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Una pequena molécula moduladora de la interaccién de
TYK2-IFNAR1 protege a las células B pancreaticas de la
apoptosis inducida por citoquinas proinflamatorias
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Introduceion y objetives: La diabetes tipo 1 (DT1) es una enfermedad autoinmune caracterizada por la destruccion de las células B. Los interferones (IFN) tipo 1, como IFNa, son clave en la
patogénesis de la DT1, mediando en la sobreexpresion de MHC de clase |, el estrés de reticulo endoplasmatico v la apoplosis de las células beta (en sinergia con ofras citoquinas, como IL-1§). La
via de senalizacidn de IFN tipo 1 ha sido propuesta como diana terapéutica para la DT1. Actualmente, baricitinb, un inhibidor de las proteinas Janus quinasa (JAK), involucradas en esta via, esta
siendo evaluado como posible tratamiento para la DT1 en un ensayo clinico (actualmente en reclutamiento para la fase 3). Anleriormente, nuastro grupo presentd los resullados in vitro obtenidos de
una molécula con potencial modulador de la interaccion del receptor de IFNa (IFNAR) v el dominio FERM-SH2 de TYK2, una proteina JAK, obtenida mediante un cribado in silico de varias
bibliotecas de pequenas moléculas. En el presente trabajo, mostramos los resultados obtenidos de otros 3 hits oblenido de este crbado in silico, cuya efectividad fue teslada en varios modelos

celulares.

Materiales and métodos: Los experimentos in vitro fueron realizados en células EndoC-BH1 o células B derivadas de células madre pluripotenciales (iPSC), segin lo indicado. Se recred un entorno
proinflamatorio similar al de la T1D mediante IFMa, con o sin IL-1B. La expresidn y fosforilacidn proteica se analizaron por western blot. La actividad del promotor ISRE se midid mediante ensayo de
luciferasa y la expresion génica por RT-PCR. La secrecidn de insulina y quimiocinas se evalud mediante ensayos de ELISA y Mulliplex, respectivamente. La viabilidad celular se evalud con lincidn
HO/PI, migntras que la toxicidad de los hits fue analizada utilizando ensayos MTT.
Resultados: De los 3 hits analizados, ninguno mostrd efectos tdxicos (n=3) ni allerd la secrecidn de insulina (n=3) de las células EndoC-EH1. De estos, hif2 demostrd presentar efectos proteclores
frente a los estimulos proapoptdticos de las citoguinas en ambos modelos testados (n=4, ps0,05), por lo gue continuamos Onicameante con este. Sin embargo, al analizar los efectos sobre la cascada
de sefializacion clasica de IFNa, no pudimos observar alteraciones significativas en ningdn punto. La fosforilacidn de las proteinas STAT, la actividad del promotor ISRE, la expresion génica o la

secrecion de quimiocinas no disminuyeran.
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Figura 4 Efecto de hit2 sobre |2 cascada de sefalizacién de IFNa én EndoC-BHL. Las células
EndaC-BH1 fueron pretratadas con vehiculo (DMSO, barras blancas) o con hit2 (barras
amarillas) a las concentraciones indicadas durante 24 h. Postericrmente, las células se
dejaron sin tratar o se trataron con IFNa (1000 UfmL) durante 1-24 h (&), 2 h (B) o 24 h [C-F)
©n usencia o presencia hit2, (A) Imagen representativa de western bigt mostrandg la
oupredidn de PATATLSZ, STATL v B-acting (n=3). (B) Actividad del promotor 1SRE medida
mediante ensaye de luciferasa (n=3-4). (C-E] Expresion de HLA-ABC, MX1 y CXCLLO,
normalizados con f-actina y luego con respecta al control tratade con IFMa [considerade
como 1) (n=3). [F) Secrecidn de CHCL10, medida mediante ensayo Multiplex (n=3). (B-F) Los
resultados s exprosan como modia & SEM. (B] *** psS0,001 v vehizula (V) (one-way
ANOVA), (C-F) * ps0,05 *** ps0,001 v sus respectives NT [two-way ANOVA),
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Figura 5 Efecto de hit2 sobre la cascada de sefializacidn de IFNa en oélulas B derivadas de
IPSCs. Las células fueron pretratadas con wehicula (DMSO, barras blancas) o con hit (barras
amarillas) a las concentraciones indicadas durante 24 h. Posteriormente, las células se
dejaron sin tratar o se trataron con [FNo (2000 UfmL) junto con IL-18 (50 UW/mL) durante 24
h en ausencia o presencia hit2, [A-C) Expresidn de HLA-ABC, MX1 v CXCL10, normalizados
con B-acting ¥ lucgo con respecto al contral tratado con IFNa (considerads coma 1) (n=5),
(D) Secrecion de CHCLID, medida mediante ensayo Multiplex (n=d). (D) Secrecidn de
CHEL10, medida mediante ensayo Multiplex fn=3). (€] indice apoptdtico obtenido a partir del
contaje de oflulas mediante tincidn HO/PL. Los resultados se expresan como media £ SEM.
D) *** p=0,001 va su respective NT (twio-way ANOVA). (E) ** p20,01 t-test.

Figura 3 hit2 ofrece proteccidn
frente a la apoptosis mediada
por IFNa e IL-1B. Las células
EndoC-BH1 se  pretrataron con
vehicubo (DMSO, barras blancas) o
con los compuestos (barras de
colares: A, hitl, naranja; B, hit2,
amarillo; €, hit3, fucsia) a las
concentraiones indicadas
durante 24 h. Posteriormente, las
ctlulas se dejaron sin tratar o se
trataron con IFNa (1000 UfmL) +
IL-1f (50 U/ml) durante 24 h en
IUSENCEd © en presencia de cada
compuesto,  Se  muestran los
valores de apoptosis obtenidos
moediante  tincidn  HOYPIL.  Se
contaron a3l menos 500 células por
cada condicidn experimental. Los
resultados  se  expresan  £omo
media & SEM de  cuatro
experimentos independientes,

Conclusiones: Estos resultados
sugieren que hit2 es capaz de
proteger a las células B de los
estresores caracteristico del
entorno proinflamatorio de la
diabetes tipo 1. No obstante,
no se puede afirmar que, en
este caso, se deba al blogueo
de la via de sefalizacion de
IFNa. Adn se requiere ahondar
en los mecanismos de estas
pequefias moléculas y las
alteraciones que provocan mds
alld de la via clasica de IFNa.
Solo de esta manera se podrd
definir  correctamente  su
potencial terapéutico.
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