizados para la medicidon de los genes de interés.

3.6. Multiplex.
Para medir los niveles de péptido C en el plasma de sujetos control y pacientes con
DT1, se utilizé el Kit basico humano ProcartaPlex™ (Invitrogen, ThermoFisher)

siguiendo el protocolo del fabricante.

Para el analisis de los niveles de las quimiocinas CXCL10, CXCL1, CCL5y CCL2 en los
sobrenadantes recogidos, se empled otro kit, en este caso el Kit basico humano
ProcartaPlex™ (Ref.PPX-04-MXKA6ZZ, Invitrogen™, ThermoFisher), siguiendo el
protocolo proporcionado por el fabricante. Este tipo de ensayo se basa en la deteccién
de analitos de interés en los sobrenadantes por medio de la unién de dichos analitos a
anticuerpos especificos frente a ellos unidos a microesferas. Si los analitos estan
presentes en la muestra, se unen a microesferas especificas y estas, a su vez, a un
anticuerpo marcado con un fluorocromo que permite su deteccion y cuantificacion por

citometria laser. Las muestras se analizaron con el sistema MAGPIX™ (Luminex).

3.7. Analisis estadistico

En este trabajo, se representan los resultados en forma de tablas, de graficos de barra
con media + SEM y/o grafico violin que muestran la dispersién de los datos, siendo el
valor de la mediana la raya central y/o los cuartiles del 25y 75 % las rayas extra que
distribuyen los resultados alrededor de la mediana. Cada punto representa a un sujeto
y cada sujeto tiene un color identificativo. El analisis y la representacion gréafica de los
datos se realizaron con el software GraphPad Prism version 8.0.1, utilizado también
para el analisis estadistico. Se realizé primero el test de Normalidad y distribucion
lognormal para elegir dependiendo de su distribucion ensayos one-way ANOVA, test
RM one-ANOVA, test Ordinary one-way ANOVA vy test Brown-Forsythe and Welch
ANOVA (cuando los datos siguen una distribucién normal); o bien test Kruskal-Wallis y

test Friedman (test no paramétricos para datos que no siguen una distribuciéon normal).
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4. Resultados.

4.1. Seleccion de muestra poblacional.

Se obtuvieron muestras de 10 donantes control y de 8 pacientes con DT1, de los cuales
se recogieron parametros antropometricos como sexo, edad e indice de masa corporal
(IMC) (Tabla 7). En el grupo de pacientes con DT1, se recogieron ademas los
parametros clinicos relacionados con la enfermedad, como tiempo desde el debut, fecha
de diagndstico clinico, porcentaje de hemoglobina glicada (HbA1c) y la presencia de 2
autoanticuerpos relacionados con la autoinmunidad pancreatica como son Anti-GAD y
Anti-lIA2 (Tabla 8).

N° Identificacion Sexo Edad IMC
P0001 M 77 21,8
P0002 M 39 19,7
P0003 M 34 20,5
P0004 \Y 39 26,2
P0005 Vv 44 25,4
P0006 \Y 26 26,5
P0007 M 32 22,4
P0O008 M 32 224
C0001 M 46 25,3
C0002 \Y 43 25,0
C0003 M 25 20,0
C0004 \Y 24 28,7
C0005 Vv 43 25,0
C0006 M 46 25,3
C0007 Vv 24 26,1
C0008 M 24 18,1
C0009 M 22 22,2
C0010 \Y 40 27,0

Tabla 7. Parametros antropométricos recogidos de los controles y pacientes con DT1. En
esta tabla se reflejan los parametros de sexo, edad e indice de masa corporal de los sujetos
participantes del estudio. El grupo de pacientes esta sefialado por los numeros de identificacion
P seguido del numero de paciente y el grupo de controles esta senalado por los nimeros de
identificacion C seguido del numero de paciente control. IMC: indice de masa corporal.

Autoanticuerpos (U/mL)

HbA1c (fecha de la Anti-

N° Identificacion  Tiempo desde el debut medicion, %) GAD Anti-l1A2
P0001 64 meses 7,3 (Mayo 2024) > 280 <5
P0002 49 meses 8,4 ( Mayo 2024) > 280 > 280
P0003 93 meses 7,2 (Mayo 2024) >120 <5
P0004 98 meses 7,6 (Mayo 2024) 37 <5
P0005 116 meses 8,1 (Mayo 2024) 80 <5
P0006 93 meses 6,7 (Mayo 2024) >120 >200
P0007 276 meses 6,3 (Febrero 2025) 52 <5
P0008 276 meses 6,3 (Febrero 2025) 52 <5
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Tabla 8. Parametros relacionados con la DT1 recogidos de los pacientes. Se refleja el
tiempo desde el debut, asi como la hemoglobina glicada (HbA1c) mas proxima a la recogida de
sangre determinada en porcentaje (%). También se refleja el indice de autoanticuerpos medidos
en los pacientes, recogiéndose datos de los autoanticuerpos Anti-GAD y Anti-IA2 determinados
en U/mL.

Como ya se ha mencionado anteriormente en la Introducion, existen otros
autoanticuerpos contra las células de los islotes, como el anti-insulina y el anti-ZnT8A.
Sin embargo, en clinica generalmente se solicitan mas a menudo el anti-GAD y el anti-
IA2. Muchos estudios clinicos confirman que el anti-GAD es el autoanticuerpo que mas
prevalencia tiene y el mejor detector de DT1 en adultos (34,35), siendo por esto el
recomendado por la American Diabetes Association y la European Diabetes Association

como el primero a estudiar.

Por otro lado, el anti-lIA2 es el siguiente autoanticuerpo que mas prevalencia presenta,
siendo por esto un buen indicador de la autoinmunidad pancreatica, aunque predomina
en edad pediatrica y se va reduciendo en la edad adulta. La combinacion de estos dos
autoanticuerpos es la mas frecuentemente encontrada en los pacientes con DT1 (35,79)

y, por esta razdn, se usan estos dos marcadores para el diagndstico.
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Figura 9. Comparativa del (A) indice de masa corporal (IMC) y (B) edad, entre pacientes
con DT1 y controles. Los resultados muestran los valores de indice de masa corporal y edad
de cada sujeto, contando con 10 sujetos donantes control y 8 pacientes con DT1. Se manifiestan
en forma de grafica de violin, y el test utilizado para realizar la estadistica fue unpaired t-test; ns:
no significativo.

Al recopilar la edad (Figura 9A) y los IMC (Figura 9B), no se encontraron diferencias
significativas en los valores de estos dos parametros entre el grupo de sujetos controles

y el grupo de pacientes con DT1. Aunque no hubo diferencia significativa, es interesante
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notar que un sujeto debuté con DT1 a edad avanzada, cerca de los 71 afos (Tablas 7 y
8; Figura 9B).

4.2. Niveles de péptido C menores en pacientes con DT1 que en controles.
El péptido C sirve de marcador clinico para estimar la funcién de las células B del
pancreas debido a que este péptido es un producto del procesamiento de la insulina
endogena y se co-secreta de forma equimolar (80). Al evaluar ambos grupos los niveles
de péptico C, se observé que en el grupo control, los valores se encontraron dentro del
rango normal, es decir, entre 0,3 a 3,3 ng/mL en plasma. Los resultados mostraron que
en el grupo control se midieron niveles de péptido C de 0,47 + 0,02, mientras que en el
grupo de pacientes los niveles fueron de 0,16 £ 0,02. Se vio que, en el grupo de
pacientes, aunque aun presentaban niveles de péptido C detectables, estos
significativamente 2,9 veces menores que en el grupo control, denotando la deficiencia

de liberacién de insulina en este grupo (Figura 10).
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Figura 10. Niveles de péptido C en plasma de sujetos control y pacientes con DT1. Se
midieron los niveles de péptido C en plasma de pacientes y controles mediante ensayo Multiplex.
Los resultados muestran las concentraciones de péptido C en ng/ml en 7 sujetos del grupo control
y 6 sujetos del grupo de DT1. Se manifiestan como gréfico de violin; y la estadistica se realizé
con un unpaired t-test; *** p<0,001 en comparacién el grupo de controles frente al grupo de
pacientes con DT1.
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4.3. Deucravacitinib y Baricitinib disminuyen la expresion de ISGs en
presencia de IFNa en PBMCs.

En los ultimos afos, se ha visto que los IFNs tipo | parecen tener un papel importante
en las etapas iniciales de la DT1 (8). Ademas, se ha propuesto que la inhibicién de la
via JAK-STAT es una buena estrategia en la DT1 como tratamiento adyuvante, dado su
papel central en la patogénesis de la enfermedad. Hay evidencia tanto clinica como
preclinica de inhibidores de esta ruta para otras enfermedades autoinmunes e incluso

para la DT1 con resultados prometedores (67,71,75,81).

Para evaluar si el tratamiento con los inhibidores propuestos, deucravacitinib y
baricitinib, son capaces de disminuir la via del IFN tipo I, se pretrataron las células con
ambos inhibidores y, posteriormente, se trataron con IFNa durante 24 h. Una vez
finalizado el tratamiento, se analizé la expresion de genes estimulados por esta

citoquina.

Primero, se mird la expresién de MX1, que es un gen que participa en la respuesta frente

a infecciones virales (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de los inhibidores, deucravacitinib y baricitinib, en la expresién génica
de MX1 en PBMCs expuestos a IFNa. (A) Grupo control. (B) Grupo de pacientes con DT1. Las
células fueron pretratadas con vehiculo (V, barras azules), con deucravacitinib 1 yM (D, barras
grises) o con baricitinib 5 yM (B, barras rosas) durante 24 horas. Posteriormente, se trataron, o
no, con IFNa (2000 U/ml) durante 24 horas. Cada circulo de color representa a un sujeto. Se
muestra la expresion de MX7 normalizada por 8-ACTINA analizados por gPCR. Los resultados
son medias + SEM de 9 (A) y 8 (B) sujetos independientes (cada color es un sujeto). *** p<0,001
entre tratamientos y controles no tratados (NT vs IFNa); ### p<0,001 entre vehiculo y tratamiento
con deucravacitinib o baricitinib (como indican las lineas). RM one-ANOVA and Ordinary one-
way ANOVA.

Se observo que tanto el grupo control como el grupo con DT1 presentaron un aumento

en la expresion del gen MX17 en respuesta a IFNa. En el grupo control, los niveles de
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expresion pasaron de 0,04 + 0,02 (condicion basal) a 0,24 + 0,03 tras la estimulacion
con IFNa, lo que representa un incremento de 5,7 veces respecto del control sin tratar
(Figura 11A). En el grupo de pacientes con DT1, los valores aumentaron de 0,04 + 0,03

a 0,20 £ 0,03, correspondiente a una estimulacion de 4,9 veces (Figura 11B).

Tras el pretratamiento con los inhibidores, tanto el grupo control como el grupo con DT1
presentaron una inhibicion de la expresion del gen MX1 inducida por IFNa del 94% y
92%, respectivamente, tras el tratamiento con deucravacitinib. Por su parte, el
pretratamiento con baricitinib redujo la expresion de MX71 inducida por IFNa en un 94%

en donantes control y en un 96% en pacientes con DT1 (Figura 11).

Al comparar la expresion de MX1, no se observaron diferencias significativas entre

vehiculo e inhibidores en ausencia de tratamiento con IFNa.

Nuestro préximo paso fue evaluar un gen de respuesta a IFNa que fuera marcador de
la inflamacioén. Para eso, se analizo la expresion génica de CXCL 10, el gen que codifica
la quimiocina de mismo nombre que se encarga principalmente de reclutar linfocitos
Th1, monocitos y células NK a los tejidos donde hay inflamacion con un papel relevante
en el desarrollo de la DT1 (72) (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de los inhibidores, deucravacitinib y baricitinib, en la expresién génica
de CXCL10 en PBMCs expuestos a IFNa. (A) Grupo control. (B) Grupo pacientes con DT1. Las
células fueron pretratadas con vehiculo (V, barras azules), con deucravacitinib 1 yM (D, barras
grises) o con baricitinib 5 yM (B, barras rosas) durante 24 horas. Posteriormente, se trataron, o
no, con IFNa (2000 U/ml) durante 24 horas. Cada circulo de color representa a un sujeto. Se
muestra la expresion de CXCL710 normalizada por B-ACTINA analizados por qPCR. Los
resultados son medias + SEM de 9 (A) y 8 (B) sujetos independientes (cada color es un sujeto).
## p<0,001 entre vehiculo y tratamiento con deucravacitinib o baricitinib (como indican las
lineas), test ordinary one-way ANOVA.
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Al comparar las expresiones de CXCL10 entre los donantes del grupo control y los
pacientes con DT1, no se apreciaron diferencias entre significativas, ni en condiciones

basales ni tras el tratamiento con IFNa (Figura 12).

Se observo que, tanto el grupo control como el grupo de pacientes DT1, no se produjo
una estimulacion de la expresion del RNAm de CXCL10 en respuesta al IFNa. En el
caso del grupo control, los valores pasaron de 0,25 + 0,05 en las PBMCs sin tratar a
0,20 £ 0,03 en las células tratadas con IFNa (Figura 12A). De forma similar, en el grupo
de pacientes con DT1, los valores pasaron de 0,20 + 0,04 en condiciones basales (NT)
a 0,19 = 0,02 tras el tratamiento con IFNa (Figura 12B).

A pesar de la falta de estimulo por IFNq, si se vio una reduccién significativa con el
pretratamiento con deucravacitinib y con baricitinib, tanto en condiciones basales como
tras el tratamiento con IFNa (sin estimulacién). En condiciones basales, el tratamiento
con deucravacitinib redujo la expresién aproximadamente en un 88% y 78 % en los
donantes control y los pacientes con DT1, respectivamente. Por su parte, el tratamiento
con baricitinib produjo una reduccién del 98% en los donantes control y del 99% en
pacientes con DT1 (Figura 12). Tras el tratamiento con IFNaq, el tratamiento con
deucravacitinib redujo la expresion en un 85% y 78% en los donantes control y los
pacientes con DT1, respectivamente. Por su parte, el tratamiento con baricitinib produjo
una reduccién del 98% en los donantes control y del 99% en pacientes con DT1 (Figura
12).

Por ultimo, se analiz6 la expresion de genes del complejo de histocompatibilidad de tipo
I, HLA-ABC, los cuales estan sobrexpresados en las células 8 durante el desarrollo de
la DT1 (68) (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de los inhibidores, deucravacitinib y baricitinib, en la expresién génica
de HLA-ABC en PBMCs expuestos a IFNa. (A) Grupo control. (B) Grupo pacientes con DT1.
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Las células fueron pretratadas con vehiculo (V, barras azules), con deucravacitinib 1 yM (D,
barras grises) o con baricitinib 5 uM (B, barras rosas) durante 24 horas. Posteriormente, se
trataron con IFNa (2000 U/ml) durante 24 horas. Cada circulo de color representa a un sujeto.
Se muestra la expresiéon de HLA normalizada por B-ACTINA analizados por qPCR. Los
resultados son medias + SEM de 9 (A) y 8 (B) sujetos independientes (cada color es un sujeto).
**p<0,01 tratamientos y controles no tratados (NT vs IFNa), # p<0,05 entre vehiculo y tratamiento
con deucravacitinib o baricitinib (como indican la linea),test Kruskal-Wallis y test Brown-Forsythe
and Welch ANOVA.

Se observo que tanto el grupo control como el grupo de DT1 presentaron una ligera
induccién en la expresion del gen HLA-ABC en respuesta a IFNa. En el caso del grupo
control, los valores del ARN mensajero de HLA-ABC pasaron de 0,46 + 0,07 en
condiciones basales a 1,07 + 0,13 tras el tratamiento con IFNa, resultando en una
estimulacion de 2,35 veces con respecto del control sin tratar (Figura 13A). En el caso
de los pacientes con DT1, los valores pasaron de 0,41 + 0,10 (expresion basal) a 0,80
1 0,19 en las células tratadas con IFNq, lo que representé una estimulacién de 1,97
veces respecto al control sin tratar, aunque esta diferencia no resulté estadisticamente

significativa (Figura 13B).

Curiosamente, solo el deucravacitinib, y no el baricitinib, fue capaz de reducir de forma
significativa la expresion de HLA-ABC tras el tratamiento con IFNa, con una disminucion
del 49% en grupo control (Figura 13A). Sin embargo, en el grupo de pacientes con DT1,
no se observaron cambios significativos relacionados al uso de ninguno de los dos
inhibidores (Figura 13B).

4.4. Efecto de los inhibidores Deucravacitinib y Baricitinib en la secrecién
de quimiocinas en PBMCs tras el tratamiento con IFNa.

Dado que la expresion de determinados genes, como aquellos que codifican ciertas
quimiocinas, puede variar en funcién del tiempo de exposicion al tratamiento, se decidio
evaluar la cantidad acumulada de quimiocinas secretadas al medio tras la estimulacién
a IFNa. Para ello, se midieron los niveles de CXCL10, CXCL1, CCL2 Y CCL5 por medio
de un ensayo de Multiplex (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de los inhibidores, deucravacitinib y baricitinib, en la secrecién de
quimioquinas CXCL10, CXCL1, CCL2 y CCL5 en PBMCs expuestos a IFNa. (A,B)
Cuantificacion de la secreciéon de CXCL10, (C,D) CXCLA1, (E,F) CCL2 y (G,H) CCL5 en pacientes
del grupo control (A,C,E y G) o Grupo pacientes con DT1 (B,D,F y H). Las células fueron
pretratadas con vehiculo (V, barras azules), con deucravacitinib 1 yM (D, barras grises) o con
baricitinib 5 uM (B, barras rosas) durante 24 horas. Cada circulo de color representa a un sujeto.
Posteriormente, se trataron con IFNa (2000 U/ml) durante 24 horas. Los resultados muestran los
niveles de CXCL10, CXCL1, CCL2 y CCL5 en pg/mL secretados al medio. Los resultados
muestran las medias + SEM de 8 y 7 sujetos control y con DT1, respectivamente; test Kruskal-
Wallis, test Friedman; # p<0,05 entre vehiculo y tratamiento (como indican las lineas).
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Nuestros resultados muestran que no se observd una estimulacion significativa en la
secrecion de CXCL10 en respuesta a IFNa, ni en el grupo control ni en el grupo de
pacientes con DT1. En el grupo control, los niveles de CXCL10 fueron de 602,4 £+ 276,1
pg/mL en condiciones basales y de 843,1 + 499,5 pg/mL tras el tratamiento con IFNa
(Figura 14A). En el grupo de pacientes con DT1, los valores fueron de 519,0 + 193,9
pg/mL en la condicién sin tratar y de 343,7 £ 120,9 pg/mL tras la exposicién a IFNa
(Figura 14B). En el grupo control, ninguno de los dos inhibidores fue capaz de reducir
significativamente la secrecién de CXCL10 (Figura 14A). En cambio, en el grupo de
pacientes con DT1, el tratamiento con baricitinib indujo una reduccién aproximada de la
secrecion de CXCL10 del 86% en comparacion con el vehiculo, tanto en condiciones

basales como tras el tratamiento con IFNa (Figura 14B).

En el caso de las quimiocinas CXCL1, CCL2 y CCL5, no se observaron diferencias
significativas entre las condiciones basales y las células tratadas con IFNa, tanto en el
grupo control como en el grupo de pacientes con DT1. Ademas, el tratamiento con
deucravacitinib y baricitinib tampoco produjo cambios significativos en ninguna de las

condiciones analizadas (Figura 14C-H).

4.5. Deucravacitinib y Baricitinib disminuyen la expresion de ISGs en
presencia de IFNy en células mononucleares de sangre periférica.

Se ha propuesto que el IFNy contribuye a la progresién de la DT1, actuando como un

amplificador del proceso autoinmune una vez que este ha sido iniciado (25,37).

Para evaluar si los inhibidores deucravacitinib y baricitinib eran capaces de atenuar los
efectos del IFNy, se pretrataron las células con ambos inhibidores y, posteriormente, se
trataron con IFNy durante 24 h. Finalizado el tratamiento, se analizaron los niveles de

expresion de genes estimulados por esta citoquina.
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Figura 15. Efecto de los inhibidores, deucravacitinib y baricitinib, en la expresién génica
de MX1, CXCL10 y HLA-ABC en PBMCs expuestos a IFNy. (A) Expresion génica de MX1, (B)
CXCL10y (C) HLA-ABC, en pacientes control (A,C y E) y con DT1 (B, D y F). Las células fueron
pretratadas con vehiculo (V, barras azules), con deucravacitinib 1 yM (D, barras grises) o con
baricitinib 5 uM (B, barras rosas) durante 24 horas. Posteriormente, se trataron con IFNy (2000
U/ml) durante 24 horas. Cada circulo de color representa a un sujeto. Se muestra la expresion
normalizada por B-ACTINA analizada por gPCR. Los resultados son medias + SEM de 9 (A,Cy
E) y 8 (B, D y F) sujetos independientes. * p<0.05; **p<0.01 tratamientos y controles no tratados
(NT vs IFNy), # p<0,05; ## p<0.01; ### p<0,001 entre vehiculo y tratamiento (como indican las
lineas), test Friedman y test RM one-way ANOVA.
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Los resultados mostraron que ni el grupo control ni el grupo con DT1 presentaron una

estimulacion de la expresion del gen MX17 en respuesta a IFNy (Figura 15A y B).

Se observé que, en condiciones basales, tanto deucravacitinib como baricitinib
redujeron de forma significativa la expresion de MX7 con respecto al vehiculo. En el
grupo control, deucravacitinib produjo una reduccion aproximada del 84% vy baricitinib
del 85% (Figura 15A), mientras que grupo de pacientes con DT1 las reducciones fueron
aproximadamente del 88% (Figura 15B). Ademas, se observd que el tratamiento con
baricitinib disminuyé de forma significativa la expresién de MX1 tras el tratamiento con
IFNy, con reducciones del 73% en el grupo control y del 81% en el grupo de pacientes

con DT1, en comparacién con las células no tratadas (Figura 15A y B).

Respecto a CXCL10, tanto el grupo control como el grupo con DT1 presentaron una
aumento de su expresion en respuesta a IFNy (Figura 15C y D). En el grupo control, los
niveles de expresion de ARN mensajero de CXCL10 pasaron de 0,25 + 0,05 (condicion
basal) a 0,84 + 0,13 tras la estimulacién con IFNy, lo que representa una estimulacion
de 3,31 veces respecto al control sin tratar (Figura 15C). En el grupo de pacientes con
DTH1, los valores pasaron de 0,30 + 0,05 a 0,64 + 0,07, lo que equivale a un aumento de

3,22 veces en comparacion con la condicién basal (Figura 15D).

Ambos inhibidores fueron capaces de reducir de forma significativa la expresion basal
de CXCL10 en el grupo control. Deucravacitinib produjo una reduccion del 88%,
mientras que el tratamiento con baricitinib llevé a una inhibicion del 98%, en
comparacion a las células tratadas con vehiculo (Figura 15C). Es importante sefalar
que, aunque se observd una tendencia a la inhibicion de CXCL10 por parte de
deucravacitinib y baricitinib en el grupo con DT1, esta no alcanzé significacion

estadistica (Figura 15D).

Ademas, tanto deucravacitinib como baricitinib redujeron significativamente la expresién
de CXCL10 inducida por IFNy. En pacientes control, deucravacitinib produjo una
disminucion del 49%, y baricitinib del 100% (Figura 15C). En pacientes con DT1, las

reducciones fueron del 53% con deucravacitinib y del 94% con baricitinib (Figura 15D).

Finalmente, al analizar la expresion de HLA-ABC, se observo que tanto el grupo control
como el grupo con DT1 presentaron una induccion de la expresion del HLA-ABC en
respuesta a IFNy (Figura 15E y F). En el grupo control, la expresion aumentd 1,94 veces
respecto del control sin tratar (de 0,46 + 0,07 a 0,89 + 0,16) (Figura 15E), mientras que
en el grupo con DT1 el incremento fue de 1,40 veces (de 0,41 + 0,10 a 0,57 + 0,11)

(Figura 15F). Sin embargo, el tratamiento con deucravacitinib y baricitinib no produjo
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diferencias significativas, ni en condiciones basales ni tras el tratamiento con IFNy
(Figura 15E y F).

4.6. Efecto de los inhibidores Deucravacitinib y Baricitinib en la secrecién
de quimiocinas en PBMCs tras el tratamiento con IFNy.

Con respecto a CXCL10, no se observé una estimulaciéon de su secrecion en respuesta
a IFNy, ni en el grupo control ni en el grupo de DT1 (Figura 16Ay B). En el grupo control,
los niveles de secrecion pasaron de 602,4 + 276,1 pg/mL a 786,9 + 457,0 pg/mL (Figura
16A). En cambio, en el grupo con DT1, se observé una disminucién (de 519,0 + 193,9
pag/mL a 182,2 + 46,16 pg/mL) tras la estimulacién con IFNy, aunque esta no fue

estadisticamente significativa.

En el grupo control, baricitinib redujo de forma significativa la secreciéon de CXCL10 en
un 78% tras el tratamiento con IFNa (Figura 16A). Ademas, se observé una diferencia
significativa del 79% entre los tratamientos con deucravacitinib y baricitinib (Figura 16A).
En el grupo de pacientes con DT1, el tratamiento con deucravacitinib produjo una
reduccion aproximada del 86% en la secrecion de CXCL10 en comparacion al vehiculo
(Figura 16B). Asimismo, en células tratadas con IFNy, a secrecion se redujo en un 48%

con deucravacitinib en comparacion con baricitinib (Figura 16B).

Para las quimiocinas CXCL1, CCL2 y CCL5, no se observaron diferencias significativas
en los niveles de secrecidn entre la condicion basal y la estimulada con IFNy, ni en el
grupo control ni en el grupo con DT1. Asimismo, el tratamiento con deucravacitinib o
baricitinib no produjo cambios significativos en ninguna de las condiciones. Tampoco se

encontraron diferencias relevantes entre ambos grupos (Figura 16C-H).
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Figura 16. Efecto de los inhibidores, deucravacitinib y baricitinib, en la secreciéon de
quimioquinas CXCL10, CXCL1, CCL2 y CCL5 en PBMCs expuestos a IFNy. (A, B)
Cuantificaciéon de la secrecion de CXCL10, (C, D) CXCLA1, (E, F) CCL2 y (G, H) CCL5 en
pacientes del grupo control (A, C, E, y G) o Grupo pacientes con DT1 (B, D, F y H). Las células
fueron pretratadas con vehiculo (V, barras azules), con deucravacitinib 1 yM (D, barras grises) o
con baricitinib 5 yM (B, barras rosas) durante 24 horas. Cada circulo de color representa a un
sujeto. Posteriormente, se trataron con IFNy (2000 U/ml) durante 24 horas. Los resultados
muestran los niveles de CXCL10, CXCL1, CCL2 y CCL5 en pg/mL secretados al medio. Los
resultados muestran las medias + SEM de 8 y 7 sujetos control y con DT1, respectivamente. *
p<0,05 tratamientos y controles no tratados (NT vs IFNy); # p<0,05; ## p<0,01 entre vehiculo y
tratamiento (como marcan las lineas), test Kruskal-Wallis y test Brown-Forsythe and Welch
ANOVA.
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6. Discusion
En este proyecto se han evaluado los efectos de dos inhibidores de las proteinas de la
familia JAK, deucravacitinib y baricitinib, sobre la accion de las citoquinas

proinflamatorias IFNa e IFNy en PBMCs de donantes controles y pacientes con DT1.

Durante la seleccion de los pacientes, se recogieron datos antropométricos como edad,
IMC y sexo de todos los sujetos participantes del estudio. De forma general, estos datos
sugieren que el grupo de donantes es bastante homogéneo, ya que no se identificaron

diferencias significativas en la edad, el IMC ni el sexo entre los grupos comparados.

En cuanto a los niveles plasmaticos de péptido C, se observd que los sujetos del grupo
control presentaron valores dentro del rango normal, mientras que los pacientes con
DT1 mostraron concentraciones significativamente menores. Esta diferencia refleja una

secrecion enddgena de insulina reducida y, por tanto, una funcion residual limitada de
las células 3 en este grupo.

Para evaluar el efecto de los inhibidores de JAK, se analizé de dos manera diferentes:
por un lado, se midio la expresion génica de ISGs, y, por otro lado, se midid la secrecion
de varias quimiocinas proinflamatorias. En la figura 17 se detallan de manera resumida

los resultados obtenidos durante este estudio, que se van a discutir a continuacion.
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Figura 17. Resumen simplificado de los resultados obtenidos en este proyecto. En los
paneles superiores se muestran los resultados obtenidos del analisis de la expresion génica de
ISGs, mientras que en los paneles inferiores se muestran los resultados de la secrecion de
citoquinas, ambos siguiendo el orden de izquierda controles y derecha pacientes con DT1.Las
flechas representan los cambios significativos y la direccidon de esos cambios (deucravacitinib en
rojo y baricitinib en verde), ns indica que los cambios no fueron estadisticamente significativos.

En primer lugar, se midio la expresion de los ISGs MX1, CXCL10y HLA-ABC en células
tratadas o con IFN tipo | o IFN tipo Il. Segun la literatura, los IFN tipo | participan
activamente en las etapas tempranas de la DT1, mientras que los IFN tipo Il estan mas

implicados en la progresion de la enfermedad (8).

Con respecto al gen MX1, el cual codifica para una proteina clave en la defensa antiviral
innata llamada Mx1 (82), los resultados muestran que su expresion tras estimular con
IFNa aumentd de manera significativa tanto en controles como en pacientes con DT1
cronica. Esto esta de acuerdo con estudios previos, déonde MX7 ha sido caracterizado
como un ISG activado preferentemente por IFNs tipo |, pero en menor medida por
interferones de tipo Il (37,82). Si nos centramos en el efecto tras el tratamiento con los
inhibidores deucravacitinib y baricitinib, los resultados muestran una reduccion
significativa tras el uso de ambos en la expresion génica de MX1, tras el tratamiento con
IFNSs tipo | y Il e incluso en condiciones basales. Esto concuerda con la literatura previa,
ya que tanto en resultados anteriores por nuestro grupo en células B pancreaticas
humanas EndoC-BH1 y en estudios en PBMCs/sangre total humana (66,75,83,84), se
ha visto una reduccion de la expresion de MX1 tras el tratamiento con estos inhibidores

a concentraciones similares a las usadas en este trabajo.

En el caso de CXCL10, este codifica para una quimiocina del mismo nombre,
responsable de la atraccién de linfocitos T, células NK y dendriticas, siendo clave en la
respuesta inflamatoria durante la DT1 (85-87). Los resultados muestran que la
expresion de este gen se indujo principalmente por IFNy y no por IFNa. En el caso de
la estimulacién observada por IFNy, que es un IFN tipo I, esto se mantiene consistente
con la literatura ya que existe evidencia sélida de que el gen CXCL10 es inducida por
esta citoquina (85,87,88). Pero, el hecho de que no se induzca la expresion de CXCL10
tras el tratamiento con IFNa no concuerda con evidencias bien establecidas en la
bibliografia, en donde se ha descrito la induccion de la expresién en diferentes lineas
celulares bien en PBMCs o en célula 3 (66,75). Esta falta de efecto, podria deberse a
diferentes motivos como el tiempo de exposicion a IFNa (66,86), la heterogeneidad
intrinseca de las PBMCs (89) y la posibilidad de que las condiciones de cultivo ya

muestren unos niveles de expresion basales que enmascaren la estimulacion de este
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gen (83). Respecto a la respuesta obtenida tras el tratamiento con los inhibidores, se
observa que la reduccidon de la expresion de CXCL10 tras el tratamiento con
deucravacitinib alrededor de la mitad que la obtenida con baricitinib. La reduccién casi
total observada con baricitinib concuerda con la literatura, ya que este inhibidor es de la
via JAK-STAT inhibiendo proteinas JAK1/JAK2, y por tanto el hecho de que el gen
CXCL10, que se regula principalmente por esta via, esta muy inhibido (37,66,67). Sin
embargo, la respuesta parcial de CXCL70 a deucravacitinib, difiere de resultados
obtenidos en otras lineas celulares como célula B y células inmunes dénde si se ve esa
reduccion total pese a que TYK2 contribuye menos a la expresion de este gen (66,75).
Este hallazgo podria deberse a esa preferencia por una ruta u otra, ya que se ha visto
que deucravacitinib, al contrario que baricitinib y otros inhibidores de JAK generales, no
altera la fosforilacion de STAT1 inducida por IFNy (64,66,68,75). En conjunto, y teniendo
en cuenta la literatura, es posible que deucravacitinib a pesar de no inhibir de manera
directa la ruta de IFNs tipo Il, se ha visto que en lineas celulares de célula B el uso de
IFNy + IL-1B si inhibe la expresién, lo que sugiere que el deucravacitinib aunque se
esperaria que no hubiera reduccion esperable de CXCL10, si que podria estar
modulando esa reduccion parcial por medio de otros mecanismos indirectos que activen
de forma autocrina la via JAK1/TYK2 de expresion de CXCL10 (66,75).

Estos resultados enfatizan como de importante es utilizar inhibidores segun el objetivo
terapéutico que busquemos, ya que en el caso de CXCL 10 por ejemplo, baricitinib al ser
un inhibidor mas amplio es mas eficaz, pero genera una inhibicién total mientras que el
deucravacitinib siendo un inhibidor selectivo de TYK2 puede ser mas especifico y no

inhibir completamente.

Por ultimo, respecto a HLA-ABC, se observa que la expresion es estimulada tanto por
IFNa e IFNy. Sin embargo, esta estimulacion es menor y con mayor dispersion que la
del resto de marcadores de inflamacion (MX7 o CXCL10), posiblemente debido a una
mayor variabilidad intrinseca de expresion interindividual de este marcador. Cabria
esperar una mayor expresiéon basal de HLA-ABC en pacientes con DT1 que en los
controles debido a la exposicion prolongada a citoquinas proinflamatorias y estrés
inmunitario (90,91), sin embargo en nuestro grupo muestral eso no ocurre, partiendo
ambos grupo de una expresion similar. Esto se debe, muy probablemente, a que los
pacientes con DT1 usados en este estudio debutaron con diabetes con una media de
133 + 90 meses de media (mas o menos 10 afos) lo que los clasifica entre etapa 3 de
larga duracion y etapa 4 de la enfermedad (16,18), y esta ampliamente descrito en la
bibliografia que estos marcadores estan mas elevados cuando mayor es su proximidad

al debut, es decir, etapa 2 o recién debutado en la etapa 3 (83,84).
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Por otro lado, el deucravacitinib reduce de manera significativa la expresion de HLA-
ABC en el grupo control tratado con IFNa de una forma mas robusta que el baricitinib,
cuya reduccion no fue significativa, posiblemente por la gran dispersion de los datos en
nuestra poblacion. Si nos dirigimos a la literatura, se ha visto que ambos inhibidores son
capaces de reducir la expresion de este gen, en lineas estables de células beta
humanas (EndoC-BH1) o en PBMCs (66,75), lo que concuerda parcialmente con los

resultados que hemos obtenido en este trabajo.

A modo de resumen de esta primera parte, podemos concluir que la expresion de MX1
y de CXCL10 pueden ser unos buenos marcadores para la evaluacion de inhibidores de
las rutas de IFN en PBMCs, mientras que la expresion de HLA-ABC presenta una mayor
dispersion entre la poblacion que dificulta el analisis de los datos y la obtencién de datos

concluyentes basados en este marcador.

Para completar la evaluacion de los inhibidores, se midié la secrecion al medio de
quimioquinas proinflamatorias, mas concretamente CXCL10, CXCL1, CCL2 y CCL5
bajo las mismas condiciones experimentales que se usaron en los experimentos de
expresion génica: tras el tratamiento con IFNa e IFNy en presencia o ausencia de los

inhibidores.

Por un lado, CXCL10 y CXCL1 son quimiocinas que pertenecen a la familia CXC y tienen
una funcién quimioatrayente de neutrdfilos y linfocitos. CXCL10 tiene una funcion
centrada principalmente en la inflamacién local de los islotes durante la progresién de la
DTH1, reclutando linfocitos Th. CXCL1 induce la migracion de neutrdfilos al sitio inflamado
y promueve la angiogénesis asociada a la inflamacion pancreatica. Por otro lado, CCL2
y CCL5 son quimiocinas que pertenecen a la familia CC las cuales son también
quimioatrayentes, pero en este caso de monocitos y otras células sistema inmune
principalmente. CCL2 actua reclutando monocitos, macréfagos y linfocitos T, ademas
de que facilita la infiltracion de monocitos perpetuando la inflamacién. CCL5 también
recluta linfocitos T y esta asociada a la infiltracion linfocitaria y el dafio en las células 3
(92-96).

En cuanto a la secrecion de CXCL10, los resultados muestran que no hay estimulacion
tras el tratamiento con IFNa o IFNy. Este hallazgo contrasta con lo reportado en otras
lineas celulares como PBMCs y células B de pacientes con DT1 reciente o en otras
enfermedades autoinmunes, donde se observa que si hay una induccién clara de
CXCL10 (85,89). En el grupo de pacientes con DT1, este hecho podria explicarse en
que las PBMCs de pacientes con DT1 cronico ya presentan unos niveles de

preactivacion basal altos, que limitan la capacidad de estas células de responder a
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estimulos adicionales. Si nos vamos a la literatura, existen estudios que explican este
fendmeno de adaptacion a la exposicion cronica a IFNs (83,84), que explicarian la falta
de respuesta esperada. Otra posible explicacion, es el tiempo de exposicion, nosotros
hemos basado nuestros estudios en los resultados previos obtenidos por nuestro grupo
en células humanas EndoC-BH1 en donde la secrecion maxima se alcanza tras las 24
h tras el estimulo (75). Otros autores han descrito cinéticas diferentes para esa
secreciéon maxima en sangre periférica, por ejemplo, Burke y colaboradores han descrito
que se alcanza la secrecion maxima de esta quimioquina tras 24 h tras la estimulacion
con IFNa (1000 U/ml) (66). Si nos centramos en el efeto de los inhibidores, los resultados
muestran un efecto inhibitorio significativo del baricitinib tras el tratamiento con IFNy y
con IFNa tanto en el grupo control como en el grupo de pacientes con DT1, mientras
que deucravacitinib produjo una tendencia no significativa tras el tratamiento con IFNq,
pero sin efectos tras la exposiciéon a IFNy. Estos hallazgos respaldan la idea de que la
inhibicion de JAK1/JAK2 ejerce un efecto mas potente sobre la sefalizacion inflamatoria
que la inhibicién selectiva de TYK2, sugiriendo esa regulacion preferente de CXCL10
por JAK1/JAK2 (66).

Respecto a las otras quimiocinas, los resultados no muestran resultados significativos,
observando que CXCL1 y CCL5 se mantenian ligeramente elevados en el grupo de
pacientes con DT1y CCL2 se mantiene muy similar entre ambos grupos, sin variaciones

aparentes tras la estimulacion con IFNs o tras el tratamiento con inhibidores.

La secrecion de CXCL1 puede estar significativamente mas alta en pacientes con DT1
que en controles (95,96), algo que no se observa en nuestros resultados, aunque
también existe una gran dispersion entre ellos. Ademas, hay evidencia de que CXCL1
es proinflamatoria y participa en la patogénesis de la DT1, siendo inducida por citoquinas
proinflamatorias como TNF-q, IL-18 y en menor medida interferones (95,96), por lo que
cabria esperar una estimulacion en la secrecion de esta quimiocina, algo que si se ha
visto en otras enfermedades autoinmunes (89). Existen varias explicaciones a esta falta
de induccion; por un lado, esta falta de estimulacion puede deberse a diferencias en la
poblacion de las PBMCs ya la presencia de la poblaciones celulares a las que se asocia
esta quimiocina, monocitos y neutréfilos, en la sangre periférica puede ser muy variable
(94); por otro lado, puede darse que los niveles basales de CXCL1 en PBMCs sean
bajos en las condiciones de cultivo utilizadas, siendo necesario otros estimulos
inflamatorios como TNF-a e IL-13 que indujeran en mayor medida la secrecién (85,90).
Tampoco, se ha visto efecto por el tratamiento con los inhibidores, algo que puede
deberse a que CXCL1 no es un gen clasico inducido por interferones y dependeria en

mayor medida por otras rutas de sefalizacion diferentes (86,95,96).
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Por ultimo, hay evidencias que CCL2 y CCL5 participan en la patogénesis de la DT1,
particularmente en el reclutamiento de monocitos y linfocitos T (92,94,95). Nuestros
resultados no muestran que haya estimulacion por IFNs tipo | o I, ni tampoco efectos
de los inhibidores deucravacitinib y baricitinib en la secrecién de estas quimiocinas a las
concentraciones y tiempos usados en este estudio. En estudios realizados con
pacientes con DT1 y LADA (94), si se ve un incremento en la secrecién de estas
quimiocinas, por ejemplo Ooms y colaboradores han descrito que se alcanza la
secreciéon maxima de CCL2 y CCL5 en PBMCs aislados tras 40 h de incubacion con
phorbol-myristate—acetate/ionomycin (PMA/I) (200 pg/ml) (94). Una explicacion factible
es que CCL2 y CCL5 no dependen exclusivamente de las rutas clasicas de IFNs , sino
que son inducibles por otros estimulos inflamatorios mas potentes como TNF-a e IL-1(3,
sefalizando por medio de vias como NF-kB y MAP-K, y por tanto no se ve esa induccion
esperable (94-98).

A modo de resumen de esta segunda parte, podemos concluir que la secrecion de
quimioquinas es mucho mas variable y menos evidente que la expresion génica para la
evaluacion de la inflamacién causada por la DT1 y la evaluacion de terapias con
inhibidores de la ruta del IFN que la expresién génica en PBMCs. En cualquier caso, de
entre las quimioquinas testadas CXCL10 puede ser un buen marcador de inflamacién
para la evaluacion de inhibidores de las rutas de IFN en PBMCs, descartando CXCL1,

CCL5 y CCL2, al menos bajo estas condiciones.
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7. Conclusiones.

En este trabajo de fin de master se ha evaluado la utilidad de las células mononucleares
de sangre periférica (PBMCs) como modelo in vitro para el estudio del tratamiento con
inhibidores, concretamente deucravacitinib y baricitinib, en sujetos control y en
pacientes con DT1, tras la exposicion a IFN de tipo | y Il. Este enfoque ha permitido
valorar la respuesta diferencial a dichos farmacos en un contexto de estimulaciéon
inmunitaria, aportando informacién relevante sobre su potencial aplicacion en el manejo
de la DT1. Ademas, los resultados obtenidos refuerzan el valor de los ensayos in vitro
con PBMCs como herramienta para predecir la eficacia de diferentes tratamientos y

avanzar hacia estrategias de terapia personalizada en pacientes con DT1.
Las conclusiones a las que se ha llegado tras este estudio son:

1. Laexpresion génica en PBMCs, en particular de MX7y CXCL10, se confirma como
un marcador sensible y fiable para evaluar la eficacia de inhibidores de las rutas de
sefalizaciéon de IFN en el contexto de la DT1.

2. Tanto deucravacitinib como baricitinib inhibieron de forma significativa la expresion
génica de MX1y CXCL10 en PBMCs, independientemente del tipo de IFN utilizado,
lo que refuerza la robustez de estos genes como biomarcadores de respuesta
terapéutica.

3. La expresion de HLA-ABC, aunque regulada por la exposicion a IFNs, muestra una
elevada variabilidad interindividual que limita su utilidad como marcador consistente
en estudios in vitro.

4. La secrecion de quimioquinas resulta ser un parametro mas heterogéneo y menos
concluyente que la expresidon génica para evaluar la inflamacion y la respuesta a
terapias inhibidoras de la ruta del IFN en PBMCs.

5. Entre las quimioquinas analizadas, CXCL10 emerge como un marcador relevante
de inflamacién, mientras que CXCL1, CCL5 y CCL2 presentan una escasa fiabilidad
bajo las condiciones ensayadas, lo que restringe su potencial aplicacién en este
modelo in vitro.

6. En el caso concreto de la secrecion de CXCL10, se observé que baricitinib mostré
un mejor rendimiento que deucravacitinib, sugiriendo diferencias en la eficacia de

los inhibidores en funcion del parametro analizado.
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