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INTRODUCCIO

1. HOMEOSTASI DE GLUCOSA

El control del metabolisme energétic és crucial per al funcionament optim de tots els organs i teixits.
Entre tots els nutrients, la glucosa és la principal font d'energia que utilitzen les cél-lules i es
requereixen uns nivells minims de glucosa en sang per garantir el funcionament normal de
I'organisme. Alteracions de la glicemia poden donar lloc a estats hiperglucemics (que provoquen
glicosilacié de proteines i toxicitat a cel-lules sensibles a glucosa) o hipoglucemics (que provoquen
que el cervell no disposi de la seva principal font d'energia) que poden esdevenir critics per a la
supervivencia. Per tant, és necessari que existeixin mecanismes per mantenir la concentracié de
glucosa en sang en un rang fisiologic estret (glicemia entre 4 i 7 mM) independentment de I'estat
nutricional de I'individu.

Per aconseguir tal fita I'organisme disposa d'un complex sistema de senyalitzacié del seu estat
energétic en qué hi estan implicats nutrients (glucosa, acids grassos lliures, aminoacids), hormones
(ghrelina, incretines, insulina, glucagd,etc.), adipocines (leptina, resistina, adiponectina, etc.) i el
sistema nervids autonom. Aquests factors permeten establir una comunicacié entre els organs
implicats en el control de la glicemia per tal que ajustin les seves funcions a les necessitats

energétiques del moment:

- Il'estémac i l'intesti: reben en primera instancia els nutrients de la dieta. A la mucosa del

tracte gastrointestinal existeixen ceél-lules enteroendocrines encarregades de secretar
diverses hormones com la gastrina, la ghrelina, la colecistoquinina (CCK), les incretines (com
la glucose-dependent insulinotropic polypeptide GIP i el glucagon-like peptide-1 GLP1), etc.,
que son importants en la regulacié de la motilitat intestinal, I'absorcié de nutrients i en la
comunicacid amb altres organs com el pancrees endocri i el sistema nerviés central.
Alteracions en el patré de secrecié d'aquestes hormones poden afectar I'homeostasi de la
glucosa [1, 2]. Tant GLP1 com GIP promouen la biosintesi d'insulina i la secrecioé d'insulina al
pancrees. Per altra banda GLP1 inhibeix la secrecié de glucago al pancrees, el buidat gastric i
indueix sensacié de sacietat al sistema nervids central. GIP, per la seva banda, afavoreix
I'emmagatzemament d'energia al teixit adipds. En contrast, la CCK i la gastrina no semblen
regular directament els nivells de glucosa en sang pero sén importants perque promouen la

formacid de noves cél-lules B mitjangant |'estimulacid de la neogénesi d'illots pancreatics.

- el pancrees endocri: secreta diverses hormones molt importants en el control metabolic. La

principal és la insulina, produida per les cél-lules B situades als illots pancreatics. La sintesi
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d'insulina esta controlada a diferents nivells i la seva secrecié al torrent sanguini augmenta
en incrementar els nivells de glicemia (en situacions d'alimentacid). Es tracta d'una hormona
anabolica per excel-léncia, és a dir, estimula la captacidé de glucosa als diferents teixits i les
vies d'emmagatzematge i de biosintesi (glicogen al muscul i al fetge; TAG al fetge i al teixit
adipds). Per altra banda, també té una funcid senyalitzadora al sistema nerviés central
implicada en el control de la ingesta. En situacions de dejuni, quan els nivells de glicemia
baixen, les cel-lules a del pancrees secreten glucagd el qual promou la mobilitzacié de les
reserves energeétiques corporals i també estimula la sintesi de novo de glucosa

(gluconeogenesi), amb la finalitat de mantenir els nivells adequats de glucosa circulant.

- el fetge: entre les seves diverses funcions, juga un paper central i vitalment important en la
homeostasi de glucosa perqué continuament adapta el seu metabolisme a les necessitats
energetiques globals de I'organisme. En situacions d'alimentacié, la glucosa entra lliurement
al fetge mitjancant el transportador GLUT-2. La propia glucosa aixi com la insulina secretada
pel pancrees, de forma individual o conjunta, s'encarreguen d'activar una serie de proteines i
vies per tal d'acumular la glucosa en forma de glicogen i també de lipids. Aixi, en els estats
post-absortius quan hi ha una disminucié de la glicemia i un increment de glucago, s'activa la
degradacio de glicogen per mantenir els nivells de glicémia i garantir la disponibilitat de fonts
energetiques al cervell. Per altra banda el glucagé també fa entrar en funcionament les vies
de produccié de glucosa -gluconeogenesi- a partir de diversos substrats (lactat, alanina,
piruvat, glicerol). A part d'ésser regulada a nivell hormonal (activada per glucagé i inhibida
per insulina), la produccié hepatica de glucosa també esta regulada a través del nervi vague.
D'aquesta manera s'estableix una comunicacié entre cervell i fetge: I'estat nutricional (p. ex.
nivell d'oxidacio lipidica) i/o la senyalitzacio d'insulina a les neurones hipotalamiques activen
canals de potassi dependents d'ATP, senyal que, conduida a través de les vies eferents del
nervi vague cap al fetge, desemboca en una supressié de la gluconeogenesi hepatica [3-5].
Addicionalment, altres grups han descrit la intercomunicacié entre el fetge i altres organs
periférics, com per exemple el teixit adipds o el pancrees endocri, a través de vies aferents

del nervi vague [6-8].

- el muscul esquelétic: es tracta d'un dels principals teixits periférics implicats en la captacié
de glucosa perque constitueix el 40% de la massa corporal i s'ha descrit que la seva
contribucié en la captacié de glucosa circulant és aproximadament del 75%. El muscul -
mitjancant l'accié de la insulina que indueix la translocacié del transportador de glucosa

GLUT-4 a la membrana cel-lular - capta la glucosa que ha superat el pas hepatic. Un cop dins
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la cél-lula muscular, la glucosa és utilitzada o emmagatzemada en forma de glicogen per al

consum propi (principalment per a la contraccié muscular).

el teixit adipds: constitueix l'altre teixit periferic important en la captacié de la glucosa
circulant de forma dependent d'insulina. Com en el muscul esquelétic, la insulina indueix
I'entrada de glucosa a l'adipocit mitjangant I'activacié de la translocacié del GLUT-4 a la
membrana cel-lular. Per altra banda la insulina activa la utilitzacié de la glucosa per a la
sintesi de TAG i inhibeix la lipolisi. Classicament es considerava que la principal funcié del
teixit adipds era emmagatzemar |'energia sobrant de l'individu en forma de TAG i alliberar-la
en forma d'AGL en situacions de deprivacié nutricional. No obstant, aquesta visio del teixit
adipds com un reservori d'energia passiu ja no és valida. Diversos estudis han demostrat que
pot actuar com a teixit endocri i exerceix un paper integrador del metabolisme a través de la
secrecid de peptids bioactius, anomenats adipocines. Les adipocines afecten directament o
indirecta la sensibilitat a la insulina de diversos teixits (fetge, muscul, cervell, pancrees
endocri, etc), de manera que algunes d'elles tenen una accié que promou la disminucié de la
glicemia (leptina, adiponectina, visfatina, omentina), i altres tendeixen a augmentar-la
(resistina, TNF-a, IL-6) [9, 10]. A més, el teixit adipds expressa nombrosos receptors que li
permeten respondre a diferents senyals hormonals i a senyals aferents del sistema nervids

central.

el cervell: concretament a |'hipotalem té lloc la integracié dels senyals hormonals (insulina,
leptina, ghrelina, etc.), dels senyals dels propis nutrients (glucosa, lipids i aminoacids) i dels
senyals neuronals provinents del sistema nervids central i periferic. El resultat d'aquesta
integracié serveix per a modular la ingesta i el balang energetic corporal a través de la
produccid de neuropéptids i de la produccié de senyals eferents del sistema nervids autonom

cap als organs periferics.

les glandules suprarrenals: son glandules endocrines situades a sobre els ronyons i estan

regulades directament pel sistema nervids central a través de I'eix hipotalem-hipofisi. Tenen
la funcié6 de regular les respostes a l'estrés mitjancant la sintesi de corticoesteroides
(principalment el cortisol) i catecolamines (sobretot adrenalina). Els corticoesteroides
s'alliberen en grans quantitats en moments d'estres, potenciant la gluconeogénesi i les vies
cataboliques; per tant, provoquen un increment de la concentracié de glucosa, d'aminoacids
i de lipids en sang. L'adrenalina, a través de la seva accid glicogenolitica en el fetge i en el
muscul esquelétic, també provoca I'augment de la concentracié de glucosa en sang amb la

finalitat de disposar de substrats energetics per fer front a la situacié d'estres.
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Tots aquests factors i teixits esmentats formen una complexa xarxa que permet el control adequat de
la glicemia i de I'estat energetic global de I'organisme (Figura 1). Alteracions en la funcionalitat de
qualsevol d'aquests elements esmentats poden donar lloc a trastorns en I'homeostasi de la glucosa,

al desenvolupament d'intolerancia a glucosa o a diabetis mellitus.
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Figura 1. Esquema dels principals teixits i factors importants en el control de la glicemia i de I'estat energétic
global de I'organisme. El control de la glicemia s'exerceix mitjangant una complexa xarxa de factors (hormonals
i neuronals) i de nutrients que senyalitzen les necessitats energéetiques de I'organisme als diferents organs, els
quals adaptaran el seu metabolisme a les necessitats del moment i alhora enviaran senyals (hormonals,
neuronals) als altres components del sistema, tal i com s'indica al text. En aquest esquema es presenten les
hormones en requadres i, mitjangant fletxes continues, s'indiquen les principals dianes d'accié d'aquestes
hormones. Les comunicacions neuronals entre els teixits es representen per linies discontinues. Finalment,
s'insinua que els propis nutrients que circulen al torrent sanguini (AGL: acids grassos lliures, AA: aminoacids)
tenen una accié senyalitzadora als teixits. Per exemple, esta descrit que els AGL poden afectar la secrecid
d'insulina al pancrees, per altra banda tenen receptors al sistema nervids central i, quan n'hi ha en excés,
afecten la senyalitzacid de la insulina al teixit adipds i al muscul.
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2. EL PAPER DEL FETGE EN EL METABOLISME DE LA GLUCOSA

El fetge juga un paper pivot en el manteniment de I'homeostasi energetica durant les transicions
dejuni-alimentacié que tenen lloc al llarg de la vida. Els hepatocits expressen dotzenes d'enzims que
son alternativament activats o inhibits en funcié de si els nivells sanguinis de glucosa sén alts o
baixos. En els estats post-absortius (dejuni d'una nit), la produccié hepatica de glucosa assegura el
manteniment de la glicemia per a proporcionar glucosa al sistema nervids central. En canvi, en
periodes postprandials, el fetge s'ocupa de captar part dels glucids de la dieta per a restaurar els
diposits de glicogen. A més, quan les concentracions de glucosa en sang son elevades, el fetge té
I'habilitat de sintetitzar lipids de novo a través de la via lipogéenica. Aquesta captacié neta de glucosa
al fetge, la qual resulta de la inhibicié de les vies de produccié de glucosa simultaniament a l'activacié
de les vies de captacié i anabolisme de glucosa, limita els increments postprandials de la glicemia per

tal que no siguin perjudicials per a la resta de I'organisme.

A. En estat absortiu

L'entrada de glucosa a I'hepatocit esta mitjangada pel transportador GLUT-2 (difusié facilitada) amb
una Km de I'ordre de 10 mM i que es troba present constitutivament en la membrana plasmatica. Per
tant, després d'un apat ric en glucids, I'increment de la concentracié de glucosa a la vena porta (10-
15 mM) resultara en un increment proporcional de I'entrada de glucosa a I'hepatocit. A continuacid,
la glucosa és fosforilada per la glucocinasa (GK) la qual també té una baixa afinitat per a la glucosa i
no s'inhibeix per producte. Aquestes caracteristiques cinetiques del transport i de la fosforilacié de
glucosa als hepatocits impliquen que la taxa de fosforilacié de glucosa és proporcional a la glicemia.
La glucosa-6-fosfat obtinguda pot entrar a continuacié en diverses vies, principalment en la sintesi de
glicogen, en la glicolisi i en la via de les pentoses fosfat. Cal destacar que, al fetge, la funcid principal
de la glicolisi no és proporcionar piruvat per a les vies oxidatives siné per a la sintesi de lipids de
novo. Com que la glucosa és el principal substrat usat per a la sintesi d'acids grassos, els enzims de la
via glicolitica poden ésser considerats com una extensid de la via lipogenica. Els elements encarregats
d'orquestrar les vies metaboliques hepatiques en l'estat absortiu sén principalment la insulina, la

propia glucosa i el sistema nervids parasimpatic.

- Activacid de la sintesi de glicogen: el glicogen hepatic esta controlat per l'accié coordinada de dos

enzims, la glicogen sintasa (GS) i la glicogen fosforilasa (GP) els quals estan regulats per fosforilacié i
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per moduladors al-lostérics [11]. La GS és l'enzim limitant en la sintesi de glicogen i es troba
inactivada per fosforilacié en 9 residus per part de diverses cinases, incloses la PKA (protein kinase A)
i la GSK3-B (glycogen synthase kinase-3). La insulina regula el metabolisme de glicogen perque
promou la defosforilacié de la GS a través de I'activacio de la PP1 (protein phosphatase-1, que al seu
torn inhibira la GP), i la inactivacid de les cinases com GSK3-B. Per la seva banda, la glucosa també
promou la sintesi de glicogen ja que el seu metabolit glucosa-6P s'uneix a la GS ocasionant-li un canvi
conformacional que fa que sigui un millor substrat per a les fosfatases i, per tant, promou una

activacio covalent de la GS [12, 13].

- Activacié de la sintesi lipidica al fetge: en condicions de gran disponibilitat de glucosa i d'un
increment de la insulinémia, com té lloc en un estat absortiu, I'excés de glicids de la dieta és
convertit en lipids al fetge. Aquests TAG poden ésser emmagatzemats al fetge com a particules
lipidiques, o bé secretats al torrent sanguini en forma de VLDL (very low-density lipoprotein) per a
ésser exportats al teixit adipds. La insulina, mitjancant el seu efector SREBP-1c (Sterol Regulatory
Element Binding Proein-1c), i la propia glucosa, mitjancant ChREBP (Carbohydrate-Responsive
Element-Binding Protein), sén responsables de la induccié de les vies lipogéniques: en primer lloc
promouen l'activacié de la metabolitzacié de la glucosa per a proporcionar substrats com I'Acetil-CoA
(via glicolisi) i el NADPH (via pentoses-fosfat) necessaris per a la sintesi d'acids grassos els quals, a

continuacié, seran incorporats en els TAG, reservori energetic (Figura 2).

Centrant-nos en els factors de transcripcid lipogenics, SREBP-1c, tot i que inicialment fou descobert
com un factor de transcripcié que controla gens involucrats en la biosintesi del colesterol, amb el
temps ha emergit com el principal mediador de I'accié de la insulina sobre I'expressié de gens
lipogenics (p.ex. FAS, SCD-1) i també de la GK [14], els quals contenen la seqiiencia SRE (sterol
regulatory elements) al seu promotor. La insulina, a més d'activar la transcripcié de SREBP-1c, també
indueix el processament de la proteina precursora de SREBP-1c (retinguda a la membrana del reticle
endoplasmatic) per poder obtenir SREBP-1c madura la qual pot entrar al nucli on activara la

transcripcié de gens implicats en la lipogénesi [15] (Figura 3).

Diversos models animals corroboren el paper lipogénic de SERBP-1c: per una banda, ratolins
transgenics que sobrexpressen SREBP-1c al fetge presenten esteatosi hepatica [16], mentre que
ratolins genosuprimits per SREBP-1c al fetge no presenten activacio de les vies lipogéniques [17]. Per
altra banda, l'accié de la insulina sobre SREBP-1c fou corroborada in vivo amb |'observacié que rates
amb diabetis tipus 1 (sense insulina) presentaven nivells baixos d'expressié de SREBP-1c, mentre que

I'expressio augmentava en administrar insulina [18].
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Figura 2. Esquema de la via lipogénica a partir de glucosa al fetge. Un cop dins de I'hepatocit, la glucosa és
metabolitzada per una banda per la via glicolitica fins a piruvat (GK = glucocinasa; PFK2-Pasa = 6-
fosfofructocinasa-2-cinasa / fructosa-2,6-bisfosfat fosfatasa; L-PK = piruvat cinasa hepatica). Per altra banda, la
glucosa és oxidada per la branca oxidativa de la via de les pentoses fosfat per obtenir poder reductor (G6P-DH
= glucosa-6-fosfat deshidrogenasa; 6-PGDH = 6-fosfogluconat deshidrogenasa). El piruvat obtingut per la via
glicolitica entra al mitocondri per tal d'obtenir citrat (PDH = piruvat deshidrogenasa; MDH = malat
deshidrogenasa; EM= enzim malic). Amb el citrat s'inicia la via lipogénica propiament dita (ATP-CL = ATP citrat
liasa; ACC = acetil-CoA carboxilasa; FAS = fatty acid sintasa) per obtenir acids grassos, els quals després de patir
diverses reaccions d'elongacio i de desaturacié (ELOVL6 = elongasa d'acids grassos de cadena llarga; SCD-1 =
estearoil-CoA desaturasa 1) seran convertits en triglicérids (TAG) (GPAT = glicerol-3-fosfat aciltransferasa; DGAT
= diacilglicerol aciltransferasa). Els triglicérids poden ésser emmagatzemats al fetge o bé incorporats en les
VLDL i secretats al torrent sanguini (MTP = microsomal TAG transfer protein).
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Es creu que la insulina activa la transcripcié de SREBP-1c¢ mitjancant LXR-a (Liver X Receptor), el qual
és un receptor nuclear dels oxiesterols (derivats del colesterol) i que també esta involucrat en
I'activacio de I'expressido de gens implicats en metabolisme del colesterol (Figura 3) [19]. Diversos
estudis in vivo ja havien demostrat que la manca de LXR-a es traduia en una disminucid de I'expressié

basal de SREBP-1c, FAS, ACCi SCD-1 [20, 21].

La majoria de gens de les vies glicolitica i lipogenica estan regulats també per la glucosa ja que
contenen elements de resposta a glucids en els seus promotors (ChoRE, carbohydrate-response
elements ChoRE). El factor de transcripcié capac¢ de reconeixer i unir-se a aquestes seqliéncies és
ChREBP [22, 23]. En condicions basals, ChREBP presenta una fosforilacié al residu Ser196 i es troba
localitzat al citosol. En incrementar la glicemia, entra glucosa als hepatocits on és metabolitzada.
Entre altres, incrementen els nivells del metabolit xilulosa-5-fosfat el qual és responsable d'induir la
defosforilacié de ChREBP mitjancant I'activacié de la fosfatasa PP2A (protein phosphatase 2A) i, un
cop defosforilat, ChREBP és translocat rapidament al nucli on activa la transcripcié de ACC i FAS.
ChREBP és particularment important per a la induccié de la piruvat cinasa hepatica (L-PK), un dels
enzims limitants de la glicolisi, ja que la seva transcripcid és exclusivament depenent de la glucosa
[24] (Figura 3). Diversos models animals corroboren el paper lipogenic de ChREBP [25, 26].

Els factors de transcripcié SREBP-1c i ChREBP funcionen de manera coordinada per regular el
metabolisme hepatic. Aquest sistema dual permet I'Us dels carbonis de la glucosa per a la sintesi de
lipids només quan hi ha les condicions idonies de substrats i quan els dip0sits de glicogen han estat

reomplerts.

- Inhibicié de la produccié hepatica de glucosa: La insulina inhibeix la produccié i I'alliberament de
glucosa per part del fetge mitjancant el bloqueig de la glicogenolisi i de la gluconeogénesi. Alguns
dels efectes de la insulina son rapids, com la fosforilacié de GSK3-B la qual inhibeix la glicogendlisi,
mentre que d'altres sén més a llarg termini i impliquen la modulacié de la transcripcié génica.
Principalment la insulina inhibeix la transcripcié dels principals enzims gluconeogénics, com sén la
fosfoenolpiruvat carboxicinasa (PEPCK-C) i la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa). En aquest cas, I'accié de la
insulina esta mitjancada pel factor de transcripcié FOXO1 (Forkhead box O1) el qual pertany a la
familia de factors de transcripcié de localitzacié nuclear forkhead box i s'expressa abundantment al
fetge i a les cél-lules B pancreatiques. FOXO1 interacciona amb PGC-1a (PPAR-gamma coactivator 1-
alpha), essent aquesta interaccid necessaria per a la transcripcié dels gens gluconeogenics [27]. En
abséncia d'insulina, FOXO1 es troba directament unit als elements de resposta a insulina (IRE) del
promotor del gen diana. En resposta a insulina, la fosforilaci6 de FOXO1 per AKT comporta la seva

translocacié al citoplasma, inactivacid, ubiquitinitzacid i degradacid; per tant, s'inhibeix Ia
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transcripcié dels gens diana de FOXO1 [28, 29] (Figura 3). Simultaniament i de forma redundant,
SREBP-1c també promou la inhibicié de la transcripcid del principal enzim gluconeogenic (PEPCK)

[30].
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Figura 3. Regulacié del metabolisme hepatic en estat absortiu. En situacié de gran disponibilitat de nutrients,
tant la insulina com la glucosa dirigeixen les vies metaboliques hepatiques per tal de promoure la captacié i
I'emmagatzematge de glucosa en forma de glicogen i de lipids al fetge. Per altra banda, inhibeixen la produccio
hepatica de glucosa. 1) En primer lloc la insulina, en interaccionar amb el seu receptor (Rl), estimula una serie
de fosforilacions que condueixen a I'activacio de I'AKT. A partir d'aqui, s'estimula la sintesi de glicogen via la
inhibicié de GSK3-B que implica una defosforilacié de la glicogen sintasa (GS) la qual esdevé activa. En paral-lel,
el metabolisme de la glucosa també estimula I'activitat GS i inhibeix la glicogen fosforilasa (GP) per afavorir la
sintesi de glicogen. 2) La senyalitzacié d'insulina promou la fosforilacio de FOXO1 el qual sera translocat al
citosol i degradat al proteasoma. D'aquesta manera s'inhibeix la transcripcié dels gens que codifiquen per a
proteines importants de la via gluconeogénica i glicogenolitica, com sén la PEPCK i la glucosa-6-fosfatasa. 3) Les
vies de senyalitzacié de la insulina i de la glucosa actuen sinérgicament per induir I'expressié dels gens implicats
en la via glicolitica i lipogénica. El factor de transcripcié SREBP-1c és el principal mediador de I'efecte de la
insulina sobre la lipogénesi. Per una banda, la insulina activa la maduracié de la proteina SREBP-1c situada al
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reticle endoplasmatic (RE) i, a continuacid, la forma madura de la proteina pot entrar al nucli on s'unira a les
sequencies SRE dels promotors dels gens que codifiquen per a GK, ACC, FAS, ELOVL6, SCD1 i GPAT. Per altra
banda, la insulina estimula la transcripcié de SREBP-1c mitjancant l'activacié de LXR. Per la seva banda, LXR
també és un important regulador de la sintesi de lipids a través d'una activacio transcripcional directa de ACC,
FAS i SCD-1, els quals tenen seqiiencies LXRE als seus promotors. Un altre factor de transcripcid clau en la
lipogénesi és ChREBP. La seva activitat requereix un mecanisme de fosforilacié/defosforilacié que és
determinat per I'activitat de la proteina fosfatasa 2A (PP2A), la qual és regulada per la concentracié de xilulosa-
5-P. Un cop defosforilada, ChREBP entra al nucli on s'uneix a les seqiiéncies ChORE situades als promotors dels
gens que codifiquen per L-PK (el qual és controlat exclusivament pel metabolisme de la glucosa), ACC, FAS,
ELOVL6 i SCD1 (els quals requereixen I'accio sinergica de ChREBP i SREBP-1c). ChREBP també pot ésser activat
transcripcionalment per LXR.

Per altra banda la insulina també regula indirectament la produccié hepatica de glucosa a través de:
a) la supressio de la lipolisi en el teixit adipds, que suposa una disminucié de la disponibilitat del
glicerol (substrat gluconeogenic), b) la inhibicié de la secrecié de glucagd i c) I'activacio de les vies

hipotalamiques de control de la homeostasi de la glucosa.

De forma sinergica a la insulina, la utilitzacié de la glucosa la fetge també exerceix una accid
inhibidora sobre la gluconeogénesi. Aquesta accié esta desencadenada per diversos metabolits com

la fructosa-2,6-bisfosfat [31-33] i la xilulosa-5-fosfat [34-36].

B. En estats de dejuni

En periodes de dejuni (incloses les estones que transcorren entre apats) el fetge i, en menys extensio
els ronyons i l'intesti prim, sén responsables de la produccid de glucosa necessaria per garantir el
subministrament energetic al cervell. Pel que fa al fetge, existeixen dues vies per obtenir glucosa: a)
el trencament de les molécules de glicogen (glicogenolisi) i b) la sintesi de novo de glucosa
(gluconeogenesi) a partir de precursors com el lactat, aminoacids i glicerol. La contribucio exacta de
cadascun d'aquests processos a la produccio de glucosa roman controvertida. La glicogenolisi té lloc
durant les 2-6 hores després d'un apat, en humans; mentre que la gluconeogeénesi té una major
importancia en periodes prolongats de dejuni.

El dejuni implica una baixada de la glicemia que desencadena un canvi del perfil hormonal,
principalment una disminucié de la secrecié d'insulina a les cél-lules B i un increment de la secrecid
de glucagd a les cellules a dels illots pancreatics. Al fetge, el glucagd interacciona amb el seu
receptor de membrana acoblat a proteines que uneixen GTP i indueix un increment dels nivells
intracel-lulars de AMP ciclic (cAMP), que suposaran una activacié de la proteina cinasa A (PKA). Per
aquest mecanisme, el glucagd pot contrarestar els processos que s'havien activat per l'accié de la
insulina i la glucosa [37]. Per exemple, I'increment de cAMP en els hepatocits provoca una disminucié
de l'expressié de SREBP-1c. Alhora, PKA fosforila ChREBP la qual cosa suposa un segrest d'aquest

factor de transcripcid al citosol on no pot exercir la seva funcié inductora de la lipogénesi. Per tant, la
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inhibicié de SREBP-1c i de ChREBP implica una reduccio de la via lipogénica per tal d'estalviar energia
en aquesta situacio de privacié nutricional.
Per altra banda el glucagd activa les vies de produccié de glucosa que permetran l'alliberament de

glucosa al torrent sanguini:

- Activacid de la glicogenolisi: la degradacio del glicogen depén directament de |'activitat enzimatica
de la glicogen fosforilasa (GP). La GP esta activa després d'haver estat fosforilada per una cinasa
especifica anomenada fosforilasa cinasa la qual s'activa per fosforilacié mitjancant la PKA. Per altra
banda, la PKA fosforila la glicogen sintasa (GS) provocant-ne la inhibicié. Per tant, el glucagd
mitjancant |'activacié de la PKA promou la degradacié de glicogen al fetge i, a més, n'inhibeix la
sintesi. L'Ultim pas de la glicogenodlisi esta catalitzat per la glucosa-6-fosfatasa, que permet obtenir
glucosa lliure la qual sortira via GLUT-2 cap al torrent sanguini. Tal i com s'esmentara a continuacio,
la glucosa-6-fosfatasa també intervé en I'Ultim pas de la via gluconeogenica i el glucagd n'estimula

I'expressio (Figura 4).

- Activaciéo de la gluconeogenesi: Alguns factors de transcripcié, com el CREB (cAMP response
element binding protein), son activats mitjancant fosforilacié per PKA. Aleshores, CREB s'uneix als
promotors dels gens que codifiquen per als principals enzims gluconeogenics: PEPCK-C i glucosa-6-
fosfatasa. Al mateix temps, CREB activa el cofactor PGC-1a (PPAR-gamma coactivator 1-alpha) el
qual s'ha mostrat en els Ultims anys com a un coactivador critic per a la transcripcié de PEPCK-C i la
regulacié de la gluconeogenesi hepatica. L'accié estimuladora de PGC-1a sobre la gluconeogenesi
hepatica requereix la seva unié a factors de transcripcio com sén FOXO1 i HNF4-a (hepatocyte
nuclear factor 4-alpha) els quals tenen llocs d'unid als promotors dels principals gens gluconeogénics
(Figura 4). El resultat d'aquest ball de factors de transcripcié i coactivadors és l'activacié de la sintesi

de novo de glucosa.

A part dels senyals hormonals, en dejuni també existeix un senyal nutricional mediat per NAD" el qual
activa la deacetilasa Sirtl. Un dels substrats de Sirtl és PGC-1a de manera que s'estimula la seva
interaccio amb HNF4-a i es permet la tanscripcid dels gens gluconeogenics [38]. Sirtl també
deacetila FOXO1, retenint-lo al nucli i promovent la seva activitat transcripcional independentment
de la senyalitzacié d'insulina [39, 40] (Figura 4).

A part dels dejunis, la utilitzacié6 dels magatzems de glucosa hepatics també tenen lloc durant
periodes d'exercici, en resposta a l'augment de la despesa energetica de I'organisme. En aquest cas,
els elements activadors de la glicogenolisi i de la gluconeogénesi sén I'adrenalina, que com el glucagé
provoca increments de cAMP als hepatocits amb la conseqlient activacid de PKA, i l'activitat del

sistema nervids simpatic. Per altra banda, en situacions d’estrés també s’activa la gluconeogénesi
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mitjancant el senyal de cortisol, que afavoreix la degradacié de proteines i en conseqliéncia

augmenten els substrats gluconeogenics.
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Figura 4. Regulacié del metabolisme hepatic en estat de dejuni. En unir-se al seu receptor de membrana, el
glucagd indueix que I'adenilat ciclasa (AC) produeixi un increment de cAMP el qual implica una activacié de la
PKA. L'activitat cinasa de PKA provoca la inhibicié de GS (glicogen sintasa) i de ChREBP, i, per altra banda,
I'activacié de GP (glicogen fosforilasa) i també de CREB la qual entra al nucli i activa la transcripcié de PGC-1a.
El co-activador nuclear PGC-1a afecta la regulacié de la via gluconeogénica mitjangant la seva unié a factors de
transcripcido com FOXO1 i HNF4-a. La manca d'insulina és responsable de la localitzacié nuclear de FOXO1 de
manera que permet la seva accié reguladora de la gluconeogenesi. Per altra banda, Sirtl mitjangant la seva
activitat deacetilasa estimula FOXO1 i PGC-1a i, en conseqiiencia, la gluconeogénesi. En vermell i subratllats,
s'indiquen els substrats gluconeogenics.
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2.1 Zonacio metabolica del fetge

A part de I'esmentada funcié de manteniment de I'homeostasi de glucosa, mitjancant I'eliminacio o
la produccié de glucosa durant els periodes d'alimentaciod i de dejuni, el fetge realitza altres funcions
molt diverses:

a) produccié de proteines sériques, inclosos els factors de coagulacié i proteines de transport

com l'albimina i la transferrina

b) extraccid i degradacid de proteines de la sang, globuls vermells i microbis

c) processament d'acids grassos i triglicerids

d) manteniment de I'homeostasi del colesterol

e) sintesiiinter-conversié d'aminoacids no essencials

f) degradacio de toxics endogens com I'amoni

g) produccié i excrecid dels components biliars

h) detoxificacié d'agents xenobiotics

i) emmagatzemament de nombroses substancies

El fetge, per tant, és un organ en que tenen lloc simultaniament diversos processos metabolics.
Existeixen cada vegada més evidencies que aquests processos no tenen lloc en cada cél-lula hepatica,
sind que les cel-lules hepatiques desenvolupen diferents funcions segons la seva localitzacié en el
parenquima hepatic, fenomen conegut amb el nom de zonacié hepatica. Es postula que la zonacié té
la utilitat de disminuir la despesa d'energia mitjancant la separacié parcial de processos antagonics
en cel-lules diferents (com la gluconeogenesi i la glicolisi) i, per altra banda, d'estimular la catalisi de
vies metabolicament connectades en una sola cel-lula (com la glicolisi i la lipogenesi). A més a més, la
zonacio evita que tots els enzims involucrats en el metabolisme hepatic s'hagin d'expressar a tots els

hepatocits.

A. Organitzacid estructural del fetge

Per poder entendre la zonacié hepatica cal considerar I'arquitectura del fetge. Malgrat que sembli un
organ uniforme, una visi6 més propera demostra l'existéncia de petites unitats estructurals i
funcionals repetitives anomenades acinus de Rappaport (o lobuls) que conformen el parénquima
hepatic. Els acinus tenen una estructura hexagonal al centre de la qual hi ha la vena central, i en
cadascun dels 6 angles de I'hexagon hi ha una triada hepatica que conté un conducte biliar, una
branca de la vena porta i una branca de I'artéria hepatica. Una altra manera de definir I'acinus és com
a la unitat microcirculatoria del fetge: la sang provinent del tracte gastrointestinal, rica en nutrients i

possibles toxines, arriba a I'acinus per la vena porta situada a la triada hepatica, on també arriba sang
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rica en oxigen provinent de l'artéria hepatica. Des de la triada hepatica, la sang viatja a través de
capil-lars petits anomenats sinusoids que discorren entre rengles d'hepatocits i arriba a la vena
central de l'acinus. Les venes centrals dels diferents acinus convergeixen en la vena hepatica que

finalment condueix cap a la vena cava (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de I'arquitectura del fetge adult dels mamifers. (A) Representacio de la irrigacié sanguinia
del fetge, on es pot apreciar el sistema ramificat dels vasos sanguinis. Les fletxes indiquen la direccié del flux
sanguini. (B) Detall de la zona encerclada a la figura (A) en queé s'aprecia |'organitzacio del parénquima hepatic
en acinus hexagonals. Cada acinus esta centrat al voltant d'una vena central. A cada cantonada de I'hexagon hi
ha la triada hepatica que esta composta per una vena porta, una artéria hepatica i un conducte biliar. (C) Detall
de la zona encerclada a la figura (B) on es representa |'eix portocentral de I'acinus hepatic. La sang entra a
través de la vena porta i I'artéria hepatica i flueix al llarg dels sinusoids en direccié a la vena central. Rengleres
d'hepatocits s'estenen entre la vena central i la triada hepatica. La transferencia de materials entre la sang i els
hepatocits té lloc a I'espai de Disse. Els canalicles biliars transporten la bilis des dels hepatocits fins al conducte
biliar. (Figures obtingudes del web i modificades).

Els sinusoids estan formats per cel-lules epitelials que formen una barrera entre la sang i els
hepatocits. L'espai estret que existeix entre aquests dos tipus cel-lulars s'anomena espai de Disse. Pel
que fa als hepatocits, constitueixen el 80 % de la massa cel-lular del fetge i desenvolupen la major

part de les funcions associades amb el fetge. Estan ordenats en fileres que discorren entre la triada
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hepatica i la vena central, d'unes 20 cél-lules de llargada i de 1-2 cél-lules de gruix. Els hepatocits sén
cél-lules polaritzades: per una banda estan en contacte amb els sinusoids, mentre que per la part
oposada (apical) formen la membrana canalicular. Els canalicles biliars, petits canals compresos entre
hepatocits adjacents, transporten bilis al conducte biliar intrahepatic en una direccié oposada a la del
flux sanguini del sinusoid. La regié de transicié entre el canalicle i els conductes biliars intrahepatics
s'anomena canal de Hering, que sén canals estrets formats per hepatocits i cel-lules epitelials del
conducte biliar. Aquests conductes biliars intrahepatics convergeixen en un conducte biliar comu que
transporta la bilis tant a la vesicula biliar (per a I'emmagatzemament) com directament a l'intesti
prim.

A més dels hepatocits, que son les cél-lules majoritaries del fetge, el teixit hepatic també conté:

a) cel-lules endotelials del sinusoid, molt importants per a l'intercanvi de materials entre la
sang i l'espai de Disse, i es caracteritzen per tenir un epiteli fenestrat.

b) cel-lules epitelials del conducte biliar, a diferéncia del canalicle biliar que esta format
exclusivament pels repelcs de la membrana dels hepatocits, els conductes biliars tenen una
estructura cel-lular propia.

c) cel-lules de Kupffer: son macrofags residents al fetge que es troben units a la banda luminal
dels sinusoids. Tenen una forma variable i poden emetre protusions que arriben a I'espai de
Disse. S'encarreguen d'eliminar eritrocits envellits i microbis del torrent sanguini gracies a la
seva alta capacitat fagocitaria. A través de l'alliberament de citocines (TNF-a, IL-6, etc) tenen
un paper molt rellevant en els processos inflamatoris del fetge.

d) ceél-lules de Ito: sén lipocits, cel-lules amb una elevada capacitat per emmagatzemar lipids i
constitueixen el principal reservori de vitamina A de |'organisme. Per altra banda també
produeixen proteines de la matriu extracel-lular.

e) cel-lules de Pit, les quals sén limfocits granulars grans residents al fetge. Es localitzen unides
a la superficie luminal dels sinusoids i presenten amb una elevada activitat de tipus citotoxica

no dependent d'anticés (natural killers).

B. Organitzacio funcional del fetge

En contrast amb I'aparenca uniforme dels hepatocits de I'acinus observats al microscopi Optic,
diversos estudis morfomeétrics, histoquimics i bioquimics que s'han anat realtizant des del 1846 han
revelat que existeixen diferéncies en I'estructura subcel-lular, en I'expressié genica i en el contingut
enzimatic segons si els hepatocits estan situats a la zona propera a la vena central (regié perivenosa)
0 a la zona propera a la triada hepatica (regio periportal) de I'acinus. En conseqieénica, I'acinus pot

ésser dividit en dues zones segons la localitzacié dels vasos sanguinis: periportal i perivenosa, les
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quals alhora poden ésser subdividides en zona proximal i zona distal. Segons la seva localitacié en
I'acinus, els hepatocits tindran unes capacitats metaboliques diferents que sén la base del concepte

de zonacié metabolica engendrat per Jungerman.

APENDIX 1: Técniques d'estudi de la zonacié hepatica

demostrar les diferéncies subcel-lulars entre els hepatocits periportals i els perivensosos, les

-
| 1. Microscopia: S'han realitzat analisis morfometriques de micrografies electroniques per
| quals indiquen heterogeneitat zonal de funcions.

2. Hibridacio in situ (mRNA), o histoquimica (activitat) o immunohistoquimica (proteina) en
microseccions de fetge: S'han realitzat estudis histoquimics per a visualitzar activitats
enzimatiques o concentracions de metabolits en les cél-lules parenquimals; perdo té
I'inconvenient que poden aparéixer problemes en la fixacid del teixit. Les técniques
immunohistoquimiques s'apliquen per a detectar proteines o altres antigens quantitativament,
sense tenir en compte si sén funcionalment actives.

3. Determinacions bioquimiques en teixit microdisseccionat: es poden realitzar microdisseccions
de fetge fresc o bé congelat i assecat per a preparar mostres d'hepatocits periportals i
perivenosos. Usant el teixit sec, es poden determinar essencialment totes les activitats
metaboliques i les concentracions de metabolits.

4.Tecniques no invasives mitjangant I'is d'electrodes: els electrodes poden ésser situats a la
superficie d'arees periportals o perivenses, i permetre la determinacié de canvis redox zonals o
de consum d'oxigen en determinades condicions metaboliques.

|

|

|

|

|

|

| 5. Hepatocits aillats i cultivats en condicions similars a la zona periportal o a la zona perivenosa:
En determinats experiments s'han usat condicions de pressié parcial d'oxigen tipiques de la
zona perivenosa i de la zona periportal. En altres estudis, els hepatocits aillats s'han cultivat en
preséncia d'elevades concentracions de glucagd per tenir el patrd periportal, i un altre grup

| d'hepatocits aillats s'ha cultivat en presencia d'altes concentracions d'insulina per tenir un

i patrd perivends.

|

|

|

|

|

|

6.0btencio d'extractes d'hepatocits periportals i hepatocits perivenosos mitjangant un doble
pols amb digitonina: Les zones periportal i perivenosa poden ésser selectivament destruides
en segons per un pols curt de perfusié amb digitonina en direccié anterograda o retrograda,
respectivament [41, 42]. Concretament, la digitonina s'uneix al colesterol de la membrana
plasmatica i la desestabilitza, de manera que els hepatocits perden el seu contingut citosolic.
Es recull I'eluit de la perfusio i s'hi poden mesurar els enzims i metabolits alliberats, i fins i tot
mRNAs. L'avantatge d'aquest metode és que mitjangant I'aplicacié d'un pols curt de digitonina
a través de la vena porta, seguit d'un pols curt via la vena hepatica, es poden obtenir eluits de
la zona periportal i de la zona perivenosa d'un mateix fetge. Per altra banda, es tracta d'un
métode amb una elevada selectivitat, que permet una rapida obtencid de mostres i una
elevada reproducibilitat entre experiments.

7.Aillament d'hepatocits periportals i hepatocits perivenosos mitjangant perfusié amb
digitonina/col-lagenasa: Es basa en una perfusio amb digitonina selectiva d'una zona de
I'acinus hepatic, és a dir, en sentit anterograd o retrograd, i a continuacid es realitza una
perfusio amb col-lagenasa per obtenir els hepatocits de la zona no malmesa. Els hepatocits
viables obtinguts es separen per centrifugacio per gradient de densitat i poden ésser cultivats
[43, 44]. En aquesta tecnica cal tenir en compte factors com la quantitat i la concentracié de
digitonina infosa, el fluxe, el temps i la temperatura, que poden fer variar els resultats.

8. Aillament d'hepatocits i separacié de les poblacions d'hepatocits perivenosos i periportals
per técniques d'elutriacid. [45].

9.Tecniques de perfusio. Poden emprar-se diverses variables com la perfusié anterograda o
retrograda, la infusid de substrats, la recollida de productes, I'analisi de fluxes, etc.
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- Zona periportal: tal com ja s'ha esmentat, la zona periportal rep sang rica en nutrients i oxigen. S'ha
determinat experimentalment que la pressié parcial d'oxigen en aquesta zona és de |'ordre de 65
mmHg. A més, la zona periportal rep el 100 % de la concentracié d'hormones (insulina, glucagé,
adrenalina, cortisol, hormones tiroidees, etc) del torrent sanguini. Per altra banda, s'ha descrit que
aquesta regid presenta un major nombre de terminacions nervioses del sistema nervids simpatic [46,
47].

Les cél-lules no parenquimals també presenten una distribucié diferent al llarg de l'acinus. Les
cél-lules de Kuppfer i les ceél-lules de Pit sén més nombroses a la zona periportal, la qual cosa podria
estar vinculada amb una major capacitat de defensa en aquesta regié perqué és on arriben en primer
terme els possibles patogens i toxics provinents del sistema digestiu. També es detecten més
cél-lules de Ito a la zona periportal, on estarien implicades en la propagacié de les accions del sistema
nervios simpatic i en la produccié de matriu extracel-lular [46, 47].

Pel quée fa a les caracteristiques anatomiques, els hepatocits periportals difereixen dels perivenosos
perque tenen mitocondris més grans la qual cosa indica un major equipament per al metabolisme
oxidatiu [48]. També s'ha detectat una major densitat del complex de Golgi i del reticle
endoplasmatic rugds. Els estudis de microscopia han revelat que el glicogen a la zona periportal té
una aparenca de grans agregats que sovint s'apleguen en arees extenses.

Diversos treballs, en que s'ha determinat el contingut proteic o de mRNA dels principals components
de les vies metaboliques (Taula 1), han permes definir que a la regié periportal predomina el
metabolisme oxidatiu la qual cosa encaixa amb la major concentracié d'oxigen que s'hi detecta.
Principalment, hi té lloc la B-oxidacié d'acids grassos que permet obtenir suficient energia per a
sustentar processos endergonics com la gluconeogénesi. També hi predominen les vies de

catabolisme d'aminoacids i la ureagénesi a partir d'aminoacids.

- Zona perivenosa: la sang que hi arriba ha viatjat per un tram del sinusoid on els hepatocits
periportals han captat oxigen i substrats, i hi han alliberat productes. Experimentalment, s'ha pogut
demostrar que la pressio parcial d'oxigen a la zona perivenosa és menor (35 mmHg) que la que es
detecta a la zona periportal. El mateix succeeix pel contingut d'hormones (per ex. 50 % glucagd, 50 %
cortisol, 20 % adrenalina, 50 % insulina) en comparacio a la zona periportal [46, 47].

Les cel-lules endotelials del sinusoid presenten una fenestracié més petita i nombrosa de manera que
la capacitat de filtracid de la zona perivenosa és superior a la de la periportal. Per altra banda, les
cel-lules de Kupffer de la zona perivenosa, tot i estar presents en menor nombre, tenen una major
activitat citotoxica i una menor activitat fagocitica.

Els hepatocits d'aquesta regidé sén de la mateixa mida que els periportals, pero els mitocondris que

contenen son més petits, prims i llargs. Aquests hepatocits comparativament també tenen un major
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contingut de reticle endoplasmatic llis. Per altra banda, s'ha descrit que el glicogen que s'hi
emmagatzema es troba dispersat en rosetes aillades escampades per tot el citoplasma i sovint esta
associat a les membrandes del reticle endoplasmatic llis [48].

La determinacid de I'expressié de proteines i factors implicats en les principals vies metaboliques ha
permes definir quins sdn els processos que tenen lloc majoritariament a la zona perivenosa (Taula 1).
localitzat a la zona perivenosa on hi ha una menor capacitat per al metabolisme oxidatiu. En la
mateixa linia, també hi té lloc la lipogenesi la qual és un procés que no necessita del metabolisme
oxidatiu. Hi predominen la ureagénesi a partir d'amoni i els processos de biotransformacié o

metabolisme de xenobiotics.

Taulal Recull bibliografic de les funcions i nivells d'expressié (mRNA i proteina) d'enzims i de
factors de transcripcio en les zones periportal i perivenosa del fetge.

Regio periportal Regio perivenosa
mRNA ‘ proteina mRNA ‘ proteina
Metabolisme glucidic
GK Glucocinasa MMB, IHC
[47], KMP
[49]
Sorbitol deshidrogenasa gPCR [50]
Aldehid reductasa gPCR [50]
Pfkfbl | 6-fosfofructo-2-cinasa gPCR [50]
/fructosa-2,6-bisfosfatasa
L-PK L-piruvat cinasa MMB [47],
IHC [51]
cPEPCK | Fosfoenolpiruvat InH [52], | MMB, IHC
carboxicinasa gPCR [50], | [47], IHC [54],
gPCR [53], | IHC[55]
InH [54]
FBPase | Fructosa-1,6-bisfosfatasa InH [56] MMB, IHC
[47], BqC [57]
Glucosa-6-fosfatasa MMB [47],
KMP [49]
LDH Lactat deshidrogenasa KMB, MMB
[47], BqC [57]
Metabolisme lipidic
B-hidroxibutiril-CoA MMB [47]
deshidrogenasa
Apolipoproteina Cll gPCR [50]
apoB Apolipoproteina B InH [58]
ATP-citrat liasa gPCR [50] BqgC [59] MMB [47]
ACC Acetil-CoA carboxilasa BqC [59] MMB [47],
IHC [60], BqC
[61]

36




INTRODUCCIO

glutamiltransferasa

S14 IHC [60]

FAS Acid gras sintasa BqC [59] MMB [47]
Glucosa-6-fosfat MMB, HC, MP
deshidrogenasa [47]
6-fosfogluconat MMB [47]
deshidrogenasa
isocitrat deshidrogenasa gPCR [50], | KMP, MMB

gPCR [53] [47]
EM enzim malic gPCR [53] MMB, HC [47]
SCD1 Stearoil-CoA desaturasa 1 gPCR [53]
HMG-CoA reductasa IHC [47]
HMG-CoA sintasa BqC [62]
Colesterol-7-a hidroxilasa InH [63], | BqC [64]
qPCR [53]
B-hidroxibutirat MMB [65] MMB [47]
deshidrogenasa

Cptl Carnitina BqC [57], BgC
palmitoiltransferasa [61], BqC [62]

PPAR-a InH [66] IHC [67]

Ser DH | Serina deshidratasa NB [68], qPCR | IHC [69]

[50]

TAT Tirosina aminotransferasa MMB [47]
Aspartat aminotransferasa MMB [47]
Alanina aminotransferasa MMB [47],

BqC [57]
Glicina descarboxilasa gPCR [50],
gPCR [53]
Uroconat hidratasa gPCR [50]
gamma- BqC [57]

CPS Carbamoil fosfat sintetasa | qPCR [53], | IHC [47], IHC
gPCR [70] [71], IHC [55]
Ornitina HC [47]
carbamoiltransferasa
Ornitina aminotransferasa gPCR [53], | IHC [54], IHC
qPCR [70] [55], Per [72]
Argininosuccinat sintetasa | qPCR [50] IHC [47]
Arginasa gPCR [50], | ICH [47], IHC
gPCR [53] [55]
GS Glutamina sintasa gPCR [53], | IHC [47], IHC
gqPCR  [70], | [71], IHC [54],
InH [54] IHC [55]
Glutamat deshidrogenasa IHC, KMP,
MMB  [47],
BqC [61], BqC
[57]
GLT1 Transportador de glutamat gPCR [53], | IHC[55]
1 qPCR [70]
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Glutaminasa

InH [73], | BqC [73]
gPCR  [53],
gPCR [70]

Succinat deshidrogenasa KMP [47],
BqC [57]
Malat deshidrogenasa KMP [47]
Citocrom oxidasa HC [47]
Citrat sintasa qPCR [50] BqC [57]
| Metabolisme de xenobiotics
Citocrom P450 (1A1, 1A2, qPCR [70], HC, IHC, MP
2B1, 2B2, 2E1, 3A1) [47], IHC [74],
IHC [71] , IHC
[55]
Glutatié-S-transferasa gPCR [50]
Sulfotransferasa qPCR [50]

Glutatié peroxidasa IHC [47]
iNOS NO sintasa induible InH [75] IHC [75]
| Receptorshormonals
D1 5'-deionidasa tipus 1 IHC [76]
TRB1 Receptor d'hormona IHC [76], IHC
tiroidea [54]
Receptor d'insulina IHC, BqC [77]

Receptor de glucagd

NB [78]

Receptor la de l'arginina-
vasopressina

B-catenina

gPCR [53]

IHC [53]

APC

Adenomatous
coli

polyposis

IHC [53]

RNAsa

Ribonucleasa 4

qPCR [53]

Axina 2

gPCR [53]

Lect2

Quimiotaxina 2 leucocitaria

qPCR [53]

IHC [71]

E-cadherina

IHC [55]

IGFBP-1

InH [79]

IGFBP-2

InH [79]

Llegenda de la taula 1. KMP (kinetic microscope photometry), IHC (immunohistochemistry), HC
(histochemistrhy), MMB (microdissection with microbiochemistry), MP (microscope photometry), BqC
(bioquemical studies in hepatocytes), Per (estudis de perfusid), InH (hibridacié in situ), gPCR (PCR
guantitativa), NB (Northern blot). Les referéncies anteriors al 1989 estan sintetitzades al review [47]
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B.1. Zonacio del metabolisme oxidatiu

Els substrats energetics principals (glucosa, aminoacids i acids grassos) son degradats inicialment a
acetil-CoA el qual és finalment oxidat a CO,. La regio periportal esta més ben equipada que la regié
perivenosa per a dur a terme aquesta oxidacio final: per una banda, els hepatocits periportals estan
en un ambient amb el doble de concentracié d'oxigen que els hepatocits perivenosos, a més,
contenen un major volum de mitocondris aixi com elevades activitats dels enzims del cicle de Krebs
(succinat deshidrogenasa) i de la cadena respiratoria (citocrom oxidasa) (Taula 1) [47].

Aquesta elevada capacitat per a I'oxidacio final que existeix a la zona periportal esta en concondancia
amb una major capacitat de metabolisme oxidatiu d'acids grassos i aminoacids. Teoricament és logic

trobar un major catabolisme a la zona periportal perquée aquests processos requereixen oxigen.

Zona periportal Zona perivenosa

>

Flux sanguini >

_

Metabolisme oxidatiu

Figura 6. Representacié esquematica de la zonacié del metabolisme oxidatiu al fetge.

B.2. Zonacioé del metabolisme glucidic

L'homeostasi de glucosa es manté mitjangant la sintesi de glicogen i glicolisi durant els periodes

absortius, aixi com amb la glicogenolisi i gluconeogenesi durant els periodes post-absortius.

- Metabolisme del glicogen: la distribucié de la glicogen sintasa i de la glicogen fosforilasa, principals
efectors del metabolisme del glicogen, sembla ésser homogenia al llarg de I'acinus [80]. La formaciod i
degradacié de glicogen son aparentment regulades a nivell de disponibilitat de substrats que hi pugui
haver a les dues zones de l'acinus. Als hepatocits periportals, el glicogen és format a partir de
substrats gluconeogénics, mentre que a la zona perivenosa és format a partir de glucosa; per tant, la
zonacié és el principal factor determinant que la via de sintesi de glicogen sigui directa o indirecta. En
alimentacid, la glucosa és captada principalment per les cél-lules perivenoses, on s'usa per a
sintetitzar glicogen i, quan els diposits de glicogen estan plens, es degrada a lactat. El lactat és
transportat via circulacié cap a les cel-lules periportals on és convertit, via gluconeogenesi, a
glicogen. A la fase post-absortiva, el glicogen primer es degrada a glucosa als hepatocits periportals,
després és degradat a lactat, principalment a la zona perivenosa. El lactat s'allibera a la circulacio i
quan arriba de nou a la zona periportal és usat com a substrat de la gluconeogenesi. Aquest sistema

de sintesi i degradacio de glicogen encaixa amb la observacié que la degradacié de glicogen comencga
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a la zona periportal i que, en canvi, el reompliment del magatzem de glicogen comenca a la zona
perivenosa [43, 81, 82]. En aquest context, cal tenir en compte que la glicogenolisi esta regulada per
glucagd i els hepatocits periportals i els perivenosos reben diferents concentracions d'aquesta
hormona. Existeixen estudis que demostren que la zona periportal és més sensible a I'estimulacié de
la degradacio de glicogen per part del glucagd [83, 84].

Si existeixen discrepancies entre alguns estudis que usen digitonina, podrien explicar-se pel fet que la
digitonina permeabilitza la cél-lula al Ca** extracel-lular el qual pot activar la glicogen fosforilasa per

promoure la degradacié de glicogen.

- Glicolisi: Els hepatocits perivenosos tenen una major capacitat per a la degradacié de glucosa a
privuat, ja que contenen major activitat i major quantitat de proteina dels enzims glicolitics classics
com sén la GK i la L-PK [47]. També s'hi ha detectat major quantitat de mRNA de sorbitol
deshidrogenasa i aldehid recutasa, els quals estan involucrats en la conversid de glicids que
proporcionen glucosa per a ésser metabolitzada via glicolisi, i de la isoforma hepatica de la PFK-2
(codificada pel gen Pfkfb1) que produeix fructosa-2,6-bisfosfat la qual és un metabolit que actua
d'activador al-losteric de la glicolisi [50] (Taula 1).

Ara bé, no s'observa zonacié del mRNA de la GK ni de la L-PK [46, 50, 85, 86] la qual cosa indica que la
zonacié observada per aquests enzims esta regulada a nivell post-traduccional. No obstant,
existeixen estudis en quée es demostra que la pressid parcial d'oxigen perivenosa afavoreix |'expressié
de la GK en presencia d'insulina [87], fet que encaixa amb la descripcié que el gen de la GK s'expressa
majoritariament a la zona perivenosa en situacions de re-alimentacidé després d'un llarg periode de
dejuni [86, 88].

Malgrat la clara predominancia d'enzims glicolitics a la zona perivenosa, existeixen estudis de
perfusié amb digitonina/col-lagenasa que demostren una manca de zonacid de la via glicolitica [43].
Per altra banda, un altre estudi demostra una distribucié homogeénia de la fructosa-2,6-bisfosfat en el
fetge [89]. Cal tenir en compte que la fructosa-2,6-bisfofat al fetge pot ésser produida per diferents
isoformes de I'enzim PFK-2 i que aquest metabolit, a més de regular la via glucolitica, també regula la

via gluconeogeénica; per tant, és comprensible que s'expressi també a la zona periportal.

- Gluconeogeénesi: Les cél-lules periportals tenen una major capacitat per a la sintesi de novo de
glucosa a partir de substrats de 3 carbonis tal i com es posa de manifest per I'elevada activitat dels
enzims gluconeogenics que s'hi detecta (glucosa-6-fosfatasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa i PEPCK). A
més a més aquestes cel-lules presenten majors activitats de I'alanina aminotransferasa i de la lactat
deshidrogenasa, les quals canalitzen I'alanina i el lactat cap a la via gluconeogénica (Taula 1). Com
que la gluconeogénesi és un procés endergonic, és logic que predomini a la zona periportal on esta

lligada al metabolisme energetic oxidatiu que preval en aquesta zona.
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L'expressid dels gens gluconeogenics, com la PEPCK i la glucosa-6-fosfatasa, aixi com la dels enzims
qgue metabolitzen els aminoacids (serina deshidratasa, tirosina aminotransferasa, alanina
aminotransferasa) i proporcionen substrats gluconeogenics, estan regulats principalment a nivell
transcripcional. Els nivells de mRNA d'aquests gens sdn maxims després del periode post-absortiu
diari i en estat de dejuni, i s6n baixos en situacions d'alimentacié i re-alimentacié post-dejuni [82].
Només l'enzim gluconeogenic fructosa-1,6-bisfosfatasa presenta nivells de RNA i d'activitat que no

s'alteren amb el ritme diari d'injesta/dejuni i a, més a més, no presenta zonacio [50].

A diferéncia de la controversia que pot existir sobre la zonacié de la glicolisi, la predominancia de la
gluconeogenesi a la zona periportal ha pogut ésser demostrada per totes les tecniques d'estudi

emprades. Tant és aixi que la PEPCK i la tirosina aminotransferasa (TAT) s'empren com a marcadors

periportals.

Estat absortiu

| actat >
Alanina ) »
Glucosa \‘-\‘.II -? — > -
ll".l'l, Glucosa ‘ Glucosa
\ TG6Pasa GK

'\I'IIIGBF’—>GIicogen Glicogen— G6P
|

|I
u PEPCK lPK
\Pp Piruvat /KPV Piruvat

Estat postabsortiu

Lactat
Alanm
(“Iucosa ‘ > #
/ 12
Glucosa Glucosa
4 G6Pasa , GK

GEF 4= Glicogen thogen.:a(“ep

PEPCK
Piruvat '\Pv Piruvat Y

Zona periportal Zona perivenosa

Flux sanguini
Sintesi de glicogen a .
partir d'aa i lactat Sintesi de glicogen
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Figura 7. Diagrames de I'heterogeneitat zonal del metabolisme de gllcids al fetge. On Pp i Pv representen els

hepatocits periportals i perivenosos, respectivament. G6P és glucosa-6 fosfat, G6Pasa és glucosa-6-fosfatasa,
PK és piruvat cinasa i GK, glucocinasa.
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B.3. Zonacié del metabolisme lipidic

El fetge també té un paper central en el metabolisme lipidic. Sintetiza triglicérids a partir d'acids
grassos i glicerol, i els allibera al torrent sanguini en forma de VLDL (very-low density lipoproteins). Els
acids grassos poden provenir tant dels triglicerids de la dieta o del teixit adipds, com ésser sintetizats
de novo al fetge a partir d'acetil-CoA el qual al seu torn pot ésser format a partir de glucosa, lactat,
aminoacids o etanol. A més a més, el fetge pot convertir els acids grassos en cossos cetonics, que sén
substrats energetics importants per molts teixits, com el cervell, en situacions de deprivacio
energeética. Finalment, el fetge és el principal lloc de sintesi i secrecid de colesterol.

A diferéncia del metabolisme de glicids i de proteines, la zonacié del metabolisme lipidic és
controvertida i els resultats obtinguts indiquen que potser és menys zonal. Una possible explicacié
d'aquest fet seria que les vies d'oxidacid i de sintesi d'acids grassos estan localitzades en diferents
comparitments cel-lulars (mitocondri, citosol, respectivament). Aquesta compartimentalitzacié
intracel-lular, combinada amb la regulacio al-lostérica eficient que exerceix el metabolit malonil-CoA

a ambdues vies, faria que no sigui necessaria una separacié dels dos processos en cél-lules diferents.

- Lipogénesi: Teoricament la lipogenesi hauria d'estar situada a la regid on té lloc la glicolisi, la qual
en proporciona el substrat (Acetil-CoA), per tant a la regid perivenosa. Estudis de microdisseccio del
fetge i de cultiu primari d'hepatocits periportals i perivenosos han demostrat que la zona perivenosa
presenta una major activitat dels enzims lipogenics: ATP citrat liasa, acetil-CoA carboxilasa (ACC) i
acid gras sintasa (FAS) [47, 62]; també dels enzims que generen el NADPH requerit per a la sintesi
d'acids grassos: glucosa-6-fosfat deshidrogenasa, 6-fosfogluconat deshidrogenasa, enzim malic i
isocitrat deshidrogenasa (Taula 1) [47]. En aquesta linia, Guzman et al van demostrar una major taxa
de sintesi d'acids grassos en hepatocits perivenosos aillats [61]. Ara bé, la distribucid perivenosa de la
lipogenesi no es compleix en totes les situacions nutricionals: Guzman et al van demostrar un
predomini de l'activitat ACC als hepatocits perivenosos en situacié d'alimentacio i de re-alimentacio,
perd no en situacions de dejuni o d'exposicid a baixes temperatures [62].

A més existeixen tot un seguit d'estudis en qué es qliestiona que la lipogenesi sigui perivenosa. La
tecnica del doble pols amb digitonina ha demostrat major activitat ACC i major sintesi d'acids grassos
a la zona periportal [90]. | ,en contra del que posava de manifest Guzman et al, existeixen dos treballs
en que es mostra que la zonacid perivenosa de I'ACC i d'altres enzims lipogenics, aixi com enzims
productors de NADPH (glucosa-6-fosfat deshidrogenasa, enzim malic, etc), només té lloc en
situacions de dejuni [60, 91]. En alimentacid, detecten els enzims lipogenics a tot I'acinus hepatic.

Pel que fa a la induccid de la via lipogenica, la hormona Tz n'estimula I'activitat a la zona perivenosa

[60], on hi ha un elevat nombre de receptors d'aquesta hormona [76]. En canvi, una dieta rica en
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glucids activa la lipogenesi a tot I'acinus hepatic [76]. Per tant, la proporcié d'hepatocits de l'acinus
que siguin lipogénics dependra de la disponibilitat de nutrients aixi com dels senyals hormonals.

S'ha de considerar que I'Us d'hepatocits periportals i perivenosos aillats per a I'estudi de la zonacié
metabolica pot no reflectir fidelment el que passa in vivo. El temps de manipulacié dels hepatocits
aixi com la realitzacié de les determinacions experimentals poden produir canvis en els fluxes
metabolics. Aquest problema pot ésser important en el cas de la sintesi de novo d'acids grassos, la

qual depen molt de les condicions d'aillament i d'incubacid.

- Formacioé i secrecié de VLDL: les particules de VLDL es formen al reticle endoplasmatic dels
hepatocits en un procés que depén de: a) la disponibilitat cel-lular de lipids (triglicérids, fosfolipids,
colesterol i ésters de colesterol); b) la disponibilitat de I'apolipoproteina B (apoB), la qual esta
sintetizada en excés; c) I'ensamblament correcte de les VLDL que esta controlat per la proteina MTP
(microsomal triglyceride transfer protein).

Pel que fa a la zonacidé dels elements necessaris per a la formacié de VLDL, existeixen estudis que
demostren que els hepatocits perivenosos tenen una major capacitat d'esterificacié dels acids
grassos en TAG i VLDL [61]; aixi com els estudis esmentats en |'apartat anterior que mostren una
major capacitat lipogénica a la zona perivenosa. En canvi, I'expressio de l'apolipoproteina B malgrat
ésser present a tot I'acinus hepatic predomina a la zona periportal [58]. Finalment, no s'ha detectat
zonacio en I'expressio de la MTP [45].

Ara bé, pel que fa a la secrecié de VLDL, la majoria d'estudis realitzats coincideixen en descriure que
tots les hepatocits de I'acinus tenen capacitats similars de secrecié [45, 61]. Per tant, no es pot
circumscriure la secreci6 de VLDL en una zona concreta del fetge. Només determinades

circumstancies nutritives i de toxicitat poden afectar-ne el patré de secrecio [45].

- Oxidacié d'acids grassos: Pel que fa a l'oxidacid mitocondrial dels acids grassos, anomenada B-
oxidacid, se n'han detectat taxes elevades a la zona periportal, tal i com evidencien també |'elevada
activitat de I'enzim CPT-1 (carnitine palimitoyltransferase 1), aixi com la menor sensibilitat d'aquest
enzim a la inhibicié per malonil-CoA a la zona periportal [61]. Estudis més recents a nivell d'expressié
génica també han demostrat una major expressié de fosfatidil fosfatasa i de apolipoliproteina C2
(activador de la lipoproteina lipasa) a la zona periportal [50], i també una major expressio del factor
de transcripcié PPAR-a el qual acostuma a estar vinculat a altes taxes de catabolitzacié d'acids
grassos i metabolisme peroxisomal [66]. Per altra banda, el predomini de la B-oxidacié a la zona
periportal també encaixaria amb la major capacitat oxidativa que s'hi detecta. Ara bé, la zonacid
majoritariament periportal de la B-oxidacié pot canviar en determinades circumstancies fisiologiques
de I'animal [62]. Per altra banda, I'enzim 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (implicat en la B-oxidacid)

presenta una distribucié homogénia a tot I'acinus [57, 65].
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Els acids grassos també poden ésser oxidats als peroxisomes i sembla que I'oxidacié peroxisomal és
predominant a la zona perivenosa del fetge, independentment de |'estat fisiologic de Il'individu [62].

- Cetogeénesi: La major activitat de la B-hidroxibutirat deshidrogenasa a la zona perivenosa,
demostrada per estudis de microdisseccid i d'histoquimica [47], suggereixen pero no proven que la
zona eferent de |'acinus tingui una major capacitat per a la cetogénesi. No ho proven perque I'enzim
B-hidroxibutirat deshidrogenasa és un enzim reversible, que pot funcionar en les dues direccions.
(Seria més util poder avaluar la HMG-CoA sintetasa). En canvi, el glucagd activa la cetogenesi a les

cél-lules periportals en major grau que a les perivenoses [57].

- Metabolisme del colesterol: L'enzim clau per a la sintesi del colesterol, la hidroximetilglutaril-CoA
reductasa, esta localitzat en una petita proporcié dels hepatocits periportals que representa un 20 %
del total dels hepatocits [47]. L'ATP citrat liasa, la qual proporciona acetil-CoA per a la sintesi de
colesterol, també presenta localitzacié periportal en alguns treballs [50, 59]. No obstant existeixen
estudis que troben més activitat ATP citrat liasa a la zona perivenosa [47]. Aquest enzim proporciona
acetil-CoA el qual podria anar destinat a la sintesi d'acids grassos a la zona perivenosa i a la sintesi de
colesterol a la zona periportal. A la zona periportal, I'acetil-CoA per a la sintesi del colesterol prové
majoritariament de I'oxidacio dels acids grassos.

L'eliminacié de colesterol a I'organisme només té lloc al fetge on és convertit en sals biliars. Un dels
enzims clau en aquesta conversié és la colesterol-7-a-hidroxilasa, o CYP7A1l, la qual es troba
majoritariament a la regio perivenosa [50 Herrema, 2010 #521, 63, 64].

La localitzacié oposada de la sintesi de colesterol i de la formacié d'acids biliars proporciona un

mecanisme d'interregulacio d'aquests processos metabolics.

Zona periportal Zona perivenosa
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Figura 8. Representacio esquematica de la zonacié del metabolisme lipidic al fetge.

B.4. Metabolisme d'aminoacids i detoxifiacié de I'amoni

Els aminoacids s'usen al fetge com a font energética, per a la gluconeogeénesi i la cetogénesi, aixi com
per a la sintesi proteica i secrecié. Les aminotransferases involucrades en la degradacié d'aminoacids

son predominats a la zona periportal (Taula 1), on té lloc la gluconeogénesi [47, 50, 80]. El
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catabolisme d'aminoacids succeeix al fetge, perd també al ronyé i a l'intesti, i provoca la generacié
d'amoni. Un augment d'amoni en sang podria tenir conseqiéencies sobre |'equilibri acid-base a més
de provocar toxicitat en organs com el cervell. Per tant, és imprescindible per a I'organisme tenir
mecanismes de detoxificacié de I'amoni, com sén la formacié de glutamina i la sintesi d'urea.

La sang portal proporciona grans quantitats de glutamina i d'amoni al fetge. Les cel-lules periportals
capten part d'aquesta glutamina i la major part de I'amoni, perqué estan equipades amb |'enzim
glutaminasa i amb els enzims del cicle de la urea (ornitina transcarbamilasa, argininosuccinat
sintetasa, argininosuccinat liasa i arginasa) (Taula 1). Com que la sintesi d'urea depén de la pressio
d'oxigen, la taxa d'ureagenesi és logic que sigui major a la zona periportal.

L'amoni que no és captat a la zona periportal és convertit en glutamina a la regié perivenosa gracies a
I'enzim glutamina sintetasa; concretament, s'ha detectat la preséncia d'aquest enzim en una estreta
capa de cél-lules (1-3 hepatocits) al voltant de la vena central de I'acinus (Taula 1). En concordancia,
els transportadors d'amoni i glutamat (substrats per a la glutamina sintetasa) també presenten una
localitzacié preferentment perivenosa [50]. Es creu que una altra font de glutamat a les cél-lules
perivenoses que contenen la glutamina sintetasa seria via la ornitina aminotransferasa, la qual també
s'expressa exclusivament en aquestes cel-lules (Taula 1).

Es important destacar la zonacié estricta que s'observa en la detoxificacié de I'amoni: la glutaminasa i
els enzims clau en la sintesi d'urea sén eleveats a les zones periportals i intermedies de I'acins hepatic
i absents a l'estreta regid propera a la vena central on s'expressa la glutamina sintetasa; per la seva
banda, la glutamina sintetasa té una localitzacié reciproca, és a dir, només als hepatocits perivenosos
més propers a la vena central. Aquesta separacié de la glutaminasa i de la glutamina sintetasa
permet al fetge eliminar I'excés de glutamina quan és necessari i alhora permet alliberar glutamina
guan és requerida per als altres teixits. El mecanisme que té el fetge per modular el balang
d'utilitzacié o sintesi de glutamina és mitjancant la modificacid de la taxa d'utilitzacié de la glutamina,

ja que la taxa de sintesi és practicament constant [73].

Zona periportal Zona perivenosa

Flux sanguini P

Sintesi d’urea :I
< Sintesi de
glutamina

Figura 9. Representacié esquematica de la zonacié del metabolisme d'aminoacids i la detoxificacié d'amoni.
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B.5. Metabolisme de xenobiotics i metabolisme protector

El fetge és el major lloc on els xenobiodtics sdn convertits en productes excretables a través d'un
procés que consta de 2 passos: 1) oxigenacid, hidroxilacié o reduccié per part del sistema del
citocrom P450; 2) conjugacié amb acid glucuronic, acid sulfuric o glutatié. A la zona perivenosa, on
predomina el reticle endoplasmatic llis, també s'ha detectat major presencia dels isoenzims del
citocrom P450, i de la UDP-glucuronosiltransferasa. En canvi, la conjugacié amb acid sulfuric
predomina a la zona periportal [46, 80]. La metabolitzacié de xenobiotics independentment del P450,
com per exemple la conversid de I'etanol per I'alcohol deshidrogenasa, també predomina a la zona
perivenosa.

La metabolitzacié de determinats xenobiotics (per exemple, el bromobenzé o el tetraclorur de
carboni) per part del citocrom P450 pot donar lloc a la formacié de toxics electrofils els quals
potencien l'aparicié d'espécies reactives d'oxigen. Com que els isoenzims del citocrom P450
predominen a la zona perivenosa, és on es formen majoritariament aquests metabolits toxics. No
obstant, la capacitat de detoxificacié (via glutatiéd i glutatié peroxidasa) és superior a la zona
periportal. Per tant, els hepatocits perivenosos estan menys protegits contra els efectes toxics dels
electrofils; la qual cosa pot explicar probablement la necrosi perivenosa que provoquen
determinades hepatotoxines [46, 80]. La importancia fisiopatologica de la heterogeneitat hepatica

s'il-lustra per I'observacié que hi ha sensibilitat zonal a danys causats per hipoxia o hepatotoxines.

Zona periportal Zona perivenosa
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———— ] \ehoime
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Figura 10. Representacio esquematica de la zonacié del metabolisme de xenobiotics.

C. Zonacio estatica versus zonacio dinamica

Si analitzem la zonacid de les diferents vies metaboliques, ens adonarem que podem descriure dos
patrons diferents d'expressié genica:

- Per una banda, existeixen gens que s'expressen establement en determinats hepatocits de |'acinus
hepatic, ja sigui a la zona perivenosa o a la periportal, independentment de I'estat metabolic o
hormonal. En aquest cas, parlem de zonacié estatica. El paradigma de zonacid estatica és el
metabolisme de I'amoni i, concretament, els enzims glutamina sintetasa i carbamoil-fosfat sintetasa
(CPS) en sén els exemples més ben coneguts. La glutamina sintetasa s'expressa establement i en

grans nivells en 1-3 capes d'hepatocits al voltant de la vena central, mentre que la CPS es troba a la
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resta d'hepatocits de I'acinus que no expressen la glutamina sintetasa. El nombre d'hepatocits que
els expressen és dificilment afectat per estimuls externs.

- Determinats gens tenen un patré d'expressié més dinamic (induible) en forma de gradient al llarg
de I'eix porto-central de I'acinus; aixi, tots els hepatocits de I'acinus poden expressar un determinat
gen, pero en diferent grau. A més, |'expressié gradual pot expandir-se o estretar-se al llarg de I'eix
porto-central en funcid de I'estat metabolic, de I'hora del dia o altres condicions fisiopatologiques.
Aquesta plasticitat en I'expressio génica ifo en la funcié hepatica es coneix amb el nom de zonacié
dinamica. La plasticitat ha estat observada per un gran nombre de vies, com el metabolisme de
glucids i de lipids.

Per exemple, un dejuni prolongat augmenta la capacitat gluconeogénica del fetge: la PEPCK i la
glucosa-6-fosfatasa (tipicament situades a la zona periportal) augmenten a la zona periportal pero
també a la zona perivenosa de l'acinus. En realimentar els animals, es restableix la zonacié
gluconeogenica periportal i incrementa I'expressié de gens glicolitics i lipogenics sobretot a la zona
perivenosa. També s'observa un increment de PEPCK a la zona perivenosa en casos de diabetis [92].
La composicié de la dieta també pot afectar I'heterogeneitat metabolica al llarg de I'acinus: una dieta
rica en greix i proteina augmenta l'activitat PEPCK en major grau a la zona perivenosa que a la
periportal [93], i el mateix s'esdevé amb una dieta rica en sacarosa [94].

Els enzims que participen en el metabolisme de xenobiotics, incloent diverses isoformes de la
citocrom p450 (CYPs), presenten un comportament d'expressié dinamic pero més suau que el del
metabolisme glucidic. En situacions normals, I'expressid de la majoria de CYPs esta restringida a una
porcid petita d'hepatocits situats al voltant de la vena central, mentre que I'expressié es pot extendre
gradualment en direccié a les zones periportals quan els animals estan en contacte amb inductors
d'aquests enzims com, per exemple, determinats barbiturics [95].

L'avantatge de la zonacié dinamica és que permet flexibilitzar I'expressié d'enzims clau per adaptar el

metabolisme hepatic a les diferents situacions fisiologiques i patologiques.

D. Causes de la zonacié hepatica

Des de l'aparicié del concepte de zonacid hepatica, han existit nombroses teories i hipotesis per
explicar-ne les causes. Poder elucidar els mecanismes responsables de la induccié i del manteniment
de I'heterogeneitat dels hepatocits és, doncs, tot un repte en I'hepatologia experimental. En principi,
és evident que la posicid de I'hepatocit dins de l'acinus és clau alhora de determinar el seu patré
d'expressid i la seva funcionalitat. Aixi ho indica un estudi en qué es transplanten hepatocits al fetge i

aquests hepatocits transplantats expressaran gens diferents segons si estan a la zona perivenosa o a

47



El paper del fetge en el metabolisme de la glucosa

la periportal [96]. Per tant, |'expressidé genica especifica de posicid deu reflectir la conseqiiéncia
d'interaccions complexes entre factors de transcripcid cel-lulars, senyals de cel-lules adjacents,
components de la matriu extracel-lular, hormones, metabolits, oxigen, etc. En els ultims anys han
aparegut noves evidencies in vivo sobre la implicacié de factors morfogenétics especifics (oxigen,
factors de creixement, Wnt) i d'efectors cel-lulars (B-catenina, Ras) que suggereixen que la zonacié
hepatica és un fenomen complex que no pot ésser conduit per un Unic efector especific [53, 97].
D'entrada es podria establir que la zonacidé dinamica i la zonacid estatica estan regulades de forma
diferent. Per una banda, la zonacié dinamica dependria dels gradients de substrats, oxigen,
hormones, metabolits, etc., que s'estableixen al llarg de I'eix porto-central durant el pas de la sang a
través del sinusoid. En canvi, la zonacié estatica vindria donada principalment per senyals de
proximitat cel-lula-cel-lula, que en els ultims anys s'ha concretat en la via de senyalitzacid de
Wnt/Wingless .

A continuacié, s'enumeren les principals variables que poden intervenir en l'orquestracié del

complex fenomen de la zonacié:

1. Gradient de pressié parcial d'oxigen entre la zona periportal i la zona perivenosa. Durant el pas
de la sang des de la zona periportal fins a la zona perivenosa del sinusoid, la concentracié d'oxigen
lliure dissolt en sang disminueix un 50%. En experiments realitzats en hepatocits cultivats sota una
pressid parcial d'oxigen periportal (13 % v/v) o perivenosa (6 % v/v), s'ha demostrat que diversos
gens del metabolisme de glucids poden ésser regulats per |'oxigen [98]. Aixi, tant els nivells de mRNA
com d'activitat de l'enzim gluconeogenic PEPCK foren induits fortament per glucagé quan els
hepatocits estaven sotmesos a pressid d'oxigen periportal [99]. Reciprocament, la inducibilitat de
I'enzim glicolitic GK per insulina fou més elevada en condicions de pressié d'oxigen perivenosa [87,
98].

A més de regular la zonacid hepatica a nivell transcripcional, també pot fer-ho a nivell post-
transcripcional ja que per exemple, s'ha demostrat que per I'accié de I'oxigen el receptor d'insulina
es troba majoritariament a la zona perivenosa de I'acinus mentre que el gen del receptor de la
insulina s'expressa homogéniament a tot el fetge [77, 78].

El mecanisme de regulacié genica per oxigen que s'ha proposat és a través de H,0, com a segon
missatger. H,0, és una molecula no carregada que pot difondre lliurement i participar en reaccions
de transferéncia d'electrons. Mitjancant la reaccié de Fenton en preséncia de Fe®*, I'oxigen pot ésser
convertit no enzimaticament en anions hidroxil i radicals hidroxil (Fe** + H,0, > Fe* + OH + OH).
Aguesta reaccié és potencialment de gran importancia en la cascada de senyalitzacié de I'oxigen ja
que els radicals OH sén altament reactius i poden interferir immediatament al seu lloc de produccié

amb factors de transcripcié. S'ha demostrat que la transcripcid dels gens de la PEPCK i de la GK sén
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modulats per la formacié de OH' via la reaccié de Fenton [98]. En el cas del gen de la PEPCK, s'han
detectat elements de resposta a normoxia en el seu promotor on teoricament s'uniria el factor de
transcripcié activat pel senyal d'oxigen. També tenen elements de resposta a oxigen els gens de la

tirosina aminotransferasa i la serina deshidratasa, tipicament periportals [98].

2. Gradient de substrats i metabolits entre la zona periportal i la zona perivenosa. S'ha descrit que
la concentracié d'amoni i d'acids biliars entre la zona periportal i la perivenosa disminueix de I'ordre
de 6 vegades, la qual cosa pot afectar la regulacié dels enzims claus en la seva metabolitzacid. La
zonaciod és particularment marcada per a compostos que arriben al fetge a baixes concentracions i
gue son captats i generats al fetge, com per exemple, el glicerol o I'acetat. En canvi, els gradients de
concentracié per a la majoria de substrats, com glucosa, lactat, aminoacids i acids grassos lliures

s'estima que sén massa lleugers com per jugar un paper important en la zonacié metabolica [46, 47].

3. Gradients d'hormones entre la zona periportal i la zona perivenosa: Moltes hormones sén
captades i degradades pels hepatocits al llarg del seu pas pel fetge, per tant sén candidats plausibles
com a reguladors zonals. S'han descrit gradients de captacié per a la insulina, el glucagd, I'adrenalina,
la corticoesterona i I'hormona tiroidea T,. S'espera un gradient invers per a la hormona tiroidea T3, la
qual és sintetitzada a partir de T, als hepatocits [46, 47]. El pendent del gradient de captacio, el qual
determinara el poder dels efectes zonals d'aquestes molécules, fluctua amb I'estat nutricional i
fisiologic de I'organisme. Quan es capten dues hormones amb accions antagonistes, el pendent del
gradient de captacié és crucial. Per exemple, el glucagd es capta més a la zona periportal que a la
perivenosa, de manera que el quocient glucagd/insulina és decreixent al llarg de I'acinus i, per tant,

pot afectar la zonacié del metabolisme de glucids [100].

4. Diferent inervacio de la zona periportal i de la zona perivenosa: Els nervis simpatics i
parasimpatics entren al fetge com a ramificacions al voltant de I'artéria hepatica i la vena porta; per

tant afectarien la regulacio genica de la zona periportal en major grau [46, 82].

5. Diferent poblacié de cél-lules no parenquimals a la zona periportal i a la zona perivenosa. Les
cel-lules de Ito, Kuppfer, i de Pit predominen a la zona periportal. Potser poden enviar senyals als

hepatocits circumdants que n'afectin I'expressié génica o en modulin I'activitat proteica [82].

6. Interaccions cel-lula-cel-lula o cél-lula-matriu extracel-lular [101, 102].

7. Diferent estat de diferenciacié dels hepatocits al llarg de I'acinus. Aquesta teoria parteix de les
evidencies de I'existéncia de cel-lules mare a les zones periportals. L'estat de desenvolupament de les
cel-lules al llarg de I'eix porto-central dictaria I'expressidé genica, amb hepatocits menys diferenciats a

la zona periportal i hepatocits madurs i especialtizats a la zona perivenosa. No obstant, diverses
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dades experimentals van en contra d'aquests models de desenvolupament com a responsables de la

zonacio hepatica [96, 103].

8. Activacié de les vies de senyalitzacié de B-catenina i de Ras/MAPK. Aquesta hipotesi deriva dels
descobriments obtinguts en I'estudi del patré d'expressié génica de tumors hepatics de ratolins:
aquells tumors causats per mutacions activadores en el gen de la B-catenina presentaven un patré
d'expressié genica que es corresponia amb el patré dels hepatocits perivenosos; mentre que els
tumors que presentaven una activacié del gen Ha-ras tenien un patré d'expressidé genica tipicament
periportal [97, 104]. Aquesta troballa suggeria que Ras i B-catenina podien ésser vies senyalitzadores
de la zonacié hepatica en el fetge sa.

Si ens centrem en la B-catenina, és part de la via canonica de transduccio del senyal iniciat per la
unio de les glicoproteines Wnt/Wingless als receptors transmembrana de la familia Frizzled. La B-
catenina es troba al citoplasma cel-lular o associada al domini intracel-lular de la E-cadherina, que
juga un paper important en l'adhesié cel-lula-cél-lula perqué és un component de les unions
adherents i del citoesquelet d'actina. Els nivells de B-catenina a la cél-lula acostumen a ésser baixos
perque estan regulats negativament per un complex multiproteic que conté diverses proteines
inclosa la GSK-3B, I'axina i la proteina APC (adenomatous polyposis coli protein). Concretament, GSK-
3B fosforila la B-catenina i fa que sigui dirigida cap a la degradacié dependent de proteasoma. Quan
Whnt s'uneix al seu receptor de membrana, s'indueix el trencament del complex multiproteic GSK-38-
Axina-APC i, en conseqiéncia, s'evita la degradacio de la B-catenina. Té lloc, doncs, una augment dels
nivells de B-catenina citosolica que sera lliure per entrar al nucli, on interacciona amb factors de
transcripcié de la familia LEF1/TCF per activar o inhibir I'expressié de determinats gens. Per tant, la
senyalitzacié a través de la via de Wnt és molt dependent dels nivells de B-catenina que s'assoleixin
dins de la cel-lula. Els gens diana de la beta-catenina sén tipicament perivenosos: la glutamina
sintetasa, el transportador-1 de glutamat, l'ornitina aminotransferasa (Oat), la quimiotaxina
leucocitaria 2 (Lect2), I'axina, la RNAsa 4... malgrat que no tots ells s'expressen uniformament a la
zona perivenosa sind que tenen una localitzacio distal o proximal en funcié dels nivells de B-catenina
gue requereixen per a la seva expressio (Figura 11, D-1).

Per entendre bé el mecanisme pel qual la B-catenina indueix zonacid hepatica, cal considerar la seva
localitzacié al llarg de I'acinus. En realitzar estudis d'immunohistoquimica per a la B-catenina no
fosforilada (activa) es va detectar senyal Unicament a la zona perivenosa del fetge (Figura 11, A-B). En
canvi, si s'emprava l'anticés contra APC es detectava senyal només al compartiment periportal
(Figura 11, C). Aquesta distribucié complementaria entre la B-catenina activa i I'APC suggereix que la
via de la B-catenina pot afectar oposadament el programa genétic d'aquests dos dominis (perivends i

periportal).
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Figura 11. Regulacid de la zonacié hepatica per la senyalitzacié de B-catenina. (A i B) Mostren la
immunolocalitzacié de la B-catenina no fosforilada (activa) en seccions de fetge de ratoli i permeten observar-
ne la localitzacié majoritariament citoplasmatica exclusivament als hepatocits circumdants a la vena central
(cv). (C) El senyal obtingut amb I'anticds contra APC és clarament complementari al de la B-catenina, és a dir,
periportal (ps = portal space). (D-1) Hibridacié in situ de seccions de fetge de ratoli per avaluar l'avast de
I'expressid de gens marcadors zonals: (D) Glutamina sintetasa, (E) Axina 2, (F) RNAsa 4, (G) Arginasa, (H)
Carbamoil fosfat sintetasa 1 i (1) Glutaminasa 1. L'escala és de 200 um per a la figura Ai C, de 100 um per a la
figura B i de 500 um per a les figures D-I. (J) Diagrama de I'organitzacid de la zonacié mitjancada per B-catenina
a l'acinus: en verd es mostra la zona periportal, sense senyalitzacié de B-catenina; en vermell es mostra la zona
perivenosa activada per la senyaltizacié de B-catenina. Els gens activats per la via de B-catenina estan marcats
amb "+", i els inhibits per "-". (Figura adaptada del treball de Benhamouche et al, Developmental Cell, 2006
[53]).

Existeixen diversos models animals que corroboren la implicacié de la via de senyalitzacié dependent
de B-catenina per a la induccid del patré d'expressiod perivends. Per una banda, I'activacio de la B-
catenina a tot el fetge indueix I'expressio génica tipicament perivenosa al llarg de I'acinus i inhibeix
I'expressio dels gens tipicament periportals (PEPCK, CPS, etc.) [105]. S'observava exactament el
mateix fenotip de perdua d'expressid de gens periportals i extensid dels gens perivenosos al llarg de
I'acinus en un ratoli genosuprimit per APC al fetge (recordem que APC esta involucrat en la

degradacio de la B-catenina, per tant, la inactivacié d'APC resulta en I'acumulacié de B-catenina) [53,
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71]. En canvi, en models animals deficients en el senyal de B-catenina al fetge es perdia I'expressié
dels marcadors perivenosos i I'expressié dels gens periportals s'estenia al llarg de I'acinus [55, 71,
106]. En conclusid, I'acumulacié de B-catenina, imitant la via de senyalitzacié per Wnt, és necessaria
per a la induccié del fenotip perivends mentre que la inhibicié de la senyalitzacié de Wnt és essencial
per al manteniment del fenotip periportal.

En aquest punt, apareixen dues preguntes en relacid a la regulaciéo per Wnt del fenotip zonal. En
primer lloc, quins sén els Wnt produits al fetge [107]. En segon lloc quina és la font del senyal Wnt
responsable de I'activacid de la B-catenina a la zona perivenosa. Existeixen evidéncies que els Wnts
poden originar-se en les cel-lules endotelials de les venes centrals: co-cultius d'hepatocits amb
cel-lules endotelials han demostrat que s'indueix la glutamina sintetasa (marcador perivends) en
hepatocits periportals [108, 109]; també s'ha evidenciat que la interaccié directa dels hepatocits amb
les venes centrals pot induir I'expressié de la glutamina sintetasa [110].

La senyalitzacié Wnt/ B-catenina permet justificar la zonacié estatica del metabolisme de 'amoni
[97], amb una distribucié reciproca dels components del cicle de la urea a la zona periportal
(Arginasal, Glutaminasa, Carbamoil fosfat sintetasa 1), i de la formacié de glutamina a la zona
perivenosa (Glutamina sintetasa, Ornitina aminotransferasa, Transportador 1 de glutamat). En
concordancia, els ratolins knock-out per APC (que tenen un fetge amb patré d'expressié perivends)
presentaven nivells elevats de glutamina i d'amoni al fetge i a la sang, mentre que la uremia
disminuia [53]. Recentment, també s'ha demostrat que la via Wnt/ B-catenina també determina la

zonacioé del metabolisme de xenobiotics (citocroms p-450 i glutatié-s-transferasa [111, 112]) .

En resum, la B-catenina juga un paper clau en determinar el fenotip perivends dels hepatocits. Pero
quina és la natura i els senyals de transduccié que dicten el fenotip periportal? Reprenent el fil de
I'inici d'aquest apartat, sembla que l'activacio de la via de senyalitzacié Ras/MAPK hi esta implicada
[97]. De fet, Braeuning et al van emprar ratolins transgénics que expressaven una forma oncogeénica
de H-ras i també cultius cel-lulars a diferents concentracions de sérum (que conté components
indeterminats que activen la via de Ras) per demostrar que l'activacié de la via de Ras/MAPK causava
la supressio de I'expressid de gens perivenosos i induia |'expressid de gens periportals, a través de la
inhibicié de la via de la B-catenina [104] [113]. No obstant, no es coneixen encara quines sén les
molecules, pressumptament presents al torrent sanguini, que activarien la via de senyalitzacié de Ras

a la zona periportal.

A més de la via de Ras/MAPK, recentment s'han identificat altres elements implicats en el
manteniment de I'expressid del patrd periportal com sén el factor de transcripcié HNF-4a i la

proteina Dicer.
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El desenvolupament i manteniment de I'arquitectura i la funcié hepatica esta regulat per factors de
transcripcio tipics del fetge, que esdevenen marcadors del teixit. Un d'aquests factors de transcripcio
és el HNF-4a que s'uneix al promotor del 12% dels gens que s'expressen al fetge adult, i exerceix la
seva funcid reguladora mitjancant la interacci6 amb co-activadors o co-repressors. Durant
I'organogenesi i en la regeneracié del fetge, HNF-4a dirigeix la diferenciacié dels hepatoblasts a
hepatocits i controla la formacié del parenquima hepatic. S'ha descrit que esta involucrat en la
regulacié de gens expressats periportalment (per exemple, enzims gluconeogénics com la PEPCK-C i
la glucosa-6-fosfatasa) i també gens perivenosos (algunes isoformes de la citocrom p-450, la UDP-
glucuroniltransferasa, I'apolipoproteina E i fins i tot la glutamina sintetasa). Curiosament, un model
de ratoli transgenic genosuprimit per HNF-4a al fetge va revelar que aquest factor de transcripcié té
un paper activador dels gens periportals i inhibidor dels gens perivenosos als hepatocits periportals
[54], perque els hepatocits perivenosos mantenien el patrd perivends i els periportals deixaven
d'expressar marcadors periportals i s'hi induien els gens perivenosos. Cal dir que alguns gens que
s'expressen normalment a la zona perivenosa, no van variar en el fetge genosuprimit per HNF-4q,
com és el cas de CYP-3A4 i CYP-7A; també alguns gens periportals no van ésser afectats, com és el cas
de la carbamoil fosfat sintetasa (CPS). Aquestes dades suggereixen que HNF-4a no és el determinant
principal del gradient porto-central de I'expressié génica al fetge, pero si que afecta a un subgrup de
gens especifics dels hepatocits. De fet, s'ha descobert que HNF-4a pot interactuar amb el factor de
transcripcid activat per la via de B-catenina (LEF1/TCF) [70]. Aixi, segons I'estructura dels promotors i
segons l'activitat transcripcional positiva o negativa dels efectors HNF-4a i LEF1/TCF es poden donar
diverses situacions: alguns gens requereixen la unié de LEF1/TCF i HNF-4a per estar activats (CYP-
1A1, Glutamina sintetasa), altres sén activats en presencia de HNF-4a i abséncia de LEF1/TCF

(Glutaminasa 2); (per més detalls consultar el treball de Colletti et al [70]).

Per la seva banda el Dicer és un component essencial per a la biogénesi de microRNAs (miRNA) que
converteix els pre-miRNAs en miRNAs madurs. Com que esta codificat per un sol locus del genoma, la
disrupcié del gen Dicer 1 provoca la perdua de virutalment tots els miRNAs. Sorprenentment, la
perdua del Dicer al fetge ocasiona que les proteines periportals perdessin la seva zonacid i
s'estenguessin per tot l'acinus (tal com succeia amb la perdua de la B-catenina), pero no s'afectava el
patré d'expressido de les proteines perivenoses [55]. Per tant, el Dicer regula algun/s factor/s
(miRNAs) que suprimeixen I'expressid de les proteines periportals a la zona perivenosa, en algun

punt per sota de I'activacié de la B-catenina (Figura 12).
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Figura 12. Model de la regulacié de I'expressié génica zonal. La via de senyalitzacié de la la B-catenina,
mitjangant el factor de transcripcié LEF1/TCF, transactiva els gens perivenosos alhora que reprimeix I'expressio
dels gens periportals. El Dicer i miRNAs sén essencials per a la repressio dels gens periportals, perd no sén
regulats directament per B-catenina (Adaptada de Sekine et al 2009 [55]).

E. Implicacions de la zonacid hepatica

Malgrat |'antiguitat del concepte de zonacié hepatica, ha estat dificil poder incloure la variable de Ia
zonacié en els diferents estudis que s'han realitzat al fetge, sobretot en I'allau de models d'animals
transgenics que s'han generat en les ultimes décades. En la majoria dels casos s’han emprat
promotors ectopics per dirigir I'expressié del transgen, sense garantir, doncs, que el transgen seguis
el patré d’expressio fisilogic. En conseqiiencia, en molts casos ha estat dificil interpretar els resultats
d'estudis de fluxes i metaboldomica en el fetge sencer [114, 115]; aixi com també s'han obtingut
divergencies en els fenotips dels animals transgénics. Vista la importancia de la zonacio, pot ser que
molts estudis d'animals transgenics en fetge tinguin fenotips que no s'ajustin a la realitat.

Un exemple de divergéncia de fenotips entre animals transgénics seria I'observada entre el model de
sobrexpressio de GK sota el control del promotor de la PEPCK-C i el model obtingut per Hariharan et
al, en que el transgen esta controlat pel promotor de I'apolipoproteina Al [116-118]. Malgrat que la
sobrexpressié de GK provoca una disminucid de la glicemia i de la insulinemia en els dos casos, hi ha
canvis pel queé fa als nivells de lactat sérics i sobretot en la progressio dels animals: en el cas del grup
de Ferre et al, acaben desenvolupant esteatosi hepatica, resisténcia a insulina i major increment de
pes; mentre que els ratolins del grup de Hariharan et al presenten una disminucid del pes corporal
amb I'edat. En canvi, el fenotip esmentat obtingut per la sobrexpressié GK majoritariament a la zona
periportal (sota el control del promotor de la PEPCK-C) s'assimila, en alguns aspectes, a I'observat en
un model de genosupressié del gen de la PEPCK-C al fetge [119]. El fet que la GK es sobrexpressi a la
zona periportal provocaria una disminuci6 de la gluconeogenesi en els fetges dels ratolins
transgenics, tal i com succeeix en el knock-out hepatic de PEPCK-C. La conseqiieéncia en ambdds casos
és una desregulacid del metabolisme hepatic que a la llarga condueix a I'acumulacié zonal de lipids al

fetge.
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3. GLUCOCINASA, ENZIM CLAU EN L'HOMEOSTASI DE GLUCOSA

Com s'ha esmentat al capitol 1 d'aquest treball, la regulacié fisiologica de la homeostasi de glucosa
implica les interaccions entre multiples teixits, mitjancades per diverses hormones, pel sistema
nervios i també per canvis en les concentracions de nutrients especifics. La majoria de cel-lules i
teixits involucrats en aquest sistema de control tenen en comu que expressen l'enzim glucocinasa
(GK); concretament, s'ha detectat mRNA i proteina de la GK als hepatocits, a les cél-lules a i cél-lules
B del pancrees, a les cel-lules L i K entero-endocrines, a cél-lules de la glandula pituitaria i en
neurones de diversos nuclis hipotalamics [120-122]. S'hipotetitza que el control fi de 'hnomedstasi de
glucosa requereix el funcionament intacte de tota aquesta xarxa formada per cel-lules que expressen

GK.

La GK és un enzim que catalitza la fosforilacié de la glucosa al siseé carboni per obtenir glucosa-6-
fosfat. Fou descrita per primera vegada el 1964 al fetge, i el 1968 a la cel-lula B pancreatica. Durant
les decades seglients, una recerca intensa sobre la bioquimica, la fisiologia i la biologia molecular de
la GK ha conduit a qué aquest enzim sigui considerat una peca critica de la homeostasi de glucosa.

Les fites més importants assolides per arribar al coneixement actual d'aquest enzim sén:

- laformulacié del concepte de "sensor de glucosa" [123].

- la descoberta que existeix un control de la GK especific de teixit [124, 125]

- el descobriment del lligament geneétic entre la GK i una forma de diabetis [126]; aixi com el
descobriment de diverses mutacions de I'enzim que causen hiperglicemia o hipoglicemia en
humans [127-130].

- la informacié obtinguda en models animals en que es sobrexpressava o es genosuprimia la
GK [118, 131-135]

- l'elucidacio de I'estructura proteica que va permetre entendre les caracteristiques cinetiques
peculiars que presenta la GK [136].

- la descoberta d'un lloc al-lostéric de regulaciéd al qual s'uneixen un grup de farmacs

anomenats activadors de la GK (GKAs) [136, 137].

A continuacid, s'anira desglossant aquesta informacio.
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3.1 Estructura i propietats cinetiques de la GK

La glucocinasa (ATP:D-glucosa 6-fosfotransferasa, EC 2.7.1.1), també coneguda amb el nom de
hexocinasa IV o D, és un dels quatre enzims que fosforilen la glucosa detectats en els teixits dels
vertebrats [122]. Pertany a la familia de les hexocinases, tots els membres de la qual catalitzen Ila
fosforilacié d'hexoses amb I'ATP com a cosubstrat per obtenir hexosa-6-fosfat (RCH,OH + MgATP* >
RCH,OPO;> + MgADP™ + H'). Pero la GK té una série de caracteristiques cinétiques i estructurals que
la diferencien de la resta d'hexocinases i justifiquen que aquest enzim es localitzi en les cél-lules que

son sensibles a glucosa (Taula 2).

Pes molecular 100 KDa 50 KDa
Substrats hexoses glucosa
So.5 (glucosa) <0.5mM 8 mM
Tipus de cinética hiperbolica sigmoidal
Inhibicioé per producte si No

Taula 2. Propietats cinétiques de la familia de les hexocinases

La GK comparteix un alt grau de similitud se seqiiéncia amb algunes hexocinases de 50 KDa que es
troben en llevats, i també amb les altres hexocinases de vertebrats (HK 1-3), que sén de 100 KDa. Es
creu que les hexocinases de 100 KDa han evolucionat per duplicacio i fusié d'una hexocinasa de 50
KDa ancestral [138]. Pel que fa a les caracteristiques cinetiques, les hexocinases 1-3 tenen
relativament altes afinitats per diferents substrats del tipus hexosa i estan inhibides per
concentracions fisiologiques de glucosa-6-fosfat. En contrast, la GK té com a substrat principal la
glucosa per a la qual té una afinitat baixa (Sos ~ 8 mM, similar a la concentracid de glucosa en sang);
no esta afectada per les concentracions fisiologiques de glucosa-6-fosfat i la reaccié segueix una
cinética sigmoidal per a la glucosa (cooperativitat nH ~ 1.7) en lloc d'hiperbolica [138]. Les peculiars
propietats cinetiques de la GK sén de gran importancia a nivell fisiologic, perqué permeten que
I'activitat fosforiladora de I'enzim varii d'una forma ultrasensible en funcié dels canvis en la
concentracié sanguinia de glucosa (ja que les cél-lules en queé s'expressa la GK presenten un transport
de glucosa a la membrana plasmatica no limitant), fet que converteix la GK en un element

intracel-lular sensor de glucosa (Figura 13).
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Figura 13. Comparacio entre la cinetica hiperbolica i la sigmoidal de la familia de les hexocinases.

La cinetica sigmoidal pot océrrer en enzims que tenen multiples subunitats o bé diversos llocs actius,
pero és una propietat rara per a enzims monomerics amb un sol centre actiu com la GK. La desviacio
de la cinetica hiperbolica en enzims monomeérics pot explicar-se en casos d'addicié a l'atzar dels
substrats, pero no és el cas del cicle catalitic de la GK, en el qual hi ha una addicié ordenada dels
substrats en que primer s'uneix la glucosa i en segon lloc I'ATP. En base a les investigacions
enzimatiques inicials, es van proposar dos models per explicar aquesta cooperativitat per a la
glucosa: el model mnemonic i el model de transicid lenta entre dues conformacions induida pel
lligand. No fou fins el 2004 en qué les dades estructurals obtingudes per Kamata et al van donar
suport explicit al model mnemonic [136].

La GK fou molt dificil de cristal-litzar en comparacié a les altres hexocinases perque té un gran
moviment molecular que impedia la formacié de cristalls. Kamata et al aconseguiren cristal-litzar-la
en usar una GK truncada a l'extrem N-terminal (11 o 15 aminoacids) en dues condicions de
cristal-litzacié: en absencia de qualsevol lligand o en preséncia de glucosa més un activador
farmacologic (GKA) [136]. L'estructura global de la proteina esta formada per dos dominis globulars,
un de gran i un de petit, connectats per una articulacié o regié connectora. En presencia de glucosa i
de GKA, la GK presenta una conformacio analoga a la de la HK-1 unida a glucosa o a les HK de llevat
(Figura 14 A), anomenada conformacié tancada: els dominis gran i petit estan plegats de manera que
entre ells es forma una escletxa estreta amb el lloc d'unié dels substrats. A diferéncia de les altres
hexocinases, a l'articulacié que existeix entre els dos dominis apareix un lloc d'unié pel GKA,
considerat un lloc de regulacié al-lostérica de I'enzim (Figura 14 B).

En abséncia de lligands, la GK existeix en una forma super-oberta, caracteritzada pels dos dominis
globulars separats per una escletxa amplia que implica la desaparicid del centre actiu i també del lloc
d'unié de I'activador al-losteric (Figura 14 B). Els moviments intramoleculars que tenen lloc durant la

transicié d'una forma a l'altra sén substancials (aproximadament 120°) en comparacié amb els de la
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HK-1, gracies a queé la regid d'articulacié entre els dos dominis de la GK permet moviments molt més
amplis. S'ha postulat I'existéncia d'una conformacié addcional de GK anomenada forma oberta,
intermedia entre la super-oberta i la tancada, I'estructura de la qual encara no s'ha establert. En
comparacié amb la forma tancada, la conformacié oberta tindria una escletxa interdominis més
ampla sense canvis en la topologia del domini petit. La transicié entre la conformacié oberta i
tancada podria ésser rapida i faciment reversible, en contrast a la reorganitzacié molecular complexa
que existeix en la transicié entre la forma super-oberta i oberta. Mitjangant I'Us de la fluorescéncia
del triptofan, recentment s'ha confirmat que la GK pot adoptar fins a 4 conformacions diferents

segons les concentracions de substrats i altres Iligands [139].

Forma
tancada
(activa)

Forma

oberta

(activa)

l-ﬂr- - Transicio lenta |- -1
Cicle
lent
Forma
super-oberta
(inactiva)

Figura 14. L'estructura proteica de la GK permet explicar la cinética sigmoidal de I'enzim. (A) Es mostra la
superposicio dels models d'estructura proteica de la meitat C-terminal de la forma tancada de la hexocinasa 1
(colors verd i taronja), segons el model de Aleshin et al, i de la GK en conformacié tancada (colors blau i verd).
Cal destacar que les estructures de la regié connectora sén diferents entre els dos enzims (taronja i verd). (B)
Representacio de I'estructura secundaria de la GK en la forma tancada, on es presenta el lloc d'unié de la
glucosa (vermell) i de I'activador de GK (groc), i en la forma super-oberta. Es mostra el domini gran de color
blau i el domini petit de color cian. En magenta es representa la regié c-terminal de la GK, la qual s'inclou en el
domini petit de la GK en conformacid tancada i s'allibera en la forma super-oberta. (C) Model cinétic de la GK:
la GK existiria en 3 conformacions i tindria 2 cicles catalitics. La relacié entre els dos cicles catalitics és el
responsable de |a resposta sigmoidal a la glucosa. (Figura adaptada del treball de Kamata et a/ [136]).

Amb les dades de cinética i amb les estructures cristal-lines de Kamata, s'ha establert el seglient

model de cinetic de la GK (Figura 14 C): en abséncia de glucosa, I'enzim existeix en una forma super-
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oberta estable termodinamicament i amb baixa afinitat pel substrat. En unir-s'hi la glucosa, té lloc un
canvi conformacional lent cap a la forma oberta i a continuacié cap a una conformacio tancada que
uneix I'ATP. Aleshores té lloc el cicle catalitic que és molt més rapid que el canvi conformacional
entre la forma sUper-oberta i tancada; i, després de l'alliberament dels productes, I'enzim pot
relaxar-se cap a la conformacié super-oberta termodinamicament favorable. Pero a altes
concentracions de glucosa, una proporcio elevada de l'enzim passa a un cicle rapid entre la forma
oberta i la tancada sense relaxar-se de nou a la forma super-oberta [120, 136, 140]. Per tant, es
donen totes les caracteristiques que encaixen amb un model mnemonic de cooperativitat per a la
glucosa: 1) equilibri entre dues conformacions de GK amb diferents afinitats per a la glucosa; 2)
predomini de la conformacié de baixa afinitat en abséncia de glucosa; 3) interconversio lenta entre
els estats conformacionals; 4) conversid de |'estat conformacional de baixa afinitat a alta afinitat
accelerada quan la glucosa s'uneix a la GK; 5) només la forma d'alta afinitat és cataliticament activa i
6) la taxa de catalisi és molt rapida en comparacié amb la taxa de transicié conformacional. A més a
més, aquest model ha permes determinar que els GKAs prevenen la relaxacié cap a la forma super-
oberta, per tant afavoreixen el cicle catalitic, i que s'uneixen a la GK només en preséncia de glucosa

perque el lloc al-losteric no és present en la conformacio super-oberta.

3.2 Regulacid de la GK

Donat el paper vital de la GK en el control del metabolisme de la glucosa, no és sorprenent que la
seva regulacié sigui complexa existint mecanismes de regulacié tant a nivell transcripcional com post-

transcripcional.

A. Regulacié transcripcional

Un tret distintiu del gen de la GK en les espécies de mamifers és la preséncia de dos promotors
alternatius. El gen de la GK consta de 11 exons que s'estenen al llarg de 49 Kb, la majoria de les quals
son 35 Kb de DNA genomic situades entre els dos promotors [141] (Figura 20). Aquests promotors
alternatius permeten una regulacié diferencial de la transcripcié genica en diferents teixits i
condueixen a la produccié de dues isoformes de GK, segons el teixit, que difereixen en la seqliéncia
d'aminoacids a I'extrem N-terminal, perdo comparteixen la resta de seqliencia aminoacidica i també
presenten propietats cinétiques idéentiques. Actualment no se sap si aquestes diferéncies de

seqliéncia en els primers 12-14 aminoacids tenen efectes funcionals [120].
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1.- El promotor "upstream”, anomenat també neuroendocri, dirigeix la sintesi de mMRNA de GK en les
cél-lules B dels illots pancreatics (d'aqui que el primer exé es conegui amb el nom de 1 B). Més
recentment s'ha demostrat que aquest promotor també controla I'expressié de la GK en les cel-lules
a i 6 de l'illot pancreatic, en cél-lules enteroendocrines de I'estomac i de l'intesti prim, en el teixit
hipotalamic i en la glandula pituitaria [142-144].

Pel que fa a la regulacié de la transcripcié de la GK a les cel-lules neuroendocrines, sembla que
I'enzim s'expressa constitutivament i d'una forma minimament regulada [145]. Tots els elements
necessaris per a |'expressié semblen estar continguts en un fragment de 294 pb. Diversos factors
positius i negatius podrien afectar-ne la transcripcié (basant-se en estudis a la cél-lula B pancreatica):
augmenta amb cAMP, biotina, acid retinoic, lactogen placentari i insulina; i disminueix per bloqujants
dels canals de calci, o per baixos nivells de calci al citosol. Tot i que la insulina no és suficient per a

induir I'enzim, I'normona és requerida per a una expressié optima [121].

2.- El promotor "downstream" dirigeix la transcripcié del gen de la GK exclusivament al fetge, d'aqui
que també rebi el nom de promotor hepatic. L'expressié d'aquest enzim al fetge respon a canvis
nutricionals: en situacié d'alimentacio incrementen els nivells d'insulina la qual activa rapidament la
transcripcié génica de la GK; en canvi, en dejuni, el glucagd té un efecte inhibidor de la transcripcid
[146-148]. Els nivells de glucosa no tenen cap efecte sobre |'expressié de la GK al fetge. A continuacié

s’indiquen els elements reguladors amb més detall.

Regulacié per insulina: La induccid per insulina és a través de la via de la Pls-cinasa/Akt, ja que el

tractament d'hepatocits amb inhibidors d'aquesta via (wortmanina i LY294002) anul-lava
I'estimulacié de la insulina sobre la transcripcio de la GK [149-151]. No obstant, a dia d'avui encara
no s'ha desxifrat cap IRE (insulin response element) en la seqiéncia promotora del gen de la GK
hepatica, ni tampoc quins sén els reguladors transcripcionals que s'activen per la via de la insulina i
regulen la transcipcié del gen GK. Aquest fet es deu a dues raons: 1) encara no s'han determinat les
seqliéncies exactes necessaries per a l'expressio especifica de la GK al fetge, i 2) les linies cel-lulars
hepatiques emprades habitualment en els estudis in vitro no expressen la GK i en els cultius primaris
d'hepatocits té lloc una disminucié de I'expressié en el temps, la qual cosa en dificulta I'estudi.

Foretz et al van suggerir que el mediador de I'efecte de la insulina sobre la transcripcié de la GK
hepatica podia ésser SREBP-1c (sterol-regulatory-element-binding protein-1c) [14]. Des de llavors,

diversos estudis han proporcionat evidéncies tant a favor com en contra d'aquesta hipotesi (Taula 3):
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Evidéncies que SREBP-1c regula GK

Evidéncies que SREBP-1c NO regula GK

Estudi de Foretz et al [14]:

- SREBP-1c s'indueix per insulina a nivell
transcripcional als hepatocits.

- En sobrexpressar SREBP-1c en hepatocits en cultiu,
s'observa un increment del contingut de mRNA de
GK.

- En sobrexpressar un dominant negatiu de SREBP-1c
en hepatocits en cultiu, no s'observa un increment

del mRNA de GK.

Estudi de Stoeckman et al [152]:

- L'expressio induible d'una forma madura de SREBP-
1c en hepatocits no produeix un increment de
MRNA de GK.

Estudi de Becard et al [153]:

- En ratolins amb diabetis de tipus 1 induida amb
estreptozotozina, la sobrexpressid hepatica de
SREBP-1c resulta en un increment dels nivells de
mRNA i d'activitat GK, tal i com succeeix en
administrar insulina.

Estudi de Liang et al [17]:

- En un animal genosuprimit per SREBP-1c, el mRNA
de GK fou induit de manera normal durant les
transicions dejuni-alimentacio.

Estudi de Liang et al [17]:

- Quan els fetges dels ratolins no tenen formes
madures de SREBP (ratolins deficients per SCAP o
S1P, que son proteines implicades en el
processament de la proteina SREBP madura) no es
produeix I'augment dels nivells de mRNA de GK en
re-alimentacid.

Estudi de Ono et al [154]:

- En un animal genosuprimit per SREBP-1c, la
infeccid del fetge amb un virus que codifica per Akt
(imitant la via de senyalitzacié d'insulina) indueix
fortament la transcripcid de GK.

Estudi de Kim et al [155]:

- S'han identificat dos elements de resposta a SREBP-
1c en el promotor hepatic de la GK, anomenats
SREa i SREb.

- S'ha demostrat in vivo i in vitro que SREBP-1c
s'uneix als SREa i SREb del promotor hepatic de la
GK.

Estudi de Hansmannel et al [156]:

- En experiments realitzats en hepatocits en cultiu
estimulats amb insulina, SREBP-1c no s'uneix al
promotor de la GK pero si a FAS (tipica diana de
SREBP-1c).

- Lainsulina produeix un increment del mRNA de GK
en un temps en el qual encara no hi ha augment de
la proteina SREBP-1c madura.

- La induccié de SREBP-1c, via inducci6 amb un
lligand sintétic de LXR, produeix una activacié de
FAS sense detectar-se canvis en el mRNA de GK.

Estudi de Gregori et al [157]:

- Amb estudis de "time-course" i genosupressié de
SREBP-1c en hepatocits en cultiu, demostren que la
induccié de I'expressio de GK per insulina té lloc en
abséncia de proteina SREBP-1c madura al nucli.

Estudi de Denechaud et al [158]:

- L'expressio de GK augmenta correctament en la re-
alimentacié d'animals genosuprimits per LXRa/B,
malgrat que presenten una absencia total de la
proteina SERBP-1c madura al nucli.

Taula 3. Relacié d'estudis sobre la regulacié transcripcional de la GK per SREBP-1c.

Conjuntament, aquests estudis demostren que SREBP-1c no és essencial per a la induccié rapida de la

transcripcié de la GK en resposta a la insulina, pero pot tenir un paper a llarg termini. Per altra banda,
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suggereixen que SREBP-1c podria actuar en sinérgia amb un o més factors de transcripcié per activar

I'expressio de GK en resposta a insulina.

Un altre candidat pel control de I'expressié de GK dependent d'insulina és el complex format per HIF-
1la, HNF-4 i p300 [159]. Existia el coneixement previ de |'existencia dels llocs d'unié per al factor de
transcripcié HNF-4 (hepatocyte nuclear factor) en els 100 primers pb del promotor hepatic de la GK
[141, 160], i també de I'existéncia de seqiencies E-box on s'uneix el factor de transcripcié HIF-1a
(hypoxia-inducible factor-l1a). Segons aquesta hipotesi, la unié de la insulina al seu receptor de
membrana provoca l'activacié de la via Pls-cinasa/Akt, i a continuacié s'indueix la fosforilacié del
coactivador transcripcional p300 i I'estabilitzacié de la proteina HIF-1a. Quan p300, HNF-4 i HIF-1a
interaccionen en el promotor de la GK té lloc una important activacio de |'expressié genica [159]. La
sinérgia entre HIF-1a (relacionat amb la hipoxia) i la insulina pot ésser important en I'expressio zonal

de la GK al fetge perivends, poc oxigenat en comparacié amb la regid periportal.

Recentment, s'ha descrit que els retinoids sinergitzen amb la insulina per induir I'expressié de la GK
hepatica via activacido de RAR (retinoic acid receptor) i RXR (retinoid X receptor) [161]. També ha
aparegut un estudi en qué es determina que cal ERR-a (estrogen-related receptor-a) per a la
transcripcié de la GK hepatica en resposta a insulina [162]: demostren que existeix un lloc d'unio a
ERR-a en la seqiieéncia promotora de la GK i que cal la interaccid6 entre PGC-la (peroxisome

proliferator-activator receptor coactivator 1-a) i ERR-a per tal que tingui lloc la transcripcid génica.

Regulacié per glucagéd: El glucagd i el seu segon missatger cAMP tenen un paper regulador negatiu

sobre la transcripcid de la GK. A més, el seu efecte inhibidor de la transcripcié és dominant sobre la
insulina [146]. Per tant, el glucagd o el cAMP provoquen una disminucio rapida del mRNA de GK per

tal de minimitzar la despesa energética en periodes de restriccid calorica.

Regulacié per glucocorticoids i hormones tiroidees: els glucocorticoids sén un requisit per a la

induccié del mRNA de GK per insulina en els cultius primaris d'hepatocits; el seu efecte és permisiu ja
que la presencia de glucocorticoids per si sola no activa la transcripcié del gen [146]. Per altra banda
existeixen dos estudis en hepatocits de rates neonates en qué la hormona tiroidea T3 promou

I'increment dels nivells de mRNA de GK [163, 164].

Altres elements que poden estar implicats en la transcripcid de la GK hepatica soén:

- HNF-6 (hepatocyte nuclear factor-6), el qual és un transactivador hepatic que juga un paper
important en la diferenciacié del fetge i contribueix a la regulacid transcripcional d'enzims

gluconeogenics com la PEPCK i la glucosa-6-fosfatasa. S'han detectat dos llocs d'unié per HNF-6 al
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promotor hepatic de la GK i s'ha determinat que HNF-6 promou l'activacié basal d'aquest promotor
[165].

- HNF-3B (hepatocyte nuclear factor-38) té seqiiencies d'unié al promotor hepatic de la GK [166].

- PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor-y) pot activar directament la transcripcié de la
GK via la unié als PPRE (PPAR-y response element) detectats a la seqliéncia promotora de la GK
hepatica. La induccid de la transcripcié té lloc mitjangant la formacié del dimer PPAR-y-RXR [167].
Aquesta troballa obre la possibilitat que la induccié de la GK hepatica per PPAR-y sigui un dels efectes
beneficiosos dels farmacs thiazolidinediones (TZD), activadors de PPAR-y que s'empren en el
tractament de la diabetis tipus 2.

- La fructosa-2,6-bisfosfat provoca l'activacid de la via d'Akt i s'ha demostrat in vitro i in vivo que

condueix a un increment de la transcripcid de la GK hepatica en abséncia d'insulina [33].

B. Regulacid post-transcripcional

La GK hepatica i la GK pancreatica (parlem de GK pancreatica perquée la majoria d'estudis s'han
realitzat a la cél-lula B del pancrees), tot i tenir caracteristiques cinétiques iguals, presenten alguns
mecanismes de regulacié post-transcripcional diferents. Per exemple, el contingut de GK a la cél-lula
B pancreatica és modulat per la glucosa. Sembla ser que la glucosa s'uneix a I'enzim i I'estabilitza,
disminuint-ne el recanvi proteic i, per tant, incrementant-ne el contingut cel-lular sense que aixo
impliqui un augment del metabolisme [168]. En canvi, la glucosa no afecta el contingut de GK al
fetge.

A la Taula 4 es presenten els mecanismes de regulacid post-transcripcional que es coneixen

actualment per a la GK i que seran ampliats en els apartats seglients d'aquest capitol.

Estabilitzacio per glucosa Si no
MODIFICACIONS COVALENTS:
fosforilacié ? si
Nitrosilacié Si ?
INTERACCIONS PROTEIQUES:
GKRP no si
PFK-2 si si
BAD si si
NOS si ?
Penta-ubiquitina si si
GKAP ? si
Precursor de la propionil-CoA carboxilasa si ?
REGULACIO AL-LOSTERICA:
Acils-CoA ? si
GKAs si Si

Taula 4. Mecanismes de regulacioé post-transcripcional descrits per a la GK.
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B.1 Modificacions covalents:
S'ha descrit que la GK pot presentar dos tipus de modificacions covalents: 1) fosforilacié dels residus
de serina/treonina i 2) nitrosilacié dels residus de cisteina. No es coneix encara, pero, si aguestes

modificacions tenen un paper fisiologic en la regulacié de I'activitat GK.

Ekman et al van descriure fa uns 20 anys que la GK hepatica de rata podia ésser fosforilada per PKA
(cAMP dependent protein kinase) en residus de serina i que aquesta fosforilacié provocava una
inactivacié parcial de I'enzim [169]. Treballs més recents han confirmat la fosforilacié per PKA d'una
GK recombinant i la consequent inactivacié de I'activitat GK (30%) [170]. La GK té el motiu conservat
RRXT (aa 428-431) i dos motius RXS (aa 359-361 i 395-398). Els motius RXS normalment sén substrat
de PKA in vitro pero no in vivo, mentre que el motiu RRXS/T és sovint un substrat in vivo. Podria ésser
que la fosforilacilé de la GK per PKA contribueixi a la inhibicié de la fosforilacié de la glucosa per

glucagd, pero encara no s'ha demostrat.

A diferencia de les altres HK de vertebrats i de llevat, la proteina GK presenta un alt contingut de
residus de cisteina i és molt sensible a qué els seus grups sulfhidril siguin oxidats. L'estat redox dels
grups sulfhidril afecten I'activitat catalitica de I'enzim, ja que s'ha observat que en assajos d'activitat
en absencia d'agents protectors de grups tiol (ditiotreitol o mercaptoetanol) I'activitat GK va decaient
amb el temps. Aquesta disminucié de I'activitat s'explica perque, en estar oxidada als grups sulfhidril,
es formen ponts disulfur que bloquegen els canvis conformacionals requerits pel procés catalitic de
la GK [171-173]. S'ha detectat que quatre dels residus cisteina de la GK estan inclosos en motius de
nitrosilacioé (aa 220, 364, 371, 434) i, a més, s'ha demostrat que sén nitrosilats en les cel-lules B [174,
175]. Si la nitrosilacié causa activacid catalitica no s'ha determinat, perd sembla estar implicada en un

mecanisme de regulacio de la secrecid d'insulina estimulada per glucosa [174].

B.2 Interaccions proteiques:

La distribucio intracel-lular i la funcié de la GK estan influides per I'associacié de I'enzim amb altres
macromolecules. A més, podria ésser que les interaccions proteiques fossin una estrategia per
preservar l'activitat enzimatica de la GK, ja que com s'ha esmentat anteriorment, és un enzim

inestable degut a la seva alta sensibilitat a I'oxidacié dels grups sulfhidril.

a) Interaccié amb la GKRP (glucokinase regulatory protein)

La GKRP és el principal mecanisme de regulacidé post-transcripcional de la GK hepatica i afecta tant
I'activitat com la localitzacié subcel-lular de I'enzim. Fou descoberta per Van Schaftingen et al a partir
de dues observacions anteriors que havien suggerit |'existencia d'un mecanisme inhibidor de la

fosforilacié de glucosa al fetge [176]:
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- La primera fou el descobriment que la fosforilacié de la glucosa en hepatocits intactes tenia una
dependencia sigmoidal en la glucosa, perdo amb una menor afinitat que I'esperada a partir de la
cinética de l'enzim purificat. Aquesta baixa afinitat fou restablerta si es canviava el Na*
extracel-lular per K* [177].

- La segona observacié anomala fou que concentracions micromolars de fructosa estimulaven la
fosforilacid de la glucosa en hepatocits en cultiu primari [178].

Com que la fructosa és metabolitzada a fructosa-1-fosfat als hepatocits, es postula que la GK era

regulada per un mecanisme inhibidor que es revertia amb la fructosa-1-fosfat. A continuacio,

s'identifica una proteina en extractes de fetge mitjancant un fraccionament per cromatografia
d'intercanvi ionic, i aquesta proteina complia els requisits d'inhibir la GK i el seu efecte inhibidor era
revertit amb la fructosa-1-fosfat [176]. S'anomena proteina reguladora de la GK (GKRP). La GKRP no
s'havia pogut detectar previament perque la seva unié a la GK és baixa en els assajos convencionals
de GK, que es realitzen en un medi que conté 100 mM de glucosa i 100 mM de KCIl. Després

d'aquesta troballa, la unié de la GK hepatica a la GKRP s'ha demostrat per ultracentrifugacié [179],

per cromatografia d'exclusié [180], per co-immunoprecipitacié [181] i pel sistema dels dos hibrids en

llevats [182].

Pel que fa a la modulacid de I'activitat GK, la GKRP n'és un inhibidor competitiu respecte la glucosa. El

model de regulacié que s'ha proposat és que la GKRP existeix en dues conformacions, una de baixa
afinitat per a la GK i l'altra, d'alta [183]. La fructosa-6-fosfat i la fructosa-1-fosfat, les quals
competeixen per un mateix lloc d'unié a la GKRP, afavoreixen I'estat d'alta afinitat o de baixa afinitat,
respectivament. La unié de la fructosa-6-fosfat a la GKRP afavoreix la interacci6 GKRP-GK amb un
efecte negatiu sobre |'activitat enzimatica; mentre que la unié de la fructosa-1-fosfat debilita la
interaccio GKRP-GK i allibera GK activa (Figura 15). La fructosa-1-fosfat intrahepatica augmenta
després de l'absorcié intestinal de fructosa, la qual és convertida a fructosa-1-fosfat per la
fructocinasa hepatica. En canvi, la inhibiciéd de la GK per fructosa-6-fosfat lligada a la GKRP podria
ésser un mecanisme indirecte de regulacié per "feedback" negatiu, ja que la fructosa-6-fosfat esta en
equilibri amb la glucosa-6-fosfat (producte de la reaccié de la GK), tot i que no esta clara la seva
rellevancia a nivell fisiologic. Tenint en compte que la inhibicié de la GK per GKRP és competitiva amb
la inhibici6 per manoheptulosa (estabilitza la conformacié super-oberta de la GK), pero és
independent de la inhibicid per N-acetilglucosamina (estabilitza la conformacié tancada de la GK)

[184, 185], es va concloure que la GKRP s'uneix a la GK en conformacié super-oberta.
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Figura 15. Model de I'accié de la GKRP sobre la GK. La fructosa-6-fosfat (F6P) i la fructosa-1-fosfat (F1P)
s'uneixen a dues conformacions diferents de GKRP, simbolitzades per cercles o quadrats (color blau). Només
una d'aquestes dues conformacions pot unir-se a la GK (color taronja). La unié entre GK i GKRP és competitiva
respecte la glucosa. [Adaptat de Van Schaftingen et al. (2004) Discovery and role of glucokinase regulatory protein. In

Glucokinase and Glycemic Disease. From Basics to Novel Therapeutics (Matschinsky, F.M. and Magnuson, M.A., eds) Vol. 16,
pp. 193-207, Karger, Basel)]

Pel qué fa a la regulacié de la localitzacid subcel-lular de la GK, la GKRP juga un paper fonamental en

la importacié de la GK al nucli i en la localitzacié de la GK al compartiment nuclear. Els animals "null"
de GKRP presenten la GK localitzada al citoplasma, fins i tot a baixa concentracié de glucosa [186,
187]. Aquests estudis posen de manifest que la GKRP és essencial per a la importacié de la GK al
nucli, ja que la seqiiéncia proteica de la GK no presenta cap senyal d'importacid al nucli. En canvi, si
que conté un senyal d'exportacié (NES nuclear export signal) [188]. Diversos treballs suporten
aquesta teoria: quan cel-lules HelLa [188, 189] o cel-lules embrionaries de ronyé huma [190] sén
transfectades amb el gen de la GK, la proteina presenta una localitzacié citosolica i no s'acumula al
nucli ni en presencia de leptomicina B (la qual inhibeix I'exportacié nuclear depenent de senyal). En
contrast, quan la GK és coexpressada amb GKRP [188, 190], ambdues proteines s‘acumulen al nucli.
També s'ha usat una forma mutant de GK amb una afinitat reduida per a la GKRP i s'observa que la
GK no es transloca al nucli ni en presencia ni en abséencia de GKRP, de manera que es confirma que la
GKRP és imprescindible per a I'entrada de la GK al nucli [188, 189]. Totes aquestes dades estan
corroborades per estudis d'immunotincié de fetges d'animals: en situacié d'alimentacio la GK té una
distribucid citosolica, mentre que en situacid de dejuni s'observa una localitzaci6 de la GK
majoritariament nuclear [191, 192].

Tot i que la GKRP és essencial per a la localitzacié nuclear de la GK, a dia d'avui encara no s'ha resolt
quin és el mecanisme d'entrada de la GK al nucli. Transloca al nucli independentment de la GKRP o
en conjuncio? Per poder-ho resoldre primer caldria aclarir si existeix un pool citoplasmatic de GKRP a
més del pool nuclear. La majoria d'estudis in vitro i in vivo han demostrat que la GKRP és present
Unicament al nucli [186, 188, 189, 193, 194], pero altres suggereixen que existeix un transit de GKRP

entre el nucli i el citoplasma [195, 196]. En principi, la importacié de proteines al nucli té lloc via

66



INTRODUCCIO

porus nuclears i implica el reconeixement de seqiéncies de localitzacid nuclear (NLS nuclear
localization signal). Com que la GK no té NLS, és incapac d'entrar al nucli per si sola. Com que tots els
estudis demostren que es requereix GKRP per detectar GK al nucli, s'ha assumit que la GK s'importa
al nucli de forma dependent de GKRP. Segons Shiota et al la GKRP tindria un senyal NLS i la
importacié de les dues proteines al nucli seria a través d'un sistema piggy-back [188]. A baixes
concentracions de glucosa, la formacié del complex GKRP-GK resultaria en I'entrada i el segrestament
d'ambdues proteines al nucli. El fet que la unié GKRP-GK emmascari la seqiiencia NES de la GK (entre
els aa 300 i 310) podria ésser part del mecanisme. En estats metabolics acompanyats d'altes
concentracions de glucosa i/o altes concentracions de fructosa-1-fosfat i suficients nivells d'ATP, el
complex GKRP-GK es dissociaria i la seqiéncia NES de la GK seria funcional, permetent la rapida
exportacié de la GK del nucli.

Pel que fa a l'exportacié també existeixen llacunes de coneixement, principalment sobre si la
dissociacid del complex GK-GKRP té lloc exclusivament al nucli i també sobre si la GKRP s'exporta o
no al citoplasma durant aquest procés. La dissociacié del complex GK-GKRP pot ésser induida per 3
classes de compostos: 1) precursors de fructosa-1-fosfat (com la fructosa i el sorbitol) i també
tagatosa la qual és metabolitzada a tagatosa-1-fosfat, un analeg de la fructosalP [197, 198]; 2)
concentracions milimolars de glucosa (20 mM) i analegs de glucosa com la manoheptulosa, 5-
tioglucosa i glucosamina [199]; 3) activadors de la GK farmacologics (GKAs) [180, 200]. Com que els
GKAs afavoreixen la conformacié tancada de la GK, i la manoheptulosa i la glucosamina mimetitzen el
canvi conformacional induit per la glucosa, els efectes d'aquests compostos s'expliquen per una
menor afinintat de la GKRP per a la conformacid tancada de la GK. Hi ha un fort sinergisme entre els
precursors de la fructosa-1-fosfat i dels analegs de glucosa sobre la dissociacié de la GK. Aquest fet
pot explicar-se per la unié d'aquests lligands amb al GKRP i la GK, respectivament. Els precursors de
la fructosa-1-fosfat provoquen una dissociacié del complex més rapida que la provocada per glucosa
o manoheptulosa, ja que les Ultimes requereixen una transicié conformacional de la GK que és lenta
[13]. Un cop s'ha dissociat el complex GK-GKRP, la GK lliure pot ésser exportada lliurement gracies a
la seqliencia NES que conté. Existeix una hipotesi alternativa, amb el suport de les observacions que
la GKRP transloca en tandem amb la GK durant I'estimulacié per substrat [195, 196], segons la qual la
GKRP transloca al citoplasma conjuntament amb la GK tant com a complex dimeric o com a proteines

lliures. Totes aquestes hipotesis estan representades a la Figura 16.
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Figura 16. Localitzacié subcel-lular de la GK i la GKRP. A 5 mM de glucosa, la GK és segrestada al nucli on
roman inactiva unida a la GKRP. Després de la injesta, 'augment de la concentracié de glucosa provoca la
translocacié de la GK al citoplasma: el complex GKRP-GK pot dissociar-se al nucli, seguit de I'exportacié de la GK
i potser també de la GKRP (1), o bé, el complex pot sortir del nucli i dissociar-se al citoplasma (2), on la GKRP
pot romandre o pot retornar al nucli (3). Després de la fase absortiva, quan la glucosa torna a nivells baixos, la
GK és importada al nucli pressumptament unida a la GKRP (4).

Existeixen altres factors que també afecten la dissociacid del complex GKRP-GK induida per glucosa.
La insulina afavoreix la dissociacié del complex [198], mentre que la dissociacio és contrarestada per
glucagd [198], etanol [197], glicerol [197], activadors de I'AMPK [201], un baix contingut cel-lular de
fructosa-2,6-bisfosfat [202, 203], i la deplecié d'ATP [198, 204]. La inhibicié de la dissociacié del
complex que provoquen aquests factors esmentats no es pot explicar per canvis en el contingut de
fructosa-1-fosfat/fructosa-6-fosfat. Aquest fet indica que altres mecanismes hi estan involucrats, com
podria ésser la modificacié covalent de la GKRP o bé I'existencia d'altres proteines d'unioé. En el cas
de la modificacié covalent de GKRP, s'ha demostrat que és substrat de I'AMPK la qual la fosforila al

residu Serag, [201].

El significat fisiologic de la interaccid de la GK amb la GKRP pot deduir-se considerant les dades

seguents:

- Els ratolins deficients en GKRP presenten una reduccid dels nivells de proteina GK al fetge, malgrat
gue expressen els mateixos nivells de mRNA de GK que els animals control [186, 187]. Aquest fet
indica que la GKRP estabilitza i protegeix el pool de GK intracel-lular. Per altra banda, la
localitzacié exclusivament citoplasmatica de la GK en els ratolins knock-out de GKRP és una
evidencia inequivoca del paper de la GKRP en segrestar la GK al nucli. Pel que fa al fenotip, tenen
un control alterat de la glicemia post-prandrial, tot i que no presenten una reduccié de la secrecid

d'insulina ni canvis en la glicemia en deju. La disminucié de I'activitat GK en els heterozigots i els
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homozigots era major en dejuni (38% i 85%, respectivament) que en alimentacié (15%, 52%),
suggerint que en estat d'alimentacié existeixen altres mecanismes que estabilitzen la GK.

Usant un assaig basat en la inhibicid de la GK hepatica de rata, es va poder detectar GKRP en el
fetge de totes les espécies animals testades que expressen GK, com per exemple, rata, home,
porc, gos, conill, tortuga i Xenopus laevis. Els fetges d’espécies que no expressen GK, com el gat o
la cabra, no tenen GKRP detectable [205]. Per altra banda, durant la ontogenia, I'expressid de la
GKRP precedeix a la de la GK: la GKRP apareix al fetge de rata pocs dies abans del naixement, i la
seva concentracié augmenta progressivament durant el primer mes de vida extrauterina. GKRP és
doncs present al fetge quan la GK comenca a apareéixer a la tercera setmana de vida [205]. Per
tant, la GK al fetge no s'expressa sense la GKRP. També cal considerar que la GKRP sempre esta
present en excés molar sobre la GK (la ratio molar GKRP/GK és de l'ordre de 3 en rates
alimentades) [206]. Tot plegat és consistent amb el concepte que GK i GKRP formen una unitat
funcional i que la GKRP és necessaria per al funcionament adequat de I'enzim.

A nivell de regulacié transcripcional, el mRNA de la GKRP és induit per altes concentracions de
glucosa pero aparentment no per la insulina. La regulacié diferencial per insulina dels nivells de
mRNA de GK i de GKRP fa preveure que la insulina augmenta l'afinitat de I'hepatocit per a la
glucosa mitjangcant un increment de la ratio GK/GKRP, mentre que les concentracions elevades de
glucosa i la resistencia a insulina tindrien I'efecte contrari i provocarien una disminucié de I'afinitat
per la glucosa [13].

La sobrexpressid mitjangant adenovirus de GKRP en ratolins amb diabetis de tipus 2 induida per
una dieta rica en greixos provoca una millora de la glicemia en dejuni i en un test de tolerancia a
glucosa [207]. Aquest fenotip pot ésser conseqiiencia de la millora en la sensibilitat a la insulina,
disminucié del pes corporal, i un augment dels nivells de triglicerids sanguinis en dejuni. A
diferéncia d'altres estudis de sobrexpressié de la GKRP in vitro [208], els nivells de proteina GK
hepatics en aquest model animal no incrementaren.

En les rates diabetiques Zucker hi ha un defecte en la translocacié de la GK, ja que la GK esta
predominantment localitzada al nucli i no es transloca quan hi ha un augment de glicemia i
insulinemia. Tot sembla indicar que aquesta podria ésser una de les causes que condueix a la
diabetis [209].

Estudis a tot el genoma realitzats per I'Associacié "Diabetes Genetics Initiative” (DGI) han
proporcionat evidencia que el locus on esta localitzat el gen de la GKRP esta associat amb alts
nivells de triglicerids en plasma en deju. De tots els polimorfismes de nucleotid Unic (SNPs, single
nucleotide polymorphism), rs780094 explica la gran proporcié de la variabilitat interindividual en
els nivells de TAG plasmatics [210]. L'estudi d'aquest polimorfisme en la poblacid danesa va

demostrar una forta associacid entre aquest al-lel i els nivells elevats de TAG en dejuni,
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conjuntament amb una disminucié dels nivells d'insulina i una reduccid del risc de diabetis de tipus
2 [211].

Conjuntament aquests estudis indiquen que la GKRP ocupa un lloc central en la regulacio de les
vies hepatiques del metabolisme de glicids i de lipids aixi com de la sensibilitat a la insulina, ja
que la GKRP és capacg d'afectar I'is hepatic de glucosa i la sensibilitat dels hepatocits als canvis en

les concentracions de glucosa.

En conclusid, la interaccié de la GK amb la GKRP provoca una inhibicié de l'activitat GK a causa del
segrestament de la GK al nucli. La importancia d'aquesta localitzacid nuclear és que permet
estabilitzar la proteina GK i que n'existeixi un gran reservori, el qual pot mobilitzar-se rapidament
després de la ingesta per activar I'Us i 'emmagatzemament de la glucosa al fetge (la translocacid té
lloc en 30 minuts [193]). Per tant, és un procés de regulacié molt més rapid i eficient que la induccio
de la sintesi de novo de GK per insulina. Per altra banda, el fet que la GK retorni al nucli quan s'ha
acabat el procés de captacié de glucosa podria disminuir el cicle futil entre la glucosa i la glucosa-6-
fosfat a I'hepatocit per tal de no malgastar energia [193]. En la mateixa linia, I'activitat GK genera un
senyal de glucosa que activa la transcripcié de diversos gens glicolitics i lipogénics. Per tant, en
situacié post-absortiva és necessari retornar la GK al nucli per evitar el manteniment de la

transcripcié d'aquests factors els quals ja no sén requerits i aixi també estalviar energia.

A part del fetge, també s'ha descrit la presencia de la GKRP a I'hipotalem [212, 213] on realitzaria

funcions de regulacié de la GK que encara no s'han especificat.

b) Interaccié amb la 6-fosfofructo-2-cinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa (PFK-2)

L'enzim PFK-2 és responsable de la formacié i degradacié regulada de la fructosa-2,6-bisfosfat, un
activador al-losteric clau de I'enzim 6-fosfofructo-1-cinasa, i per tant, de la glicolisi. Mitjangant el
sistema dels 2 hibrids en llevat, es va demostrar que la GK interaccionava amb els dominis fosfatasa
de la PFK-2, tant de la isoforma de PFK-2 present a la cél-lula B pancreatica, com de la PFK-2 de fetge
[182].

Per entendre la funcié biologica de la interaccié GK-PFK-2 al pancrees, es va sobrexpressar la PFK-2
en cél-lules d'insulinoma i el resultat obtingut fou un increment de |'activitat especifica GK sense
canvis en els nivells de proteina GK [214, 215]. Aquest increment de I'activitat GK estava relacionat
amb un increment de la secrecié d'insulina estimulada per glucosa.

En el fetge, la unidé d'un petit pool de GK a la PFK-2 sembla estar relacionat amb I'activacié de la GK

aixi com amb un augment de |'activitat cinasa de la PFK-2 que comporta un increment del contingut
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de fructosa-2,6-bisfosfat. Per tant, la formacid del complex GK-PFK-2 promou una activacié
coordinada de la fosforilacid de glucosa i de la glicolisi al fetge que podria ésser important en
situacions de re-alimentacio [203, 216].

En conjunt, s'ha proposat que la PFK-2 és un lligand citosolic per a la GK que pot funcionar com un
activador de l'activitat GK [13, 203]. Resta entendre el mecanisme d'aquesta activacid. Podria ésser
que la interaccié GK-PFK-2 protegis la GK de |I'oxidacié dels grups SH i afectés la quantitat de proteina
GK activa, o bé que la unié de la PFK-2 provoqués una activacid al-losterica de la GK similar a la

promoguda pels GKAs farmacologics.

c) Interaccié amb BAD

BAD funciona com una altra proteina lligand de GK tant als illots pancreatics com als hepatocits que
comporta la localitzacié de la GK associada a la membrana mitocondrial externa (no s'ha estudiat en
els altres tipus cel-lulars que expressen GK) [217, 218]. Es descobri I'existéncia de la interaccio BAD-
GK en estudiar ratolins genosuprimits per BAD: els desapareixia un complex multiproteic associat a la
membrana mitocondrial externa que esta format per BAD, GK, WAVE (wiskott-aldrich family
member), subunitats catalitiques de la proteina fosfatasa 1 (pp1) i de la proteina kinasa a (pka).

En els hepatocits, la interaccio BAD-GK esta implicada en el manteniment del metabolisme oxidatiu
de la glucosa perque estava reduit en els hepatocits dels ratolins knock-out de BAD (s’observava una
disminucié de la respiracié mitocondrial) [217]. No obstant, cal tenir precaucié perque la GK
associada als mitocondris és una petita fraccié del contingut total de GK.

A la cel-lula B pancreatica, els ratolins knock-out de BAD presentaven una secrecio d'insulina que no
responia a glucosa. La secrecié d'insulina es restablia en introduir-hi péptids amb una seqiiéncia
comparable a BAD i, a més, també incrementaven l'activitat GK [218]. S'ha suggerit que BAD serveix
per a 2 funcions a les cél-lules B: 1) quan esta fosforilat, BAD té una funcié metabolica com a
mitjancer de la unié de la GK al mitocondri; 2) quan esta desfosforilat funciona com un modulador
negatiu dels factors antiapoptotics BAX i BAK. Els nivells de glucosa alts desplacen I'equilibri entre la
forma unida a GK i les formes unides a BAX i a BAK, estimulant la secrecié d'insulina i la supervivéncia

de la cél-lula B augmentant la massa de cel-lules B de manera dependent de la glucosa (Figura 17) .
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Figura 17. Esquema de la interaccié entre BAD i GK. (Adaptada de Downward et al [219]).

d) Altres interaccions proteiques

L'impacte del model de GKRP va conduir a diversos investigadors a la recerca d'altres proteines que
puguin afectar I'activitat o la localitzacié de la GK, sobretot a les cél-lules B on la GKRP és absent. De
les proteines que s'han trobat, recollides a la Taula 5, cal fer més investigacions per provar que la

seva interaccié amb la GK té un impacte en I'activitat GK i/o en la funcio cel-lular.

Importancia funcional Referéncies

NOS (nitric oxide synthase) A la c‘el-'IL'JIa B, Ia‘NOS nll.tr05|!a la GK i facilita la seva [175]
associacié amb granuls d'insulina
Penta-ubiqiitina La unid dublqyltln‘a'\ a Ires@.Js de lisina de la GK [220]
provoca una activacio de I'activitat GK
, La interaccié s'identifica pel sistema de 2 hibrids en
GKAP'(qucokmafe- llevat amb una llibreria de cDNAs de fetge. Estimula [170]
associated protein) e
I'activitat GK .
. La interaccié s'identifica pel sistema de 2 hibrids en
Subunitat precursora de la . . R
.. . llevat amb una llibreria de cDNAs de cellula B. [221]
propionil-CoA carboxilasa . e
Estimula I'activitat GK .

Taula 5. Altres interaccions proteiques descrites per ala GK.

B.3 Regulacio al-losterica:
A nivell d'assaig enzimatic de la GK, s'ha descrit que els acids grassos de cadena llarga (Acils-CoA) sén
potents inhibidors de la GK, amb una inhibicié competitiva respecte tant a la glucosa com a I'ATP. Els

Acils-CoA no s'uneixen al centre catalitic i sembla que generen un canvi conformacional de I'enzim
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[222-224]. A nivell d'hepatocits, es va observar un petit efecte inhibitori del palmitat sobre Ia
fosforilacié de glucosa, aixi com un descens del contingut cel-lular de la glucosa-6P [222]. Tot i que no
esta clar si els Acils-CoA sén inhibidors al-lostérics de la GK in vivo, la supressié fisiologica de

I'activitat GK a elevades concentracions d'acids grassos és plausible.

Per altra banda, s'ha postulat I'existéncia d'un activador al-lostéric de la GK basant-se en: 1) els
estudis de Wals et al, que van observar discrepancies entre les taxes mesurades de fosforilacié de
glucosa i les esperades en assajos de marcatge de la glucosa amb 2H,0 en hepatocits [225]. 2) el
descobriment dels activadors farmacologics de la GK (GKAs) [137], que causen un augment de
I'activitat enzimatica en unir-se en un lloc al-lostéeric putatiu, diferent del centre actiu, descrit per
Kamata et al [136]. Tot i que no es coneixen activadors al-losterics fisiologics de la GK, de moment
s'han proposat diverses proteines com a candidats a activadors al-losterics de la GK: GKAP, la

subunitat precursora de la propionil-CoA carboxilasa, la PFK-2 o la poliubiqitina (Taula 5) [13].

3.3 Funcid biologica de la GK als teixits on s'expressa

Ceél-lula B pancreatica

En aquestes cel-lules pancreatiques encarregades de sintetitzar i secretar insulina en resposta a la
glicemia, cal un mecanisme sensor de glucosa. La GK és la molecula encarregada de desenvolupar
aquest paper per diverses raons [123]. Les caracteristiques bioquimiques de I'enzim sén tals que les
concentracions fisiologiques de glucosa (4-8 mM) poden determinar la taxa del metabolisme de
glucosa a la cel-lula B, ja que el transport de glucosa no és limitant (gracies a I'abundancia del
transportador de glucosa GLUT-2). A més, les cel-lules B no tenen practicament maquinaria per a la
la concentracié intracel-lular de glucosa, al contingut de GK i als nivells del substrat MgATP (que
acostumen a ésser saturants). Aquest disseny bioquimic permet a la D-glucosa dirigir i regular el
metabolisme intermediari de la cél-lula B i la generacié de factors que acoblen el metabolisme a la
biosintesi i secrecid d'insulina amb una forga de control propera a la unitat.

Com que a la cel-lula B hi ha baixa activitat LDH (lactate dehydrogenase) i hi existeixen eficients
transportadors d'hidrogen als mitocondris, el producte predominant de la glicolisi en aquestes
cel-lules és el piruvat. Els nivells citosolics de piruvat i I'accié de 2 enzims mitocondrials, la piruvat
deshidrogenasa (genera acetil-CoA per al cicle de Krebs) i la piruvat carboxilasa (produeix oxalacetat i
inicia el cicle del piruvat), determinen la taxa del metabolisme de piruvat. Aquestes dues reaccions

regulant la generacié d'ATP i I'anaplerosi del cicle de krebs, respectivament, sén processos crucials
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downstream en el procés de secrecid d'insulina estimulat per glucosa. Tot plegat condueix a quée un
increment del metabolisme de glucosa provoqui un augment del potencial (ATP:ADP+Pi) que és
causant de la despolaritzacié de la membrana cel-lular. Es aixi perqué s'inhibeixen els canals de K*
sensibles a ATP, la qual cosa activa I'entrada de calci extracel-lular a través dels canals de calci
dependents de voltage i també es generen altres segons missatgers, com I'cAMP i el diacilglicerol
(DAG). L'increment citosolic de Ca**, cAMP i DAG cooperen per dirigir I'exocitosi dels granuls que
contenen la insulina (Figura 18) [120, 121, 144, 168]. Per tant, la secrecié d’insulina és totalment

dependent del metabolisme de glucosa iniciat amb la GK.

1)
GLICOLISI

Llancadores
mitocondrials

Senyals additius:
Nucleotids: |

ATP
GTP
cAMP

NADPH
Metabolits:

At |Equivalents Glutamat
a

Cicle
de Krebs

Mitocondri ’

reductors - Malonil-CoA

d .

Figura 18. L'activitat GK controla la secrecio d'insulina estimulada per glucosa a la cél-lula B pancreatica.
(Figura adaptada de Maechler et al [226]).

Petits canvis en l'activitat GK poden ésser significatius fisiologicament, ja que afecten directament el
llindar de la secrecid d'insulina estimulada per glucosa (GSIR glucose-stimulated insulin secretion).
Altres factors metabolics associats, com el Malonil-CoA, els acids grassos de cadena llarga, el

glutamat, la glutamina, etc, modulen el GSIR [120, 121, 144, 168].
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Cél-lula a pancreatica
Tot i que molt menys estudiada que a la cel-lula B, la GK també s'expressa a les cél-lules a
encarregades de produir glucagd. Existeixen evidéncies que l'activitat GK senyalitza un efecte

inhibidor directe de la glucosa sobre la secrecid de glucago [227-229].

Cél-lules neuroendocrines de l'intesti

A l'intesti prim hi ha cel-lules que responen a glucosa i que contenen GK, anomenades cel-lules L.
Aquestes cel-lules produeixen GLP1 (glucagon-like peptide 1) en resposta a glucosa, perque
funcionen com a cel-lules sentinelles per quantificar la disponibilitat de nutrients en la ingesta a
I'intesti i senyalitzar aquesta informacid cap al pancrees endocri i cap al cervell. No obstant, el
mecanisme per sensar la glucosa és diferent del que té lloc a les cel-lules B pancreatiques: les
cél-lules L no tenen GLUT-2, sind que tenen transportadors de glucosa dependents de Na* i sembla
que la glucosa indueix la despolaritzacié de la membrana i l'alliberament de GLP1 a causa d'un
increment de Na, més que no pas per un increment del metabolisme de glucosa [230]. De fet, un
estudi recent conclou que la GK no és el principal sensor de glucosa a les cél-lules L humanes, tot i

gue no ofereix suggeriments de quin seria el paper de I'enzim [231].

Neurones de I'hipotalem

Diversos grups identificaren la presencia del mRNA i de la proteina GK a I'hipotalem [232-234],
concretament al nucli arcuat i a la regié ventromedial. A la regié ventromedial, el mRNA de la GK
s'expressa a les neurones que sintetitzen POMC (pre-proopiomelanocotin) i neuropeptide Y
(NPY)/agouti-related peptide (AgRP) les quals juguen un paper critic en les vies neuronals
involucrades en la regulacié de la ingesta i de la despesa energetica. Diversos estudis han demostrat
qgue a la regié ventromedial de I'hipotalem, la GK actua com un enzim que determina el flux del
metabolisme de glucosa i controla I'excitabilitat neuronal [235-237]. Moltes neurones estan
equipades amb canals de K" sensibles a ATP, i I'excitabilitat d'aquestes neurones pot ésser controlada
per la taxa de metabolisme de glucosa i les fluctuacions d'ATP cel-lulars, d'una manera semblant al
que passa a la cél-lula B [238]. Per tal que el sistema sigui semblant a la cél-lula B cal un transport de
glucosa il-limitat, com el mitjangat per GLUT-2 el qual també ha estat localitzat en aquestes cel-lules
hipotalamiques [239]. Per altra banda, metabolits derivats del metabolisme de la glucosa, com el
Malonil-CoA (intermediari de la via lipogéenica), poden tenir un paper senyaltizador intracel-lular
[240].

No obstant, aquesta hipotesi que la GK és un sensor de glucosa al cervell és controvertida perque la
concentracié de glucosa intersticial és de 1.5 mM al cervell, per sota del rang optim de

concentracions en que la GK presenta una cintética ultrasensible respecte la concentracié de glucosa.
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Cel-lules gonadotropes i tirotropes de la glandula pituitaria (o hipofisi)

Les gonadotropines sén hormones que regulen la fertilitat (la qual és profundament influida per la
disponibilitat energética) mitjangant la regulacié de la produccié d'hormones sexuals i esperma, i el
creixement i maduracié dels oocits. L'alliberament de gonadotropina és regulat per la GNRH
(hypothalamic gonadotropin-releasing hormone). S’especula que l'alliberament de gonadotropina és
regulat de manera dependent de glucosa a la glandula pituitaria, amb la GK servint com a sensor
local de glucosa. Probablement una elevada activitat GK i una elevada disponibilitat de glucosa
produeirien un efecte positiu sobre l'alliberament de la hormona [142, 143]. Aquesta vinculacid
podria explicar com la desnutricid pot ésser una causa d’infertilitat femenina.

El senyal de marcatge de GK a les cél-lules tirotropes era inferior que a les gonadotropes, i semblaria
que la preséncia de la GK indica que la sintesi i/o I'alliberament de determinades hormones és

dependent de glucosa [142].

Fetge (hepatocits)

Els hepatocits parenquimals estan exclosos del grup de cel-lules sensores de glucosa perque no
generen cap senyal neuronal o hormonal conegut durant una carrega de glucosa. No obstant, poden
existir cel-lules sensores de glucosa a l'arbre vascular portal, les quals enviarien senyals cap al sistema
nervidés central quan les concentracions de glucosa fossin superiors a les de I'artéria hepatica [241,
242]. L'activacio d'aquest "senyal portal" per glucosa sembla estar potenciat per GLP1, similarment a
I'estimulacié que GLP1 exerceix sobre la secrecid d'insulina estimulada per glucosa a la cél-lula B. No
obstant, el paper de la GK en la generacié d'aquest senyal portal roman incert.

Els hepatocits contenen el 99.9% del total de GK del cos. No és doncs sorprenent que aquest enzim
influeixi sobre el metabolisme intermediari hepatic i I'emmagatzemament d'energia. El transport de
glucosa il-limitat que permet el GLUT-2, conjuntament amb I'afinitat Unica de la GK per a la glucosa,
permeten que les fluctuacions de la concentracid plasmatica de glucosa siguin rapidament traduides
en canvis en la taxa de fosforilacié de glucosa dins de I'hepatocit. La reaccié de la GK controla el flux
de substrats al llarg de les vies metaboliques relacionades amb la glucosa (glicolisi hepatica; oxidacid
de glucosa; cicle de les pentoses fosfat; sintesi de glicogen; sintesi de triglicérids, fosfolipids i
colesterol; glicogenolisi i gluconeogenesi), i, per tant, la taxa metabolica d'aquestes vies sera
dependent de les fluctuacions de la glicemia gracies a l'activitat GK [13, 120, 144]. La relacié
insulina/glucagd, que esta fisiologicament connectada amb un increment de la GK hepatica, també
augmenta |'efecte de la GK sobre els parametres esmentats.

En situacié d'alimentacié (és a dir, en presencia d'altes concentracions de glucosa i una relacidé
insulina/glucagd elevada) té lloc I'alliberament de la GK del complex nuclear GKRP-GK, ja que la

glucosa dissocia el complex. La mobilitzacié de la GK des del nuci al citosol també és estimulada per
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la fructosa-1-fosfat, derivada de la fructosa de la dieta. Per tant, té lloc un augment rapid de
I'activitat GK al citoplasma. La glucosa-6-fosfat obtinguda per I'activitat GK és el punt de ramificacio
per a la xarxa metabolica dels hepatocits:

1) és convertida a piruvat i després a acetil-CoA el qual és substrat del cicle de Krebs. Aixo
genera ATP i citrat, un intermediari crucial i un senyal metabolic per a la sintesi de colesterol i
lipids complexos.

2) la glucosa-6-fosfat és transformada a UDP-glucosa, que és substrat per a la sintesi de
glicogen. A més, la glucosa-6-fosfat serveix com a activador al-lostéeric de la glicogen sintasa i
facilita la defosforilacio i conseqlient inactivacio de la glicogen fosforilasa, de manera que
activa la sintesi de glicogen. En conjunt, la insulina i la glucosa estimulen la sintesi de glicogen
i inhibeixen la glicogenolisi, mentre que el glucagd té I'efecte contrari. A més, la glucosa
també dirigeix el "senyal portal”, que estimula la sintesi de glicogen indirectament a través
de les vies aferents i eferents del sistema nervids central [13, 144, 241, 242].

3) la glucosa-6-fosfat entra a la via de les pentoses fosfat per obtenir poder reductor per a la

sintesi lipidica, i per obtenir substrats per a la sintesi de nucleotids.

En situacions post-absortives, quan baixa la glicemia i disminueix la relacié insulina/glucago,
disminueix la GK citoplasmatica ja que retorna al nucli i, per altra banda, la disminucié de la insulina
provoca una aturada de la transcripcié del gen de la GK. La conseqiiéncia de la disminucié de
I'activitat GK és I'activacio de la gluconeogénesi i de la glicogenolisi.

Per tant, la GK capacita el fetge per a que desenvolupi el seu paper de regulador dels nivells de
glicemia perque li permet d'adaptar el metabolisme a la produccié o a la captacié de glucosa segons

convingui.

Com a resum d'aquest apartat (Figura 19), existeix un sistema dispers i integrat de cel-lules que
contenen GK i que interaccionen entre elles d'una manera complexa per a mantenir I'homeostasi de
glucosa. Si comencem pel fetge, el flux glicolitic esta estimulat per insulina i inhibit per glucagé,
hormones que sdn secretades pel pancrees. La secrecié d'ambdues hormones esta modulada per la
inervacié simpatica i parasimpatica del pancrees. Els centres reguladors de l'input neruonal en la
secrecié d'hormones es creu que estan localitzats a I'hipotalem, on també s'expressa la GK. A més a
més, incretines (com el GLP-1) que afecten la secrecid d'insulina sén produides i alliberades per

cél-lules de l'intesti que també expressen GK.
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Figura 19. Diagrama de la inter-relacié existent entre les cél-lules que expressen GK i el manteniment de
I’lhomeodstasi de glucosa. (SNA, sistema nervids autdbnom) Figura adaptada de Matschinsky et a /[144].

3.4 Patologia molecular de la GK

A causa del paper central de la GK en el metabolisme glucidic hepatic i en el control neuroendocri de
la secrecié d'insulina, una petita variacio de I'activitat GK podria conduir a quadres hipoglicemics o bé
hiperglicemics. Aquestes prediccions foren verificades pel descobriment de I'associacié de la GK amb
malalties com la PHHI (persistent hyperinsulinemic hypoglycemia in infancy), la MODY-2 (maturity
onset diabetes of the young-2) i la PNDM (permanent neonatal diabetes mellitus) [243-250].
Aquestes patologies son degudes a mutacions en el gen de la GK: se n'han descrit unes 250 que
inclouen canvis d'aminoacid, insercions, delecions i variants de splicing (Figura 20) [128, 129, 251-
253]. L'analisi bioquimica de moltes d'aquestes mutacions va revelar que comportaven defectes
moleculars que repercutien en I'activitat enzimatica de I'enzim (canvis en la constant catalitica, en

I'afinitat per a la glucosa, en la coopertivitat per a la glucosa). Existeix un grup de mutacions de GK
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gue tenen una cinética de GK normal, la qual cosa suggereix que provoquen alteracions en la
regulacié post-transcripcional, com una manca d'activacié al-losterica, alteracions en les interaccions

proteiques, inestabilitat termica, disminucio de la vida mitjana de I'enzim, etc.

Promotor cé&llula g

’—> |—' Promotor fetge

Exé1a 1b 1c 2 3 4 5 § 7 8 9 10

.DIN4 ‘RIBW  +GT2R T168P +E200K +T228M -G299R +S360X +5418-1G
AT A53S  +GSOA «G175R V2034  E248X «E300Q V3B7M +S418-Tde
ETOK  +L88del10/  +V182M  «T209M  <E256K <E300K +A384T V4550
Q98X ‘R186X  +T206M  +W257R -L309F +R385X
SA188T  «M210T  +G261R -S336L +K414E
sG193+1 +C213R  +G261E 40 1del
del33 SE221K  +G265X
V226M  ~E279X
L122-1G=T NO26fs SE2700)
*3131P delTinsAA «A250T
*H137TR «G227-2A T
+*F1505 M238fsdelT
*K161+2del10
*K161+2del15

Figura 20. Representacié esquematica del gen de la GK en el locus 7p15-p13.1 i distribucié d'algunes de les
mutacions descrites. (Adaptat de Gloyn et al [254]).

MODY-2 (maturity onset diabetes of the young-2)

La majoria de les mutacions descrites per a la GK sén mutacions inactivadores. Quan un individu
presenta un alel defectiu, que causa una inactivacié de la GK, manifesta una forma familiar
d'hiperglicemia o diabetis lleu, coneguda amb el nom de MODY-2 [127, 168, 244, 251, 253, 255]. Es
transmet com un tret autosomic dominant i sovint és diagnosticada abans dels 25 anys d'edat.
Clinicament, la MODY-2 fou definida com una sindrome amb alteracions de la glicemia en dejuni o
diabetis lleugera, amb hiperglicemia mantinguda a nivells estables durant anys, amb poca propensié
a complicacions neurovasculars i que es pot controlar sense terapia farmacologica.

Investigacions cliniques en pacients de MODY-2 van revelar desordres en el metabolisme hepatic: la
sintesi neta de glicogen estava disminuida en un 50% en comparacié amb els individus sans, i no
presentaven supressid de la produccié hepatica de glucosa en resposta a la hiperglicemia. També
tenien desordres en la funcié de l'illot pancreatic: malgrat tenir elevades concentracions de glucosa
en sang, els nivells d'insulina es mantenien baixos o comparables als dels individus sans, fet que és

compatible amb la pérdua de sensibilitat de la cel-lula B a la glucosa [256-261].
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PNDM (permanent neonatal diabetes mellitus)
Aquesta patologia es desenvolupa en nounats que tenen els dos alels de GK alterats per mutacions
inactivadores. Es manifesta com a una diabetis permanent molt severa, que compromet la

supervivencia i que requereix un tractament d'administracioé d'insulina intensiu i cronic [249, 250].

PHHI (persistent hyperinsulinemic hypoglycemia in infancy)

Les mutacions que provoquen una activacié de la GK causen una sindrome caracteritzada per
glicemies baixes croniques i hiperinsulinémia, coneguda amb el nom de PHHI. Es transmet de forma
autosdmica dominant i només se'n coneixen casos d'heterozigosi. Es una malaltia clinicament
heterogenia, incloent quadres d'hipoglicemies severes que requereixen pancreatectomies totals com
a tractament, i també quadres d'hiploglicemies que poden ésser controlades amb drogues que
inhibeixen I'alliberament d'insulina. Estudis cinétics d'aquests mutants de GK van revelar un
increment en I'afinitat de la glucosa, amb o sense un increment del nombre de recanvi (K.). A les
cel-lules B, l'activacié de la GK comporta que es secreti insulina fins i tot quan les concentracions de
glucosa en sang son baixes, és a dir, disminueix el llindar de la secrecié d'insulina estimulada per
glucosa (GSIR) [122, 245, 248, 262-264].

El més sorprenent és que totes les mutacions activadores de la GK es localitzen en una regio
determinada de I'enzim [144], concretament a la zona connectora entre els dos dominis de la GK, al
putatiu lloc al-lostéric (on s'uneixen els GKAs) [136] (Figura 21). Per aquest motiu I'estudi d'aquests
mutants és rellevant per al desenvolupament dels GKAs. La localitzacié de les mutacions activadores
a la regid connectora de la GK comporta |'estabilitzacié de I'enzim en la conformacié tancada. Aquest
fet explica 'augment d'afinitat per a la glucosa i també possibilita alteracions en la interaccié amb la

GKRP [262, 264].
A B

/

al3 “' : ::
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Figura 21. Localitzacié d'algunes mutacions activadores en I'estructura proteica de la GK. (A) Representa la GK
en conformacio oberta i (B) representa al conformacié tancada de I'enzim. Les héelixs a es mostren de color
vermell, les lamines B en groc, I'extrem N-terminal en verd i el C-terminal en blau. [Figura extreta de l'article de
revisio de Matschinsky et al [122]].
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En conjunt, el fet que alteracions en la GK comportin I'aparicié de malaltia corrobora el fort control
que la GK exerceix sobre I'homeostasi de glucosa. No obstant, la informacié que en tenim és parcial,
ja que practicament tots els estudis s'han centrat en els efectes de les mutacions a la cél-lula B i al

fetge, sense considerar la resta de teixits on també s'expressa la GK.

3.5 Estudis en models animals

Donat que la GK s'expressa al fetge, pancrees, cervell i intesti (teixits que juguen un paper central i
que interactuen per controlar la glicemia) i donat també que la regulacié de I'activitat GK és
complexa, la comprensid plena de com les mutacions d'aquest enzim causen hiperglicemia o

hipoglicémia només pot ésser assolida en models animals, no en experiments in vitro.

A. Genosupressio de la GK

- Genosupressio total de la GK

Existeixen tres treballs en qué s'elimina I'expressié de la GK [135, 265, 266]. En tots els casos, es posa
de manifest que els animals knock-out de la GK moren o durant la gestacié o a pocs dies després del
naixement de profunda hiperglicemia. En el cas dels ratolins que sobrevivien fins a 4 dies, es va poder
realitzar una analisi metabolica que revela esteatosi hepatica i la disminucid dels nivells de glicogen
hepatic (és un fenotip similar a I'observat en animals que tenen mutacions en el gen de la insulina)
[266]. La restitucid de I'expressio de la GK a les cél-lules B d'aquests animals knock-out és suficient
per garantir la supervivéncia d'aquests animals [135]. Per tant, tot indica que la manca d'insulina
seria la causa principal de la letalitat en els knock-out de GK.

En tots els casos, els ratolins heterozigots sobrevivien pero eren hiperglicemics, ja que tenien

afectada la secreci6 d'insulina en resposta a glucosa. Per tant, sén un bon model per a la MODY-2.

- Genosupressio de la GK especificament a la cél-lula B pancreatica

Amb el coneixement actual dels teixits on s'expressa la GK, cal considerar préviament si els models
existents de knock-out de GK sén especifics de la cél-lula B. Per una banda existeix I'estudi de
Terauchi et al que van generar la genosupressié de la GK mitjancant la disrupcié de I'exé especific de
la forma neuroendocrina de la GK [267]. Per tant, en aquest model se suposa que la GK esta

disrupcionada a totes les cel-lules neuroendocrines. Per altra banda, Postic et al van generar un
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model induible de transgénesi (sistema cre-loxP), amb el gen de la GK flanquejat per seqiiéncies loxP
i el Cre sota el control del promotor d'insulina [131, 266]. Per tant, com que la insulina només
s'expressa a les cél-lules B, és un model especific de cel-lula B pancreatica.

En els dos casos, el fenotip observat és molt semblant al que s'obté amb la genosupressio total de la
GK, ja que els ratolins morien de diabetis severa pocs dies després de néixer per defectes profunds
en la secrecid d'insulina. Paral-lelament als knock-out totals, la gensupressié a la cél-lula B també
causava esteatosi hepatica i una disminucié del contingut de glicogen al fetge com a conseqiiéncia de
la disminucio de la insulinémia. En conclusid, es torna a posar de manifest la importancia que té la GK

pancreatica com a reguladora de la insulinémia per tal de garantir la supervivéncia.

- Genosupressio de la GK especificament al fetge

L'dnic model de knock-out de GK al fetge que existeix s'obtingué amb el sistema LoxP-Cre, amb Cre
sota el control del promotor de I'albumina [131, 266]}. Sorprenentment, els homozigots van viure
fins a I'edat adulta sense GK al fetge i presentaven poques alteracions sobre el metabolisme glucidic
en estat basal: hiperglicemia lleugera, sense augment d'insulinemia i sense canvis en els nivells de
glicogen ni d'altres metabolits sanguinis i hepatics. Un knock-out de GLUT-2 tenia un fenotip molt
més sever, suggerint que la manca de GK al fetge esta compensada per les altres HK.

Només en estudis de clampatge hiperglicémic s'observa una disminucid en la captacié de glucosa i en
la sintesi hepatica de glicogen i, per altra banda, certs gens que responen a glucosa no estaven
regulats apropiadament (L-PK, PEPCK). Curiosament, durant el clampatge s'observaren alteracions en
la secrecid d'insulina. Una explicacié d'aquest ultim fet seria que la GK hepatica és necessaria per a la
funciod d'algun loop reuglador neural o per a la secrecié d'algun altre factor modulador de la secrecié
d'insulina; o bé, podria ésser degut a qué les cel-lules B pancreatiques estan malmeses per una
hiperglicemia cronica i una sobrestimulacio secretoria.

Encara que el fenotip del knock-out hepatic de GK sigui lleu, posa en evidencia que la GK juga un
paper directe important en determinar la utilitzacié de glucosa hepatica durant la hiperglicemia, a
més que permet la induccid d'altres gens hepatics que responen a glucosa. Per altra banda, la GK

hepatica també té un efecte indirecte sobre la secrecié d'insulina.

Es pot concloure que el knock-out de GK hepatica té efectes moderats sobre la homeostasi de la
glucosa, en contrast amb els efectes devastadors observats en el knock-out de GK pancreatica.
Aquesta comparacio és una il-lustracié potent de la diferéncia entre el paper de la GK en cel-lules

sensores de glucosa i el seu paper en cel-lules emmagatzemadores de glucids.
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B. Sobrexpressio de la GK

- SOBREXPRESSIO GLOBAL DE LA GK

Transgenics amb una copia extra del gen sencer de la GK (amb els 2 promotors, tots els exons i una
gran quantitat de la seqliéncia de DNA flanquejant) presentaven una disminucio de la glicemia de
I'ordre del 25 % en comparacié amb els controls [132, 133, 268]. En condicions basals, presentaven
una major captacid de glucosa sense variacions en la insulinemia. En sotmetre'ls a un estudi de
clampatge hiperglicemic, destaca que les taxes de captacid i de recanvi de glucosa eren semblants als
controls pero secretaven un 50 % menys d'insulina. Tot i tenir menys insulina, presentaven un major
contingut hepatic de glicogen 2 hores després del clampatge. Curiosament aquests animals tenien
una disminucié de la GK a l'illot pancreatic, probablement com a conseqiiéncia de la hipoglicemia
que conduiria a una disminucié de |'estabilitat de la GK pancreatica. Per tant, semblaria que el fetge

té un paper dominant en mantenir les concentracions de glucosa plasmatiques.

En sotmetre'ls a una dieta rica en greixos, aquests transgenics estaven protegits davant el
desenvolupament d’hiperinsulinémia i hiperglicemia, encara que fossin igual d'obesos que els
controls [269]. Aquest fet suggereix que I'augment de I'activitat GK pot ésser una estrategia efectiva

per tractar la diabetis de tipus 2.

- SOBREXPRESSIO DE LA GK AL FETGE

Durant els darrers 20 anys diversos grups han desenvolupat estudis de sobrexpressi6 de GK
exclusivament al fetge. Donada la gran diversitat de models emprats i la variabilitat en les condicions
d'estudi (alimentacio, dejuni, animals sans, animals diabétics, etc.), a continuacié es presentaran
aquests treballs agrupats segons la situacio fisiologica de I'analisi per tal de facilitar les comparacions
entre ells. En aquest capitol es tractaran els models de sobrexpressié en animals sans per obtenir
més informacié sobre el paper fisiologic de la GK hepatica. (En el capitol seglient, es tractaran els

models de sobrexpressid hepatica de la GK com a possible terapia de la diabetis.)

a) estudis en animals sans i alimentats

Dos laboratoris independents han realitzat aquest tipus d'estudis que han estat presentats en

diverses publicacions [116, 117, 134, 270, 271], els resultats de les quals es resumeixen a la Taula 6.
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Referéncies [116, 134] [117] [270] [271]
Model animal:
- Espécie Mus musculus Mus musculus Rattus norvegicus R. norvegicus
- Pes/Edat inicial 4-8 setmanes 4-8 setmanes 200-225¢g 200-225 g
- Transf. génica transgenic transgenic Ad + immsup Ad + immsup
- Espécie transgen GK de rata GK de rata GK de rata GK de rata
- Promotor PEPCK-C PEPCK-C Ccmv Ccmv
- Temps analisi 2 / 12 mesos 4-5 dies post-infeccid 4-5 dies
- Nivells transgen x2 (activitat) x2 (activitat) x3 / x6.4 (activitat) x3 (activitat)
Metabolits sang:
- glucosa J - - = N
- lactat - - - ™ ™
- triglicérids ~ - - ~ T
- acids grassos ~ - - = 0
- B-hidroxibutirat ~ - - = N
Hormones en sang:
- insulina NE - ™ = NE
Metabolits fetge:
- glucosa-6-fosfat ™ ™ ~ - -
- glicogen 0N N NZ = =
- lactat ™ - - - -
- triglicérids - = T - -
Enzims i factors ™ L-PK ™ L-PK
de transcripcié J PEPCK-C ™ ACC1
hepatics: J GLUT-2 ™ FAS
4 TAT N Aldolasa B
™ glc-6-pasa
= PEPCK-C

Taula 6. Estudis de sobrexpressio hepatica de GK en models animals sans i analitzats en estat d'alimentacio.
"CMV" significa citomegalovirus; "Ad + immunosup”, adenovirus amb tractament immunosupressor
(ciclosporina A i prednisona); "(activitat)", els nivells de transgen s'han determinat per nivells d'activitat GK en
comparacié amb els grups control; "J,", disminucid significativa; "", augment significatiu; "~J" i "~p",
tendéncia a la disminucid o a I'augment, respectivament; "=" sense variacié respecte els controls; "-" no
determinat. En negreta es mostren els criteris de divisié de la columna corresponent.

Aquests estudis posen de manifest que en potenciar la captacié de glucosa al fetge com a resultat de
la sobrexpressio de la GK, té lloc una disminucid en la glicémia. Ara bé, tal i com mostra O'Doherty et
al, semblaria que l'efecte sobre la glicemia és dosi-dependent, ja que només n'assoleixen la
disminucié amb dosis altes del transgen [270].

Pel qué fa al fetge, el desti de la glucosa-6-fosfat produida per la GK pot variar segons I'estat
energetic de la cel-lula. La glucosa és oxidada fins a CO, quan es requereix energia. No obstant, en
estat d'alimentacid, quan hi ha gran disponibilitat de glucids a I'hepatocit, el citrat i I'ATP produits pel
cicle de Krebs i per la cadena respiratoria s'acumulen al citoplasma on inhibeixen la glicolisi. La
glucosa és aleshores convertida en glicogen o en triglicérids, els quals seran usats com a font

energética durant el dejuni o durant I'exercici o quan sigui necessari. Consistentment, Ferre et al
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observen un increment en el contingut hepatic de glucosa-6-fosfat, de glicogen i de lactat [116, 117,
134]. Pero, O'Doherty et al no observen variacions en el contingut de glicogen hepatic,
independentment de la dosi de GK transfectada [270]. Per justificar-ho suggereixen que poden existir
limitacions intrinseques per a la sintesi de glicogen, de manera que |'efecte hipoglucemiant observat
seria degut sobretot a un increment de la utilitzaci6 de glucosa i no a un increment de
I'emmagatzematge de glucosa.

La glucosa i la insulina sdn els senyals principals per a la induccié de la funcié "tamponadora" del
fetge després de la ingesta. Pero ambdds senyals estan interconnectats: la glucosa indueix la secrecié
d'insulina i la insulina indueix la captacid de glucosa. Quan hi ha una disminucié de la glicemia com a
conseqliencia de la sobrexpressid hepatica de la GK, la secrecid d'insulina esta inhibida i, com a
resultat, els models animals de sobrexpressié de GK tenen menors nivells d'insulinemia que els
controls [116, 117, 270, 271]. En aquesta linia, O'Doherty et al només observen una disminucid en la
insulinemia quan hi ha un efecte en la glicemia usant altes dosis de transgen [270].

L'increment de l'activitat GK al fetge activa la senyalitzacié de glucosa i afecta I'expressié dels gens
que responen a glucosa: augmenta la L-PK, pero en estat d'alimentacio els efectes sobre el gen de la
PEPCK-C no soén rellevants (en I'estudi de Ferre et al, observen una disminucié del mRNA de PEPCK-C
pero no canviaren els nivells d'activitat PEPCK-C).

Com que el metabolisme glucidic i el lipidic estan interconnectats, I'increment del metabolisme de
glucosa també afecta el patré lipidic. Sembla que la sobrexpressid hepatica de GK condueix a un
increment dels nivells de TAG sanguinis [116, 117, 270, 271]; pero existeixen discrepancies pel queé fa
als acids grassos lliures i el B-hidroxibutirat. En I'estudi d'O'Doherty, existeix un increment d'acids
grassos lliures en sang i de B-hidroxibutirat només quan s'empren altes dosis del transgen [270]. Es
podria justificar amb la disminucié dels nivells d'insulina obtinguts amb les dosis elevades de
transgen: l'increment d'acids grassos lliures seria degut a la manca d'inhibicid per insulina de la
lipolisi al teixit adipds.

Al fetge, l'increment del flux de glucosa com a conseqiiéncia de la sobrexpressié de GK pot
incrementar les concentracions de glicerol-3-fosfat i malonil-CoA. EI malonil-CoA serveix com a
substrat per a la lipogenesi de novo i com a inhibidor de la carnitina-palimitoil transferasa 1, de
manera que disminueix el transport d'acids grassos de cadena llarga al mitocondri per a ésser
oxidats. Per tant, augmentaria la sintesi de TAG i disminuiria el contingut de B-hidroxibutirat (fruit de
la inhibicié de la B-oxidacid). Aquesta hipotesi es compleix en el model de Ferre et al, malgrat que
I'increment del contingut hepatic de TAG només s'observa en els animals més vells que presenten
certa resisténcia a insulina [117]. En el cas de O'Doherty et al, es justifica I'increment dels lipids serics
com a conseqliencia de la induccié de I'expressid de gens lipogenics (ACC1, FAS) [271]. No obstant

aquests animals tenen un increment inexplicable dels nivells de B-hidroxibutirat circulant.
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Per tant, s'observen discrepancies entre els dos estudis sobretot pel qué fa a l'impacte de la
sobrexpressio de la GK sobre el metabolisme lipidic. Aquestes diferéncies poden ésser degudes a
diferents possibilitats: a) que la sobrexpressido de GK en el fetge de ratoli pot ésser més efectiva en
estimular el metabolisme de glucosa que els mateixos nivells de sobrexpressid en un animal més
gran. b) una segona possibilitat és que al model de Ferre et al usen un promotor de PEPCK-C que
dirigeix el transgen principalment a la zona periportal del fetge i, a més, I'expressid sera induida quan
hi hagi una relacié insulina/glucagd baixa (no s'ajusta al patré fisiologic temporal ni posicional
d'expressié de la GK), mentre que l'expressié de GK dirigida per adenovirus pot afectar diferents
poblacions d'hepatocits amb una eficiéncia diferent,. c) Els animals transgénics que sobrexpressen la
GK al llarg del procés embrionari i durant tota la vida possiblement adopten canvis compensatoris en
la secrecid d'insulina, en I'accié de la insulina, o altres variables metaboliques que no tenen lloc en
una manipulacié aguda de la GK via transferéncia adenovirica.

Per altra banda, en un altre model de transgenic que sobrexpressa la GK al fetge no es detecta una
activitat GK significativament superior que els controls, ni cap efecte fenotipic, en estat d’alimentacié

[118].

b) estudis en animals sans i dejunats

A la Taula 7 es recullen els resultats dels estudis en que es sobrexpressa la GK al fetge d'animals sans
i analitzats en estat de dejuni.

En estat de dejuni, la majoria d'estudis no observen canvis en la glicemia [117, 270-272], excepte el
cas del transgenic de Hariharan et al [118]. En aquest cas, la baixada de glicemia va acompanyada
d'una disminucié de la insulinémia, la qual podria explicar la disminucié del lactat séric i I'increment
d'inhibicio de la lipolisi al teixit adipds). No obstant, O'Doherty et al reporten una reduccio del lactat
séric sense observar ni una disminucié en al glicemia ni en la insulinémia [270].

El més destacat d'aquests estudis és que, en analitzar els ratolins que sobrexpressen la GK al fetge a
llarg termini, s'observa un increment de la insulinémia compatible amb un estat d'intolerancia a la
glucosa i resisténcia a la insulina [117, 272]. Pero de nou, I'estudi de Hariharan et al es diferencia de
la resta perque no observen variacions d'insulinemia en ratolins de més de 20 setmanes d'edat, ni
cap senyal que indiqui alteracions en la tolerancia a la glucosa [118].

Pel qué fa al fetge, s'observa un increment del contingut de glicogen en els dos estudis que el
determinen [117, 270], excepte en els ratolins d'edat avancada que presenten resistencia a insulina

[117].
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Refereéncies [118] [272] [117] [270] [271]
Model animal:

- Especie M.musculus | M.musculus M.musculus Rattus n. Rattus n.
- Pes/Edat inicial 4 mesos 4-8 setmanes 200-225g | 200-225¢g
- Transf. génica transgénic adenovirus transgenic Ad +im Ad +im
- Espécie transgen GK humana | GK humana GK de rata GK de rata | GK de rata
- Promotor apoAl-SV40 RSV PEPCK-C CcMvV CcMvV

- Temps analisi 5 setmanes 3 /12 set. 2 /12 mesos 4-5 dies 4-5 dies
- Nivells transgen x5 x1.5 X2 x2.1 x3

- Hores dejuni 16 hores nit 16 hores 18 hores 18 hores
Metabolits sang:

- glucosa N = - - =

- lactat N = - - ~

- triglicerids = = = ™ ™

- acids grassos ~ = - - =

- B-hidroxibutirat - - - -
Hormones en sang:

- insulina N% /1 T T =

Metabolits fetge:

- glucosa-6-fosfat ™ ~p -

- glicogen ™ = ™

- lactat - - -

- triglicerids = ™ -

Enzims i factors ™ L-PK

de transcripcio N ACC1

hepatics: “Maldolasa
Mglc6pasa
= PEPCK-C
= PFK-2
=glc6pDH

Taula 7. Estudis de sobrexpressié hepatica de GK en models animals sans i analitzats en estat de dejuni.
"RSV" significa Rous sarcoma virus; "Ad + im", adenovirus amb tractament immunosupressor (ciclosporina A i
prednisona); "x5", els nivells de transgen s'han determinat per nivells d'activitat GK en comparacié amb els
grups control; "J", disminucid significativa; "", augment significatiu; "~J" i "~4", tendéncia a la

disminucié o a l'augment, respectivament; "=" sense variacié respecte els controls; "-" no determinat. En
negreta es mostren els criteris de divisié de la columna corresponent.

En relacié al metabolisme lipidic, Ferre et al observen un increment en el contingut hepatic de
triglicerids i també un increment dels triglicérids sérics, facilment justificable per un increment del
metabolisme de glucosa que implica un augment dels nivells de malonil-CoA (substrat de la
lipogénesi i inhibidor de I'oxidacié d'acids grassos) [117] que comportaria un increment de la secrecio
de VLDL a la sang.

La discrepancia principal és l'efecte a llarg termini de la sobrexpressi6 de GK en el model de
transgenic de Hariharan et al i el transgenic de Ferre et al [117, 118]. En el primer cas, els ratolins de
20 setmanes presentaven un pes i un index de massa corporal significativament inferiors als controls.
Ho justificaven per un efecte de la baixa glicémia i insulinemia sobre els adipocits, el qual conduia a

una disminucié de la lipolisi, una disminucié de la massa de teixit adipds i un increment de la
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utilitzacié d'acids grassos a la periféria. Era improbable que la disminucié en l'index de massa
corporal fos degut a la degradacio de proteines musculars ja que aquests animals transgénics eren
sans, fertils i sense desgast muscular apreciable. En el segon cas, s'observava una tendéncia a
incrementar la insulina i el pes, com en un model d'induccié de diabetis de tipus 2 Iligada a I'obesitat.
De nou, cal considerar que en aquest model de transgénesi el gen de la GK estava dirigit pel
promotor de la PEPCK-C i, per tant, I'expressid de la GK seria periportal i en dejuni, condicions que no

s'ajusten al patro fisiologic per a la GK.

En conjunt, tots els estudis en models animals han demostrat que I'eliminacié total de la GK és
incompatible amb la vida perque les cries morien pels efectes causats per una hiperglicémia
incontrolada. Si es redueix la quantitat de GK a la meitat, s'obtenia un fenotip d'hiperglicemia
pronunciada. En contrast, els animals amb un 50 % d'increment en la GK patien hipoglicémia.
Aquestes dades posen de manifest que petits canvis en I'expressié de GK son suficients per tenir un
impacte en la concentracié plasmatica de glucosa.

No obstant, la sobrexpressié exclusivament hepatica de la GK no genera un fenotip general comu
entre els diversos treballs analitzats, possiblement perque deuen existir variables que influeixen en
els efectes de la sobrexpressio (com per exemple: localitzacié del transgen en el parenquima hepatic,
regulacié temporal de I'expressid del transgen, nivells de transgen assolits relacionats amb llindars
necessaris per activar o inhibir determinades vies metaboliques i/o de senyalitzacio, espécie del

model animal, efectes sobre la insulinémia, etc.).

Per concloure aquest capitol, les mutacions del gen de la GK i I'associacié a malalties relacionades
amb el metabolisme glucidic, conjuntament amb les analisis dels models animals de GK, demostren
gue canvis en l'activitat neta de GK provoquen canvis en la concentracié sanguinia de glucosa. Aquest
efecte reforca el concepte de la GK com a sensor de glucosa i destaca I'elevada for¢a de control

metabolic que la GK exerceix en I'organisme.
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4. DIABETIS MELLITUS

La diabetis mellitus és una malaltia d’etiologia multiple caracteritzada per la incapacitat de
I'organisme de mantenir la homeostasi de glucosa com a conseqiliéncia, bé de la incapacitat del
pancrees per a secretar insulina (diabetis de tipus 1), o de la incapacitat dels teixits periférics com el
muscul, fetge i teixit adipds, de respondre a la hormona (diabetis de tipus 2). La hiperglucémia és el
desordre més important associat a la diabetis, essent el responsable ultim de les conseqliencies
patologiques de la malaltia. Totes les formes de diabetis es caracteritzen pel desenvolupament de
complicacions secundaries que van des de patologia microvascular en la retina i el ronyé fins a
complicacions neurologiques a nivell periféric, passant per un risc incrementat de patir
arteriosclerosi o malaltia cerebro-vascular i vascular periférica, o fins i tot mortalitat per infart de
miocardi. Actualment, entre un 3 i un 5% de la poblacié dels paisos occidentalitzats pateix aquesta
malaltia i es preveu que s’hagi doblat en el 2025, en part, degut al dramatic increment en la
incidéncia de la obesitat, factor que correlaciona amb el desenvolupament de resisténcia a insulina i

diabetis de tipus 2 [273, 274].

4.1 PATOFISIOLOGIA DE LA DIABETIS MELLITUS

A. DIABETIS DETIPUS 1

La diabetis de tipus 1 (diabetis mellitus dependent d'insulina) es manifesta generalment abans dels

30 anys d’edat, freqientment durant I'adolescencia i afecta entre el 5 i el 10% de la poblacié
diabeética. Es tracta d’'una malaltia autoimmunitaria en queé el sistema immunitari ataca i destrueix les
cel-lules B del pancrees les quals sén productores d’insulina. L'aparicié de la malaltia depén tant de
factors genetics que hi predisposin (per exemple, alguns al-lels del complex HLA) com de factors
ambientals (alguna infeccié virica, dieta, toxines, estres...) [275, 276]. Aquest fet es certifica amb les
dades d'un 30-50 % de concordanga en bessons monozigotics.

La pérdua de les cel-lules B condueix a la manca d'insulina que es manifesta en hiperglicemia i
cetoacidosi. El quadre metabolic d'un diabeétic de tipus 1 no tractat és d'un estat catabolic perpetu,
és a dir, de degradacié de reserves de combustible i dels teixits. L'absencia d'insulina redueix la
captacié i la metabolitzacié de glucosa per part del fetge i dels teixits periférics sensibles a la insulina

(teixit adipds, muscul), la qual cosa incrementa els nivells de glucosa en sang. Per altra banda, els alts
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nivells de glucagd estimulen les vies de produccid hepatica de glucosa (gluconeogénesi i glicogenolisi)
gue encara contribueixen més a la hiperglicemia. Al teixit adipds la lipolisi no esta inhibida a causa de
la manca d'insulina, fet que fa incrementar els nivells d’acids grassos circulants. Aquests son captats i
oxidats al fetge per a generar cossos cetonics, donant lloc a la cetoacidosi caracteristica de la
malaltia. Aquests cossos cetonics seran utilitzats com a substrat energétic alternatiu a la glucosa pels
teixits periferics (muscul, cervell,etc). Aquest quadre metabolic comporta que els simptomes
caracteristics de la malaltia siguin la polifagia (increment de la ingesta), polidria (diliresi osmotica) i
polidipsia (increment de la set), acompanyats de pérdua de pes.

En el desenvolupament de la diabetis de tipus 1 es poden distingir dues fases ben diferenciades: 1)
insulinitis, quan una barreja de macrofags i limfocits T autoagressius contra antigens de la cel-lula B
s'infiltren en els illots pancreatics. 2) diabetis, quan la major part de les cél-lules B han estat
destruides i no hi ha prou produccié d'insulina per regular els nivells de glicemia [277]. Les cél-lules a,
productores de glucagd, les §, productores de somatostatina i les PP, productores de polipéptid

pancreatic, es preserven.

B. DIABETIS DE TIPUS 2

La diabetis de tipus 2 és la forma de diabetis més comuna, amb una incidéencia del 90 al 95% en la
poblacié diabética. Es manifesta en individus adults, generalment majors de 40 anys. No es
caracteritza per una manca d'insulina, si més no en els estadis inicials, siné per la incapacitat de
I'hormona d'actuar eficientment en teixits diana com el muscul, el fetge o el teixit adipds (resisténcia
a insulina), juntament amb un defecte en la secrecié de la insulina. La conseqiiéncia de la manca
d'accié de la insulina és la hiperglicemia perque: 1) la captacid de glucosa al muscul i al fetge esta
dificultada, 2) no hi ha inhibicié de la produccié de glucosa al teixit hepatic i 3) hi ha alteracions en la
captacio i reesterificacié d’acids grassos al teixit adipods.

Es tracta d'una malaltia multigénica, la qual cosa dificulta la identificacio dels al-lels lligats al seu
desenvolupament. També existeixen factors ambientals que intervenen en |'aparicié de la malaltia,
principalment el sedentarisme i una alimentacid inadequada. Les persones amb diabetis de tipus 2
acostumen a patir sobrepés i/o obesitat (sobretot en les cultures occidentals) i manifesten
I'anomenada sindrome metabolica caracteritzada per resistencia a insulina, diabetis, hipertensié i
hipertrigliceridemia. La relacid entre obesitat i resisténcia a insulina sembla ésser deguda a I'activacio
cronica de les vies inflamatories en els pacients obesos, la qual afectaria la senyalitzacié de la insulina
a nivell dels teixits periferics i del sistema nervids central [278].

Tot i que la patogenesi de la diabetis de tipus 2 es coneix poc, la majoria d'investigadors coincideixen

en qué la resistencia a insulina és I'element principal en el seu desenvolupament. Aquesta conclusié
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es basa en les seglients observacions: a) els pacients amb diabetis de tipus 2 presenten resisténcia a
insulina [279, 280]; b) la resisténcia a insulina és un bon marcador del futur desenvolupament de la
diabetis tipus 2 [280, 281] i c) es pot prevenir la diabetis de tipus 2 amb agents sensibilitzants a la
insulina [282, 283]. En les etapes inicials de la malaltia, les cel-lules B incrementen la secrecid
d'insulina per compensar la resisténcia a la hormona als teixits periférics i mantenir I'euglicémia. Amb
el pas del temps, apareix una disfuncié de les cél-lules B que condueix a una deficiéncia relativa o
absoluta d'insulina i, en consequiencia, hiperglicémia i diabetis oberta [284, 285]. Per tant, la
disfunciod de la cél-lula B és una condicié sine qua non per a l'estat diabétic pero no la causa primaria
de la malaltia [286]. En resum, la diabetis tipus 2 és un desordre metabolic complex causat per 2
defectes fisiologics principals: la resistencia a I'accié de la insulina combinada amb una deficiéncia en
la sececi6 d'insulina.

Les causes moleculars desencadenants de la resisténcia a la insulina en els teixits periférics sén
diverses i només es coneixen parcialment. Es dificil determinar quins defectes sén primaris i quins
conseqliencies secundaries. L’alteracié en el nimero de receptors, mutacions puntuals que afectin a
I'afinitat de la hormona pel receptor, alteracions de la via de transduccié de la senyal d’insulina o dels
mecanismes de captacié i utilitzacié de la glucosa sén possibles factors determinants de la resistéencia
a insulina. També hi poden afectar altres elements com la hiperinsulinemia, hiperglicemia,
adipocines o citocines, pero sobretot I'increment en sang dels acids grassos lliures [287-290] (Figura

22).
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Figura 22. Patofisiologia de la hiperglicemia i I'increment d'acids grassos lliures circulants en la diabetis de
tipus 2. (Adaptat de Stumvoll et al [291]).
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Com ja s'ha esmentat, els principals organs afectats per la resistencia a insulina sén el teixit adipds, el
muscul i el fetge; tot i que la contribucidé especifica de cada organ a la hiperglicémia no esta clara.
L'us de models animals genosuprimits amb alteracions especifiques de teixit ha permeés disseccionar

les contribucions individuals dels organs sensibles a insulina en la patogénia diabética:

- teixit adipds: tot i que contribueix només en un 5% en l'aclarament de glucosa postpandrial, és
important per al manteniment de la glicemia i la sensibilitat a insulina dels altres teixits periférics.
Aixi es posa de manifest amb I'estudi de ratolins knock-out pel transportador de glucosa GLUT-4 al
teixit adip6s, els quals presentaven incapacitat per captar glucosa al teixit adipds i resisténcia a
insulina al muscul i al teixit adipds [292]. Als adipocits, la resisténcia a insulina incrementa
I'activitat de la lipasa sensible a hormones (LSH), resultant en un increment de la taxa de lipolisi i
alliberament d’acids grassos i glicerol. L'increment de la concentracié d'acids grassos en sang és un
factor associat a la resisténcia a insulina tant al muscul com al fetge i a la esteatosi hepatica;
mentre que el glicerol és un substrat gluconeogénic pel fetge. Per altra banda, el fet que el teixit
adipds actui també com a teixit endocri pot implicar una desregulacié de la secrecié de les
adipocines implicades en la regulacié de I'homeostasi energética i en la inflamacid (leptina,
adiponectina, resistina, TNF-a, IL-6, etc.), i aquesta desregulacid pot exercir efectes importants

sobre I'accio de la insulina al fetge i al muscul.

- muscul: és responsable de la captacié de fins a un 75% de la glucosa circulant en estat
postabsortiu. En estats de resisténcia a insulina, la capatacié de glucosa post-pandrial per part del
muscul esquelétic es veu compromesa ja que el transport (mediat pel transportador de glucosa
GLUT-4) i fosforilacié de glucosa al muscul (reaccié catalitzada per la hexocinasa, HK-2) sén
mecanismes depenents d’insulina. La importancia relativa de la senyalitzacié de la insulina al
muscul ha estat també valorada en models de ratolins knock-out. Per exemple, els ratolins
genosuprimits per al receptor de la insulina en muscul no presenten alteracions en la homeostasi
de la glucosa [293]. En canvi, la seva delecci6 en muscul i teixit adipds provoca certa
hiperinsulinémia, resistencia a insulina i intolerancia a glucosa, pero sense arribar a desenvolupar
el fenotip diabétic [294]. S’ha suggerit que efectes compensatoris en la captacié de glucosa per
part del teixit adipds [295] o un bypass de la senyalitzacié de la insulina a través del receptor de
IGF1, amb el qual el receptor de la insulina comparteix gran homologia, podrien explicar I'abséncia
de fenotip diabétic en els ratolins knock-out pel recpetor de la insulina al muscul. Aquests resultats
no posen en dubte la importancia de la captacid de glucosa postpandrial pel muscul per al
manteniment de la homeostasi de la glucosa, sind que fan palés el paper essencial del teixit adipds
en la resisténcia a insulina. La resisténcia a la insulina en muscul i teixtit adipds precedeix I'inici de

la diabetis oberta.
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- fetge: la resisténcia a insulina al fetge té dues consequiéncies: sobreproduccié de glucosa hepatica
i dislipidemia hepatica. Pel qué fa a la sobreproduccié de glucosa, nombrosos estudis han
evidenciat el pes especific de la produccié hepatica de glucosa en la hiperglicemia diabética. Per
altra banda, els estudis en ratolins genosuprimits per al receptor de la insulina en fetge pateixen
una profunda resisténcia a la insulina periférica i hepatica (incapacitat de supressid de la produccié
de glucosa) i intolerancia a la glucosa [296]. Aquests estudis demostren la importancia del fetge
com a organ central en el control de la homeostasi de la glucosa a nivell sistemic a través dels
circuits neuronals que comuniquen el fetge amb I’hipotalem a través del nervi vague.

La captacio d’acids grassos pel fetge és un procés no regulat i, per tant, proporcional a la
concentracié en sang dels mateixos. Els acids grassos afecten directament la sensibilitat a insulina
del fetge impedint-ne el seu efecte regulador negatiu sobre gluconeogénesi a través de la via de
FOXO1 [28, 29]. Per altra banda, potencien la via gluconeogenica perqué la metabolitzacié d'acids
grassos proporciona substrat (AcetilCoA), energia (ATP) i poder reductor (NADH), necessaris per a
la gluconeogénesi. A més, els acids grassos poden estimular la transcripcié dels gens
gluconeogenics (PGC-la PEPCK i glucosa-6-fosfatasa) a través de mecanismes moleculars que
impliquen p38 MAPK [297].

En relacid a la dislipidemia hepatica, els acids grassos captats pel fetge sén metabolitzats a través
de, a) oxidacio per a generar ATP o, b) esterificacid per a generar triglicérids. L'alteracié d’'una o de

les dues vies condueix, en el marc de la diabetis tipus 2, a I’esteatosi hepatica [289].

4.2 TRACTAMENT DE LA DIABETIS MELLITUS

Com que la hiperglicemia caracteristica de la diabetis mellitus té conseqliéncies greus sobre
I'organisme, I'objectiu principal de tota terapia de la diabetis mellitus és mantenir I'euglicemia

davant de les amplies variacions de la glicémia durant els cicles diaris d'injesta-dejuni-exercici.

A. Tractaments convencionals

A.1 DIABETIS DE TIPUS 1

En el cas de la diabetis de tipus 1, la cura ideal requeriria necessariament la regeneracié de les
cel-lules B pancreatiques productores d'insulina, alhora que caldria contrarestar la destruccié
autoimmunitaria d'aquestes cel-lules. No obstant, els tractaments que actualment estan a |'abast

dels pacients no son tan perfectes:
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- terapia substitutoria amb insulina: consisteix en I'administracié subcutania d'insulina exogena en
diversos régims diaris per obtenir uns nivells d'insulina en sang que permetin mantenir un bon
control de la glicemia. Tot i que pot arribar a controlar de forma global la hiperglucémia i retardar
I'aparicio de les complicacions secundaries associades, a la practica no resulta sempre satisfactoria
degut a l'estricte regim i al control continu al qual s'han de sotmetre els pacients per assegurar
I'euglicemia. El principal problema que presenta aquesta terapia és la manca de regulacié
fisiologica de l'alliberament de la insulina injectada, desembocant en freqlients hipoglicemies i
donant lloc a una morbiditat significativa. Malgrat que el diabétic tractat faci una vida normal, el
seu risc de patir altres malalties no és el mateix que el de la resta de la poblacié. Una persona
afectada d'aquesta malaltia té el doble de risc de partir un infart de miocardi i no poder
sobreviure, aixi com també té risc de fallida renal i de ceguera. Realment és una malaltia que té un

impacte sobre la qualitat de vida de la persona.

- transplantament de pancrees o d'illots pancreatics: els transplantaments pretenen proporcionar
una font endogena i controlada d'insulina. El transplantament de pancrees és I'Unic dels
tractaments existents que és capac de restaurar el metabolisme normal durant llargs periodes de
temps. No obstant, aquests beneficis van acompanyats d'importants riscs: 1) el procediment
quirargic encara és molt complicat tecnicament i esta associat a un elevat index de mortaldat i 2)
es requereix d'un tractament d'immunosupressié cronica per tal d'evitar rebuig i/o recurrents
atacs autoimmunes contra les cél-lules B transplantades, perd aquest tractament comporta un
elevat risc de patir infeccions i de desenvolupar tumors. El transplantament de pancrees és una
opcié terapeutica poc habitual, normalment s'aplica quan apareixen complicacions renals
importants. En canvi, el transplantament d'illots pancreatics és una alternativa més segura que el
transplantament de pancrees perquée permet I'Us de técniques més senzilles i es poden implantar
en diversos llocs de l'organisme (melsa, fetge, capsules suprarenals, etc.) [298]. La manca de
donants d'illots apropiats, el requeriment d'immunosupressié per evitar el rebuig de l'implant, aixi
com la recidiva de la malaltia sén actualment els principals problemes per a I'aplicacié clinica del

transplantament d'illots en el tractament de la diabetis de tipus 1.

Encara que la diabetis sigui una malaltia manejable, les complicacions que hi estan associades
provoquen una elevada mortalitat i morbilitat arreu del mén. Es necessiten noves aproximacions per

curar-la, les quals poden venir de la ma de la terapia genica.
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A.2. DIABETIS DE TIPUS 2

Actualment el control de la diabetis de tipus 2 s'exerceix mitjangant la combinacié del control de la
dieta amb I'ds de farmacs. Pel que fa a la dieta, cal disminuir el contingut de sucres senzills
(monosacarids i disacarids) que provoquen un augment rapid de la glicemia, incrementar el
contingut de fibra per disminuir la velocitat d'absorcié dels glucids i controlar la ingesta calorica per
millorar/evitar el sobrepés. Pel qué fa als multiples farmacs que existeixen per al tractament de la
diabetis de tipus 2, tenen com a diana alguns dels organs implicats en la resisténcia a la insulina i la
hiperglicemia caracteristiques de la malaltia (fetge, muscul, teixit adipds) [285]. Les principals classes
de farmacs inclouen agents que estimulen la secrecié d'insulina (sulfonilurees), que redueixen la
produccid hepatica de glucosa (biguanides com la metformina), que retarden la digestid i I'absorcio
intestinal de glucids (inhibidors de I'a-glucosidasa) o que milloren I'accié de la insulina als teixits

periferics (tiazolidinediones o TZD) (Figura 23).
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Figura 23. Representacio de la contribucio a la hiperglicemia diabética i resisténcia a insulina dels diferents
organs, i de les dianes dels farmacs hipoglicemiants orals per a la diabetis de tipus 2.

Les sulfonilurees van ésser els primers farmacs antidiabétics del mercat. S'uneixen al receptor de
sulfonilurees de les cél-lules B i promouen secrecié d’insulina. Aquest increment d’insulina en sang
és suficient per a compensar la resistencia dels teixits periférics a la insulina, de manera que
s'incrementa la captacié de glucosa al muscul i es redueix la produccié hepatica de glucosa.

Malauradament, en la majoria dels pacients tractats amb sulfonilurees hi ha una perdua progressiva
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de l'eficacia del control de la glucemia, possiblement degut al defalliment de les cél-lules B
pancreatiques, fent necessari recérrer a la terapia substitutoria amb insulina addicional. D’entre els

efectes adversos del farmac es troben possibles episodis d’hipoglucémia i increment de pes [299].

Els inhibidors d’a-glucosidasa actuen com a inhibidors competitius dels enzims de la paret apical
dels enterocits, que degraden els dissacarids a monosacarids assimilables, reduint d’aquesta manera
la taxa d’absorcid de carbohidrats. La seva administracié és adequada en pacients amb una diabetis
incipient, o com a terapia combinada en aquells pacients en qué el tractament amb altres farmacs
no aconsegueix un bon control de la glucémia. Els efectes secundaris inclouen flatuléncies, dolor

abdominal i diarrees [299].

Les tiazolidinediones (TZD), entre les quals trobem la rosiglitazona i la pioglitazona, actuen com a
lligands selectius del receptor nuclear PPAR-y, expressat principalment en teixit adipds i implicat en
el control de la adipogenesi [300]. PPAR-y esta implicat en el control de la transcripcié de PEPCK i
glicerol cinasa, incrementant la gliceroneogénesi i la reesterificacid d’acids grassos al teixit adipds i
reduint-ne l'alliberament a sang. Aixi, I'activacié de PPAR-y al teixit adipds incrementa la capacitat
de redirigir 'excés de greixos de la circulacié, disminuint la concentracié d’acids grassos lliures en
sang, amb la conseqilent sensibilitzaci6 a insulina en els teixits periferics i reduccido de
gluconeogenesi en fetge. Els efectes beneficiosos inclouen una millora en els nivells d’acids grassos
lliures i triglicérids en serum, acompanyat d’un augment de la sensibilitat periferica a la insulina i la
glucemia. Els efectes deleteris directes inclouen un increment dels nivells de colesterol, LDL i una
idiosincratica hepatotoxicitat associada amb la primera forma comercial (troglitazona), ja retirada

del mercat [299].

La metformina és una biguanida que constitueix actualment el farmac de primera eleccié per als
malalts de diabetis tipus 2. El seu mecanisme molecular és actualment objecte d’intens estudi. La
seva diana molecular és el complex 1 de la cadena de transport d’electrons, al qual bloqueja, cosa
gue comporta una baixada dels nivells intracel-lulars d’ATP [301], senyal activador del major sensor
metabolic i energetic cel-lular, la cinasa dependent d’AMP (AMPK), mediadora dels efectes de
metformina [302, 303]. L'activacié d’AMPK al fetge, principal organ diana de la metformina, activa
vies de produccié d’ATP (captacid i utilitzacio de glucosa, i B-oxidacid) i inhibeix aquelles que en
consumeixen (gluconeogenesi, lipogenesi). La metformina, en menor mesura, també activa la
captacié i utilitzacié de glucosa en muscul [304, 305]. Després d’una administracié oral de
metformina, la droga exerceix el seu efecte principalment al fetge, deixant el muscul esquelétic en
segon pla degut a les baixes concentracions de la droga a la circulacid periférica, ja que la vena porta

rega directament el fetge des de l'intesti. Entre els efectes adversos, el més freqlent és la diarrea,
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que afecta en un 30% de forma dosi-depenent, i en menor freqiiencia es donen casos d’acidosi

lactica [299].

Aquests tractaments farmacologics per a la diabetis de tipus 2 no resulten totalment satisfactoris.
L'eficacia de la monoterapia minva amb el temps, fent necessari recérrer a la terapia combinada
(sulfonilurea+metformina; inhibidor de a-glucosidasa+metformina; glitazona+metformina, etc.) amb
la finalitat d’aprofitar un efecte sinergic dels mecanismes d’accid dels farmacs. Aixi i tot, no
s’aconsegueix un control total de la glucemia ni de la homeostasi de lipids, per tant, no s’eviten els
episodis d’hipoglucemia, ni I'aparicié de les complicacions secundaries a llarg termini associades a la

malaltia.

B. Terapia génica de la diabetis

En les ultimes dues décades hem estat testimonis del naixement i dels primers passos de la terapia
génica. Entenem com a terapia génica a aquelles intervencions en les que es prevé o es cura una
malaltia mitjancant la transferéncia d’acids nucleics per a la modificacié directa de gens o dels seus
productes (mRNA). L'Us del material genétic com a eina terapéutica obre una finestra d'esperanca
en aquelles malalties per a les quals, fins el moment, hi ha poques expectatives de cura amb la
farmacologia tradicional. La terapia genica aporta, per primera vegada, la possibilitat de tractar no
només els simptomes, sind també de curar la malaltia definitivament actuant de forma especifica
sobre el gen causant de la patologia en el teixit afectat.

Tot i que I'aplicacid més obvia, i en la que les primeres aproximacions de terapia genica es centraren,
és en el context de malalties monogeniques d'origen congenit (fibrosi quistica, distrofia muscular de
Duchenne, hemofilies, immunodeficiéncies combinades severes com la SCID o la X-SCID,
hipercolesterolemia familiar, etc.) la terapia genica és aplicable a totes aquelles malalties amb un
component genétic, com ara algunes patologies poligéniques (cancer, Alzheimer, Parkinson,
diabetis, etc.) o fins i tot malalties infeccioses (SIDA, hepatitis B, etc.). A més a més, en el cas que es

disposi de diagnostic prematur, la terapia génica podria permetre una actuacié de profilaxi in utero.

Les intervencions de la terapia genica poden ser a diferents nivells:
e Addicié genica: transferencia d'un gen o cDNA, el deéficit del qual és la causa de la
patologia. Aquesta aproximacio és la més comu en malalties congénites monogeniques.
e Silenciament genic: transferencia d'una seqiiéncia d'acid nucleic (oligonucleotids
antisentit, RNA d'interferéncia, ribozims, etc.) que permeten, mitjancant I'acoblament
homoleg amb un mRNA/DNA diana, la reduccid de |'expressié génica d'un gen involucrat

en |'etiologia o el desenvolupament de la malaltia.
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Existeixen dues categories de terapia genica en funcid de I'estrategia que se segueixi en
I'alliberament del material genetic a les cel-lules diana del pacient:

e Invivo: on les cél-lules sén modificades genéticament in situ. El material genétic s'injecta,
amb o sense vector, de forma local o sistémica. Per tant, els requisits essencials per al
disseny d'un farmac de terapia génica in vivo son la seva estabilitat en fluids fisiologics, la
relacié dosi-resposta, la biodisponibilitat a la cel-lula diana i la possibilitat de
readministracid sense efectes toxics o immunologics.

e Ex vivo: on les cél-lules del teixit que es vol modificar genéticament sén obtingudes
mitjangant una biopsia i cultivades in vitro. Un cop en cultiu, aquestes cel-lules es
modifiquen genéticament mitjancant I'Us del vector adequat i posteriorment es
reimplanten de nou en l'individu. Introduir gens en aquestes cél-lules és una fita bastant
més facil, minimitza la toxicitat del vector, permet la verificacid i control post-transfeccié

abans de la reintroduccid al pacient i maximitza I'eficiéncia de transduccid.

El principal problema de la terapia génica resideix, fonamentalment, en el desenvolupament d'un
sistema de transferéncia que permeti alliberar el material genetic a l'interior cel-lular de manera
segura, eficient i especifica. En el disseny de I'estrategia de transferéncia génica per a un protocol de
terapia genica cal tenir en compte quatre factors critics:

1. Eficiencia de transferéncia del material genétic (delivery).

2. Especificitat sobre el teixit o cel-lula diana.
3. Persisténcia i regulacié de I'expressio genica.

4. Toxicitat.
El sistema de transferéncia génica d'eleccié (vector, via d'administracid, etc.) per a satisfer tots els
requisits dependra de les caracteristiques intrinseques de la malaltia a tractar i del teixit diana. L'éxit
d'una estrategia de terapia genica depén, en gran part, de la capacitat de conduir el material genétic
de forma eficient, especifica i segura a les cel-lules diana. Els vectors de terapia génica han de superar
una serie d'obstacles abans que el gen d'interés tingui I'efecte desitjat. Inicialment, el vector ha
d'arribar a la superficie de la cél-lula desitjada. Després de contactar amb la cel-lula, els vectors han
d'unir-se i entrar al seu interior. Un cop dins la cel-lula, el material genétic ha d'ésser alliberat i evitar
la seva degradacié pels lisosomes. Finalment, el material genetic ha de translocar-se al nucli
préviament a que es pugui produir I'expressié dels gens.
El ventall de sistemes de transferencia génica que s'han desenvolupat fins el moment es poden
classificar en dos grups: metodes de transferéncia genica virics i métodes no virics. Cada sistema té

els seus peculiars avantatges i inconvenients que el fan apropiat per a una determinada finestra

d'aplicacions.
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1. Métodes virics

Els virus s'han especialitzat durant milions d'anys d'evolucié en la transduccié del seu material
genetic al nucli de cél-lules eucariotes, convertint-se en potents eines per a la transferéncia génica al
nucli de la cel-lula diana. S'han desenvolupat vectors virals: la capside virica d'aquests vectors conté
un genoma viric que ha estat manipulat genéticament de manera que només tenen la capacitat

d'infectar la cél-lula i introduir el material genétic perd sense poder replicar-se per produir nous virus

recombinants [306]. A la taula 8, es recullen els diversos tipus de virus existents a la natura que s'han

modificat per tal de poder-los utilizar com a vectors de terapia génica.

- Infecten cél-lules proliferants i - Expressio transitoria:
quiescents. (1a<2ageneracio<gutless).
. - Facilitat de produccio a gran escala. - Immunogenicitat:
Adenovirus . - -
- Alts nivells d'expressio. (1a>2ageneracio>gutless).
- Gran capacitat de DNA : - Tropisme promiscu, infeccié no
(1a<2ageneracio<gutless). controlada.
- Limitacio de la mida de l'insert (4.5
- Infecten cél-lules proliferants i Kb)
Virus quiescents. - Efectivitat limitada a la preséncia
adenoassociats - Estabilitat elevada. d'anticossos  preexistents contra
(AAV) - No patogeénic i poc immunogeénic. AAV.
- Tropisme ampli. - Possibilitat d'integracié a I'atzar.
- Dificil de produir.
- Només infecta cél-lules proliferants.
. - Expressio estable. - Integracio aleatoria en el genoma de
Retrovirus . ., .. , - N .
(MMLV) - N’o. hi ha expressié de proteines I ho§te: pC?S,SIbIhtat de mutagenesi
viriques. per insercié.
- Limit de I'insert (8 Kb).
- Infecten cel-lules proliferants i - Possible toxicitat de les proteines
Lentivirus quiescents. viriques d'empaquetament.
- Expressio de llarga durada. - S'integra dins del genoma hoste.
- Infecten cel-lules proliferants i - .
. . - Neurotoxicitat mal caracteritzada.
Herpes virus quiescents. - Expressié transitoria.
- Gran capacitat de DNA (50 Kb).

Taula 8. Vectors virals per a la terapia génica: avantatges i desavantatges

Malauradament, els métodes virics han mostrat greus problematiques entre les que es compten la

limitacié en la mida de l'insert, immunogeneicitat, potencial mutagénesi insercional i insuficient

especificitat infectiva.
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2. Metodes no virics

Els vectors no virals presenten com a principal avantage la seva seguretat, ja que no tenen potencial

patogenic ni genotoxic. No obstant, tenen l'inconvenient de no ésser tan eficients com els vectors

virals a I'nora de transferir gens. Tanmateix, la seva facil manipulacio, el baix cost que suposa la seva

produccid i l'alta flexibilitat en la mida del transgen que és alliberat, han fet dels vectors no virals un

dels sistemes de transferencia génica més atractius per a la seva utilitzacié en terapia génica (Taula

9).
- Susceptibilitat a nucleases
plasmatiques.
- Resposta immune humoral i
- Produccié facil, segura i citotoxica en resposta al DNA
DNA nuu economica. bacteria.
- Administracié senzilla. - Rapid clearance per monocits
i cél-lules endotelials
hepatiques.
- Baixa transduccio.
L - Baixa penetrabilitat del DNA
Gene gun - Aplicabilitat en vacunes de DNA. . p
al teixit.
.. | -Millora la transduccié del DNA - Aplicabilitat superficial (pell,
N Electroporacio . .
Metodes plasmidic. musucl, etc.).
fisics - Facilitat d'injeccié. - Lesid hepatica transitoria.
Transferéncia - No encapsulament del DNA - Dificil aplicacié en mamifers
hidrodinamica necessari. superiors i en clinica.
- Bona eficiéncia de transduccié. - Expressio transitoria.
Greus limitacions in vivo:
- Heterogeneitat de les
formulacions i inestabilitat
., dels complexos.
- Protecci6 del DNA davant de . . p .
- Baixa eficiéncia de
Lipoplex nucleases. transfeccio
- Facilitat de produccié del vector. e
S - Especificitat pobre.
- Bones eficiencies in vitro. . .
- Toxicitat cel-lular associada al
Meétodes lipid.
biologics - Transit ineficient del DNA cap
al nucli.
- Proteccié del DNA davant de Greus limitacions in vivo:
. nucleases. - Agregament en fluids
Poliplex: . . s
- Facilitat de produccié del vector. fisiologics.

polietilenimina,
oligopeptids i
poli-L-lisina.

- Permeten ancorar un lligand per a
obtenir transferéncia génica
mitjancada per receptor.

- Excel-lents transfeccions in vitro.

- Toxicitat in vivo associada al
PEI.

- Transit ineficient del DNA cap
al nucli.

Taula 9. Métodes de transferéncia génica no virals: avantatges i inconvenients.
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L'aspecte comu a optimitzar tant en sistemes virals com no virals és el delivery selectiu i eficient cap
al teixit o cél-lula diana. Un altre aspecte important per a la terapia génica, tant viral com no viral, és
coneixer els mecanismes moleculars causants de les patologies per poder trobar bones dianes

terapeutiques.

B.1 TERAPIA GENICA PER A LA DIABETIS DE TIPUS 1

La destruccié autoimmune del pancrees limita en gran manera les possibles aproximacions de
terapia génica per a la diabetis tipus 1. Fins el moment s'han investigat les aproximacions segiients,
algunes de les quals estan en fase d'assaig clinic:

1. Modificacié del sistema immune per evitar el rebuig de la cél-lula B: en |a fase pre-simptomatica
de la malaltia, en la qual les cel-lules B encara son presents tot i que s'ha iniciat la seva destruccié,
existeixen diversos anticossos al serum dels pacients i també céel-lules limfocitaries al voltant de les
cel-lules B que sdn marcadors de la malaltia. Si es realitzessin estudis diagnostics per determinar la
preséncia d'aquests marcadors en la poblacié de risc, es podria aplicar algun mecanisme preventiu
per aturar la destruccid de les cel-lules B abans que tingui lloc. Malgrat que la terapia genica té
actualment poques possibilitats per modificar la reaccié anomala del sistema immune, algunes de
les vies que s'han testat [307] s'anomenen a continuacio:

a) inhibicid de les molecules implicades en el desenvolupament de la diabetis de tipus 1 (IL-1 B,
TNF-a, IFN-y, IL-6, NO).

b) inhibicid de la interaccié entre Fas i Fas-L, que semblen estar directament implicades en la
induccié de la mort cel-lular.

c) activacio de I'expressio de IL-4, GAD65 o IA-2, les quals poden prevenir la destruccié de la
cel-lula B i reduir el procés inflamatori.

d) produccid local, en cél-lules B modificades geneticament, de molécules anti-CD40-lligand, la
qual juga un paper clau en l'activacié de limfocits T directament implicats en el procés de
rebuig autoimmune.

Aquest tipus de terapia sera efica¢ quan es pugui realitzar un diagnostic precog¢ del procés
immunologic tot i que cal més recerca sobre quins son els processos implicats en la destruccié de les
cél-lules B.

2. Promocid de la formacio o regeneracié de les ceél-lules B productores d'insulina: es tracta d'una
estratégia de regeneracié o substitucié de les cel-lules B perdudes, ja que tenen una maquinaria

complexa dedicada a mantenir el contol estricte de la secrecid d'insulina en funcid de la glicemia que

fins el moment no s'ha pogut reproduir en cap altre tipus cel-lular. Essencialment, aquesta
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magquinaria té dues funcions que es mantenen estretament acoblades: la sensibilitat a la glucosa i la
produccio d'insulina. Per exemple, s'ha intentat la regeneracio de les cel-lules B a partir de cel-lules
mare pancreatiques o extrapancreatiques (de la medul-la ossia o del fetge), les quals poden ésser

cultivades ex vivo, manipulades geneticament i reintroduides al pancrees del pacient [308].

3. Produccié ectopica d'insulina sota el control de promotors sensibles a glucosa, que implica la
manipulacié genética d'organs (com fetge, muscul, intesti) per a qué secretin insulina de forma més
o menys fisiologica [309-311]. Aquesta estrategia té I'avantatge d'esquivar I'atac immune del que
son objectes les cél-lules B; perd calen uns requisits dificils d'assolir com un sistema de control de
I'expressio, emmagatzemament i secrecié d'insulina sensible a la concentracié de glucosa en sang.
Una altra opcid és la transdiferenciacié de cel-lules del fetge en cel-lules B mitjancant I'expressio
hepatica del gen Pdx-1 (implicat en la formacid i desenvolupament del pancrees i en el control de
I'expressio del gen de la insulina en les cél-lules B madures) per induir la secrecié hepatica d'insulina

[312].

4. Induir els teixits periférics a la captacid i utilitzacié de glucosa i/o inhibir la produccié hepatica
de glucosa. Vistes les dificultats d'obtenir una secrecioé regulada d'insulina en el context d'un pacient
diabétic, s'han buscat estrategies independents a la hormona per a reduir la hiperglicemia diabética
(la qual recordem que és el resultat d'una disminucié en la captacid del sucre pel fetge i teixits
periferics, sobretot muscul esquelétic, aixi com d'un increment en la produccié hepatica de glucosa).
Aquestes tactiques també son aplicables per a la diabetis de tipus 2 i seran comentades en |'apartat

de diabetis de tipus 2.

5. Evitar les complicacions de la diabetis: malaltia macrovascular, neuropatia i malaltia
microvascular. Com que el control de la glicemia encara és un problema no resolt del tot
satisfactoriament, molts pacients diabétics acaben presentant efectes vasculars de la diabetis que
han d'ésser tractats. Existeixen diverses aproximacions experimentals de terapia geénica per als
problemes vasculars de la diabetis, algunes de les quals estan en fase d'assaig clinic. Un exemple és
el tractament de la cistopatia diabética amb 1'Us del virus de I'herpes simple per dirigir i expressar el

gen del "nerve growth factor" en la bufeta de I'orina [313].

Tot i que els estudis de terapia génica de la diabetis van evolucionant, fins el moment, pero, no
existeix cap opcié que reemplaci a la terapia substitutoria d'insulina injectada en la clinica de la

diabetis de tipus 1.
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B.2 TERAPIA GENICA PER A LA DIABETIS DE TIPUS 2

La diabetis de tipus 2 és una malaltia multigénica i multifactorial la caracteristica principal de la qual
és la resistencia a insulina en els teixits periferics. El fet que sigui una malaltia complexa, amb
abundants processos fisiopatologics en diversos teixits, és un repte important per a la terapéutica.

La terapia génica per a la diabetis de tipus 2 no només presenta els problemes inherents a en quant a
la dificultat de transferir gens eficientment pels métodes que actualment tenim a I'abast, sind que a
més és dificil trobar bones dianes terapeutiques perqué es tracta d'una malaltia amb una etiologia
poc definida. Es pot dir, doncs, que la terapia génica de la diabetis de tipus 2 va a cavall dels
descobriments de les vies moleculars que modulen les disfuncions de la malaltia als diferents organs
[314, 315].

Les estratégies més plausibles per a la terapia génica de la diabetis de tipus 2 séon aquelles que
pretenen induir la captacié i utilitzacié de glucosa als teixits periférics i/o inhibir la produccié
hepatica de glucosa, per tal de disminuir la hiperglicemia diabética. Per a tal fita s'ha emprat la
tecnologia del RNA d'interferéncia, oligonucleotids antisentit o sobrexpressié de proteines i factors
de transcripcié amb la finalitat de modular la via de senyalitzacié d'insulina i/o de la regulacié de la
gluconeogenesi hepatica, vehiculitzats tant per vectors virals com no virals. Aquests estudis han
resultat essencials per a dilucidar els mecanismes de control de la homeostasi energetica i validar-ne

possibles dianes terapéutiques.

Sobrexpressio de proteines

En els Ultims anys s'han assajat diverses estrategies que empren vectors d'expressid de proteines les

quals incrementen la sensibilitat a la insulina i la captacidé de glucosa en diversos teixits com el fetge,

el muscul esquelétic o el teixit adipds.

- Muscul: representa aproximadament el 40 % de la massa corporal i és un organ essencial per a la
captacio i oxidacié de glucosa i acids grassos. En diabetis la captacié de glucosa al muscul esta
compromesa com a consequéncia de la resistencia a insulina, de manera que contribueix en gran
mesura a la hiperglicemia. La seva accessibilitat permet I'Us de técniques de transferencia génica no
virals, com I'electroporacio, o virals, com injeccions intramusculars de virus adenoassociats (AAV1).
Per exemple, s'ha provat |'estratégia de sobrexpressar la GK al muscul per incrementar la captacio
de glucosa mitjangant electroporacio [316] o amb vectors virals [317], tot i que l'efectivitat de
reversié de la simptomatologia diabetica i de |'obesitat variava segons el model animal diabetic
emprat [318-320]

D'altra banda, s'ha desenvolupat un ratoli transgenic que expressa insulina a nivells basals al muscul

per incrementar la captacié de glucosa, tot i que no és capac¢ de corregir la hiperglicemia quan
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s'indueix diabetis amb estreptozotocina [316]. Anant un pas més enlla, s'han expressat
conjuntament nivells basals d'insulina i de GK al muscul esqueléetic [321], en un intent de generar un
sistema "sensor de glucosa", i s'obtingué un manteniment de la normoglicemia tant en alimentacié
com en dejuni. En aquest model, possiblement la GK produida actuava a nivell de muscul i la
insulina a nivell sistemic de manera que s'incrementava la captacié de glucosa al muscul i es

disminuia la produccié hepatica de glucosa.

- fetge: s'hi ha estudiat la potenciacié de I'activitat enzimatica de la GK amb la intencié d'incrementar
la captacid de glucosa (es comentara detalladament al seglient apartat). Per altra banda, existeixen
aproximacions com l'expressié d'un mutant de la PFK-2 hepatica, que activa la produccié de
fructosa-2,6-bisfosfat en el fetge de models animals de diabetis tipus 2 i resulta en la reduccié de la
produccidé hepatica de glucosa i en I'augment de la captacié de glucosa al fetge. En aquest model
fou interessant observar que la disminucié de la resisténcia a insulina al fetge tenia com a

conseqiiencia una reduccié dels nivells de triglicérids en sang i una reduccié de I'adipositat [32].

- intesti: el GLP-1 (glucagon-like peptide 1) és un peptid secretat per les cél-lules L de l'intesti en
resposta a la ingesta i té una accid insulinotropica dependent de glucosa, de manera que redueix els
nivells de glucosa i de la secrecid postprandial de glucagd, a més que millora la funcié de les
cél-lules B del pancrees i del buidat gastric. La seva vida mitjana curta fa que una terapia basada en
la injeccié del peptid sigui inviable. S'ha intentat I'expressid ectopica de GLP-1 mitjangada per
vectors adenovirals i resulta en una millora de I'homeostasi de glucosa i la normalitzacié de la

insulinémia en models animals de diabetis severa [322, 323].

Silenciament de gens

Aproximacions basades en oligonucleotids antisentit (ASO): Els antisentit son oligonucleotids de
RNA, DNA o analegs d'acids nucleics (ANA) sintetitzats quimicament, que presenten homologia pel
mMRNA que codifica per la proteina diana, al qual s'aparellen i en bloquegen la traduccid i/o estimulen
la seva degradacié. Aquesta tecnologia ja s'esta emprant en la clinica (Vitravene®) i en multiples
estudis clinics, per a bloquejar la produccié de proteines determinants en el desenvolupament de
determinades patologies.

La biodistribucio, aixi com els teixits en que s'expressa el mRNA diana, son factors a tenir en compte
en l'eleccié dels ASO com a eina terapeutica. Per exemple, després d'una injeccid intraperitoneal
d'ASO, aquests s'acumulen al fetge i al teixit adipds, perd no en el muscul. Aixi, les aproximacions
terapeutiques per a diabetis basades en ASO s'han centrat en el fetge com a organ diana.

En els dltims anys la companyia farmaceutica ISIS Pharmaceuticals Inc. ha realitzat un exhaustiu

cribatge per identificar dianes susceptibles d'una intervencié farmacologica per a la diabetis utilitzant
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ASO. Alguns d'aquests ASO, en concret els dirigits contra FOXO1 i PTP1B, han aportat resultats

positius en estudis pre-clinics i clinics:

FOXO1: la implicacid d'aquest factor de transcripcid en la diabetis ha estat ampliament
demostrada [324-327]. Aquests resultats apunten a qué la reduccid de FOXO1l en estats
diabetics podria restituir I'accido de la insulina al fetge. En aquesta linia, Samuel et al han
demostrat que un silenciament modest de FOXO1 al fetge de ratolins obesos, mitjancant
oligonucleotids antisentit (ISIS188764), va produir una reduccié del mRNA de glucosa-6-
fosfatasa i PEPCK-C (enzims tipicament gluconeogenics) i una baixada en la produccié
endogena de glucosa, que condui a una millora de la glicémia, tolerancia a glucosa, insulinémia
i sensibilitat a insulina no només al fetge, sind també al teixit adipds.

PTP1B: és una proteina fosfatasa que interacciona i desfosforila el receptor de la insulina, IRS-1
i IRS-2, regulant negativament la cascada de senyalitzacié d'insulina, els nivells de la qual estan
incrementats en pacients obesos amb resisténcia a insulina [328-330]. El silenciament de
PTP1B en fetge a través d'oligonucleotids antisentit (ISIS 113715) esta en fase 2 d'investigacio
clinica per avaluar la seva capacitat de millorar o restablir la sensibilitat a insulina en pacients
de diabetis de tipus 2 [331, 332].

ACC: aquest enzim catalitza la sintesi de malonil CoA implicada en la lipogénesi. Mdltiples
evidencies suggereixen que l'acumulacié de lipids al fetge en estats prediabétics esta
directament lligada al desenvolupament de resistencia a insulina i a una produccié hepatica de
glucosa incrementada, ambdds elements clau en la patogenesi de la diabetis de tipus 2. La
reduccio de la lipidosi hepatica podria ésser, per tant, una altra estrategia terapeutica i una
possible diana pot ésser I'ACC. Donat que n'existeixen dues isoformes, ACC1 i ACC2, s'ha
utilitzat un ASO contra les dues formes de |'enzim que en models animals de diabetis induida
per dieta ha comportat una menor lipidosi i una menor produccié hepatica de glucosa,

conjuntament amb una millora de la sensibilitat hepatica a la insulina [333].

Aproximacions basades en RNA d'interferéncia: El 1998, Andrew Fire i Craig Mello van descriure per

primera vegada el fenomen de RNA d'interferencia (RNAI), en observar en els seus estudis en C.

elegans que el dsRNA tenia major eficiencia per inhibir I'expressio genica que les seqilieéncies sentit i

antisentit per separat i que, a més, aquest efecte de silenciament era sistemic i heretable [334].

Aquest descobriment va desencadenar un estudi intens per disseccionar el mecanisme molecular del

RNAi [335].

El RNAI ha revolucionat la recerca biomedica, ja que permet identificar la funcié dels gens i validar-

los com a potencials dianes terapeutiques. No és estrany, doncs, que multiples companyies

farmaceéutiques estiguin invertint esforcos en desenvolupar terapies basades en RNAi. En les
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aplicacions terapéutiques basades en RNAI, la barrera més important ha estat el delivery i |'estabilitat
de la molécula en l'organisme [336, 337]. S'han realitzat diversos estudis de validacié de dianes
farmacologiques per als RNAi en el fetge perque és un dels organs més accessibles, ja sigui
mitjancant tecniques no virals, com la injeccié endovenosa de siRNA o de vectors shRNA [338-342], o
virals amb vectors shRNA en adenovirus aprofitant el tropisme natural dels adenovirus pel fetge.
Alguns exemples d'aquests estudis es citen a continuacio:

- PGC-1 (peroxisome proliferator-activated coactivator-1): és un factor de transcripcié implicat
en la regulacid de gens gluconeogénics i d'oxidacié d'acids grassos, I'expressié del qual esta
incrementada en diabetis. El seu silenciament en ratolins db/db va resultar en una
normalitzacié de la glicémia i una millor tolerancia a la glucosa i sensibilitat hepatica a la
insulina [343, 344].

- PEPCK-C: és l'enzim que catalitza la reaccié limitant en la gluconeogénesi hepatica. El
silenciament parcial i transitori del gen que codifica per la PEPCK-C, mitjancant la injeccié d'un
vector plasmidic per expressar un shRNA contra la PEPCK-C al fetge, va resultar en una millora
de la glicemia en dejuni i en la tolerancia a la glucosa en models de ratolins amb diabetis de
tipus 1 [345]. En emprar un adenovirus per dirigir el sShARNA de PEPCK-C al fetge de ratolins
db/db, es van obtenir uns efectes similars als obtinguts amb un tractament farmacologic amb

metformina [346].

La terapia génica ha arribat al seu periode de maduresa, després de diverses decades d'ésser la
candidata a revolucionar la medicina moderna. Tot i que s'estan realitzant multitut d'assajos clinics a
tot el mdn, no s'ha assolit I'exit esperat en part per problemes en els vectors virics i no virics emprats.
Per altra banda, el delivery continua estant la limitacié més important per a I'éxit en els tractaments
en humans. Cal més recerca. Per la seva banda, la diabetis és una patologia dinamica, des del punt de
vista cientific. La seva complexitat i els abundants mecanismes fisiopatologics que la defineixen

suposen un repte important per a la terapeutica. Cal també més recerca en aquest camp.
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4.3 AUGMENT DE L'ACTIVITAT GK COM A TERAPIA
DE LA DIABETIS MELLITUS

Per al tractament de la diabetis, es busquen dianes que tinguin una gran forca de control en la
regulacié de I'homeostasi de glucosa. Seguint aquests criteris, la GK és una diana terapéutica
prometedora: per una banda, la GK és un sensor de glucosa a les cel-lules B pancreatiques on
determina la secrecié d'insulina i, per I'altra, juga un paper principal en la captacié de glucosa per
part del fetge. Actualment és del tot acceptat que la GK té una elevada for¢a de control en el sistema
complex d’homeodstasi de glucosa, tal i com demostra I'efecte que tenen algunes mutacions
activadores i inhibidores d’aquest enzim sobre I’homeostasi de glucosa en humans conduint a
malalties com PHHI (persistent hyperinsulinemic hypoglycemia of infancy) o diabetis mellitus,
respectivament.

En el cas de la diabetis de tipus 1, a causa de destruccio de les cél-lules B pancreatiques i una
conseqlient manca d'insulina, no hi ha expressié de GK al fetge. En el context d'aquesta malaltia, s'ha
plantejat induir I'expressié de GK al fetge mitjancant diverses aproximacions de terapia genica amb la
finalitat de fomentar la captacid i utilitzacid hepatica de glucosa, i, aixi, reduir la hiperglicémia
diabéetica. A nivell farmacologic, el descobriment d'activadors sintétics de la GK (GKAs) també ha
plantejat una terapia complementaria per als pacients amb diabetis de tipus 1. Com que els GKAs
només son efectius quan hi ha expressié de GK, no es podrien aplicar com a terapia exclusiva en els
pacients de diabetis de tipus 1, els quals no expressen la GK ni al pancrees (a causa de la destruccio
de les cel-lules B), ni al fetge (a causa de la manca d'insulina). No obstant, podrien usar-se
complementariament al tractament amb insulina per potenciar I'efecte de la insulina al fetge dels
pacients, i potser també podrien afectar directament les altres cél-lules on s'expressa la GK

(hipotalem, intesti, pituitaria) per millorar la regulacié de la glicemia.

En els pacients amb diabetis de tipus 2, hi ha un coneixement poc exacte sobre I'estat de la GK en els
diferents teixits durant els diversos estadis de la malaltia. S'ha detectat un increment de I'activitat GK
al fetge en casos d'hiperglicemia en dejuni, o d'alteracié en la tolerancia a la glucosa o en formes
suaus de diabetis de tipus 2 [347]; mentre que |'activitat GK estava disminuida en pacients diabeétics
amb obesitat morbida [348]. Aquests resultats van en linia amb els obtinguts en models animals de
diabetis associada a obesitat [349]. Aquests fets suggereixen que, en la diabetis de tipus 2, la
deficiencia de GK al fetge té lloc només en casos d'obesitat i en les fases tardanes o formes més
severes de la malaltia. Inicialment, els individus obesos tenen nivells normals de glicemia en dejuni
amb un incrment de la insulinémia, pero esdevenen progressivament més hiperglicémics i resistents
a la insulina amb una disminucié dels nivells d'insulinémia associats amb una disfuncié de la cel-lula
B.
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Encara hi ha menys informacié en referéncia a l'activitat GK a la cel-lula B en casos de diabetis de
tipus 2 [350-352]. Tenint en compte la fisiologia de I'enzim, es podria especular que I'activitat GK a la
cél-lula B és normal en casos d'alteracions de la glicemia en dejuni o intolerancia a la glucosa, i que
esta disminuida en les fases tardanes i/o severes de la malaltia. Per exemple, estudis en illots
pancreatics aillats de pacients amb diabetis de tipus 2 demostraven que l'alliberament d'insulina
estimulat per glucosa era clar, tot i que reduit, suggerint la preséncia d'un sensor de glucosa
funcional [351]. A més a més, I'éxit d'inhibidors que requereixen activitat GK intacta per a ésser
efectius en cél-lula B reforcen el concepte que la funcié GK en aquestes cel-lules diabetiques era
normal. Ara bé, potser en el context de la diabetis de tipus 2 la GK pateix una série d'alteracions en
les interaccions proteiques que regulen la seva activitat, o en les associacions amb organuls cel-lulars,
etc., de manera que podria canviar la seva funcionalitat enzimatica. Per exemple, s'ha demostrat que
en models animals de resisténcia a insulina hi ha una desregulacié de la translocacio nuclear de la GK
hepatica en que esta implicada la GKRP [203, 353].

Encara que hi ha dubtes sobre els nivells de GK en les diferents fases de la diabetis de tipus 2, s'ha
testat la possibilitat d'incrementar I'activitat GK mitjancant activadors sintetics de la GK (GKAs) i

també mitjancant la sobrexpressid hepatica de I'enzim com a possible terapia.

A. Sobrexpressio de la GK al fetge diabeétic

A.1 Sobrexpressio hepatica de GK en casos de diabetis de tipus 1

Dos grups independents han estudiat la sobrexpressié de GK en el fetge d'animals amb diabetis de
tipus 1 induida amb estreptozotozina (STZ, toxic selectiu de la cél-lula B pancreatica) [116, 354, 355] i
han obtingut un fenotip semblant (Taula 10). Els animals tractats amb STZ tenen una deficiéncia total
d'insulina, de manera que presenten hiperglicemia a causa de la manca de captacid i metabolisme de
glucosa. A més, la deficieéncia d'insulina activa la lipolisi periférica, accelera I'oxidacié d'acids grassos
al fetge i resulta en un increment dels nivells de TAG a causa de la reesterificacié de I'excés d'acids
grassos. L'expressié hepatica de GK en aquest context condueix a una disminucié de la hiperglicemia,
possiblement augmentant la dependéncia del muscul i altres teixits periférics en els acids grassos per
a obtenir energia i, en conseqliencia, disminuint els nivells circulants d'acids grassos lliures. Aquesta
reduccid al seu torn redueix la quantitat d'acids grassos disponibles per a la sintesi de TAG i |'oxidacio
d'acids grassos al fetge. En ambdés casos s'obté una disminucid de l'oxidacié hepatica d'acids
grassos, tal com indica la reduccié del mRNA de Cptl. Si aquests models sOn correctes suggereixen
que la sobrexpressio hepatica de GK condueix a la normoglicémia gracies a l'increment de |'oxidacié

d'acids grassos als teixits periferics.
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Durant la diabetis, a causa de la manca d'insulina i I'increment del glucagd, la glicogen sintasa esta
fosforilada i inactiva de manera que no s'acumula glicogen al fetge. L'estimulacid de I'activitat GK en
el fetge amb diabetis tipus 1 promou la sintesi de glicogen (de manera dosi-dependent), aixi com
activa les vies glicolitiques i disminueix les vies de produccié de glucosa, resultant en I'esmentada

normalitzacid de la hiperglicemia diabeética.

Referéncies [116] [355] [354]
Model animal:
- Espécie M.musculus Rattus norvegicus. Rattus norvegicus.
- Pes/Edat inicial 4-8 setmanes 100-130 g 100-130¢g
- Transf. génica transgenic Adenovirus Adenovirus
- Espécie transgen GK de rata GK de rata GK de rata
- Promotor PEPCK-C EFla EFla
- Induccid diabetis Streptozotocina (STZ) STZ ST1Z
- Temps analisi 7 dies post-STZ 17 dies 17 dies
- Nivells transgen X2 (activitat) x2.3 / x11.6 (activitat) x11.6
Metabolits sang:
- glucosa J = N J
- triglicérids J J
- acids grassos N =
- B-hidroxibutirat N NA
Metabolits fetge:
- glucosa-6-fosfat ™ - -
- glicogen ™ = ™
- lactat ™ = ™
- triglicérids - = ™
Enzims i factors ™ PK N L-PK, FAS,
de transcripcio ChREBP, SREBP-1c,
hepatics (mRNA): J PEPCK-C, Cpt1, Cpt2, PPAR-y, FABPS,
HMGCOA sintasa, TAT, SCD-1
GLUT-2
J fumarat
=GLUT-1 hidratasa, DGAT1
= HMGCoA
reductasa, DGAT2,
MTP, FOXO1la

Taula 10.Estudis de sobrexpressio hepatica de GK en models animals de diabetis de tipus 1 i analitzats en
estat d'alimentacid. "(activitat)", els nivells de transgen s'han determinat per nivells d'activitat GK en
comparacié amb els grups control; "J,", disminucioé significativa; "4*", augment significatiu; "=" sense
variacio respecte els controls; "-" no determinat. En negreta es mostren els criteris de divisié de la columna
corresponent.

Ambdods grups difereixen en |'efecte de la sobrexpressié hepatica de GK sobre el B-hidroxibutirat i els
acids grassos en sang. Segons Morral et al la reduccid del B-hidroxibutirat reflecteix la reduccié de
I'oxidacié d'acids grassos al fetge i, en conseqliéncia, no canvien els nivells d'acids grassos sanguinis,

si bé augmenten els triglicerids hepatics.
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A I'hora de comparar els dos estudis cal tenir en compte que, a part d'ésser en espécies animals
diferents, s'han usat estratégies diferents de transferéncia genica. En el cas dels transgénics, el fet
d'expressar el transgen al llarg de la vida de I'animal pot causar l'apariciéo de mecanismes adaptatius.
En el cas del tractament amb adenovirus, cal observar que el propi tractament amb adenovirus pot
condicionar metabolicament els animals [354, 355]: el grup control amb adenovirus presenta un
increment del glicogen i dels triglicerids hepatics en comparaciéo amb els animals no tractats, a més
d'una reduccié dels nivells sanguinis de B-hidroxibutirat, triglicérids i acids grassos lliures.

En conjunt, la sobrexpressid de GK al fetge pot ésser una bona estrategia per a reduir la hiperglicemia
i la dislipidemia tipiques de la diabetis de tipus 1. No obstant, |'estudi de Morral et al suggereix el risc

de la induccid de la lipogénesi hepatica com a efecte no desitjable [354, 355].

A.2 Sobrexpressio hepatica de GK en casos de diabetis de tipus 2

Tot i que s'han usat multiples models animals per analitzar els efectes de la sobrexpressié hepatica
de GK com a tractament de la diabetis de tipus 2 (diabetis induida per dieta rica en greixos,
resisténcia a insulina, obesitat), existeix el denominador comu que l'augment d'activitat GK al fetge
condueix a una normalitzacié de la glicemia (Taula 11). La sobrexpressié hepatica de la GK,
mitjancant I'activacid de la glicolisi hepatica i de la sintesi de glicogen, provocaria un augment de la
clearance de glucosa i una disminucié de la produccié hepatica de glucosa, que permetrien explicar la
normalitzacié de la glicemia. La Unica excepcid és el cas de |'estudi de Ferre et al [117], els quals
demostren que un transgenic que expressa la GK sota el control de la PEPCK-C en ésser sotmeés a una
dieta rica en greixos esdevé rapidament resistent a la insulina. Cal tenir en compte que en aquest
estudi el transgen esta controlat pel promotor de PEPCK-C (s'activa per glucagé i s'inhibeix per
insulina), de manera que s'expressara majoritariament en situacions en qué la GK no s'expressa
fisiologicament.

La sobrexpressio hepatica de GK té el risc d'incrementar la produccié de malonil-CoA, de manera que
s'activarien les vies lipogéniques i s'inhibirien les vies d'oxidacié d'acids grassos, amb conseqiiéncies
deletéries en els lipids circulants i/o possibilitat d'esteatosi hepatica. Dels resultats presentats a la
Taula 11, es fa dificil treure conclusions sobre aquest aspecte tant rellevant a I'hora de plantejar la
GK com a terapia efectiva per la diabetis de tipus 2. Es interessant destacar I'estudi de Wu et al [356],
en el qual malgrat haver-hi una disminucié de I'oxidacio d'acids grassos al fetge, té lloc un augment
de l'oxidacié d'acids grassos al muscul i de la despesa energéetica, a conseqiéncia de la reduccié de la
glicemia i la insulinémia.

En aquest punt cal recordar I'estudi dels ratolins transgenics que expressaven tot el gen de la GK,
amb el conseqlient control fisiologic de la seva expressid [269]. En sotmetre'ls a una dieta rica en

greixos, aquests animals no desenvolupaven ni resisténcia a insulina ni diabetis de tipus 2 i, per altra
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banda, no eren diferents dels controls pel que fa a la lipidemia i no acumulaven lipids al fetge. Cal
tenir en compte, que en aquests animals la GK també es sobrexpressava a les altres cel-lules que
contenen GK. Per tant, aquest estudi posa de manifest que el moment i el lloc d'expressié poden
ésser importants a I'hora de determinar les conseqiiéncies de I'increment de GK; aixi com també pot

influir-hi la dosi del transgen.

Referéncies [272] [117] [356] [349] [36]
Model animal:
- Espécie M.musculus M.musculus M. musculus R.norvegicus M.musculus
- Pes/Edat inicial 4-8 setmanes 35g 20 setmanes
- Transf. génica Adenovirus transgenic Adenovirus Ad + imsup Adenovirus
- Esp. transgen GK humana GK de rata GK de rata GK de rata GK de rata
- Promotor RSV PEPCK-C cMmv CcMV
- Mod. diabetis DRG (4 mesos) DRG (12 set.) obes. (KK/H1J) | DM2/ob (ZDF) Pdk1’/
- Temps analisi 3 set. post-Ad 12 mesos 7 dies post-Ad 7 dies post-Ad 4 dies
- Estat analisi dejuni (nit) alimentacié dejuni (5h) dejuni (6h) dej. (16h)/alim.
Metabolits sang:
- glucosa J = J J J (dej.ialim)
- triglicérids = - T T M (alim)
- acids grassos = - ™ = = (alim)
- lactat = - - ™ -
Hormones sang:
- insulina NY T N = < (dej.)
- leptina - - NE - -
Metabolits fetge:
- glucosa-6-fosfat - T T N (alim)
- glicogen ™ - - ™ M (dej. ialim)
- lactat - - ™ - -
- triglicerids = ™ ™ - -
Ingesta J = = - -
Pes N T N - -
Efet.:tes .sobre vies, J oxidacio ac. J produccié Dejuni:
enzims i factors de "
transcripcio grassos hepatica de J PGC-1a
hepatics (MRNA): M lipogénesi glucosa PEPCK-C
(ACCL1, FAS) 1 cicle de = Glc6Pasa
Pglicolisi glucosa Alimentacio:
= SREBP-1c
4 AMPK ™ L-PK
™ FAS
=SCD-1

Taula 11. Estudis de sobrexpressiéo hepatica de GK en models animals de resisténcia a insulina, obesitat i
diabetis de tipus 2. "RSV" significa Rous sarcoma virus; "CMV" significa citomegalovirus; "Ad + im", adenovirus
amb tractament immunosupressor; "DRG-(HFD)", dieta rica en greixos; "obes. (KK/H1J)", soca de ratolins
anomenada KK/H1J que és un model d'obesitat; "DM2/ob (ZDF)", rates Zucker (Zucker diabetic fatty rats) que
sén un model de diabetis tipus 2 i obesitat; "Pdk1/ ", model de ratolins transgénics amb resisténcia hepatica a
la insulina ja que la tenen genosuprimit el gen Pdkl, imprescindible per a la senyalitzacié d'insulina al fetge;
"alim", estat d'alimentaci6; "dej.”, estat de dejuni; "J", disminucidé significativa; "4", augment

significatiu; "~J4" i "~P", tendéncia a la disminucié o a l'augment, respectivament; "=" sense variaci6
respecte els controls; "-" no determinat. En vermell es mostren els criteris de divisié de la columna
corresponent.
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B. Activadors sintétics de la GK (GKAs)

A la década dels 90s, el reconeixement que la GK juga un paper principal en el control de la glicéemia
va conduir a programes de descobriment de farmacs per identificar petites molécules que tinguessin
la GK com a diana per tractar la hiperglicemia dels diabétics de tipus 2. L'objectiu fou buscar
mimetics de la fructosa-1-fosfat (F1P) que poguessin bloquejar la inhibicid de GK, revertint I'accio
inhibidora de la GKRP coneguda al fetge i que se suposava que podia tenir algun paper en el
pancrees. No obstant, els compostos que es van identificar s'unien directament a la GK i 'activaven
mitjancant la seva unié en una cavitat que presenta l'enzim en la conformacié tancada. Aquesta
troballa permeté demostrar que la GK pot presentar activacié al-losterica, si bé, encara no s'han
determinat quins poden ser-ne els activadors fisiologics.

El desenvolupament dels activadors va estar influit pel descobriment del lligament entre GK i PHHI
(persistent hyperinsulinemic hypoglycemia of the infancy) [246]. La sindrome era causada per una
mutacié activadora V455M de la GK. V455M provocava un increment de I’afinitat de I'enzim per a la
glucosa mentre que les altres constants cinétiques estaven poc afectades per la mutacié. Aquesta
mutacié natural va servir com un “proof of concept” convincent que els GKAs podien ésser
desenvolupats com un farmac antidiabétic. Des d’aleshores s’han descrit fins a 13 mutacions
activadores [144], totes elles situades en la mateixa cavitat de I'enzim on també s'uneixen els GKAs
[136]. Aguesta cavitat, anomenada lloc al-lostéric, esta constituida pels residus aminoacidics 65-68
en la seva part superior, i els residus hidrofobics Met235, Met210, lle211, Val62 i lle259 a la part

inferior.

Amb aquestes bases, s'ha desenvolupat un programa de cerca de GKAs que implica a més d'una
dotzena d'industries farmaceutiques [144]. Com a dada anecdotica, ja hi ha més de 100 patents
publicades sobre aquestes molecules. Els GKAs actuals tenen unes estructures quimiques molt

diverses que es poden dividir en 4 grups (Figura 24):

e GKAs amb un atom de carboni central: per exemple, RO0281675 (Roche), RO4389620
(Piragliatin; Roche), LY2121260 (Eli Lilly) i PSN-GK1 (OSI) [137, 357, 358].

e GKAs amb un anell aromatic central: la majoria han estat desenvolupats per AstraZeneca,
Pfizer i Banyu [180].

e GKAs amb un aminoacid central, desenvolupats per Takeda.

e altres estructures excepcionals, com un anell pirrolona que ha desenvolupat Johnson &

Johnson.
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Figura 24. Estructures quimiques d'alguns dels activadors sintétics de GK (GKAs).

B.1 Mecanismes moleculars d'accidé dels GKAs

En unir-se al lloc al-lostéric de la GK, tots els GKAs analitzats fins el moment provoquen un augment
de I'activitat GK mitjancant l'increment de I'afinitat per a la glucosa, és a dir, una disminucio de la Sgs.
Pero hi ha diversitat d'efectes sobre altres parametres cinétics: alguns GKAs no tenen efecte en la
cooperativitat per la glucosa o la V. [180]; altres incrementen la V., sense afectar la cooperativitat
[137], altres aboleixen la cooperativitat [200], etc. Aquesta variabilitat també s'observa pels diferents
tipus de mutacions activadores de la GK [262]. Per altra banda, els GKAs a l'igual que algunes

mutacions activadores també poden afectar la inhibicié de la GK per GKRP [200, 262].

L'explicacido del comportament cinetic que presenta la GK unida als GKAs va lligada a I'estructura
proteica de I'enzim. Quan el GKA s'uneix al lloc al-lostéric de la GK provoca un canvi en |'equilibri de
I'enzim des d'una conformacié inactiva, amb baixa afinitat per a la glucosa, cap a la forma tancada
amb alta afinitat per a la glucosa. Com a resultat, augmenta I'afinitat a la glucosa. La uni6 del GKA a la
GK és alhora dependent de la concentracié de glucosa, ja que la glucosa indueix un canvi
conformacional en I'enzim que permet I'aparicid del lloc d'unié al-losteric on s'uneix el GKA. Per tant,
existeix una interdependéncia entre la glucosa i els GKAs que representa un aspecte important de la
regulacié al-losterica de la GK: la propia accié dels GKAs esta regulada endogenament pels nivells de
glicemia [136, 359]. Com que la GKRP només s'uneix a la forma sUper-oberta (inactiva) de la GK, la
unié dels GKAs a la GK i la consequent estabilitzacié de la conformacié tancada explicarien la

desregulacié de la GK hepatica per GKRP.
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B.2 Efectes farmacologics i terapéutics dels GKAs in vivo

Tots els efectes biologics coneguts dels GKAs son previsibles a partir del paper central que juga la GK

en la homeostasi de glucosa i a partir dels efectes in vitro d'aquests compostos:

- en preparacions de cél-lules B pancreatiques: els GKAs estimulen la taxa glicolitica i abaixen el
llindar de la secrecid d'insulina estimulada per glucosa, és a dir, augmenta la secrecié d'insulina a
baixes concentracions de glucosa [137, 357, 358]. Aquest increment de la secrecié d'insulina
també s'ha vist en illots pancreatics en cultiu provinents de donants humans sans i diabetics [360].
A més, s'ha reportat que l'activador LY2121260 (Eli Lilly) produeix un increment de la quantitat de
GK en ceél-lules d'insulinoma, pressumptament perqué en augmentar la quantitat de GK unida a

glucosa s'afavoreix I'habilitat de la glucosa per estabilitzar I'enzim contra la degradacio [357].

- en preparacions d'hepatocits: els GKAs provoquen un augment de la sintesi de glicogen com a
resultat de I'activacié de la GK citosolica per una banda i, per I'altra, d'estimular la dissociacié del

complex GKRP-GK [180, 200].

No obstant, el coneixement de les accions potencials dels GKAs sobre les altres cel-lules que

contenen GK és molt limitat.

Pel que fa als estudis dels efectes dels GKAs sobre I'organisme sencer [137, 357, 358, 361-363],
s'obtenia una disminucid de la glicemia dosi-dependent. En la majoria de casos en qué s'empraven
animals diabetics o pacients humans, la normalitzacié de la glicemia estava associada amb un
increment de l'index insulinogénic, que consistia en una accié dual sobre la secrecid d'insulina i la
captacid neta de glucosa al fetge (Taula 12). A més, l'administracié de GKAs prevenia el

desenvolupament de diabetis en un model animal d'obesitat induida per la dieta en ratolins [137].
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R0O0281675
(Hoffman-La
Roche)

WO 0058293
(2000)

- Augmenta la secrecié d'insulina estimulada per
glucosa en illots pancreatics aillats de rata i de
ratoli.

- Disminueix la glicémia fins a rangs hipogliceémics i
normoglicemics en models animals sans i
diabetics, respectivament, mitjangant
I'estimulacié de la secrecid d'insulina i la reduccié
de la produccid hepatica de glucosa.

[137]

RO4389620 o
Piragliatin
(Hoffman-La
Roche)

WO 2007115968
(2007)

- Ha arribat a la fase 2 d'assajos clinics, en assajos
de monoterapia i en combinacié amb
metformina.

- Disminueix la glicemia en voluntaris sans i
pacients amb diabetis de tipus 2. En els pacients,
provoca una millora en els tests de tolerancia a
glucosa via l'increment de la secrecié d'insulina,
la captacio de glucosa i la disminucié de la
produccid hepatica de glucosa.

- Els assajos s'han aturat per raons desconegudes.

[361]

LY2121260
(Eli Lilly)

WO 20040631
(2004)

- Potencia la secrecio d'insulina estimulada per
glucosa en illots de rata aillats i augmenta el
contingut de GK en cel-lules INS-1.

- Estimula la captacié de 2-deoxi-D-*H-glucosa en
hepatocits de rata en culitu.

- Disminueix el perfil de glucosa en un test de
tolerancia a glucosa en rates Wistar sanes.

[357]

PSN-GK1
(osl)

WO 2004072031
(2004)

- Estimula la secrecié d'insulina.
- Augmenta la sintesi hepatica de glicogen sense
augmentar els nivells hepatics de glicogen.

[358]

GKA-50
(Astra-
Zeneca)

WO 2005044801
(2005)

- Permet obtenir una disminucid de la glicemia
proporcional a la funcid linial del logaritme de les
concentracions d'activador no unit dividit per la
poténcia activadora d'aquests compostos in
vitro, la qual cosa és important a I'hora de testar
aquest activador en estadis pre-clinics.

Taula 12. Informacié disponible de les dades pre-cliniques i cliniques d'alguns activadors sintétics de GK

(GKAs).

B.3 Limitacions i potencials de les terapies basades en GKAs

Les dades biologiques disponibles sobre I'eficacia dels GKAs en disminuir la glicémia i millorar la

tolerancia a glucosa in vivo sén molt prometedores de cara a la terapia de la diabetis. La qiestio clau

és saber si |I'Us terapéutic cronic dels GKAs pot tenir efectes indesitjables.

En primer lloc, els estudis amb GKAs in vivo (recolzats per les dades obtingudes en pacients afectats

de PHHI) demostren que existeix un risc d'hipoglicemia inherent a I"'augment d'insulinémia i de
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captacidé de glucosa que genera l'activacié de la GK. Per aquest motiu seria aconsellable dissenyar
GKAs amb un rang terapeutic que eliminés o disminuis aquest risc.

En segon lloc, I'activacié simultania de la GK a les diferents cel-lules on s'expressa pot tenir algunes
conseqgliencies que encara no s'han previst. En cas que passessin la barrera hematoencefalica,
I'administracid central d'un GKA podria afectar circuits neuronals a I'hipotalem que generessin canvis
en els patrons de regulacid de la gana i de despesa energética, com a conseqliéncia de tenir
constantment activats els sensors de glucosa cerebrals malgrat la manca d'ingesta calorica. Per altra
banda, I'activacié de la GK a les cel-lules gonadotropes de la glandula pituitaria podrien afectar la
fertilitat o determinades funcions gonadals. En general, el fet que el sistema de regulacié de
I'hnomeostasi de glucosa sigui complex i interrelacionat fa que sigui dificil destriar els efectes

especifics dels GKAs sobre cada tipus cel-lular (Figura 25).

CERVELL [ Pituitaria

Glucids
Ingesta

TEIXIT
ADIPOS

INTESTI
‘—x\ Glucosa

GKAs

muUscuL

S/o
e P T ES
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portals )

Hepatocits

Figura 25. Representacio de I'accié dels GKAs en la xarxa de cél-lules que expressen GK i intervenen en la
regulacié de I'homeostasi de glucosa. La glucosa per si sola (fletxes de color verd) o amb I'ajuda dels GKAs
(fletxes de color marrd) actua sobre la GK en una gran varietat de cel-lules/teixits que expressen aquest enzim
(indicats en requadres o el-lipses de color). El resultat és una senyalitzacié secundaria a través d'hormones
(fletxes de color rosa-lila) o del sistema nervids autonom (fletxes de color blau) que impacta sobre I'homeostasi
de glucosa. (Figura adaptada de l'article de Matschinsky et al [122]).

El tercer risc de I'Us dels GKAs ve donat per la localitzacié upstream de la GK en les vies metaboliques.
En el cas del fetge, podria haver-hi un gran augment del contingut de glicogen hepatic pero la
preocupacié principal és la possibilitat que els GKAs puguin produir esteatosi hepatica i

hiperlipidémia, tal i com succeia en alguns models de sobrexpressié de GK al fetge [117, 270, 354].
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No obstant, el fet que l'activacié de la GK pels GKAs no sigui exclusiva del fetge (amb alteracions
d'insulinémia i altres vies hormonals i neuronals que incideixen també en el metabolisme hepatic),
conjuntament amb el fet que els pacients de PHHI no presentin un perfil lipidic alterat, fa pensar que
els GKAs no predisposarien a una alteracié perjudicial del metabolisme lipidic. No obstant, és molt
important obtenir aquesta informacié en els assajos clinics en pacients de diabetis de tipus 2 de cara
a confirmar la validesa dels GKAs com a farmacs anti-diabétics.

Finalment, un altre perill de I'Us a llarg termini dels GKAs seria a causa de la seva accié insulinotropica
a la cel-lula B pancreatica. L'activitat hipersecretora d'insulina que els GKAs hi indueixen podria
resultar en un increment de l'estrés cel-lular precipitant la cel-lula B a la mort cel-lular, amb el
conseqlient agreujament de l'estat diabétic (tal com succeeix amb un tractament cronic amb

sulfonilurees) [365].

A part de la possibilitat d'efectes indesitjables, cal tenir en compte que s'han de complir alguns
requisits per tal que la GK sigui una diana efectiva per als GKAs en casos de diabetis de tipus 2. El
principal és que hi ha d'haver una expressié suficient de la GK endogena per tal que els GKAs puguin
promoure un increment substancial de la capacitat fosforiladora de glucosa. També cal que l'estat
patologic de la diabetis no hagi alterat suficientment els mecanismes de control de la senyalitzacid i
utilitzacié de glucosa als diferents teixits on s'expressa la GK, de manera que els increments en
I'activitat GK causats pels GKAs es corresponguin en canvis en el flux de glucosa i en respostes que

ajudin a la millora del fenotip diabétic.

En comparaciéo amb altres farmacs del mercat, els GKAs tenen |'avantatge que actuen sobre una
diana unica i coneguda. D'igual importancia és el fet que I'accié de farmacs que actuen sobre la
cel-lula B pot ésser potenciada pels GKAs. Per exemple, la combinacié amb exendina 4 o inhibidors de
DPP4 sén interessants perqué les seves accions son totalment dependents de la senyalitzacié de
glucosa a la cel-lula B. Un altre argument a favor de la terapia combinatoria amb inhibidors de DPP4 i
analegs de GLP1 és que tenen un efecte anti-apoptotic que podria prevenir la pérdua progressiva de

les cél-lules B caracteristica del progrés de la diabetis de tipus 2 [144].

Malgrat les altes esperances i esforcos que s'estan aplicant en el desenvolupament dels GKAs, el
coneixement del seu mecanisme d'accid i de les seves accions biologiques encara és parcial. No
obstant, la disponibilitat d'un elevat nombre de GKAs diferents i la informacié que generaran en
ésser aplicats en models in vivo i en assajos clinics permetra respondre molts dels interrogants. Quin
és el paper de la GK en les cél-lules a pancreatiques o a les cél-lules L intestinals, en la generacio del

senyal portal, en les neurones hipotalamiques i en les cél-lules gonadotropes? Quin és l'impacte
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terapeutic relatiu dels GKAs sobre el fetge i sobre les cél-lules B, i com aquest impacte pot estar
afectat pels diferents estats de la diabetis de tipus 2? Poden ésser realment utils les terapies

combinatories dels GKAs amb altres farmacs anti-diabetics?
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Reflexio final

La glucoquinasa és un enzim glicolitic classic, en el sentit que ja es va descriure a mitjans dels anys 60.

Des d’aleshores ha estat subjecte de multiples estudis que han permes que a dia d’avui conequem la

seva estructura, les seves propietats cinétiques, les cél-lules en qué s’expressa i la seva localitzacio

intracel-lular, amb quines proteines interacciona, els senyals nutricionals i hormonals que regulen la

seva expressio, els senyals que la propia activitat glucoquinasa promou dins de la cel-lula i, fins i tot,

quines patologies apareixen quan hi ha un excés o una manca d’aquest enzim.

D’entrada, tot suggereix que la glucoquinasa és un enzim perfectament caracterizat. Ara bé, quan

hom revisa tota la bibliografia s’adonara que encara queden moltes preguntes obertes. Per exemple:

Existeixen dos models d’animals transgénics que sobrexpressen glucoquinasa
especificament al fetge. El fenotip que presenten al final d’un estudi a llarg termini és
completament diferent (mentre uns esdevenen obesos i resistents a la insulina els altres
presenten una disminucio en I'index de massa corporal).

S'han observat discrepancies en el fenotip metabdlic obtingut en els diferents estudis de
sobrexpressio de glucoquinasa. Cal tenir en compte que els métodes de transferéncia
genica i els models animals usats varien d’un estudi a I'altre, la qual cosa pot comportar
divergeéncies en els resultats obtinguts. Pero aquest fet també referma el concepte que la
GK és un element clau en la homeostasi metabolica, en el sentit que segons quina sigui la
modulacid de la GK els resultats obtinguts son diferents i no sempre previsibles.

Es curiés pensar que tant la manca d’expressié de GK com la sobrexpressié de GK al fetge
provoca problemes d’esteatosi hepatica. Per qué? De tota manera aquest fet indica que
I'activitat d’aquest enzim glicolitic classic també determina el metabolisme lipidic
cel-lular.

Es coneix que la GKRP és una proteina reguladora molt important en el fetge perqué
segresta la GK al nucli. Pero encara no ha estat possible esbrinar per quin mecanisme
entra la GK al nucli. També existeixen diferéncies entre estudis pel qué fa a la GKRP, surt
o no surt del nucli? I si surt, com entra el complex GK-GKRP al nucli?

Esta classicament establert que la insulina regula la transcripcio de la GK al fetge; ara bé,
no esta definit a través de quin factor de transcripcié actua. Molts estudis indiquen que el
mitjancer de la insulina seria SREBP-1c; mentre que d’altres demostren que pot ser

SREBP-1c pero que la seva activacio és molt tardana respecte el senyal d’insulina i el
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temps en qué s'inicia la transcripcio de GK. Aquest fet semblaria indicar que existeix algun
altre factor que activaria GK en un temps més curt al senyal d’insulina; pero, quin?
= Gracies als estudis d’estructura i el descobriment dels activadors sintétics de la GK, se sap
que aquest enzim presenta un lloc d’unié al-lostérica que determina una determinada
conformacio més activa d’aquest enzim. Pero encara no es coneix si existeixen lligands
naturals per aquest lloc al-losteéric.
=  Finalment, tots els estudis coincideixen en el concepte que la GK és un enzim clau en la
homeostasi de glucosa. Si hom pensa a nivell d’organisme, en qué tota una xarxa de
factors i senyals controlen les cél-lules especialitzades dels diferents teixits, en quin punt
és important la GK? Existeixen mecanismes de senyalitzacio entre els diferents teixits
sensors de glucosa que contenen GK? Quins?
Totes aquestes preguntes fan que la GK sigui un enzim que genera interés en el present. A més,
diverses empreses farmacéutiques estan estudiant els activadors sintétics de la GK com a terapia per

a la diabetis. Ambdos fets garanteixen molts més projectes cientifics sobre aquest enzim en el futur.
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OBJECTIUS

La GK té un paper important en la regulacié del metabolisme glucidic del fetge ja que la seva activitat
provoca un augment de les vies d'emmagatzematge i d'oxidacid de glucosa, alhora que inhibeix la
produccié hepatica de glucosa. Aquesta funcié de la GK esta recolzada per diversos estudis de
sobrexpressié d’aquest enzim al fetge. Tal i com s’ha posat de manifest en la introduccié d’aquest
treball, els diversos models de sobrexpressié de GK generen resultats heterogenis que podrien venir
donats per diferencies en el model animal, en el tipus de transferéncia génica, en els promotors que
dirigeixen I'expressio i en la dosi del transgen. De totes aquestes variables, ens hem plantejat avaluar

si el lloc d’expressid del transgen (zona perivenosa, zona periportal, etc) influeix en el fenotip.

Amb aquesta finalitat vam optar per un model de sobrexpressio de GK majoritariament als
hepatocits perivenosos (on s’expressa majoritariament I'enzim en condicions fisiologiques), per
avaluar l'efecte d’aquesta sobrexpressid en el metabolisme hepatic d’animals sans i diabetics, i
comparar els resultats amb altres models animals que presenten una expressidé periportal o bé

transparenquimal del transgen. Per desenvolupar el model ens vam fixar els objectius segilients:

1. Obtencid i comprovacid in vitro dels vectors d’expressié que s’emprarien in vivo: pCAGGs/GK
(pGK) i pCpG/GK.

2. Us del métode de transferéncia de DNA nu al fetge per injeccié hidrodinamica en models
animals in vivo.

3. Avaluacié de la sobrexpressié de pGK i pCpG/GK en el fetge perivends de ratolins sans, tant a
curt com a llarg termini (2 i 50 dies, respectivament). L'interés d’aquest punt rau en avaluar
si la sobrexpressid de la GK al fetge desencadena resisténcia a insulina tal i com succeeix en
alguns estudis.

4. Avaluacié de la sobrexpressido de pGK i pCpG/GK en el fetge perivends en el context de la
diabetis, per determinar si la sobrexpressié zonal pot ésser una estrategia terapeutica que no
alteri el metabolisme lipidic com esdevé en altres estudis en qué no es té en compte la
zonacié de I'expressio de la GK. Concretament, s’empraren ratolins amb diabetis de tipus 1

induida amb estreptozotozina (STZ).

Per altra banda, amb el desenvolupament dels activadors sintetics de la GK (GKA) s’han ampliat les
esperances pel tractament de la diabetis de tipus 2. No obstant, no queda clara quina és I'accié
individual dels GKAs al fetge, independentment de la influencia dels GKAs en altres teixits. Per
intentar indagar quins serien els efectes especifis de 'activacié de la GK al fetge, ens vam proposar la

sobrexpressid d’una forma de GK amb una mutacié activadora que confereix unes caracteristiques
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cinetiques a I'enzim identiques a les obtingudes amb els GKAs. Per altra banda, també ens
proposarem avaluar-ne I'efectivitat sobre el fenotip diabétic, com a tractament alternatiu als GKAs
sistemics, la qual cosa seria interessant per evitar la sobrecarrega que exerceix la seva accio
secretagoga d’insulina a la cel-lula B. Els objectius concrets per desenvolupar aquest model sén els

seguents:

5. Introduccié de la mutacié A456V en el gen de la GK de rata, mitjancant técniques de
mutagenesi dirigida.

6. Obtencid i comprovacio in vitro dels vectors d’expressié pCAGGs/GKaasey i PCPG/GKpasey-

7. Avaluacié de I'expressid hepatica dels vectors pCAGGS/GKpssgy i PCPG/GKaasgy €n animals
sans.

8. Avaluacié de I'expressié hepatica dels vectors pCAGGs/GKpasey i pPCPpG/GKassey €N el context
de la diabetis, concretament en animals amb diabetis de tipus 1 induida amb

estreptozotozina.
En dltima instancia, la realitzacié d’aquests estudis podia permetre avaluar si la sobrexpressié de la

GK i I'activacié de la GK al fetge tenien efectes diferents sobre el metabolisme, els quals permetessin

estudiar quina seria una estratégia millor per a la terapia de la diabetis
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SOBREXPRESSIO DE GK
A LA ZONA PERIVENOSA DEL FETGE






RESULTATS

INTRODUCCIO

Vistes les discrepancies sobre els efectes de la sobrexpressié de GK al fetge que existeixen a la
bibliografia (s'han descrit al capitol introductori d'aquesta tesi), ens vam proposar |'objectiu de
considerar el concepte de zonacié hepatica en els nostres estudis de sobrexpressié i, per tant,
sobrexpressar el transgen a la zona perivenosa del fetge que és on es troba majoritariament la
GK endogena. Vam emprar dos models animals: per una banda, ratolins sans i, per |'altra,
ratolins amb diabetis de tipus 1 per tal d'avaluar les possibilitats terapéutiques de la
sobrexpressid perivenosa de la GK.

Per delimitar la zona de transfeccid del transgen als hepatocits propers a la vena central vam
emprar el métode d'injeccié hidrodinamica de plasmidis nuus. La transferéncia genica
hidrodinamica es basa en I'aplicacid de pressid hidrodinamica controlada sobre els capil-lars
per tal de potenciar la permeabilitat cel-lular dels endotelis i del parénquima. La primera
demostracid que la pressié hidrostatica pot incrementar I'eficiencia en la transferéncia genica
als hepatocits in vivo la va donar Budker et al. el 1996 [366] mitjancant una injeccid intraportal
d'un mil-lilitre de solucié en ratolins. La injeccid hidrodinamica a la vena caudal va ésser
descrita per primera vegada per Liu et al. [339] seguit molt a prop per Zhang et al [367], i s'ha
convertit en el métode estandard de transfeccié hidrodinamica del fetge de ratolins (Mus
musculus). Consisteix en una injeccio rapida (entre 5 i 8 segons) a la vena caudal d'una solucié
salina, el volum de la qual representa el 8-10% del pes corporal i que conté DNA nuu. Permet
assolir una transduccié transitoria de fins un 40% dels hepatocits, tot i que també es
transdueixen altres organs (ronyd, pulmd, melsa i cor) amb una eficiencia 4-5 ordres de
magnitud inferior.

Estudis cinétics i de biodistribucié demostren que si s'injecta el DNA via injeccié intravenosa de
baix volum, el DNA és degradat rapidament per les nucleases plasmatiques i s'acumula a les
cél-lules hepatiques no parenquimals [340]. En canvi, amb una injeccié hidrodinamica, tot i
tenir una cinética similar, s'obté una rapida internalitzacié del DNA als hepatocits [339].
Mecanisticament, el volum injectat a la vena caudal desemboca a la vena cava, arriba al cor on
el flux injectat sobrepassa la capacitat cardiaca i en conseqiieéncia es crea un increment de
pressid venosa que resulta en un flux retrograd cap al fetge a través de la vena hepatica [368-
370]. El fetge - tant per la seva estructura flexible que li permet assimilar grans volums, com
per la peculiaritat que els seus capil-lars tenen epitelis fenestrats - és el maxim receptor del
volum injectat i, per tant, del DNA (Figura 26). Diversos estudis de microscopia, per part del

nostre grup i altres, han demostrat que les cél-lules hepatiques que majoritariament es
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transfecten estan localitzades al voltant de la vena hepatica, per on arriba el reflux de la

solucio salina injectada hidrodinamicament [345, 368, 371].

A Branca de la vena hepatica —
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Figura 26. Injeccié hidrodinamica a la vena caudal per transfectar el fetge perivends. La transferéncia
génica hidrodinamica aprofita la for¢ca generada per una injeccié rapida d'un gran volum de solucié que
conté DNA per permeabilitzar I'endoteli del capil-lar sanguini i generar porus a la membrana plasmatica
de les cel-lules parenquimals. L'eficiéncia de la transfeccié ve determinada per I'estructura capil-lar, per
I'arquitectura de les cel-lules que envolten el capil-lar i per la pressio hidrostatica que rep el vas sanguini.
Els capil-lars fenestrats o sinusoids presents al fetge sén més sensibles al procés hidrodinamic que els
capil-lars amb epiteli continu, perqué presenten espais entre les cel-lules endotelials adjacents i a més
gairebé no tenen lamina basal. (A) Esquema representatiu de la tecnica d'injeccié hidrodinamica. (B)
Dibuix simbolic d'un fragment de lobul hepatic per tal de recordar I'arquitectura del fetge. (C) Imatge de
microscopia electronica de transmissié (x 20.000) d'un tall de fetge de rata AL on es mostra la
proximitat que existeix entre el sinusoid i els hepatocits. [S] simbolitza una cél-lula estelada i [F],
fenestracions. (D) Micrografia electronica d’escaneig (x 25.000) on es poden apreciar en detall les
fenestracions de I'epiteli sinusoidal. (Les imatges C i D han estat adaptades a partir de Hamish et al. Exp
Gerontol. 2007 April 42(4): 374-378).

El procés exacte pel qual el DNA entra als hepatocits no ha estat encara del tot dilucidat.
Alguns laboratoris han demostrat que la injeccié hidrodinamica indueix la formacié de
vesicules intracel-lulars a I'hepatocit [369]; altres han explicat la introduccié del DNA a
I'hepatocit via receptor de DNA [372] i altres, per macropinocitosi [369, 373]. No obstant, la
majoria d'indicis apunten a que I'entrada als hepatocits esta mitjangada per un procés fisic no
especific [374] batejat com a "hidroporacié" per Zhang i col-laboradors [370] en el qual l'alta
pressid provocada per la injeccié causaria petits porus a la membrana dels hepatocits fent-los
hiperpermeables al DNA [375].

Els animals sobreviuen bé després d'una injeccié hidrodinamica a la vena de la cua, encara que

els ocasioni una disfuncié temporal del sistema cardiac promoguda per la sobrecarrega de
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fluid, un increment agut de la pressid sanguinia a través del fetge i una expansié de la mida del
fetge amb la conseqlient deformacio estructural de I'0rgan. El fetge expandit recupera la seva
mida normal en aproximadament 30 minuts, mentre que els porus de la membrana es segellen
en menys de 2 minuts i els sinusoids lesionats es recuperen en 24-36 hores després de la
injeccié hidrodinamica. Aquest cert grau de dany hepatic agut es reflecteix en un increment de
transaminases seriques, pero rapidament (al segon dia després de la injeccid) torna a nivells
basals. Els ratolins injectats hidrodinamicament presenten una taxa de creixement igual que la
dels controls no injectats.

Per altra banda, els nivells d'expressid del transgen assolits amb la injeccid hidrodinamica de
DNA nuu sén alts en comparacié amb altres tecniques no virals. Aquestes discrepancies poden
ésser atribuides a canvis biologics induits pel procés d'injeccid ja que s'ha demostrat
recentment que la injeccidé hidrodinamica de solucions isotoniques augmenta I'expressié del
mRNA de c-fos i de c-jun, i en conseqliencia s'activen factors de transcripcié com la proteina
activadora AP-1i el factor nuclear NF-kB [376].

Comparat amb altres métodes no virals, el metode de transferéncia genica hidrodinamica
resulta molt atractiu en termes d'eficiéncia, reproducibilitat i simplicitat. Les aplicacions més
destacables de la transferéncia genica hidrodinamica inclouen, sobretot, I'avaluacio del
potencial terapeutic de determinats gens in vivo, (especialment proteines de secrecio,
convertint el fetge en una plataforma productora de la potencial proteina terapéutica), I'estudi
de nous vectors i elements de tranferéncia génica, aixi com I'Us de la metodologia per a I'estudi
de la transferencia d'elements no plasmidics, entre els que s'inclouen els siRNA i els vectors de
shRNA, que ja ha estat aplicada en models murins amb finalitats terapeutiques in vivo [340,
377]. Fins i tot, s'ha utilitzat la injeccié hidrodinamica per afavorir I'eficiéncia de transduccié de
vectors virals [378, 379].

Finalment, cal esmentar que la técnica hidrodinamica té un gran potencial ja que, a més de les
seves aplicacions per transfectar el fetge de ratolins, existeixen diferents adaptacions de la
metodologia hidrodinamica que s'han testat per a transfectar el fetge d'animals més grans
(rata, gos, fins i tot humans) i també per a transfectar altres organs (muscul, miocardi, ronyd,

melsa) [380].
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1. SOBREXPRESSIO DE GK AL FETGE PERIVENOS
DE RATOLINS SANS

Primerament, per visualitzar la zona del fetge que es transfectava mitjancant una injeccid
hidrodinamica, vam injectar ratolins sans amb un vector que codificava per a la proteina verda
fluorescent (GFP). 48 hores post-injeccidé es van obtenir seccions del fetge i es van observar
sota el microscopi de fluorescencia. A la figura 27 A, es mostra que al fetge hi ha grups
d'hepatocits que expressen GFP, és a dir, no s'observa un marcatge homogeni com també
succeia en els estudis de Liu et al i Kobayashi et al [339, 375]. Per discernir si els grups
d'hepatocits estaven a la zona perivenosa, vam utilitzar la técnica d'immunohistoquimica per
detectar I'enzim PEPCK-C el qual és un marcador periportal. Tal i com es pot observar a la
figura 27 B i C, la zona de transfeccio amb GFP esta totalment separada de la zona de maxim
marcatge de PEPCK-C, de manera que vam poder afirmar que amb la injeccié hidrodinamica

assoliem una transfeccié exclusiva dels hepatocits perivenosos.

Figura 27. Transfeccio dels hepatocits perivenosos assolida amb la injeccié hidrodinamica. Ratolins ICR
(CD1) van ésser injectats amb 30 pg de pEGFP i perfosos amb una solucié de 4% PFA 48 hores després.
(A) Es mostra la visualitzacio directa de GFP (verd) sobre les seccions de fetge de 50 um, per microscopia
de fluorescencia. (B) Seccié de fetge observada en el microscopi confocal (200X). (C) Col-localitzacié de
la immunodeteccid de PEPCK-C (fluorescéncia vermella) i GFP en fetge injectat hidrodinamicament,
observada en microscopi confocal (200X).

Obtencid del vector pGK i avaluacid de la seva capacitat de transfeccid in vitro

Per sobrexpressar la GK en el fetge de ratolins, ens calia clonar el gen de la GK de rata en un
vector d'expressié constitutiva que permetés alts nivells d'expressié del transgen in vivo. Vam
escollir el vector pCAGGs [381], el qual dirigeix I'expressié del transgen amb un promotor AG

(Chicken B-actin/Rabbit B8-globin hybrid promoter) i un potenciador CMV-IE (Human
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cytomegalovirus immediate early promoter, enhancer only), i esta descrit a la bibliografia que

assoleix un alt grau d'expressio genica in vivo (Fig 28).

sall Figura 28. Estructura del plasmidi pCAGGs/GK (pGK)

Chicken B-Actin Elements per expressié en E. coli:

X Promoter -Origen de replicacid del plasmidi pMB1 d’E. Coli.
-Origen bidireccional del virus de simis 40 (SV40)
-Promotor de |'operé lac d’E. coli

-Marcador de seleccié: gen de resisténcia a
ampicil-lina

GK Elements per expressié en cél-lules de mamifer:
-Promotor hibrid de B-actina de pollastre i B-globina
de conill (AG)

-Potenciador del citomegalovirus huma (CMV-IE).
Rabbit B-Globin —Senyal de poliadenilacié de la B-globina de conill (B-
e polyA globin polyA)

-Senyal de poliadenilacio del SV40

CMV-IE
enhancer

El cDNA de la GK de rata fou clonat en un vector pCAGGs amb EcoRI-Bglll per obtenir la
construccié pGK. Abans de comencar els estudis in vivo, vam verificar in vitro que la
construccié pGK podia expressar correctament la proteina GK. Amb aquesta finalitat vam
transfectar cel-lules Huh7 amb pGK i, passades 48 hores de la transfeccid, es va avaluar el
contingut proteic de GK per Western blot (Figura 29 A) i es va determinar l'activitat GK dels

homogenats cel-lulars per assegurar-nos que la proteina sobrexpressada era funcional (Figura

29 B).
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Figura 29. Sobrexpressio in vitro del vector pGK. Cél-lules Huh7 van ésser transfectades amb els

plasmidis pCAGGs (pControl) i pGK mitjangant PEI. Passades 48 h, es va confirmar la sobrexpressié de GK
per Western blot (A) i per determinacié de I'activitat enzimatica dels homogenats cel-lulars (B).

Sobrexpressio de pGK al fetge perivends de ratolins

La sobrexpressié de GK al fetge tedricament promou una major captacié hepatica de glucosa,
de manera que un dels efectes fenotipics esperats és la disminucid de glicemia. Com a primera

aproximacid per avaluar si la injeccid hidrodinamica de pGK es reflectia en canvis de
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concentracié de glucosa en sang, vam injectar dues dosis diferents de DNA (30 i 100 pg) a
ratolins de la soca ICR (CD1). Vam obtenir efecte fenotipic de baixada de glicémia a les 24 h
post-injeccid. L'efecte fou major amb la dosi baixa de pGK, probablement perqué altes

concentracions de DNA poden generar major toxicitat cel-lular a curt termini (Figura 30).
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Figura 30. Avaluacio dels efectes de la sobrexpressié de diferents dosis de pGK sobre I'homeostasi de
glucosa en ratolins ICR sans a les 24 h post-injeccio en situacié d'alimentacid. Els valors representen la
mitjana % error estandard ( n =7 - 12 per a la dosi baixa i n = 4 per a la dosi alta) ** p<0.01 vs pCtrol i vs
Sali, determinat per t-Student. Els grups controls no presenten diferencies significatives entre ells,
determinat per one-way ANOVA.

Si repetiem I'experiment per avaluar la glicémia i la insuliéemia en estat d'alimentacidé i de
dejuni a les 24 h post-injeccid, observavem que en estat d'alimentacié es reproduia I'efecte
sobre la glicemia i anava acompanyat d'una disminucid significativa de la insulinémia en el
grup de ratolins injectats amb pGK (Taula 13). No obstant, aquestes baixades significatives de

glicemia i insulinémia es perdien després de 8 h de dejuni.

Alimentacio Solucio salina 138.7 +3.448 1.312 +0.085
pGK 123.1+3.432 * 0.944 +0.070 *

Dejuni (8 h) Solucié salina 105.5+18.5 0.850 + 0.076
pGK 100.2 + 6.507 0.746 £ 0.059

Taula 13. Els valors corresponen a la mitjana * error estandard (n=5-7). * p<0.05 vs control, determinat
per t-Student.

Ara bé, aquests experiments, conjuntament amb diversos experiments preliminars ens van
demostrar que els efectes de disminucié de glicemia només es presentaven a les 24-48 h post-

injeccié. Aquest fet ens condui a avaluar si els nivells d'expressié del transgen es perdien
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rapidament amb el temps. Mitjancant qRT-PCR vam mesurar els nivells de mRNA de la GK de
rata a dia 2 i a dia 18 post-injeccio i, tal com es mostra a la figura 31, vam confirmar una
caiguda drastica d'expressié, com era d’esperar per les caracteristiques de la injeccid

hidrodinamica.
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Figura 31. Avaluacié de I'expressié de la construccié pGK en el fetge de rata a dia 2 i a dia 18 post-
injeccid. Les columnes representen la quantificacié per gRT-PCR dels nivells de mRNA de la GK de rata
en els fetges de ratolins ICR sans en els dies post-injeccié indicats. Es mostra la mitjana + error
estandard. * p<0.05 vs pControl determinat per t-Student (n=4-12).

A dia 18 post-injeccid s'observa un augment (x4) no significatiu dels nivells de mRNA de la GK
de rata (pControl: 1.217 * 0.504 vs pGK: 4.874 + 2.674; n=4). També vam mesurar la
sobrexpressio a nivell de proteina mitjangant la determinacié de I'activitat GK. Els fetges dels
ratolins injectats amb pGK presentaven un 20% més d'activitat GK que els dels controls (10.87

+1.518 vs 8.910 + 2.588 mU/mg de proteina; n=4; no significatiu per t-Student).

Parametres lactat (mM) 7.981+1.616 7.36 £ 0.343
serics AGL (mM) 0.979 £ 0.447 1.73 £ 0.345 p=0.11
TAG (mg/dL) 81.63 + 8.087 95.16 + 10.46 p=0.17

Colesterol (mg/dL) 129.00 + 23.720 126.70 £ 9.651

Urea (mg/dL) 32.00+ 0.029 30.20+ 1.993

ALT (U/L) 9.00 £ 3.000 4,33+ 1.202

Metabolits  Glicogen (mg glc / g fetge) 75.37 £ 24.62 55.70£12.42

hepatics lactat (umol / g fetge) 4413 +£1.059 3.470 £ 0.635
TAG (mg / g fetge) 14.60 + 1.922 18.24 + 2.475 p=0.14

Taula 14. Analisi metabolic de ratolins ICR injectats amb pGK després de 18 dies de la injeccié. Les dades
representen la mitjana * error estandard (n=4). S’indica el valor de p determinat per t-Student.
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Malgrat no tenir una sobrexpressio clara de GK, vam mesurar alguns parametres séerics i alguns

metabolits hepatics, recollits a la taula 14. No vam detectar diferencies significatives entre els

dos grups experimentals, pero si una tendéncia del grup pGK a tenir més elevats els nivells de

AGL i de TAG en sang, i a acumular TAG al fetge.

1.1 Estudi a llarg termini de la sobrexpressio
de GK al fetge de ratolins sans

La sobrexpressié mantinguda de GK en el fetge ja ha estat avaluada préviament en 3 models

de ratolins transgenics.

1.

Per una banda, Ferre et al [116, 117] van generar un ratoli transgenic que expressa el
gen de la GK al fetge sota el control del promotor de Pckl. Malgrat tenir una etapa
inicial de disminucié de glicémia i insulinémia, aquests ratolins acaben desenvolupant
resisténcia a insulina amb un quadre de dislipidemia i esteatosi hepatica.

En contraposicid, els ratolins transgénics amb I'expressié de GK dirigida pel promotor
de l'apolipoproteina A-l (apoA-l), descrits per Hariharan et al [118], mantenen una
disminucié tant de la glicemia com de l'index de massa corporal (IMC) al llarg de la
seva vida.

Finalment, existeix el model de ratoli amb una copia extra del gen de la GK que sén
resistents a desenvolupar diabetis de tipus 2 induida per dieta (cal tenir en compte
que aquests ratolins no només tenen incrementada I'activitat GK al fetge, siné també a

la cel-lula beta pancreatica i als altres teixits on la GK s’expressa) [132, 133, 269].

A I'hora de valorar I’heterogeneitat de fenotip d’aquests tres models esmentats, cal considerar

que diferents promotors dirigeixen I'expressié del transgen de GK. Per aquest motiu, tant el

moment (dejuni-alimentacié) com el lloc (zona periportal - zona perivenosa -tot l'acinus)

d'expressié de GK pot canviar i, en conseqliéncia, produir efectes diferents sobre el

metabolisme hepatic. D'altra banda cal tenir en compte que els models transgénics per se

poden presentar adaptacions metaboliques degudes a la presencia del transgen durant el

desenvolupament embrionari i el creixement de I'animal.

Vista la potencialitat del nostre model de transfeccié hidrodinamica, ens vam plantejar avaluar

quines serien les conseqiéencies de sobrexpressar la GK exclusivament a la zona perivenosa del

fetge durant un periode llarg de temps, en la fase adulta de la vida de I'animal.
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Per obtenir una expressio de GK a llarg termini, vam canviar els vectors d'expressié. Els vectors
sintetics convencionals tenen diverses caracteristiques que els fa atractius per a la distribucio
de gens, sobretot pel seu potencial d’ésser administrats repetidament. No obstant, el seu Us és
limitat a causa de la seva baixa eficiencia per transferir gens i per la curta durada d'expressio
del transgen (com vam poder observar amb els vectors tipus pCAGGs). Aquesta pérdua
d'expressid in vivo és probablement deguda a la desaparicié del vector i/o a la inactivacio
transcripcional del promotor plasmidic.

Cal considerar que els plasmidis contenen DNA bacteria el qual és ric en 2'-desoxiribo
dinucleotids (citidina-fosfat-guanosina) (CpG) no metilats; en contraposicid, el DNA dels
mamifers conté dinucleotids CpG en molt poca freqiiéncia i estan majoritariament metilats. Els
mecanismes de defensa cel-lular dels vertebrats es valen de la diferéncia de metilacié dels CpG
per detectar DNA exogen; concretament, el receptor Toll-like 9 (TLR9) reconeix el DNA CpG i
inicia una cascada de senyalitzacié que condueix a la produccié de citoquines com la
interleuquina-6 (IL6) i la interleuquina-12 (IL12) [382, 383]. Aquesta activacié del sistema
immune es pot evitar mitjancant I'eliminacié dels dinucleotids CpG de la seqliéncia del
plasmidi, aprofitant que el codi genetic és degenerat [384, 385]. Diversos estudis avalen
aquesta estrategia de reduccié de CpG per prolongar I'expressid genica in vivo [386-390]. En
conseqliencia, per realitzar aquest estudi a llarg termini vam escollir els vectors comercials
pCpG (Invivogen) els quals, a més d'estar mancats de CpG, tenen eliminats els llocs de

metilacié Dam (GATC) per evitar la metilacid procariota (Figura 32).
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Figura 32. Esquelet dels vectors pCpG. Tot I'esquelet d'aquest plasmidi pCpG no conté cap dinucleotid
CpG. Conté elements per expressio en E. coli: 1. Origen de replicacié R6K: és activat per la proteina TT,
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codificada pel gen pir; 2. Promotor bacteria EM2K; 3. Marcador de seleccié: gen de resisténcia a
Zeocina™. També conté elements per expressio en cél-lules de mamifer: 1. Promotor: combina el CMV
enhancer de ratoli amb el promotor del factor d'elongacié 1-a huma i conté un intré sintetic al 5'UTR; 2.
Senyal de poliadenilacié del SV40; 3. MAR (matrix attached regions), que sén seqliéncies riques en AT i
son capaces de formar barreres entre dominis independents. Els pCpG contenen 2 MAR, de la regi6 5'
del gen de la B-globina i del gen de l'interfer6-f humans. Aquestes MARS serveixen per separar la unitat
de transcripcié bacteriana dei la de mamifer.

Per altra banda, en aquesta part de I'estudi vam usar ratolins de la soca BALB/c per diverses
raons: perqué presenta menys variabilitat poblacional que la soca ICR, perque és de color
blanc la qual cosa facilita la visualitzacié de les venes a I'hora de la injeccid hidrodinamica i
perque ha estat utilitzada amb exit en estudis de sobrexpressié amb vectors del tipus pCpG

[386].

Obtencid del vector pCpG/GK i avaluacio de la seva capacitat de transfeccid in vitro

Mitjancant les tecniques de clonatge classiques de digesti6 amb enzims de restriccid
(concretament, Eco0109I) i de lligacid, vam introduir el gen de la GK de rata al MCS (multiple
cloning site) del vector comercial pCpG-mcs (Invivogen) per obtenir el plasmidi pCpG/GK.

Abans de comengar els estudis in vivo, vam considerar convenient verificar in vitro que la
construccié pCpG/GK podia expressar correctament la proteina GK. Amb aquesta finalitat vam
transfectar cél-lules Huh7 amb pCpG/GK i, com a control negatiu i de transfeccio, la
construccié pCpG/GFP (green fluorescent protein) (Figura 33 A). Passades 48 hores de la
transfeccio, es va avaluar el contingut proteic de GK per Western blot (Figura 33 C) i també es
va determinar l'activitat GK dels homogenats cel-lulars per assegurar-nos que la proteina

sobrexpressada era funcional (Figura 33 B).
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Figura 33. Sobrexpressié in vitro del vectors pCpG/GFP i pCpG/GK. Ceél-lules Huh7 van ésser
transfectades amb aquestes construccions mitjangant lipofectina. Passades 48 h, es van observar les
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cel-lules transfectades amb pCpG/GFP al microscopi de fluorescéncia per visualitzar I'eficiencia de la
transfeccié i també de l'expressid de la GFP. (A). La sobrexpressi6 de GK es va confirmar per
determinacio de I'activitat enzimatica dels homogenats cel-lulars (B) i per Western blot (C). *** p<0.001
vs control determinat per t-Student.

Sobrexpressié de pCpG/GK en el fetge de ratolins sans

Un cop confirmada in vitro la capacitat d'expressid de la construccié pCpG/GK, vam injectar-ne
30 pg a ratolins BALB/c sans. Com a control, un grup de ratolins va rebre una injeccio
hidrodinamica de solucié salina Ringer-lactat. Es va fer un seguiment d'aquests animals durant
53 dies, que es detalla a la figura 34. Es van sacrificar en situacié d’alimentacié, perque en els
experiments preliminars es van veure diferencies de glicemia i insulinémia entre els grups de

ratolins alimentats (Taula 13)

BALB/c ~ 20
R e
( (W b Ei; ) Sacri\Eci

b

I—)Dejuni durant la nit |—> 24 h de dejuni
01 3 5 9 14 28 33 43 53
. . /I\ . ' /]\ /]\ dies
T IPGTT Glicemia 9:00 h
O Control de pes
. ® o900h Glicémia
!g Control de pes
| Glicemia Control de pes
I Insulinémia Glicemia
15:00 h o
Injeccié hidrodinamica: Ext er.lfT t
*30 ug pCpG/GK X .ra.CCIZ. e, ge,
* Control Ringer-lactat teixit adipos |
muscul

Figura 34: Protocol experimental de sobrexpressié a llarg termini de pCpG/GK en el fetge de ratolins
sans.

Transcorreguts els 53 dies, és important destacar que no s'observa toxicitat hepatica ja que els
animals presentaven uns nivells baixos de transaminases en sérum (nivells d'ALT de 27.44 +
1.345 (U/L) pel grup control i 19.55 + 1.956 (U/L) pel grup pCpG/GK; n=5 i 12, respectivament).
El que primer ens interessa avaluar fou el grau de sobrexpressio del transgen que presentaven
els fetges dels ratolins transfectats amb pCpG/GK. Mitjancant gRT-PCR amb encebadors
especifics per al mRNA de la GK de rata, vam detectar que aquests ratolins encara mantenien
un bon nivell d'expressié del transgen (Figura 35 A). A continuacid vam estimar si aquest
augment de mRNA de GK es corresponia amb un augment de proteina (per Western blot) i
d'activitat GK. Tal i com es mostra a la figura 35 B i C, només vam observar un increment del

17% (no significatiu) d'activitat GK i no es va poder notar cap variacié en la quantitat total de
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proteina GK per Western blot. Cal tenir en compte que aquestes técniques d'analisi a nivell de

proteina detecten tant la GK de rata com la GK endogena de ratoli.
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Figura 35: Sobrexpressi6 in vivo del vector pCpG/GK 53 dies post-injeccié. Ratolins BALB/c van ésser
injectats hidrodinamicament amb 30 pg de pCpG/GK per animal. Després de 53 dies de la injeccid, es va
determinar el contingut del transgen en el fetge per gRT-PCR (A); l'activitat GK a una concentracié de
glucosa 100 mM (B); i la quantitat de proteina GK per Western blot (C) on es mostren 4 animals
representatius de cada grup. ** p<0.01 vs control determinat per t-Student.

Malgrat que a temps final la sobrexpressié de GK a nivell de proteina no era evident, durant el
transcurs de I'experiment vam detectar variacions fenotipiques entre els animals transfectats
amb pCpG/GK i els controls. Per aquest motiu, vam continuar I'analisi d'aquests ratolins ja que
suposavem que en les etapes inicials de |'experiment els nivells de proteina GK sobrexpressada
devien ser més alts i podien haver condicionat el metabolisme dels animals.

Centrant-nos en la progressié de I'experiment, no vam detectar diferencies de pes entre els
ratolins control i els injectats amb pCpG/GK (Figura 36 A). Pel qué fa a la glicemia, es pot
observar que la sobrexpressié de pCpG/GK va provocar una disminucid significativa de la
glicemia en els primers dies post-injeccié pero aquest efecte es va perdre rapidament (Figura
36 B). La baixada de glicémia inicial va anar acompanyada d'una baixada de la concentracio
d'insulina en sang (Figura 36 C), tal i com passa a la majoria d'estudis de sobrexpressio de GK.
Ara bé, sorprenentment, els nivells d'insulinémia van comencar a pujar de forma significativa a
partir del dia 15 post-injeccié, en comparacié amb els dels controls, i es van mantenir elevats

fins a la fi de I'experiment (Figura 36 Ci D).
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Figura 36. Evolucio dels ratolins Balb/c injectats amb pCpG/GK durant 53 dies post-injeccié. En els dies
indicats, a les 10 del mati, es determinava el (A) pes dels animals, (B) la glicemia; i (C) es recollia plasma
per a mesurar-ne la insulinemia. (D) Mostra la insulinémia del dia 53, que va ésser determinada en
mostres de sérum. * p<0.05 pCpG/GK versus Control, determinat per t-student (n=5 control i n=12
pCpG/GK).

En avaluar les glicemies en dejuni, també vam observar diferéncies de resposta del grup
pCpG/GK segons si estavem a l'etapa inicial o final de I'experiment. A dia 9 post-injeccio, en
sotmetre els ratolins a un dejuni de 16 hores per tal de realitzar un test de tolerancia a glucosa,
vam detectar que la glicemia a temps 0 dels ratolins pCpG/GK estava reduida significativament
respecte la glicemia del grup control (Figura 37 A). No obstant, no es van veure canvis
significatius entre els dos grups pel que fa a la resposta a la injeccid intraperitoneal d'un bolus
de glucosa (Figura 37 A). En canvi, a dia 43 post-injeccid, la glicemia dels ratolins després de 18
hores de dejuni no va variar entre els dos grups, i tampoc observarem diferéencies en allargar el

temps de dejuni a 24 hores (Figura 37 B).
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Figura 37. Avaluacio dels efectes de la sobrexpressié de GK en un test de tolerancia a glucosa i en un
dejuni prolongat (A) Test de tolerancia a glucosa dels ratolins injectats amb pCpG/GK a dia 9 post-
injeccid. Després d'un dejuni de 16 hores, es va injectar intraperitonealment un bolus de glucosa i es va
mesurar la glicémia cada 30 minuts. La grafica mostra la mitjana + I'error estandard de cada grup. (B) A
dia 43 post-injeccid, es va retirar el menjar de les gabies delels ratolins i se'n va mesurar la glicemia a les
18 i a les 24 hores de dejuni. Les barres representen la mitjanaz I'error estandard de cada grup. N=5 i
12, respectivament. * p<0.05, determinat per t-Student.

Avaluacié de I'impacte de I'augment de GK sobre el metabolisme glucidic a llarg termini

Després d'observar que, a punt final, els ratolins transfectats amb pCpG/GK no presentaven
diferéncies de glicemia respecte als controls pero si un increment d'insulinemia, vam
aprofundir en I'analisi del perfil glucidic d'aquests animals per veure si hi havia alguna alteracio
en els efectes de la insulina en el fetge. Cal recordar que la insulina hi indueix la captacio,
metabolitzacié i emmagatzematge de glucosa i per altra banda inhibeix la produccidé hepatica
de glucosa.

En primer lloc, els ratolins del grup pCpG/GK presentaven un increment significatiu del
contingut de lactat en sérum en comparacié amb els controls (8.76 + 1 .161 vs 12.55 + 0.617
mM; * p<0.05, determinat per t-Student). Si I'augment del lactat séric era degut a alteracions
hepatiques, podia ésser conseqiieéncia de 2 esdeveniments en el fetge: augment de la glicolisi
anaerobica ifo disminucié de la gluconeogénesi (ja que el lactat és un precursor
gluconeogeénic). En conseqliéncia vam determinar el contingut de lactat hepatic i vam analitzar
els nivells d'expressid dels gens codificants per a enzims i factors de transcripcio implicats en la
glicolisi i en la gluconeogénesi. Per una banda, vam observar que els ratolins del grup pCpG/GK
presentaven una tendéncia a augmentar la transcripcié d'enzims glicolitics (Gck endogena i
Pfkfb3) i de factors de transcripcid, com Myc, que activen la glicolisi (Taula 15). No obstant,

aquest increment que suposaria un major flux glucolitic no es correspongué amb un augment
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del contingut de lactat hepatic (4.158 + 0.622 umol / g fetge pel grup control i 4.123 + 0.311
pel grup pCpG/GK; n=5 i 12, respectivament). Cal afegir que tampoc no vam obtenir canvis en
el contingut proteic de les isoformes de fetge de PFK-2 i de PK, enzims tipicament glicolitics
(Figura de 38). Resumint, no vam observar una induccié clara de la via glicolitica, pero tampoc
una inhibicid.
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Figura 38. Analisi per Western blot del contingut d'enzims glicolitics i gluconeogénics en el fetge dels
ratolins BALB/c transfectats amb pCpG/GK. (A) Després dels 53 dies d'experiment, es van obtenir els
fetges dels ratolins i es van homogeneitzar amb RIPA per determinar el contingut de proteina per
Western blot, com es mostra en aquesta imatge representativa. (B) Les grafiques representen la
quantificacié densitomeétrica del contingut proteic de L-PFK2, L-PK i PEPCK-C en els homogenats totals
de fetge, corregida per y-tubulina (serveix de control de carrega del gel). * p<0.05, test t-Student.

Pel qué fa a la gluconeogeénesi en els fetges dels animals pCpG/GK, no es va detectar cap
variacio en els nivells de mRNA de PEPCK (Pckl) - I'enzim limitant de la via gluconeogenica a
partir de lactat -, tot i que en vam observar-ne un augment a nivell de proteina (Taula 15 i
Figura 38). Tampoc no hi van haver canvis en el mRNA de glucosa-6-fosfatasa (G6pc), que és
['dltim enzim de la via gluconeogénica i glicogenolitica i, per tant, responsable de la regulacid
de I'alliberament de glucosa del fetge (Taula 15). Tant el gen de la glucosa-6-fosfatasa com el
de PEPCK-C estan regulats a nivell transcripcional per factors de transcripci6 com HNF4-a
(codificat per Hnf4-a), el mRNA del qual no varia, i PGC-1a (peroxisome proliferator-activated
(PPAR)-y coactivator-1a, codificat per Ppargcla), el mRNA del qual augmenta significativament

en els animals del grup pCpG/GK (Taula 15). A la taula 15 veiem que també incrementa el
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contingut de mRNA del transportador hepatic de glucosa GLUT-2 (codificat per Slc2a2) i es va
correspondre amb un augment del factor de transcripcido HNF-3y (codificat per Foxa3), del qual
s'ha demostrat que regula la transcripcido de GLUT-2 [391]. En conjunt, es podria dir que els
animals pCpG/GK presenten una activacio de la via gluconeogénica en estat post-absortiu, en

comparacié amb els ratolins control.

Gen Proteina

Gck GK 1.021 £0.107 1.272+ 0.113 *
Pfkfb3 PFK2 1.131+ 0.259 1.576 £ 0.336
Myc c-Myc 1.321 £0.552 4.865 +2.494
Pck1 PEPCK-C | 1.134+0.276 1.120 + 0.068
Gé6pc G6Pasa | 1.041+ 0.151 1.124 + 0.209
Slc2a2 GLUT-2 | 1.002 +£0.030 1.310+ 0.067 **
Hnf4 HNF-4a | 1.037 +£0.133 0.889 +0.070

Ppargcla | PGC-1a | 1.021 £0.102 1.373+0.089 *

Foxa3 HNF3-y | 1.061+0.175 2.025+0.295 *

Taula 15. Analisi per qRT-PCR dels nivells d'expressié d'enzims i de factors de transcripcié importants
en la glicolisi i en la gluconeogénesi. Les dades es van analitzar fent el calcul de AACt utilitzant el gen de
la B2-microglobulina com a normalitzador. Els valors representen la mitjana de cada grup relativa a la
mitjana del grup control * l'error estandard. N= 5 i 7, respectivament. * p<0.05, ** p<0.01, test t-
Student.

Per altra banda, vam analitzar la capacitat dels fetges dels ratolins pCpG/GK per
emmagatzemar glucosa en forma de glicogen. La sintesi de glicogen és totalment depenent de
I'activitat GK perqué permet |'obtencié de glucosa-6-fosfat, la qual és el substrat de la via i
alhora és un activador al-lostéric de la glicogen sintasa. Sigui per l'increment de GLUT-2 o per
altres motius, els fetges dels animals pCpG/GK presentaven uns nivells significativament més
elevats de glucosa lliure que els animals control (Figura 39). Potser pel fet de tenir més glucosa
lliure o més activitat GK que els controls, també presentaven una tendencia a majors nivells de
glucosa-6-fosfat (Figura 39). Sorprenentment, perd, no vam detectar un augment de glicogen

en el fetge d'aquests animals (Figura 39).
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Figura 39. Determinacié dels metabolits hepatics relacionats amb la sintesi de glicogen. 53 dies post-
injeccié, es van obtenir els fetges dels ratolins BALB/c injectats amb pCpG/GK i dels controls. Es van
preparar els extractes pertinents (veure Material i Métodes) per analitzar-ne el contingut de glucosa
lliure, glucosa-6-fosfat i glicogen. Les grafiques representen la mitjana + l'error estandard; n=5 i 12,
respectivament . * p<0.05, determinat per t-Student.

Avaluacié de I'impacte de I'augment de GK sobre el metabolisme lipidic a llarg termini

Com que en estudis anteriors es lligava la sobrexpressié hepatica de GK amb dislipidémia [117,
270], es van analitzar els nivells de lipids sérics dels ratolins pCpG/GK i dels controls.
Contrariament al que esta descrit, el grup pCpG/GK presenta una disminucid significativa dels
nivells d'acids grassos lliures (AGL) i de triglicerids (TAG) en sang (Figura 40). No s'observaren

diferéncies significatives pel qué fa al contingut de colesterol sanguini.
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Figura 40. Perfil lipidic dels sérums dels ratolins BALB/c després de 53 dies de sobrexpressio de GK al
fetge. Els serums van ésser obtinguts en estat post-absortiu. Les dades representen les mitjanes * I'error
estandard. n=5i 12, respectivament. ** p<0.01, determinat per t-Student.
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El descens dels AGL i TAG sérics observat en el nostre model experimental podria ésser degut a
alteracions del metabolisme lipidic hepatic, com I'acumulacié de lipids al fetge per activacié de
la lipogénesi i/o problemes de secrecié de VLDL, o bé un increment de la B-oxidacié
mitocondrial d'acids grassos i/o una disminucio de la sintesi lipidica.

Primerament, vam analitzar el contingut lipidic del fetge per discriminar si hi havia esteatosi
hepatica. Els fetges dels ratolins pCpG/GK presentaven uns nivells de TAG (26.45 + 0.90 mg/g
de fetge) similars als dels animals control (26.84 + 1.87 mg/g de fetge). El mateix va succeir en
el cas del contingut hepatic d'AGL (Control, 17.94 + 2.99 mg/g de fetge; pCpG/GK, 18.60 + 1.14
mg/g de fetge). Per tant, en els animals injectats amb pCpG/GK vam descartar que la

disminucié del contingut lipidic en serum fos deguda a I'acumulament de lipids al fetge.

Per avaluar les vies lipogéniques, vam determinar per gRT-PCR els nivells de mRNA d'enzims
importants en la sintesi de lipids. Ni el gen Fasn (que codifica per a la proteina FAS (Fatty Acid
Synthase)) ni el gen Modl (que codifica per a I'enzim malic) presentaven diferéncies
significatives entre els dos grups experimentals (Taula 16). Els factors de transcripcid més
importants en la regulacid de la lipogénesi sdn ChREBP (carbohydrate-responsive element-
binding protein), SREBP-1c i LXRa. Concretament, ChREBP s'activa pel metabolisme de glucosa
i s'uneix a elements de resposta a hidrats de carboni (ChOREs) presents en gens lipogenics que
responen a glucosa (ACC - acetil-CoA carboxilasa; FAS) i també en el gen glicolitic L-PK. Els
nivells de mRNA de ChREBP no van variar significativament en el grup experimental pCpG/GK
en comparacié amb el grup control (Taula 16). Per altra banda SREBP-1c esta activat per la
senyal d'insulina i indueix la transcripcié de FAS, SCD-1 i GPAT. Si que s'observa un augment
significatiu en la transcripcié de SREBP-1c (Taula 16). Tant SREBP-1c com ChREBP poden ésser
activats transcripcionalment per LXRa - factor activat per oxisterols i important en la induccié
de diversos gens lipogénics - ja que els seus promotors contenen elements de resposta a LXR
(LXRE) [19, 392]. No obstant, existeix controvérsia sobre si els LXRE de ChREBP sén funcionals
en el fetge i també sobre si els LXRs poden ésser activats directament per glucosa o no [158,
393]. En aquesta linia, vam observar que els ratolins pCpG/GK presentaven un augment dels
nivells de mRNA de LXRa comparable a I'observat per SREBP-1c (Taula 16).

Un altre factor de transcripcid involucrat en lipogenesi és PPAR-y (Peroxisome Proliferator-
activated Receptor y), un knockout hepatic del qual ha demostrat que contribueix en la
regulacié de la transcripcié de FAS, ACC i SCD1 implicats en esteatosi hepatica, i també regula
la captacié de TAG sanguinis [394]. Els ratolins pCpG/GK presentaven una reduccid significativa

de PPAR-y.
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Gen Proteina

Fasn FAS 1.222+ 0.457 1.167 £ 0.185
Mod1 Enzim malic 1.024 + 0.119 1.027 £ 0.128
Nrih3 LXR-a 1.004 £ 0.047 1.593 + 0.123 **
Srebf1 SREBP-1C 1.009 + 0.068 1.599+0.174 *
Chrebp ChREBP 1.039 £ 0.146 0.803+0.121
Pparg PPAR-y 1.018 £ 0.093 0.684 +0.069 *
Cptla CPT-1a 1.013 + 0.076 1.519 + 0.092 **
Hmgcs2 | HmgCoA sintasa | 1.025+ 0.106 0.823 £ 0.084

Taula 16. Gens implicats en la lipogénesi i en la utilitzacié d'acids grassos. Els valors representen la
mitjana * error estandard de la relacié relativa entre el grup tractat i el grup control. Els calculs es van
realtizar utilitzant I'algoritme del AACt (Applied Biosystems) i utilitzant el gen de la-microglobulina com a
normalitzador, * p<0.05 i ** p<0.01 vs control, determinat per t-Student, n=5 - 7.

A I'hora d'estudiar la B-oxidacié d'acids grassos al fetge, vam tenir en compte el factor de
transcripcié PGC-1a, el qual és un co-activador que a més de regular gens gluconeogenics
també esta implicat en la regulacid de I'oxidacié d'acids grassos i de la fosforilacié oxidativa. A
la Taula 15, ja hem esmentat que el tractament amb pCpG/GK induia |'expressié de PGC-1a. La
B-oxidaciod s'inicia per l'accié seqiiencial de dos enzims lligats a la membrana mitocondrial,
Cptl i Cpt2, els quals sén responsables de I'entrada d'acils-CoA al mitocondri. Els nivells de
mRNA de Cptla dels ratolins injectats amb pCpG/GK eren significativament més alts que els
dels controls (Taula 16). Aquestes dades suggereixen una induccié de la B-oxidacio al fetge dels
ratolins pCpG/GK.

Durant l'oxidacio d'acids grassos s'obté acetil-CoA dins del mitocondri a partir del qual es pot
obtenir energia via cicle de Krebs o bé pot ésser convertit (homés al fetge) en cossos cetonics.
L'enzim regulador de la via cetogénica és la Hmg-CoA sintasa mitocondrial (codificada per
Hmgcs2) del qual no s'observen canvis a nivell de mRNA entre el grup pCpG/GK i el grup

control (Taula 16).

Després d'avaluar el metabolisme lipidic hepatic, i per tal d'aprofundir en l'estudi de les
diferéncies de lipidemia observades entre els dos grups experimentals, vam analitzar el teixit
adipds d'aquests animals. A nivell macroscopic, no vam observar diferencies obvies de
quantitat de teixit adipds entre els animals transfectats amb pCpG/GK i els controls. No
obstant, vam detectar un increment del contingut de TAG per g de teixit en el grup pCpG/GK
(1138 £ 50.98, vs control: 797.6+ 125.3, n=12 i 5, respectivament. ** p<0.01, determinat per t-

Student). Consistentment, vam observar per Western blot que els nivells de proteina de PPAR-
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y i de PEPCK, ambdues implicades en la sintesi i re-esterificacid de TAG al teixit adipds, estaven

augmentats significativament en el grup tractat amb pCpG/GK (Figura 41).
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Figura 41. Analisi per Western blot del contingut de proteines implicades en lipogénesi i re-
esterificacio en el teixit adipds dels ratolins BALB/c transfectats amb pCpG/GK. (A) Després dels 53
dies d'experiment, es van obtenir mostres del teixit adipds epididimal dels ratolins i es van
homogeneitzar amb RIPA per determinar el contingut de proteina per Western blot, com es mostra en
aquesta imatge representativa. (B) Les grafiques representen la quantificacio densitométrica del
contingut proteic de PPAR-y i PEPCK-C en els homogenats totals de teixit adipos, corregida per B-actina
(serveix de control de carrega del gel). ** p<0.01, test t-Student.

En concordancia amb I'augment d'adipositat que presentaven els animals que sobrexpressaven
la GK al fetge, vam detectar una major produccié de leptina al teixit adipds (92.53 + 13.44
pg/mg teixit pel grup control i 166.3+ 29.01 pel grup pCpG/GK; n=5 i 12, respectivament. *

p<0.05, determinat per t-Student).

Analisi del metabolisme energeétic i mitocondrial

D'entrada, havent observat una induccié de la B-oxidacié en els fetges dels animals pCpG/GK
ens vam interessar per avaluar si el seu estat metabolic suposava algun avantatge energetic.
Amb aquesta finalitat vam determinar els nivells d'AMP, ADP i ATP dels fetges dels animals
controls i dels animals pCpG/GK i vam realitzar el calcul de la carrega energética cel-lular. A la
Taula 17 es mostra com el grup pCpG/GK presentava una carrega energética lleugerament

menor que els controls (p= 0.09).
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AMP (umol / g fetge) | 0.784 £ 0.063 | 0.980 % 0.130

ADP (umol / g fetge) | 0.965 +0.055 | 0.941+ 0.051

ATP (umol / g fetge) | 1.033+0.134 | 0.757 £0.172
carrega energetica cel-lular | 0.510 £ 0.016 | 0.461 £ 0.029 #

Taula 17: Contingut energétic dels fetges dels ratolins a 53 dies post-injeccio. Els valors representen la
mitjana * error estandard, n=5 i 6, respectivament. # p= 0.09 Determinat per t-Student.

Malgrat haver-hi un increment de B-oxidacié en el grup pCpG/GK no s'observa un increment
d'ATP a la cel-lula, tot el contrari. Una possible causa seria que la funcié mitocondrial dels
fetges d'aquests ratolins estigués alterada. Per avaluar-ho es va determinar I'estat
mitocondrial a partir de biopsies de fetge, mitjancant la tecnica de respirometria d'alta
resolucio, seguint el protocol i els calculs detallats a I'apartat de Material i métodes d'aquesta
tesi. Destaquem que les dades s’han normalitzat per COX (valorada amb TMPD i ascorbat) que
és indicativa del nombre de cadenes mitocondrials que funcionen en la mostra analitzada

(Figura 42 B).

En avaluar la respiracié a través del complex | de la cadena mitocondrial (mitjangant I'addicio
successiva de glutamat i malat, més ADP), s’observa que hi ha més consum d’oxigen en els
fetges dels animals del grup pCpG/GK (Figura 42 B). Vam avaluar la respiracio a través del
complex Il (en preséncia de succinat) i també vam observar diferéncies significatives entre els
grups (Figura 42 C). En afegir antimicina-A, que atura la cadena respiratoria, el grup pCpG/GK
presentava un consum d’oxigen elevat, que correspon a un consum d’oxigen extra-

mitocondrial (peroxisomes, lisosomes, etc.) i a processos d’auto-oxidacié (Figura 42 A).

Amb aquests resultats de respirometria, semblaria que les cadenes mitocondrials sén
perfectament funcionals en els fetges dels ratolins que sobrexpressen GK. A més, vist que hi ha
un cert increment de B-oxidacio, un increment de respiracio al complex | al complex Il, i que no
hi ha un increment d'ATP, ens vam plantejar avaluar el desacoblament entre la cadena
mitocondrial i I'ATP sintasa. Aixi doncs, vam determinar els nivells d'expressié del gen que
codifica per la proteina desacobladora 2 (Ucp-2) i no vam observar diferencies entre els dos
grups experimentals (Control, 1.04 * 0.16 unitats relatives, pCpG/GK, 1.05 * 0.10 unitats

relatives; n=5i 7, respectivament).
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Control
A B o
__ 0.125 * 1.0 B pcpG/GK
< ' -
£ 0.100+ .
‘é’ 0.5+
= 0.075+ 0.3
€ S L
< =
o 0.050- 0.2
£
< 0.0254 0.1
F O_I_T_
0.000+ 0. :
Control pCpG/GK Glut + Malat Succinat TMPD + Asc
C
Complex | 0.092 + 0.015 | 0.134 + 0.008 *
Complex Il 0.297 £ 0.016 | 0.352 + 0.018 *
Complex |/ Complex Il | 0.310+0.047 | 0.397 + 0.037

Figura 42. Avaluacié de la funcié mitocondrial dels fetges injectats amb pCpG/GK a llarg termini. A dia
53 post-injeccid, es van obtenir biopsies de fetge dels ratolins i van ésser analitzades en el respirometre
d'alta resolucié. (A) Es mostra el consum d'oxigen detectat en afegir antimicina-A (dades brutes). Les
barres representen la mitjana * I'error estandard de les dades brutes. (B) Es mostra el consum d’oxigen
net detectat segons I'addicié de substrats indicats a la base de la barra (parlem de consum net perque se
li ha restat el consum d’oxigen obtingut en presencia d’antimicina-A). (C) La taula conté els valors de
mitjana + I'error estandard dels calculs realitzats amb les dades de respirometria a les quals se’ls ha
restat el consum d’oxigen amb Antimicina-A i s’"han normalitzat per COX. * p<0.05, determinat per t-
Student. N=41i 12, respectivament.

Com que amb la respirometria no vam poder avaluar directament el "leakage" (pérdua
d’electrons de la cadena respiratoria), vam analitzar-lo de manera indirecta. Generalment les
fugues d'electrons de la cadena respiratoria es correlacionen amb un augment de les espécies
reactives d'oxigen (ROS) a la cel-lula, augmentant I'estrés oxidatiu. La cél-lula presenta
mecanismes de defensa davant |'estrés oxidatiu com per exemple els enzims superoxid
dismutasa (SOD), la glutatid peroxidasa o la catalasa. Reaccions no enzimatiques com les
catalitzades per les vitamines C i E, el glutatié reduit (GSH), la cisteina o el coenzim Q també
tenen un paper protector. Per avaluar la capacitat de proteccié davant I'estrés oxidatiu dels
hepatocits dels ratolins que sobrexpressaven la GK a llarg termini, vam determinar els nivells
de glutatié i també vam avaluar per Western blot la quantitat d'enzim superoxid dismutasa
(SOD). La superoxid dismutasa (SOD), enzim que s'acumula en resposta a estrés oxidatiu, es
mantenia a nivells estables pel qué fa a la seva forma soluble (SOD-1), mentre que hi hagué
una lleugera disminucié dels nivells de la forma mitocondrial (SOD-2) en els fetges dels ratolins

tractats amb pCpG/GK (Figura 43 A i B). Aquesta baixada seria coherent amb la pérdua de
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capacitat de resposta a ROS que s'observa en un estat prolongat i mantingut d'estrés oxidatiu.
Per la seva banda, els nivells de glutatié reduit estaven disminuits en el grup pCpG/GK (Figura

43 C), la qual cosa indica també una davallada de les capacitats antioxidants endogenes.
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Figura 43. Avaluacio d'estrés oxidatiu en els fetges dels ratolins injectats amb pCpG/GK a llarg termini.
(A) EI contingut cel-lular de la forma citosolica (SOD-1) i mitocondrial (SOD-2) de la superoxid dismutasa
va ésser determinat per Western blot. (B) Les dades reperesenten la mitjana * error estandard de
I'analisi densitomeétrica del Western blot (n=4). (C) També es van determinar els nivells de glutatié oxidat
(GSSG) i reduit (GSH). El grafic mostra la mitjana + error estandard del quocient GSH/GSSG (n=5 i 12,
respectivament). * p<0.05 vs control, segons el test t-Student.

La sobrexpressié de GK a llarg termini genera resisténcia a insulina?

Després d'observar |I'amibigiitat de la sobrexpressié hepatica de GK pel qué fa a la induccid de
resisténcia a insulina a llarg termini que existeix a la bibliografia, vam plantejar-nos respondre
aquesta pregunta en el nostre model. Tot i que per fer un bon analisi de la sensibilitat a
insulina caldria fer un bolus d'insulina i agafar teixits després de 5 minuts, nosaltres vam
avaluar-ho de manera indirecta en els organs clau per la resisténcia a insulina (fetge, teixit
adipds i muascul).

Pel que fa al muscul esquelétic, la insulina promou la translocacio del transportador de glucosa
GLUT-4 a la membrana de manera que s'afavoreix la captacié de glucosa sanguinia i la sintesi
de glicogen. En conseqliéncia, en estat de resistencia a insulina no s'acumula glicogen en el

muscul. Per aguest motiu vam usar la determinacio del contingut muscular de glicogen com a
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indicador de resisténcia a insulina i vam observar que els ratolins que sobrexpressaven GK al
fetge presentaven uns nivells de glicogen muscular lleugerament superiors als del control
(Control: 13.00 + 1.87; pCpG/GK 15.96 = 1.13 mmols de glucosa / mg de muscul; n=51i 12,

respectivament).

Al teixit adipds, la insulina també promou la translocacié de GLUT-4 a la membrana i permet
I'entrada de glucosa per a la sintesi de TAG. Per altra banda, la insulina inhibeix la lipolisi. Aixi,
quan hi ha resisténcia a insulina, existeixen elevats AGL en sang i baix contingut de TAG al teixit
adipds. Ja vam observar en |'apartat de metabolisme lipidic d'aquest capitol que els animals
injectats amb pCpG/GK presentaven uns nivells significativament menors de AGL en sang i, per
altra banda, nivells elevats de TAG al teixit adipds. Per aquest motiu, podriem concloure que
no existeix resisténcia a insulina en el teixit adipds. Per altra banda, vam poder analitzar per
Western blot I'estat de fosforilacié d'Akt, important en la senyalitzacié d'insulina i no es van

veure diferencies significatives entre els dos grups experimentals (Figura 44).
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Figura 44. Avaluacié per Western blot de la sensibilitat a insulina del teixit adipds de ratolins sans que
sobrexpressen la GK al fetge durant 53 dies. El panell (A) mostra un Western representatiu dels nivells
d'Akt-P-Thr i els nivells d'Akt-total. El grafic (B) representa I'analisi densitometrica del Western blot.

Finalment al fetge, la insulina promou la sintesi de glicogen i de TAG. En apartats anteriors ja
vam detectar una disminucié del contingut de glicogen hepatic en els animals injectats amb
pCpG/GK en comparacié amb els controls. Tampoc no vam observar un increment de TAG
hepatics en aquest grup. Per dltim, vam poder resoldre per Western blot una disminucié dels
nivells de fosforilaci6 de la proteina S6K en els homogenats hepatics dels animals que
sobrexpressen la GK. La proteina S6K és fosforilada com a resultat de I'activacié de la via de
MTOR per insulina (Figura 45). L'escollirem com a marcador en lloc de la fosforilacié d’AKT

perque la fosforilacié d’AKT és dificil d’observar en un estat estacionari.
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Figura 45. Avaluacié de la sensibilitat a insulina dels fetges transfectats amb GK a llarg termini. La
figura mostra un Western blot representatiu on s'avalua el nivell de fosforilacié de S6K.

Fent una valoracié conjunta de tots els resultats exposats en aquest apartat, podriem
concloure que els ratolins injectats amb pCpG/GK i analitzats 53 dies post-injeccié presentaven

resisténcia a insulina només en el fetge.
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DISCUSSIO

A I'hora de sobrexpressar proteines al fetge, com la GK, s'han buscat estrategies que
proporcionin un alt grau de transfeccid, del tipus transfeccié adenovirica, o bé s'han produit
animals transgenics que expressin el transgen sota el control d'un promotor hepatic. Perd en
cap cas s'ha tingut en compte el concepte de zonacié hepatica, pel qual la GK es troba
expressada fisiologicament i de manera majoritaria a la zona perivenosa del fetge [46, 87]. A
I'nora de buscar una estrategia tecnica per transfectar exclusivament els hepatocits
pericentrals, vam testar si la injeccid hidrodinamica era un metode adequat mitjancant la
transferencia d'un plasmidi que codifica per la proteina GFP a ratolins sans. L'observacié de
fluorescencia verda en seccions de fetge d'aquests ratolins, conjuntament amb una tincié
immunologica de PEPCK-C (proteina periportal), ens va servir per demostrar que els grups
d'hepatocits transfectats que s'obtenen amb una injeccié hidrodinamica corresponen als
hepatocits circumdants a la vena central de I'acinus hepatic. Durant el transcurs d'aquesta tesi,
altres grups han corroborat aquesta observacié [368, 371]. En conseqiiéncia, la tecnica
d'injeccid hidrodinamica fou I'escollida pels nostres estudis d'expressié de GK al fetge
perivends, encara que sigui una técnica amb menor potencia que els adenovirus i amb una
eficiencia de transfeccié bastant variable, la qual cosa implica usar un major nombre d'animals.
El gran avantatge de la injeccié hidrodinamica és que es treballa amb DNA nuu, el qual es pot
obtenir de forma facil i econdmica.

Si es vol obtenir una expressié efectiva del transgen en el fetge, és important seleccionar el
vector que dirigeixi la seva transcripcié. En el nostre treball, vam emprar el vector pCAGGs
[381] el qual és molt potent perd no ens garantia una expressié prolongada del transgen,
malgrat que en alguns estudis ha permes expressar el transgen més enlla dels 30 dies post-
injecciod [395]. Potser el plasmidi pGK (pCAGGs/GK) adquireix alguna conformacio diferent que
en dificulta I'expressid o bé n'afavoreix el silenciament. Per aquest motiu, per realitzar estudis
de sobrexpressio de GK a llarg termini vam canviar de plasmidi i vam usar un vector pCpG. Vam
observar que la construccié pCpG/GK ens va permetre obtenir a dia 53 post-injeccié uns nivells
de mRNA de GK de rata comparables als obtinguts per la construccié pGK a 2 dies post-
injeccio.

Un dels avantatges d’avaluar un model hidrodinamic a llarg termini és que s’ha perdut la
toxicitat inicial que causa la transfeccid hidrodinamica. D'aquesta manera podriem evitar que
la reaccié inflamatoria resultant de la injeccié hidrodinamica ens emmascarés els efectes

ocasionats per la sobrexpressié de GK. Malgrat tenir alts nivells de mRNA del transgen, a dia 53
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post-injeccio de pCpG/GK, els nivells de proteina GK no eren gaire elevats. Potser es deu a qué
I'hepatocit té sistemes de regulacid post-traduccionals de la GK que n'afecten la biologia, com
per exemple, que no hi hagi prou GKRP per garantir |'estabilitat de la proteina sobrexpressada
[186, 187].

Amb el plasmidi pGK, vam poder confirmar que la transferéncia hidrodinamica de GK al fetge
d'animals sans provocava una disminucid de la glicemia en estat d'alimentacid, segurament,
per una major captacié hepatica de glucosa. En conseqiiéncia també s'observava una davallada
dels nivells d'insulina en sang. Aquests resultats eren coherents amb els d'altres grups que
préviament havien realitzat estudis de sobrexpressié de GK al fetge d'animals sans usant o bé
ratolins transgenics [116], o bé rates o ratolins injectats amb adenovirus [270, 271]. A I'hora
d'estudiar si la sobrexpressidé de GK té conseqiiéncies en situacié de dejuni, vam observar que
la sobrexpressid a la zona perivenosa del fetge no tenia cap efecte sobre la glicemia ni la
insulinemia, com també s'observa en els grups de O'Doherty et al i Desai et al en els seus
treballs amb adenovirus [270, 272]. No obstant, a la bibliografia no existeix un acord sobre si la
sobrexpressié de GK provoca una davallada de la glicemia i la insulinemia en estat de dejuni
[118, 132, 272, 396]. Aquesta controversia podria estar explicada per quatre motius:

a) Els animals transgeénics sobrexpressen la GK al llarg de la seva vida i possiblement
presenten canvis compensatoris en la secrecié d'insulina, en I'accié de la insulina o en
altres variables metaboliques.

b) L'administracié d'adenovirus per se indueix alguns canvis metabolics en el fetge
infectat.

c) Els promotors usats per dirigir la sobrexpressio de GK determinen quina poblacié
d'hepatocits expressa el transgen i, segons quina sigui, podria tenir conseqiliencies
metaboliques diferents; a més a més, el promotor també pot determinar el moment
de I'expressid (dejuni, alimentacid, sempre).

d) Els nivells de sobrexpressié de GK també poden ésser importants per a determinar els
efectes metabolics.

En general, quan comparem els nostres resultats amb els descrits a la bibliografia sempre és
dificil avaluar si les variacions sén dosi-depenents o en funcid de la localitzacié de la GK. Seria
interessant haver pogut realitzar en paral-lel una transfeccié de GK a la zona periportal,

empresa practicament impossible en el nostre model.

Vist que la injeccié hidrodinamica de pGK permetia obtenir uns efectes fenotipics clars sobre
I'homeostasi de glucosa, vam procedir a analitzar les conseqiiéncies d'una sobrexpressioé de GK

al fetge perivends a llarg termini mitjancant I'Us dels vectors pCpG.
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Ens interessava avaluar si el fenotip obtingut s'assemblaria a algun dels 3 models de
transgenics que sobrexpressen GK al fetge que existeixen a la bibliografia [117, 118, 269], els
quals difereixen sobretot pel que fa a l'apariciéd de resisténcia a insulina a llarg termini. A
temps curts de I'experiment també vam reproduir el fenotip de disminucié de la glicemia i la
insulinéemia en comparacié amb els controls que haviem observat amb els pGK, pero de
seguida es va perdre aquest efecte. Aquesta perdua no anava lligada a una disminucié de
I'expressido del transgen, ja que a dia 53 post-injeccié els nivells de sobrexpressié son
significativament elevats. Per tant, la causa era algun altre fenomen. Per altra banda, també
vam observar que a dia 9 post-injeccio, en fer un dejuni obteniem una disminucid significativa
de la glicémia en el grup pCpG/GK, cosa que no s'havia observat en el cas dels pGK. L'explicacio
d'aquesta diferéncia podria ésser que s'assolissin dosis diferents de transfeccié en els dos
experiments, o bé que hem usat soques de ratolins diferents i que potser responen de manera
desigual a la sobrexpressié de GK. En canvi, a dia 43 post-injeccid el dejuni no ocasiona
diferencies significatives de glicemia entre els dos grups experimentals.

El fet que es perdés el fenotip hipoglucemiant juntament amb I'observacié que la insulinémia
augmenta significativament al llarg de I'experiment en el grup injectat amb pCpG/GK, ens
condui a pensar que la sobrexpressié de GK a la zona perivenosa del fetge durant un temps
prolongat podia provocar resisténcia a insulina. A temps final de I'experiment, estariem en una
situacié en que l'augment d'insulinémia encara permet que es mantinguin els nivells de

glucosa en sang en un rang normal.

El fetge dels ratolins que sobrexpressen la GK als hepatocits perivenosos esdevé
resistent a insulina

El model classic d'un animal que presenta resistencia hepatica a insulina és el ratoli LIRKO, el
qual conté una delecié del gen del receptor de la insulina exclusivament al fetge [296].
Diverses caracteristiques metaboliques del ratoli LIRKO coincideixen amb el resultat que hem

obtingut sobrexpressant la GK al fetge perivends:

1. Augment d'insulinémia, possiblement a causa d'una disminucié del clearance d'insulina en

el fetge com a conseqtiéncia de la resisténcia a insulina.

2. Davallada dels nivells serics de TAG i d'AGL, sense acumulacié de TAG al fetge. La principal
explicacié hepatica d'aquests fets seria que hi hagués una disminucié de la capacitat lipogenica
ja que el fetge no respon a insulina i en conseqléncia disminueix la formacié i secrecié de

VLDL. La sintesi de TAG a partir de glucosa esta regulada a través de dos senyals: per una
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banda, la glucosa és capag d'activar el factor de transcripcié ChREBP (via metabolitzacio de la
glucosa a xilulosa-5P) el qual s'uneix a seqiiencies ChOREs presents en gens lipogenics que
responen a glucosa (ACC i FAS) i també en el gen que codifica per a I'enzim glicolitic L-PK [22,
23]. Per altra banda, la insulina és responsable de I'activacié del factor de transcripcié SREBP-
1c, el qual s'uneix a seqliencies SRE (sterol response elements) presents en els promotors de
gens com FAS, SCD-1 i GPAT [14].

Recentment s'ha demostrat que els promotors dels gens que codifiquen per SREBP-1c i per
ChREBP contenen elements de resposta a LXR (LXRE) [19, 392], als quals s'uniria el factor de
transcripcié LXRa. Malgrat que esta provat que LXRa indueix la transcripcido de SREBP-1c no
esta clar si respon a insulina. Per altra banda també existeix controversia sobre si LXRa activa
transcripcionalment ChREBP en resposta a glucosa [158, 393]. En avaluar els nivells de mRNA
d'aquests factors de transcripcio en el fetge dels ratolins injectats amb pCpG/GK vam observar
gue no hi havia alteracié en els nivells de ChREBP, pero si un augment de la transcripcié de
SREBP-1c i de LXRa. Com que s'ha observat que existeixen ratolins amb resisténcia a insulina
que encara presenten nivells alts de SREBP-1c [397], podriem explicar aquest increment de
SREBP-1c per una via independent a |'activacié per insulina i dependent de I'activacié de LXRa,
el mRNA del qual estava incrementat a nivells semblants als de SREBP-1c en el nostre model
experimental. No obstant, no vam observar cap variacid en els nivells de mRNA de gens diana
de SREBP i ChREBP, com sdn Fasn (codifica per FAS) i Mod1 (codifica per I'enzim malic).

Pero ChREBP, SREBP-1c i LXRa no sdn els Unics factors implicats en el control de la lipogenesi,
també hi participa PPAR-y (Peroxisome Proliferator-activated Receptor y), el qual malgrat estar
expressat a baixos nivells en el fetge, té la funcid d'activar la transcripcid de gens lipogenics
(FAS, ACC, SCD1) i també regular la captacid de TAG sanguinis ja que activa la transcripcid del
el receptor hepatic de LDL [394]. Els animals que sobrexpressen la GK al fetge perivends
presentaven una disminucié dels nivells de mRNA de PPAR-y. Si analitzem les dades en
conjunt, i tenim en compte que el fetge d'aquests ratolins no presentaven variacié pel que fa al
contingut de TAG hepatics, podem concloure que no hi ha inhibicié de la lipogenesi hepatica.
Per tant, ha d'existir algun altre factor que justifiqui la davallada de TAG i AGL serics.

En cercar una causa extrahepatica per explicar la baixa lipémia dels ratolins pCpG/GK, ens vam
centrar en el teixit adipds. Esta descrit que els ratolins LIRKO mantenen la sensibilitat a insulina
al teixit adipds, de manera que I'augment d'insulinémia provocava una disminucié de la lipolisi
i per tant un menor alliberament de lipids del teixit adipds i per altra banda, la insulina induia
la produccio i acumulacié de TAG als adipocits. D'aquesta manera podien justificar els nivells
baixos de TAG i AGL en sang. Consistentment, vam obtenir que els ratolins del grup injectat

amb pCpG/GK mantenien la sensibilitat a insulina al teixit adipds i en resposta a la
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hiperinsulinémia també presentaven uns nivells elevats de TAG al teixit adipds i una induccié
clara de proteines lipogéniques com PEPCK-C (implicada en la gliceroneogenesi i re-
esterificacido de TAG al teixit adipds) [398, 399] i del factor de transcripcid PPAR-y. Un altre
treball que apunta en aquesta direccié és el de Gavrilova et al [394], en el qual s'estudia un
knock-out hepatic de PPAR-y i es descrivia que aquests animals no presentaven variacions ens
els nivells de TAG hepatics, perd si que incrementaven els del texiti adipds i, a més, aquests

ratolins també desenvolupaven resisténcia a insulina.

3. Disminucié del contingut de glicogen hepatic. En condicions normals, la insulina estimula
I'acumulament de glicogen a través d'un increment coordinat de: 1) I'entrada de glucosa amb
la posterior metabolitzacié a glucosa-6P, ja que la insulina és necessaria per a la transcripcié de
GK la qual permet obtenir glucosa-6P (substrat de la via) i 2) de la via de sintesi de glicogen, ja
que la unid de la insulina promou la defosforilacio de la glicogen sintasa (és activa quan esta
defosforilada) mitjancant la fosforilacié inhibidora de cinases com PKA i GSK-3, i també
promou l'activacié de la proteina fosfatasa 1 (PP1) que al seu torn inhibira la glicogen
fosforilasa [12, 13].

Els ratolins pCpG/GK, malgrat que tenien un lleuger increment d'activitat GK i de glucosa-6P en
el fetge, presentaven uns nivells de glicogen lleugerament inferiors que els controls, perd no
significativament. A part que la possible resisténcia hepatica a insulina dels animals pCpG/GK
pugui jugar-hi algun paper, cal tenir en compte que existeixen estudis de sobrexpressié de GK
en animals amb diabetis induida per estreptozotozina que presenten un augment del
contingut hepatic de glucosa pel sol fet de tenir GK, és a dir, de manera totalment independent
de la insulina [116, 355]. Una altra prova a favor de la necessitat d'activitat GK per a la sintesi
de glicogen és el ratoli transgenic knock-out de GK el fetge del qual presenta una reduccié del
glicogen hepatic [131]. Per aquest motiu esta generalment acceptat que I'augment d'activitat
GK al fetge provoca acumulacié de glicogen.

Pero, cal tenir en compte que existeixen diversos treballs en que la sobrexpressié de GK en
animals sans alimentats no fa variar el contingut hepatic de glicogen [269, 270]. Una explicacié
podria ésser que l'activacido del metabolisme de glucosa mitjancant la sobrexpressié de GK
provoca una inhibicié de I'expressio d'enzims gluconeogenics I'activitat dels quals és necessaria
per a la sintesi de glicogen per la via indirecta [35]. Per tant, existiria un balang entre I'augment
de sintesi directa de glicogen vinculada a I'activitat GK i la disminucié de la sintesi per la via
indirecta. D'altra banda cal considerar que la sobrexpressié de GK al fetge a curt termini
disminueix la insulinémia, la qual cosa podria tenir alguna implicacié també en la sitnesi de

glicogen. Estudis de tragat metabolic en humans han demostrat que ni la hiperglicemia ni la
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hiperinsulinémia per si soles eren suficients per promoure la sintesi de glicogen; només quan
es combinava la presencia del substrat (glucosa) i el senyal hormonal s'assolia la sintesi de
glicogen neta [400, 401].

Una altra explicacié plausible seria que el grau de sobrexpressid de GK assolit en el nostre
estudi no és suficient per incrementar el contingut de glicogen perque Morral et al [355] van
demostrar que la relacid entre sobrexpresssié de GK i acumulacié de glicogen és dosi-

depenent: a més transgen, més glicogen.

4. Manca d'inhibicié de la gluconeogénesi hepatica. Una de les principals accions de la
insulina és inhibir la produccié hepatica de glucosa, tant per: 1) una accié directa al fetge a
través de FOXO 1 i la inhibicié de factors de transcripcido com HNF-4 i PGC-1aq, els quals activen
I'expressio dels gens que codifiquen per als enzims gluconeogénics PEPCK-C i glucosa-6-
fosfatasa; 2) com per els efectes indirectes sobre la disponibilitat de susbstrats gluconeogeénics.
Els ratolins injectats amb pCpG/GK, malgrat la hiperinsulinémia i I'hipotétic senyal de glucosa
generat per la sobrexpressié de GK [35, 402], presenten una lleugera induccié de la
gluconeogenesi hepatica en situacié d'alimentacié (nivells incrementats de proteina PEPCK-C i
també increment de GLUT-2). Esta descrit que el GLUT-2 incrementa en diabetis i es relaciona
amb l'augment de la gluconeogenesi [116]. En concondrancia, els nivells de Foxa3 (codifica per
HNF-3y) també estan elevats, ja que esta demostrat per un model model animal knock-out de
HNF-3y que I'expressié de GLUT-2 ve regulada per aquest factor de transcripcid [391]. Per altra
banda, exiteix un altre model knock-out de Foxa3 el qual implica que pot regular directa o
indirectament els nivells d'eznims gluconeogénics com PEPCK-C, pero no afecta la glucosa-6
fosfatasa [403]. Paral-lelament, PEPCK-C també és regulada a nivell transcripcional per PGC-1q,
el mRNA del qual esta incrementat en els ratolins pCpG/GK.

PGC-1a és un factor de transcripcié que regula conjuntament la via gluconeogéncia i la de B-
oxidacié mitocondrial [404]. Si hi ha un increment de gluconeogenesi, la qual consumeix
energia, és coherent tenir un increment de la B-oxidacié mitocondrial la qual permet obtenir
ATP i, a més a més, una taxa rapida d'oxidacié bloqueja la PDH, dirigint tot el piruvat cap a la
gluconeogenesi per la piruvat carboxilasa. A més de I'augment de PGC-1a, vam determinar que
hi havia induccié de la B-oxidacid mitocondrial en els fetges dels ratolins pCpG/GK perqué
presentaven uns nivells incrementats de Cpt-1 (determinat per qRT-PCR). i una major
respiracié mitocondrial (determinada per respirometria d'alta resolucié). L'augment de B-
oxidacié també és un argument per explicar la disminucié del contingut seric de AGLi TAG i la
manca d'acumulacié de TAG hepatics que presenten els ratolins d'aquest grup. No obstant, no

guedaria clara la procedéncia dels acids grassos que s'oxiden.
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5. Manca d'activaci6 de gens glicolitics. Diversos gens glicolitics estan activats
transcripcionalment en resposta a insulina (GK, PFK i L-PK), pero alguns d'ells, per altra banda,
també responen al senyal de glucosa (L-PK). Per aquest motiu sorpren que el fetge dels ratolins
que sobrexpressen al GK a la zona perivenosa del fetge no tinguin una induccid clara de la
glicolisi. Es fa palés també pel fet que no augmenten els nivells de lactat del fetge.

Tant la manca d'activacio glicolitica com la manca d'inhibicié de la gluconeogénesi al fetge no
permeten explicar I'augment de lactat séric que presenten els ratolins del grup pCpG/GK. Per
tant, l'augment de lactat séric s'hauria d'explicar per fenomens extrahepatics, com per
exemple un increment de la utilitzacié de glucosa al muscul esquelétic. EIl muscul respon a la
insulina incrementant les taxes glicolitica i de sintesi de glicogen. Com que els musculs dels
ratolins pCpG/GK presenten uns majors nivells de glicogen podriem extrapolar que també
tenen incrementada la glicolisi i la conseqlient formacié de lactat com a conseqliencia de la

hiperinsulinémia.

Estrés oxidatiu i resisténcia a insulina

Una de les possibles causes de la resisténcia a insulina dels ratolins que sobrexpressen la GK al
fetge perivends podria ésser |'estreés oxidatiu. L'estres oxidatiu és el resultat d'un desequilibri
entre les defenses antioxidants i la produccié d'espécies reactives d'oxigen (ROS), com
superoxid (0;") i el peroxid d'hidrogen (H,0,). Com que tant el O," com el H,0, sén productes
habituals del metabolisme cel-lular oxidatiu [405], un augment del metabolisme de glucosa a
conseqliencia de la sobrexpressido permanent de GK podria produir una quantitat excessiva de
ROS. Si les defenses antioxidants estan baixes, com és el cas dels baixos nivells de GSH/GSSG i
SOD-2 en els fetges dels ratolins injectats amb pCpG/GK, pot haver-hi acumulacié de ROS.
Aquesta acumulacié pot afectar la supervivéncia cel-lular a través de |'oxidacié directa de
macromolécules com el DNA i lipids [[406, 407], i I'activacié de senyals d'estrés cel-lulars [408].
En suport a aquesta hipotesi, existeix un treball de sobrexpressié de GK a la cél-lula B
pancreatica en qué demostren que |'excés de metabolitzacid de glucosa provoca estres
oxidatiu [409].

Per altra banda, s'ha demostrat que els ROS activen multiples cascades de serines cinases. La
via de senyalitzacié d'insulina ofereix un bon nombre de dianes potencials d'aquestes serines
cinases, com per exemple el receptor d'insulina i la familia de substrats del receptor d'insulina
(IRS). En el cas dels IRS-1 i IRS-2, un augment en la fosforilacié de serines fa disminuir el grau

de fosforilacid en residus tirosina d'aquestes proteines i és consistent amb I'atenuacié de
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I'acciéd de la insulina [410, 411]. Hagués estat interessant confirmar-ho en els fetges dels

ratolins injectats amb pCpG/GK mirant la via de NFkB.

Conclusié

En comparar el nostre model de sobrexpressié a llarg termini amb els que existeixen a la
bibliografia, en termes de resisténcia a insulina s'assembla més al treball de Ferre et al [117],
en el qual s'estudiava un model de ratoli transgenic que sobrexpressa la GK sota el control del
promotor de la PEPCK-C (promotor periportal i que s'activa en situacions de dejuni). Pero el
fenotip de resisténcia d'un i altre sén totalment diferents: mentre que els ratolins que
sobrexpressen la GK a la zona perivenosa presenten reisténcia exclusivament hepatica a la
insulina, els ratolins que sobrexpressen la GK a la zona periportal presenten una resistéencia
general a la insulina lligada a obesitat i a esteatosi hepatica. Cal tenir en compte que els
transgenics s'han estudiat després de 12 mesos de sobrexpressio. Potser, si poguéssim
prolongar el nostre estudi fins a 12 mesos, acabariem obtenint el mateix resultat. O potser,
seria més similar al dels ratolins LIRKO, dels quals s'ha descrit que el seu fetge resistent a

insulina esdevé displasic amb I'edat i n'incrementa el contingut lipidic i el contingut biliar.
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2. SOBREXPRESSIO DE GK AL FETGE PERIVENOS DE
RATOLINS AMB DIABETIS DE TIPUS 1

Una possible estratégia terapeutica per a la diabetis tipus 1 és I'activacié del metabolisme i
I'emmagatzemament de glucosa en el fetge mitjancant la sobrexpressié hepatica de GK.
Aquesta aproximacié ha estat estudiada per diversos grups amb el resultat que s'ha aconseguit
reduir la hiperglicemia diabética (principal causant dels efectes perjudicials de la malaltia);
pero tot sembla indicar que la sobrexpressio de GK al fetge desencadena alteracions del
metabolisme lipidic (com la induccié d'esteatosi hepatica) que anul-larien les capacitats
terapeutiques d'aquesta estrategia [116, 354, 355]. De nou, vam plantejar-nos avaluar si la
sobrexpressié de GK especificament al fetge perivends tindria els mateixos efectes sobre la
glicemia i el metabolisme lipidic obtinguts amb |'expressié periportal [116] o bé general [354,

355] de la GK al fetge.

Per dur a terme aquests estudis vam emprar un model de ratolins amb diabetis tipus 1 induida
experimentalment amb  estreptozotocina  (STZ; [2-deoxi-2(3-metil-nitrosurea)-1-D-
glucopiranosal). La STZ és un antibiotic d'ampli espectre produit per Streptomyces
achromogenes. El seu efecte diabetogenic va ésser detectat pels laboratoris Upjohn (que
actualment forma part de Pfizer) i es va poder establir que la STZ exerceix un potent efecte
toxic exclusivament a la cel-lula beta pancreatica, a la qual entra a través del transportador de
glucosa GLUT-2 gracies a la seva similitud estructural amb la glucosa (Figura 46). S'han
proposat diferents mecanismes de toxicitat de la STZ a la cél-lula beta: 1) metilacié del DNA, 2)
generacio de radicals lliures i 3) produccié d'oxid nitric, que desemboquen en mort cel-lular per

apoptosi [412].

Figura 46. Estructura quimica de I'estreptozotocina (STZ).
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A conseqliencia de la destruccié de les cel-lules beta pancreatiques, aquest model es
caracteritza per una disminucié, gairebé total, dels nivells d'insulina, una hiperglicemia severa i
alteracions de la transduccio de senyals dependents d'insulina.
El protocol d'administraciéo de la STZ juga també un paper important sobre el mecanisme
d'induccié de la diabetis:
= Una Unica administracié intraperitoneal de STZ a dosis elevades (>160 mg/Kg)
resulta en una destruccid rapida de les cél-lules beta per I'accid citotoxica de la
STZ, amb una pérdua de més del 90% de la secrecié d'insulina, que desemboca en
I'aparicio d'hiperglicémia en un periode curt de temps (>7 dies).
= Quan la STZ s'administra en multiples injeccions intraperitonials a dosis baixes (<50
mg/Kg) la seva accio citotoxica és menor, pero s'indueix una resposta inflamatoria
contra les cel-lules beta, que cursa amb una infiltracié limfocitaria (insulinitis) que
les destrueix, desembocant en una diabetis severa en un periode més llarg de
temps (diverses setmanes, depenent de la soca emprada).
En el present treball es va aplicar el protocol d'administracié Unica de dosis elevades de STZ,
tal i com es descriu a l'apartat de Materials i Métodes. Una setmana post-injeccié, molts
animals presentaven una glicémia superior a 350 mg/dl després de 8 hores de deju i pesaven
entre 18 i 23 grams. Perd, vam esperar una setmana més a realitzar els experiments per
assegurar que s'hagués perdut totalment I'expressié de la GK enddgena a causa de la manca
d'insulina. Es van descartar els animals de pesos inferiors a 18 grams per evitar possibles

interferencies degudes a una possible caqueéxia induida per |'absencia d'insulina.

Sobrexpressio de pGK al fetge de ratolins amb diabetis tipus 1 induida per STZ.

Un cop seleccionats els animals que presentaven un quadre clar de diabetis tipus 1, es van
injectar amb 60 pg de plasmidi pGK o bé amb 60 pg de pControl (pCAGGs buit). A les 48 hores
post-injeccid, els animals van ésser analitzats i sacrificats. Un grup d'animals va ésser analitzat
en estat d'alimentacid i un altre, després de 5-6 hores de dejuni (Figura 47).

En realitzar I'analisi 48 hores post-injeccid, alguns animals presentaven nivells molt elevats de
transaminases com a conseqléncia de la injeccid hidrodinamica i van ésser exclosos de
I'estudi, per tal d'eliminar interferencies de lesié hepatica sobre els efectes del transgen.
D'aquesta manera, els animals analitzats presentaven uns nivells de transaminases de |'ordre
de 207.5 + 29.88 U/L en el grup control i de 121.0 + 48.43 U/L en el grup pGK, que es

corresponen amb els nivells normals a 48 hores post-injeccié hidrodinamica .
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Figura 47. Procotol experimental de sobrexpressioé de pGK en el fetge de ratolins amb diabetis tipus 1
induida experimentalment amb STZ.

A punt final (48 hores), vam detectar I'expressio de la GK exogena per gRT-PCR (Figura 48). Tal
i com es pot observar a la figura 48 A, la injeccid hidrodinamica confereix gran variabilitat en el

nivell d'expressio del transgen.
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Figura 48. Avaluacié del nivell de sobrexpressio de pGK en el fetge de ratolins amb diabetis tipus 1
induida amb STZ. A les 48 hores post-injeccid, els ratolins van ésser sacrificats i es va analitzar el nivell
d'expressié del transgen al fetge per gRT-PCR, amb encebadors especifics pel mRNA de la GK de rata. Els
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resultats van ésser normalitzats amb B2-microglobulina i expressats en relacié al grup control (A).
També es van obtenir extractes de fetge i se'n va determinar I'activitat GK a 5 mM i a 100 mM de
glucosa (B) i també es van resoldre els homogenats de fetge per Western blot (C) on el panell inferior
mostra un Western representatiu i el panell superior, I'analisi densitometrica del Western blot.

Com que preteniem estudiar uns efectes terapéutics de sobrexpressid, es van seleccionar per a
I'estudi només aquells animals que presentaven uns nivells d'expressié del transgen de |'ordre
de 20 vegades |'expressio del grup control. Per confirmar I'expressié a nivell de proteina, es
van obtenir homogenats de fetge els quals van ésser analitzats per Western blot (Figura 48 C) i
també se'n va determinar l'activitat GK (Figura 48 B). Els fetges dels animals control
presentaven nivells practicament indetectables d'activitat GK, independentment de la dosi de

glucosa assajada, tal i com s'espera d'un animal amb diabetis de tipus 1.

Impacte de la sobrexpressio de pGK en el fetge perivends d'animals diabeétics
alimentats.

El que primer interessava avaluar era si la transfeccié hidrodinamica de pGK a la zona
perivenosa del fetge podria tenir efectes sobre la glicemia de ratolins diabétics. Tal i com es
mostra a la Taula 18, es va observar una lleugera disminucid de la hiperglicemia diabética en
comparacié amb el grup control. No obstant, no s'observaren variacions significatives entre els

dos grups pel que fa als altres parametres serics.

Parametres glucosa (mg/dL) 892.6 +63.20 759.7 £48.38 *
serics lactat (mM) 13.47 £ 1.839 13.02+£1.484
AGL (mM) 0.947 £ 0.082 0.881 +0.069
TAG (mg/dL) 177.3 £23.54 134.6 £ 16.06
B-hidroxibutirat (mM) 0.144 +0.028 0.106 +0.021
Insulina (pg/L) <0.08 <0.08
Metabolits  Glicogen (mg glc / g fetge) 27.01+2.275 35.62 £2.06 *
hepatics Glc (umol/g fetge) 40.70 £5.921 32.72 £1.475
G6P(umol/g liver) 0.16 £ 0.021 0.14 £0.018
F2,6BP (nmol/g liver) 1.19+£0.215 2.84 +0.625 *
Lactate (umol/g) 1.31+0.275 1.78 +£0.424
TAG (mg/g) 6.25 +0.26 6.08 £ 0.36
AMP (umol/g) 1.05 + 0.054 1.01 +0.084
ADP (umol/g) 1.03+0.134 1.12 £ 0.09
ATP (umol/g) 0.67+0.148 0.66 £ 0.065
GSH/GSSG ratio 11.73 £0.87 11.81+0.93

Taula 18. Determinacio dels parametres sérics i metabolits hepatics indicats, dels ratolins diabétics
injectats amb pCAGGS i pGK i analitzats 48h post-injeccié en estat d'alimentacié. Els valors
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representen la mitjana * error estandard de cada grup. n= 12 i 7, respectivament. Glc, significa glucosa
lliure; G6P, glucosa-6-fosfat; F2,6BP, fructosa-2,6-bisfosfat. * p<0.05, determinat per t-Student.

A continuacié vam explorar el desti de la glucosa al fetge mitjangant I'analisi de metabolits en
extractes hepatics. Els animals tractats amb pGK presentaren uns nivells significativament
elevats de fructosa-2,6-bisfosfat i, juntament amb la tendéncia a I'augment del lactat hepatic,
indicaria un increment del flux glicolitic. A part de tenir incrementat el consum de glucosa, els
fetges dels ratolins injectats amb pGK també presentaven incrementats els nivells de glicogen
(Taula 18). Agquesta senyalitzacié de glucosa que existeix als fetges que sobrexpressen la GK
explicaria la disminucié observada dels nivells de proteina PEPCK-C, la qual cosa indicaria una
disminucié de la via gluconeogénica en el grup injectat amb pGK. (Figura 49). A la figura es pot
percebre una relacié proporcional entre el grau d'expressié de GK i el grau de disminucié de

PEPCK-C.

pControl pGK
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Figura 49. Western blot representatiu d'extractes de fetges de ratolins diabétics injectats amb pCAGGs
i pGK i analitzats 48h post-injeccid en estat d'alimentacio.

No vam observar alteracions significatives a nivell del metabolisme lipidic entre els dos grups

experimentals (Taula 18).

Impacte de la sobrexpressié de pGK en animals diabétics dejunats durant 5h.

En analitzar la glicemia després de 5h de dejuni, els ratolins que sobrexpressaven pGK no
presentaren una reduccié significativa de la glicemia (Taula 19). No obstant, altres parametres
sérics estaven alterats en comparacié amb el grup control; concretament, persentaven un
increment en els nivells de lactat, de TAG i AGL (Taula 19). Per tant, en aquest cas la
sobrexpressid perivenosa de GK en ratolins diabétics provocava dislipidémia tal i com havia

descrit el grup d'Odoherty et al en sobrexpressar GK amb adenovirus en rates sanes [270].
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Parametres glucosa (mg/dL) 420.6 + 49.33 348.2 £63.95
sérics lactat (mM) 7.296 +0.772 10.62 + 0.608 *
AGL (mM) 0.325 £0.098 0.663 +0.104 *
TAG (mg/dL) 35.5+7.719 74.00 + 14.76 *
B-hidroxibutirat (mM) 0.18 £ 0.032 0.199+£0.014
Insulina (pg/L) <0.08 <0.08
Metabolits  Glicogen (mg glc / g fetge) 3.858 +1.397 15.97 £ 2.415 **
hepatics Glc (umol/g fetge) 52.29+9.524 32.23+£12.18
G6P(umol/g liver) 0.06 £0.024 0.20 +0.068 *
F2,6BP (nmol/g liver) 0.71+0.173 0.86 £1.812 ***
Lactate (umol/g) 1.16 £ 0.239 1.28 £ 0.322
TAG (mg/g) 9.18 +1.48 12.56 + 0.50
AMP (umol/g) 1.18+0.171 1.02 + 0.095
ADP (umol/g) 0.94 +0.101 1.16+ 0.046
ATP (umol/g) 0.49 +0.098 0.80 £0.145 *
GSH/GSSG ratio 5.372+£0.49 9.479+1.38 *

Taula 19. Determinacié dels parametres sérics i metabolits hepatics indicats, dels ratolins diabétics
injectats amb pCAGGS i pGK i analitzats 48h post-injeccié després de 5h de dejuni. Els valors
representen la mitjana t error estandard de cada grup. n= 4-8. Glc, significa glucosa lliure; G6P, glucosa-
6-fosfat; F2,6BP, fructosa-2,6-bisfosfat. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, determinat per t-Student.

En analitzar els metabolits hepatics dels ratolins injectats amb pGK, vam detectar un increment
significatiu de I'emmagatzematge de glucosa en forma de glicogen (Taula 19). Per altra banda,
també presentaven incrementats els nivells de glucosa-6-fosfat, de fructosa-2,6-bisfosfat i
d'ATP, la qual cosa suggeria un increment de la via glicolitica consistent amb la tendéncia a
incrementar el lactat hepatic i I'increment observat de lactat seric.

A continuacid, vam avaluar el contingut proteic i els nivells de mRNA de diversos enzims i
factors de transcripcié clau en la regulacié de la glicolisi hepatica . En determinar el contingut
de L-PK i ub-PFK2 per Western blot, vam detectar un increment significatiu d'aquestes
proteines en el fetge dels ratolins injectats amb pGK (Figura 50). A nivell de mRNA, vam
observar un augment de l'expressié del gen Gck endogen en el grup tractat amb pGK i, en
correlacid, també presentaven un increment en la transcripcié del gen cMyc (Figura 50). Altres
factors com SREBP i LXRa, que segons la bibliografia poden estar implicats en la regulacié de la
transcripcié de GcK, no van estar afectats pel tractament amb pGK (Figura 51).

Pel qué fa al metabolisme lipidic, la sobrexpressié de GK va induir a I'acumulacié de TAG al
fetge (Taula 19, p=0.06, determinat per t-Student), la qual cosa és consistent amb la literatura
on es descriuen fenomens d'esteatosi hepatica com a resultat de la sobrexpressié hepatica de

GK [116, 117, 355].
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Figura 50. Analisi de factors claus de la glicolisi en el fetge de ratolins diabétics tractats amb pCAGGs i
pPGK. A les 48 h post-injeccio i després de 5 hores de dejuni, es van obtenir els fetges dels ratolins. Se'n
va analitzar el contingut proteic per Western blot (A), on es mostra un panell representatiu. També es
van analitzar per gRT-PCR els nivells de transcripcié de determinats gens (B), on les barres representen
la mitjana t error estandard de cada grup. Es van realitzar els calculs en relacié al grup control i seguint
els algoritmes del AACt descrits per Applied Biosystesms. n=5.

Per elucidar si I'increment dels TAG hepatics era degut a una induccid de la sintesi de lipids en
el fetge, vam analitzar els nivells d'expressié de diversos enzims i factors de transcripcid
involucrats en la lipogenesi de novo. Els fetges dels ratolins del grup pGK presentaven nivells
significativament superiors de mRNA del Fasn i Mod1, i també de proteina ACC1 i ChREBP
(Figura 51). En canvi, els nivells d'uns altres factors importants en la lipogénesi com SREBP1c i
LXRa (codificats per Srebf i Nr1h3, respectivament) no van variar, tal com ja s'ha esmentat

anteriorment (Figura 51).
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Figura 51. Analisi d'enzims i factors de regulacié de la via lipogénica en el fetge de ratolins diabétics
tractats amb pCAGGs i pGK. A les 48 h post-injeccid i després de 5 hores de dejuni, es van obtenir els
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fetges dels ratolins. Se'n va analitzar el contingut proteic per Western blot (A), on es mostra un panell
representatiu. S'analitzaren els nivells d'expressié de determinats gens per gRT-PCR (B). Les barres
representen la mitjana + error estandard de cada grup. Es van realitzar els calculs en relacié al grup
control i seguint els algoritmes del AACt descrits per Applied Biosystesms. n=5. * p<0.05, determinat per
t-Student.

La GK, a través de la produccié de xilulosa-5P, indueix la inhibicié de la gluconeogénesi per
glucosa [34, 35]. Per altra banda, la fructosa-2,6-bisfosfat també ha estat associada a I'accié
inhibidora de la glucosa sobre la gluconeogenesi [31]. Consistentment, vam observar una
reduccié de I'enzim principal de la gluconeogénesi, PEPCK-C (codificat per Pck1), a nivell de
mRNA i de proteina en els fetges dels ratolins tractats amb pGK (Figura 52). Els factors de
transcripcié que regulen l'expressié de la PEPCK-C, com sén PGC-la i HNF4a, també hi
presentaven una disminucio de la seva expressié (Figura 52). Com que la gluconeogénesi és
una via que consumeix energia i acostuma a anar acoblada a la B-oxidacié mitocondrial, vam
avaluar els nivells de mRNA de Cptla els quals estaven reduits també en el grup pGK. També
presentaven una disminucié dels nivells de Ucp-2 (Figura 52). Per altra banda, vam detectar un
increment en els nivells de la proteina SOD-2 (Figura 52), involucrada en la preservacié de

I'estrés oxidatiu lligat al funcionament de la cadena respiratoria mitocondrial.

A pControl pGK
PEPCK-C .._,_ SRty F RO T T e R o e N

SOD-2 _ —
y-tubulina ’W‘ w
B
2.5 = pControl

15 = pGK

1.0

T

0.5
Pckl  G6pc Hnf4 Ppargcl Cptla Ucp2

mRNA
(unitats relatives)

Figura 52. Analisi d'enzims i factors de regulacié de la gluconeogénesi i el metabolisme energetic
mitocondrial en el fetge de ratolins diabétics tractats amb pCAGGs i pGK. A les 48 h post-injeccid i
després de 5 hores de dejuni, es van obtenir els fetges dels ratolins. (A) Mostra una panell representatiu
de Western blot. (B) Les barres representen la mitjana * error estandard dels nivells d'expressid génica
analitzats per qRT-PCR i calculats seguint la metodologia del AACt (Applied Biosystems) en relacid al
grup control. n=5. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, determinat per t-Student.
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DISCUSSIO

La GK és el primer enzim de la via glicolitica i la seva transcripcié esta activada per insulina
[147]. Dentin et al [413] han demostrat que en abséncia de GK, determinats gens glicolitics i
lipogenics no s'indueixen en realimentar un ratoli ni amb una dieta rica en sucres. En el nostre
model de diabetis induida per STZ, els ratolins presentaven insulinémies inferiors a 0.1 pg/L,
nivells practicament indetectables d'expressid de GK endogena, tant a nivell de mRNA com de
proteina, i assolien glicemies en alimentacié superiors a 600 mg/dL. Per tant, es tracta d'un
model en que vam poder avaluar les potencialitats terapeutiques de la sobrexpressio
perivenosa de GK en el context de la diabetis tipus 1 i, a més a més, avaluar els efectes sobre

I'expressio génica de l'increment del metabolisme de glucosa independentment de la insulina.

En estat d’alimentacid

En analitzar els efectes de la sobrexpressié perivenosa de GK en el context de la diabetis
sempre interessa avaluar l'impacte sobre la hiperglicemia diabéetica. Vam observar que en
estat d'alimentacié provocava una reduccié lleu perd significativa de la glicemia. Aquesta
reduccié podia explicar-se per dues raons: per una banda, vam detectar un augment del
metabolisme hepatic de glucosa, com es pot deduir per I'augment de fructosa-2,6-bisfosfat, i
també vam detectar un increment del contingut de glicogen. Per altra banda, vam observar
una disminucié de la proteina PEPCK-C, la qual podria indicar una reduccié de la produccio
hepatica de glucosa. No vam observar canvis significatius a nivell de lipids serics ni tampoc

grans alteracions en I'expressié génica.

Després de 5 h de dejuni

La sobrexpressié de GK va produir una disminucié no significativa de la glicemia, de I'ordre del
10%. En analitzar els nivells d'expressié genica en aquests ratolins diabétics dejunats, vam
corroborar el que havia descrit Matsuzaka et [414], els quals havien demostrat que els animals
tractats amb STZ presentaven determinats canvis d'expressié génica com si percebessin I'estat
d'alimentacio-dejuni malgrat estar mancats d'insulina. Concretament, durant la transicid
alimentacié-dejuni en animals tractats amb STZ s'observava un increment del potencial
gluconeogenic i de B-oxidacid en el fetge, tal i com també vam poder detectar en el nostre
grup control. En canvi, el grup pGK en situacié de dejuni presentava diferéncies respecte els

controls:
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1- Increment del contingut hepatic de glicogen: els fetges d'aquests animals presentaven
nivells significativament més alts de glucosa-6P, generats directament per I'activitat GK. La
glucosa-6P regula positivament la sintesi de glicogen ja que és un activador al-lostéric de la
glicogen sintasa i inhibeix la glicogen fosforilasa [12].
2- Increment del metabolisme de glucosa: ho indicarien els nivells elevats de fructosa-2,6-
bisfosfat en el fetge, resultat de l'increment dels nivells de la proteina ub-PFK-2. També
detectarem un increment de I'expressié d'enzims glicolitics, com sén la propia Gek endogena i
de la proteina L-PK. D'entrada és un resultat previsible ja que la GK catalitza el primer pas
limitant del metabolisme de glucosa cel-lular i per tant permet que es recuperi la senyalitzacié
de glucosa en el fetge diabetic la senyalitzacié de glucosa, tal i com indiquen uns nivells
incrementats de ChREBP i de c-myc. ChREBP, en ésser activat per la xilulosa-5P (provinent del
metabolisme de glucosa a la via de les pentoses fosfat), entrara al nucli i s'unira a les
sequiencies ChoRE presents, per exemple, en el gen que codifica per a la L-PK [23].
La induccid de I'expressié de la Gck de ratoli podria explicar-se de dues maneres. En primer
lloc, per l'increment dels nivells de fructosa-2,6-bisfosfat. La fructosa-2,6-bisfosfat, a més de la
seva funcid classica d'actuar d'activador al-losteric de I'enzim glicolitic PFK-1 i d'inhibidor de
I'enzim gluconeogenic fructosa-1,6-bisfosfatasa, pot actuar de regulador de I'expressidé génica
d'enzims metabolics clau com la GK [33, 402]. Per altra banda, l'increment de I'expressié del
factor de transcripcié c-Myc podria causar també la induccié de I'expressio de Gck [415, 416].
3- Disminucid de la gluconeogénesi i de la B-oxidacié d'acids grassos: tal com es pot deduir de
la disminucio dels nivells d'expressié de Pckl (codifica per a PEPCK-C), Ppargcla (codifica per
PGCla) i Cptla. Aquests resultats donen suport al concepte que la sobrexpressido de GK
indirectament provoca la inhibicid de la gluconeogénesi i la B-oxidacio d'acids grassos, tal i com
es va descriure al treballs de Ferre et al [116] i de Morral et al [354]. Consistentment a la
reduccié de la B-oxidacid, vam detectar nivells més elevats d'AGL i TAG sérics que en els
controls, pero no vam detectar canvis en els nivells de B-hidroxibutirat.
Existeixen diferents evidéncies que justifiquen com l'increment del metabolisme de glucosa al
fetge pot provocar la inhibicié de la gluconeogenesi.
= J'augment dels nivells de fructosa-2,6-bisfosfat, fruit d'un augment del flux

glicolitic, podria explicar la inhibicié d'enzims gluconeogenics. S'ha demostrat que

la produccié d'aquest metabolit en el fetge de ratolins diabétics té unes funcions

mimetiques a les de la insulina a I'hora d'inhibir la gluconeogénesi [31-33].

= |'augment del factor de transcripcié c-Myc: en estudis de sobrexpressié de c-Myc
en el fetge de ratolins amb diabetis tipus 1, es va demostrar que c-Myc pot inhibir

la gluconeogénesi i la cetogenesi [415, 416].
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= |ainduccié de ChREBP: abans del seu descobriment ja es va determinar que algun
factor de transcripcié activat per la xilulosa-5P mitjancava la inhibicié de la
gluconeogenesi en resposta a la glucosa [34-36].

D'entrada és dificil avaluar si els elements esmentats formen part d'un mateix procés, o bé si
realitzen accions individuals o bé si actuen de manera sinergica.
4- Induccid de la lipogénesi hepatica: La sobrexpressid de GK va provocar la induccid del factor
de transcripciéo ChREBP, el qual s'uneix a les seqliencies ChORE presents als promotors de gens
lipolitics com FAS, ACC [22]. Consistentment, els fetges que expressaven GK presentaven uns
nivells incrementats de proteina ACC i de I'expressid dels gens Fasn (codifica per FAS) i Mod1
(codifica per I'enzim malic), importants en la sintesi de lipids a partir de glucosa.
Es interessant destacar que la sobrexpressié de GK no indueix I'expressié de SREBP-1c, ja que
I'activitat GK genera un senyal de glucosa independent d'insulina en els fetges diabétics, com
també ho van demostrar Scott et al [271] en animals sans dejunats. Tant Dentin et al [413]
com Okamoto et al [36] demostren que la preséncia o no d'activitat GK no afecta |'expressié de
SREBP-1c, el qual és regulat directament per la senyalitzacié d'insulina. En canvi, els nostres
resultats difereixen dels de Morral et al [354] segons els quals els fetges que sobrexpressaven
GK presentaven una induccié de SREBP-1c. Una possible explicacié d'aquest fet seria que la
induccido de SREBP-1c fos secundaria a la sobrexpressido de la GK, tal com va succeir en la
primera part d'aquest capitol en quée observavem que la induccié de SREBP-1c podia ésser
deguda a l'increment de LXRa.
La induccidé de la lipogénesi es corresponia amb un lleuger increment del contingut de TAG
hepatics en el grup pGK, fenotip que també s'havia descrit en altres estudis de sobrexpressid

de GK mitjancant adenovirus [354, 355].

En conclusio, els nostres resultats indiquen que I'estimulacié del metabolisme de glucosa en el
fetge diabetic mitjancant la sobrexpressié de GK als hepatocits perivenosos té un efecte lleu
sobre la glicemia. Potser perque els nivells de sobrexpressid assolits amb la transfeccid
hidrodinamica sén baixos. No obstant, la presencia d'activitat GK en els fetges diabeétics va
generar senyalitzacié de glucosa que va conduir a la induccié de lipogénesi hepatica la qual,
conjutament amb la inhibicié de la B-oxidacid, va conduir a dislipidemia i a esteatosi hepatica.
Per tant, tot i que el nostre model és el primer que té en compte la zonacié hepatica, es
confirmen els resultats obtinguts préviament amb adenovirus [270, 271, 354, 355] segons els
quals la sobrexpressié hepatica de GK seria una estrategia per a la terapia de la diabetis amb

uns efectes secundaris no desitjables sobre el metabolisme lipidic.
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INTRODUCCIO

La GK exerceix un paper central en el control de la homeostasi de glucosa, tal i com posen de
manifest diverses mutacions d'aquest enzim que generen malaltia. Concretament, les
mutacions activadores provoquen un desordre clinic heterogeni d'hiperinsulinémia i
hipoglicemia també conegut amb el nom de Hipoglicemia i hiperinsulinémia persistents en la
infancia (PHHI, Persistent Hyperinsulinemic Hypoglycemia of Infancy). Les formes més greus de
la patologia es tracten mitjancant pancreatectomies parcials i les més lleus, amb farmacs que
inhibeixen l'alliberament d'insulina. Es a dir, basicament s'intenta paliar els efectes de
I'activacié de la GK a la cel-lula B pancreatica, clau en la sintesi i secrecid d'insulina. Per altra
banda, existeixen estudis que defineixen les propietats cinétiques i també el GSIR (Glucose-
stimulated insulin release) de les 13 mutacions activadores descrites fins a I'actualitat causants
de PHHI [144]. En conseqgliencia, podriem resumir que la cél-lula B pancreatica és el focus
d'interés principal en els casos d'activacié de la GK.

Totes les mutacions activadores estan localitzades en una mateixa zona de I'enzim on,
curiosament, també s'hi uneixen els activadors sintétics de GK (GKAs, descrits en la Introduccio
d'aquesta tesi). Tant les mutacions activadores com els GKAs determinen que la GK adquireixi
una conformacié tancada, d'acord amb el model de Kamata et al [136], la qual explica les
caracteristiques cinetiques d'activacio de la GK: un increment de I'afinitat per a la glucosa i una
pérdua de la cooperativitat. L'activacid de la GK mitjancant I'administracié de GKAs ha estat
testada per a la seva potencialitat com a terapia per a la diabetis de tipus 2, tenint en compte
principalment la seva capacitat d'incrementar el GSIR (glucose-stimulated insulin release) a la
cél-lula B [137, 180, 357, 417).

En general, I'estudi de l'activacié de la GK s'ha centrat en la cél-lula B. Pero cal considerar que
tant les mutacions activadores com els GKAs també activen la GK hepatica, malgrat que no
existeix informacid sobre quins poden ésser els efectes directes d'aquesta activacio al fetge.
Per aquest motiu, ens vam proposar usar el nostre model d'injeccié hidrodinamica per
sobrexpressar una forma de GK mutada al fetge i aixi poder avaluar les conseqiiencies de
I'activacid de la GK sobre el metabolisme hepatic, sense interferéncies de I'augment
d'insulinémia fruit de I'activacié de la GK pancreatica. En funcié dels resultats obtinguts
podriem valorar la possibilitat d'emprar |'activacié de GK especificament al fetge com a terapia
per a la diabetis tipus 2, per a aquells casos de diabetis en qué la induccié de la secrecid

d'insulina ja no és possible a causa del desgast de la cél-lula B.
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Concretament, en el nostre estudi vam emprar la mutacié activadora A456V (GKassev) que fou
descrita en una familia que patia PHHI el 2002 per Christesen et al [247] i estava ben
caracteritzada cinéticament. Es tracta d'una mutacid puntual a l'exd 10 amb herencia

autosomica-dominant.

1. OBTENCIO | AVALUACIO in vitro DE LA GKpns6v DE RATA

Després d'haver comprovat i confirmat I'elevada homologia de seqiiéncia que presenta la GK
entre les diferents espécies de mamifers, vam introduir la mutacié A456V descrita en la GK
humana al gen de la GK de rata, el qual teniem a disposicié en el nostre laboratori. La GKassey
humana presenta un canvi nucleotidic d'una timina per una citosina que déna lloc al canvi
aminoacidic d'una valina per una alanina al codé 456. A I'hora d'introduir el canvi nucleotidic
esmentat a la seqliéncia del gen de la GK de rata vam emprar la tecnica de mutagenesi dirigida
per PCR amb els encebadors que contenien la mutacié, tal i com es mostra a la figura 53 A i
com es descriu a I'apartat de Material i Meétodes. L'adquisicié de la mutacié A456V a la GK de
rata va ésser confirmada mitjancant la seqiienciacié total del plasmidi obtingut (Figura 53 B),
que també va permetre corroborar que el procés de mutagenesi no havia ocasionat cap altra
alteracié en la seqiiencia del plasmidi.

Es important destacar que els encebadors de qRT-PCR i els anticossos per a GK de queé
disposavem al laboratori també eren utils per a detectar la GKassev, ja que s’unien a regions de

la GK llunyanes al lloc de la mutacié.

A continuacid, calia comprovar si la proteina GKassey de rata s'expressava correctament, si era
funcional i si presentava unes propietats cinétiques similars a la GKassey humana, basicament
una major afinitat per a la glucosa que la GK silvestre. Amb aquesta finalitat vam realitzar 3
transfeccions independents mitjancant PEl de les construccions pGKasey i pGK en cel-lules
Huh7. Passades 48 hores de la transfeccid es va determinar I'activitat GK dels homogenats
cel-lulars a diferents concentracions de glucosa i també es va avaluar el contingut proteic de
GK i GKags6y dels homogenats per Western blot. En el cas de I'activitat GK, els homogenats
cel-lulars de les cel-lules Huh7 transfectades amb pGKass6y presentaven una major activitat GK
sobretot a baixes concentracions de glucosa que els homogenats de les cel-lules transfectades
amb pGK. Ara bé, els nivells d'expressid del transgen assolits en les tres transfeccions foren
diferents. Per tal d'anivellar els resultats, vam realitzar la representacié de l'activitat GK com a
percentatge d'activitat GK a cada concentracié de glucosa versus l'activitat maxima assolida a

la concentracié de glucosa més alta. Per poder comparar l'activitat de la GK i la GKags6y també
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ens calia estar segurs que a la cuP de reaccié hi havia una quantitat similar de proteina GK i
GKassev, per la qual cosa vam corregir els resultats d'activitat per la quantitat de proteina
estimada en una analisi densitomeétrica del Western blot (Figura 54). Amb totes aquestes
correcions, vam poder estimar que la proteina GKa4s6y de rata presentava una major afinitat

per a la glucosa que la GK silvestre tal i com s'havia descrit per a la GK i la GKa4s6y humanes.
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Figura 53. Figura representativa de la mutagénesi dirigida que fou aplicada al vector d'expressid
pCAGGs/GK (pGK) per introduir-hi el canvi nucleotidic d'una timina per una citosina al codo 456. En blau
es mostren encebadors emprats en la PCR mutageénica. Els canvis nucleotidics i aminoacidics que
presenta la GKassey respecte la GK s'indiquen en taronja (A). També es mostra el fragment on es troba la
mutacié d'un cromatograma obtingut en la seqlienciacié de comprovacio del vector pGKassey (B).

181



Capitol 2: GKayseyin vitro

A 1004
754
4
G}
)
g 50+
2
ey
<
25+
c L) L) L) L) L}
0 25 50 75 100
glucosa (mM)

B pGK  pGK,, PControl 4

a-tubulina " :

Figura 54. Analisi de I'activitat de pGK i pGKassev €n cél-lules Huh7. (A) Comparativa entre I'activitat GK
a diferents concentracions de glucosa d'extractes de cél-lules Huh7 que han estat transfectades amb
pGK (color gris) i amb pGKasey (en negre), respectivament. Per tal d'igualar diferéncies entre 3
transfeccions independents, s'ha expressat l'activitat GK com a percentatge d'activitat GK a cada
concentracié de glucosa versus |'activitat maxima assolida a concentracié de glucosa 100 mM. Els
homogenats d'activitat també van ésser avaluats per Western blot, I'analisi densitometrica dels quals va
ésser usada com a normalitzador de la quantitat de proteina GK en I'assaig d'activitat GK. (B) Es mostra
un panell representatiu del Western blot on el carril pControl correspon a un homogenat de cél-lules
Huh-7 transfectades amb el plasmidi pEGFP i el “+” és el control positiu que consisteix en un homogenat
hepatic de ratoli sa i alimentat.

Les caracteristiques cinetiques de la GKasev humana ja havien estat profundament estudiades
per altres grups [247]. Per aportar nova informacid, vam plantejar-nos estudiar si aquesta
mutacié podia alterar també les interaccions proteiques intracel-lulars que s'han descrit per la
GK silvestre, principalment amb GKRP [189], BAD [217] i la isoforma hepatica de PFK-2 [203].
Vam realitzar un assaig d'immunoprecipitacié amb l|'anticds de GK per avaluar si existia
interacci6 amb la isoforma hepatica de PFK-2 o amb BAD. Intentarem també la
immunoprecipitacié inversa amb els anticossos de PFK-2 i BAD. Cap dels anticossos usats (GK,
PFK-2 i BAD) va ser capa¢ d'immunoprecipitar. A continuacié ens vam centrar en la interaccio

GK-GKRP, la qual és responsable de la compartimentacié de la GK entre el citosol i el nucli.
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Per avaluar la interaccié entre GKassev i 1a GKRP, vam procurar reproduir els experiments
dissenyats pel grup de L. Agius [195] en els quals es cultivaven hepatocits de rata en cultiu
primari a baixes concentracions de glucosa per afavorir la preséncia de GK al nucli (retinguda
per la GKRP) i, posteriorment, afegien glucosa en alta concentracid i sorbitol (dins la cel-lula es
converteix en fructosa-1P la qual desestabilitza el complex GK-GKRP) per provocar la sortida de
la GK del nucli. Mitjangant immunocitoquimica es visualitzava la localitzacié cel-lular de la GK.
Per tant, aquest sistema permetria avaluar si la GKasey interacciona amb la GKRP: en cas
afirmatiu, s'observaria marcatge majoritari al nucli a baixes concentracions de glucosa i es
perdria en afegir elevades concentracions de glucosa i de sorbitol al medi de cultiu. Per tal
d'evitar interferéncies de la GK endogena dels hepatocits de rata en cultiu primari, vam emprar
hepatocits de rates amb diabetis tipus 1 induida per STZ en els quals s'ha perdut I'expressid de
la GK endogena a causa de la manca d'insulina. Vam introduir-hi els plasmidis d'expressié pGK
(control) i pGKassey Mitjancant transfeccié amb lipofectina dels hepatocits en cultiu primari. A
més, davant del dubte que la diabetis pogués afectar també els nivells de la proteina GKRP
necessaria per a la localitzacié nuclear de la GK, vam cotransfectar un plasmidi que codificava

per GKRP. El protocol es mostra a la Figura 55.

. Recolli :
1.Aillament i plantatge 3.Manteniment 5- Recollida .de mc’>st‘res
- eImmunocitoquimica
MEM + dexametasona MEM + eExtractes nuclears i
10nM + 10%FCS dexametasona 10nM citosolics
v v JV
>
3h 4 Tota la nit 24 h 430’
2.Transfeccié amb lipofectina 4.Condicionament de la sortida
¢ pCAGGs/GK de GK del nucli
*pCAGGs/GK + pC/GKRP
P s/ pC/ Incubacié 30" amb:
*pCAGGS/GKp 56y
epCAGGS/GK 56, + PC/GKRP ¢ MEM + dexametasona 10nM
+ 200 uM sorbitol + 25 mM glc
* MEM + dexametasona 10nM

Figura 55. Esquema representatiu del protocol que es va seguir per als experiments en cultiu primari
d'hepatocits de rata diabética tipus 1, per avaluar la possible interaccio entre GKassey i GKRP.

En estudiar les diferents condicions experimentals mitjancant immunocitoquimica amb
I'anticés de la GK, vam poder observar que la GK silvestre seguia el comportament esperat
d'un elevat marcatge nuclear en preséncia del medi basal de manteniment i un augment del
marcatge citosolic en presencia d'elevades concentracions de glucosa i sorbitol [195]. No

obstant també es detecta marcatge citosolic a baixes concentracions de glucosa probablement
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degut a queé els nivells de sobrexpressié de GK sobrepassaren els nivells de GKRP obtinguts, ja
que el vector d'expressié on estava clonat el gen de la GK era més fort que el vector
d'expressié de la GKRP. Pel qué fa a la GKags6v presenta un marcatge eminentment citosolic en
totes les condicions estudiades (Figura 56). Aquesta manca de compartimentacié nuclear que

presenta la GKassey €ns permeté concloure que té alterada la interaccié amb la GKRP.
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Figura 56. Avaluacid indirecta de la interaccid GKass56,-GKRP mitjangant analisi immunocitoquimica de
la localitzacié cel-lular la GKp4s6v €n preséncia de baixes i altes concentracions de glucosa. Hepatocits
de rata amb diabetis tipus 1 van ésser transfectats amb pGK i pGKagsev i, @ més, en alguns pous es va
cotransfectar el plasmidi pGKRP, Passades 48h de la transfeccid, s'afegiren els medis indicats i finalment
es va realitzar una tincié immunologica dels hepatocits amb I'anticds per a la GK (en verd). Es va utilitzar
TO-PRO-3 per a visualitzar els nuclis (en blau). Es mostren les imatges de microscopia confocal
representatives i augmentades 400X.

Paral-lelament, per tal de confirmar els resultats de la immunocitoquimica, vam obtenir
extractes citosolics i nuclears d'hepatocits de rata diabética transfectats amb pGK, pGKagsey i
pGKRP, cultivats amb el medi de manteniment. En resoldre els homogenats per Western blot
vam poder observar que la preséncia de GKRP incrementava els nivells de GK al nucli mentre
que no afectava el percentatge nuclear de GKasey (Figura 57). Aquests resultats doncs,
reforcen les observacions realitzades per immunocitoquimica: la GKpssey de rata no esta

regulada per la GKRP.
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Figura 57. Avaluacio de la regulacio diferencial per GKRP de la GK i la GKa456y. Hepatocits de rates amb
diabetis tipus 1 induida amb STZ van ésser transfectats amb pGK i pGKassey, tant en presencia com en
absencia d'un plasmidi que codificava per GKRP. Passades 24 hores de la transfeccid, es van obtenir
extractes nuclears i extractes citosolics dels hepatocits i es van resoldre per Western blot. El grafic
representa les unitats relatives obtingudes en I'analisi densitomeétrica del Western blot pel que fa al
senyal nuclear (mitjana * desviacio estandard) N=2.

Cal esmentar que hagués estat interessant avaluar les conseqliencies metaboliques de la
sobrexpressio de GK i de GKpgs6v €N aquests experiments realitzats en hepatocits diabetics en
cultiu primari, pero ho impedi la baixissima eficiencia de transfeccié assolida (aproximadament

del 10%).

2. SOBREXPRESSIO DE GKagsv AL FETGE PERIVENOS DE
RATOLINS SANS

Per avaluar si I'expressio de la GKags6v in vivo podia tenir efectes sobre I'homeostasi de glucosa,
inicialment vam utilitzar el model de transfeccié hidrodinamica amb diferents dosis del
plasmidi nu pGKassev (30 i 100 pg) en ratolins sans de la soca ICR (CD1). En paral-lel es van
analitzar ratolins injectats hidrodinamicament amb pGK, per tal de comparar els possibles
efectes diferencials de la GK silvestre i la GKpgsey, aixi com també es van emprar ratolins
controls injectats amb pControl o bé amb solucid salina. En analitzar la glicemia 24 hores post-
injeccié d'aguests animals en situacié d'alimentacié (Figura 58), vam observar que el grup
pGKass6v presentava una baixada significativa de la glicemia en comparacid als grups controls a

totes les dosis estudiades.
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Figura 58. Avaluacio dels efectes de la sobrexpressio de diferents dosis de pGKass6y SObre I'homeostasi
de glucosa en ratolins ICR sans a les 24 h post-injeccio en situacioé d'alimentacid. Els valors representen
la mitjana + error estandard ( n =7 - 14 per a la dosi baixa i n = 4 per a la dosi alta) ** p<0.01 vs pCtrol ;

*** p<0.001 vs pControl i p<0.01 vs Sali; A p<0.001 vs sali, p<0.05 vs pCtrol i pGK, determinat per One-
way ANOVA.

Amb la dosi de 30 pg, s’avalua la glicemia i la insulinemia 24 hores post-injeccid, tant en
alimentacié com després d'un dejuni de 8 hores (Taula 20). També s'observa en situacio
d'alimentacio una disminucio de I'alliberament d'insulina per part del pancrees. No obstant, la
disminucié dels nivells d'insulina era del mateix ordre assolit amb la injeccié de pGK. En canvi,
en un dejuni de 8 hores no s'observaren diferencies entre els grups experimentals pel que fa a

la glicémia i a la insulinémia.

Alimentacio Solucié salina 138.7 £3.448 1.312 £+ 0.085
pGK 123.1+3.432 % 0.944 +£0.070 *
pPGKagsev 115.0 £ 3.915 ** 0.973+0.090 *
Dejuni (8 h) Solucio6 salina 105.5+18.5 0.850 + 0.076
pGK 100.2 £ 6.507 0.746 £ 0.059
PGKasssy 105.9 + 4.283 0.849 +0.137

Taula 20. Els valors corresponen a la mitjana + error estandard. N=7-14. * p<0.05 vs Solucid salina, **
p<0.01 vs Solucié salina, determinat per One-way ANOVA.

Tal i com ja es va comentar en el capitol 1 per a la GK silvestre, els efectes de disminucié de
glicemia per pGKassev també es presentaven només a les 24 - 48 h post-injeccid ja que els
nivells d'expressié del transgen es perdien rapidament en el temps. Ara bé, en sotmetre un
grup de ratolins a un test de tolerancia a glucosa a dia 15 post-injeccié vam descobrir que els
animals amb pGKassev presentaven una reduccioé de I'area sota la corba del 15% en comparacié

amb el grup control i del 10% en comparacié amb el grup pGK (Figura 59), indicant que la
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sobrexpressio de GKassey produia una major capacitat de captacio de glucosa. En determinar-
ne per gRT-PCR els nivells de mRNA de la GK de rata a dia 18 post-injeccid, detectarem un
augment en comparacié amb el grup control (pControl, 1.217 + 0.504; pGK, 4.874 + 2.674;
PGKagsey, 5.224 + 2.501. N=4; no significatiu per One-way ANOVA). Perd no s'observa un
increment d'activitat GK al fetge d'aquests ratolins (pControl, 8.910 + 2.588; pGK, 10.87 +
1.518; pGKaasev, 8.185 + 3.113 mU/mg de proteina. N=4; no significatiu One-way ANOVA).
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Figura 59. Test de tolerancia a glucosa, dels animals injectats hidrodinamicament amb pGK i pGKagsev 15
dies post-injeccid. n=4.

Tot i que a dia 18 post-injeccid la sobrexpressid de GKassey N0 era evident, es van analitzar els
parametres séerics d'aquests ratolins en estat de dejuni de 6-8 hores (Taula 21). D'entrada no es
detectaren diferencies significatives entre els grups experimentals, pero si una tendencia
(p=0.14, One-way ANOVA) del grup pGKaaseyv a tenir menors nivells de AGL i TAG en sang que el
grup pGK.

lactat (mM) | 7.981+1.616 | 7.361+ 0.343 | 7.389 +0.965
AGL(mM) | 0.979+ 0.447 | 1.735+ 0.345 | 1.263 +0.063

TAG (mg/dL) | 81.63+ 8.087 | 95.16+ 10.46 | 70.03 +7.074
Colesterol (mg/dL) | 129.00 + 23.720 | 126.70 + 9.651 | 109.0 + 5.63
Urea (mg/dL) | 32.00 + 0.029 30.2+ 1.993 | 32.7+2.549

B- HBA (mM) n.d. 0.085 +0.029 | 0.205 +0.085

ALT (U/L) | 9.00+ 3.000 433+ 1.202 | 3.50+0.745

Taula 21. Parametres serics de ratolins ICR sans en estat de dejuni de 6-8 h, 18 dies després de la
injeccid. Els valors representen la mitjana + error estandard. N=4. No hi ha diferéncies significatives,
determinades per One-way ANOVA.
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En mesurar els metabolits hepatics d'aquests ratolins injectats amb pGKa4sey, N0 detectarem
diferéncies significatives entre els grups, pero si una tendéncia (p=0.15, determinada per One-
way ANOVA) a un menor contingut de glicogen i lactat i, per altra banda, a l'igual que la GK

silvestre semblava induir I'acumulacié de TAG al fetge (Taula 22).

Glicogen (mg glc / g fetge) | 75.37 +24.62 | 55.70+12.42 | 30.73+6.72
lactat (umol / g fetge) | 4.413 £1.059 | 3.470 £0.635 | 2.720 + 0.453
TAG (mg / g fetge) | 14.60 + 1.922 | 18.24 + 2.475 | 20.49 + 1.303

Taula 22. Metabolits hepatics analitzats en ratolins ICR sans dejunats durant 6-8 h, 18 dies post-
injeccié. Els valors representen la mitjana + error estandard. N=4. No hi ha diferéncies significatives,
determinades per One-way ANOVA.

Aquest conjunt d'experiments realitzats en animals ICR sans van servir de base per I'estudi de

sobrexpressid de GKagsev a llarg termini.

2.1 Estudi a llarg termini de la sobrexpressio
de GKass6v al fetge de ratolins sans

Tal com es va comentar al capitol 1, per obtenir una expressié prolongada del transgen vam
optar per usar vectors del tipus pCpG. Per tant, en primer lloc vam haver d'obtenir la
construccié pCpG/GKassey Mitjancant técniques basiques de clonatge. Es va comprovar |'éxit
del clonatge mitjancant una seqienciacié completa del vector d'expressié per tal d'assegurar
gue es mantenia el canvi nucleotidic causant de la mutacié A456V i que no s'havia produit cap
altra alteracié de seqiiéncia durant el procés de manipulacié del plasmidi. A més a més, vam
confirmar in vitro - a través d'una transfeccié en cél-lules Huh7 - que el plasmidi pCpG/GKpasey

s'expressava correctament i produia una proteina funcional (Figura 60).
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Figura 60. Sobrexpressio in vitro del vector pCpG/GKaasev. Cél-lules Huh7 van ésser transfectades amb
les construccions indicades mitjangant lipofectina. Passades 48 h, la sobrexpressié de GKassey €S Vva
confirmar per determinacié de I'activitat enzimatica dels homogenats cel-lulars (A). i per Western blot
(B). *** p<0.001 vs pCpG/GFP determinat per One-way ANOVA.

Després de constatar la funcionalitat del plasmidi d'expressié, vam procedir a la transfeccid
hidrodinamica de ratolins Balb/c sans per a I'estudi funcional de la GKassey in vivo. S'opta pel
mateix protocol de seguiment esmentat al capitol 1 per a l'analisi a llarg termini de la

sobrexpressié de pCpG/GK i que es recorda a la Figura 61.

m BALB/c ~20¢g
10:00 h
(‘,_ o b"“ P 6l Sacri\lﬂci

S

|—>Dejun|durant la nit |—>24hde dejuni
01 3 5 14 28 33 43 53
o o /I\ O O /]\ /I\ dies
/r IPGTT Glicemia 9:00 h
Control de pes
0 900h Glicemia
\i Control de pes
| Glicémia Control de pes
: Insulinémia Glicémia
15:00 h .
Injecciod hidrodinamica: Ser.l',lm
*30 pg PCPG/GK 456, Ext.ra'cmo.feltg('a,
30 ug pCpG/GK teixit fadlpos i
eControl Ringer-lactat muscul

Figura 61. Protocol experimental de sobrexpressio a llarg termini de pCpG/GKpssev €n el fetge de
ratolins sans.
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El que primer ens interessa avaluar a temps final (53 dies) fou el grau de sobrexpressié de
GKagsev assolit en el fetge. Per qRT-PCR vam determinar els nivells de mRNA del transgen al
fetge dels animals injectats amb pCpG/GKassey | Observarem una gran variabilitat individual,
inherent a la tecnica d'injeccié hidrodinamica (Figura 62 A). En conjunt, els fetges dels ratolins
injectats amb pCpG/GKassey presentaven uns nivells de mRNA de transgen significativament
superiors als del grup control i similars als obtinguts en el grup tractat amb pCpG/GK la qual
cosa era important a I'hora de comparar els efectes de la sobrexpressié de les dues formes de
GK. Pel qué fa al contingut proteic determinat per Western blot, no es va apreciar cap augment
substancial de proteina GK (inclosa la GKpass6y Ssobrexpressada i la GK endogena) en els
homogenats hepatics dels ratolins injectats amb pCpG/GKassey (Figura 62 B). En canvi, en
determinar l'activitat GK dels extractes proteics dels fetges del grup pCpG/GKassey detectarem
un increment del 90% de l'activitat GK a 5 mM de glucosa en comparacié amb el grup control, i
del 40% a 100 mM de glucosa (Figura 62 C). Aquest fet, conjuntament amb I'observacié que els
nivells de mRNA de la GK de ratoli estaven disminuits en els extractes hepatics del grup
pPCpG/GKassey (Figura 66), indicaria que els fetges d'aquests ratolins contenen majoritariament
la GKagsev Malgrat que aixd no suposi incrementar la quantitat total de proteina GK (entenent

el total com a la suma de la GKuss6y SObrexpressada i de la GK endogena).

Vist que I'expressidé de GKagsey €ra evident en el fetge dels ratolins Balb/c, era interessant i
novedds analitzar quin fenotip generaria. D'entrada no observarem canvis significatius de pes
entre els grups experimentals (Figura 63 A). Pel que fa al seguiment de la glicemia, la GKassey
ocasiona una disminucid significativa de la glucosa en sang en comparaciéo amb el grup control
en els estadis inicials de I'experiment, tal i com s'havia observat en els experiments realitzats a
curt termini amb la construccidé pGKaaseyv; pero aquest efecte es perdé amb el temps tot i que
es mantenien nivells elevats d'expressié del transgen (Figura 63 B). En canvi, no s'observaren
diferéncies significatives pel qué fa a la insulinemia en el transcurs de l'experiment en
comparacié amb el grup control (Figura 63 C), pero si que diferi significativament de la

insulinémia del grup pCpG/GK en el tram final de I'experiment (Figura 63 D)
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Figura 62. Sobrexpressio in vivo del vector pCpG/GKpssev 53 dies post-injeccié. Ratolins BALB/c van
ésser injectats hidrodinamicament amb 30 pg de pCpG/GKussey per animal. Després de 53 dies de la
injeccid, es va determinar el contingut del transgen en el fetge per qRT-PCR (A ); la quantitat de proteina
per Western blot (B), i I'activitat GK a les concentracions de glucosa indicades (C). * p<0.05 determinat
per One-Way ANOVA.
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Figura 63. Evolucio dels ratolins Balb/c injectats amb pCpG/GK i pCpG/GKA456V durant 53 dies post-
injeccid. En els dies indicats, a les 10 del mati, es determinava el (A) pes dels animals, (B) la glicemia; i
(C) es recollia plasma per a mesurar-ne la insulinemia. (D) Mostra la insulinemia del dia 53, que va ésser
determinada en mostres de serum. . n=5 control i n=12 pGK i pGKassev, * p<0.05 pGK vs control; # p<0.05
PGKassev Vs control; A p<0.05 vs control i pGKaasey determinat per One-way ANOVA

Cal destacar els resultats obtinguts a dia 9 post-injeccid en un test de tolerancia a glucosa. Per
a aquesta prova, vam dejunar els ratolins durant 16 hores i observarem que la glicemia en
dejuni dels ratolins del grup pCpG/GKassev Seguia el mateix patré que la del grup pCpG/GK i
eren significativament inferiors a la del grup control (Figura 64). Pero en injectar el bolus de
glucosa, els animals que sobrexpressaven la GKassey presentaren un pic de glucosa a 30 minuts
de la injeccio significativament inferior al dels altres grups, la qual cosa denotava que aquests

ratolins presenten una major "clearance" de glucosa (Figura 64).
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Figura 64. Test de tolerancia a glucosa. 9 dies després de la transfeccié hidrodinamica de ratolins Balb/c
sans amb pGpG/GKasey, €s dejunaren els ratolins durant 16 hores i, a continuacid, se'ls injecta
intraperitonealment un bolus de glucosa. Es va mesurar la glicemia cada 30 minuts després del bolus. La
grafica mostra la mitjana * I'error estandard de cada grup. N= 5 pel grup control, i N= 12 pels grups
pPGpPG/GK i pCpG/GKaasey. # p<0.05, pCpG/GKpssev Vs control i pCpG/GK vs ctrol; ** p<0.01 pCpG/GKassey
vs pCpG/GK i p<0.05 vs ctrol, determinat per One-way ANOVA.

Cal tenir en compte que, independentment de I'efecte de la GKassey Observat en el test de
tolerancia a glucosa, les dades de glicémia i insulinémia dels ratolins del grup pCpG/GKassey a
punt final no diferien de les obtingudes en els ratolins injectats hidrodinamicament amb
solucié salina. En l'analisi d'altres parametres sanguinis (lactat, TAG, AGL, colesterol, B-
hidroxibutirat, urea i ALT) tampoc no s'observaren diferencies amb el grup control (Taula 23),
excepte pel qué fa a la urea que era significativament menor en el grup pCpG/GKaasey. Es
important esmentar que la sobrexpressido de GKagsey €n el fetge no va generar toxicitat tal i

com denoten els baixos nivells de transaminases sériques (ALT) detectats.

lactat (mM) | 8.76 £1.161 12.55+ 0.617 * 10.96 + 0.552
AGL (mM) | 1.276 £ 0.102 0.871 = 0.054 ** 1.221 £ 0.124 ##
TAG (mg/dL) | 162.0+16.71 95.92 + 7.96 ** 144.1 + 14.26 ##
Colesterol (mg/dL) | 115.5+ 4.068 109.8 £ 3.501 106.3 + 2.502
Urea (mg/dL) | 44.54 + 1.677 47.5 + 2.082 37.83+2.768 #
B- HBA (mM) n.d. 0.041 +0.009 0.042 +0.009
ALT (U/L) | 27.44 + 1.345 19.55 £ 1.956 22.5+2.435

Taula 23. Parametres sérics determinats en ratolins injectats amb pCpG/GKA,s;y a 53 dies post-
injeccid. Les dades representen la mitjana + error estandard. N=5 pels controls i N= 12 pels altres grups
* p<0.05 vs control; ** p<0.01 vs control; ## p<0.01 vs pCpG/GK, # p<0.05 vs control i vs pCpG/GK,;
determinat per One-way ANOVA.
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Avaluacio de l'impacte de I'augment de GKa456v SObre el metabolisme glucidic
hepatic

Vistos els efectes fenotipics sobre la bioquimica sanguinia ocasionats per la sobrexpressio de la
GKagsey, calia veure el seu paper sobre el metabolisme hepatic. Si ens centrem en el
metabolisme glucidic, vam analitzar els nivells de diversos metabolits hepatics relacionats
directament amb el metabolisme de la glucosa. Tal com es pot observar a la figura 65, la
preséncia de la GKpgsey genera un fenotip intermedi entre |'observat en el grup Control i
I'observat en el grup pCpG/GK. En aquest sentit, els ratolins que expressaven la GKassey tenien
uns nivells lleugerament superiors de glucosa lliure i també de glucosa-6-fosfat al fetge en
comparacié al grup control pero lleugerament inferiors als del grup pCpG/GK, malgrat que les
diferéncies no foren significatives. Els nivells de glicogen seguiren el patré invers, és a dir,
tendiren a ser inferiors que els del grup control pero superiors als del grup pCpG/GK. Els nivells

de lactat hepatic foren idéntics en tots els grups experimentals.

A continuacié vam analitzar els nivells d'expressié dels gens codificants per a enzims i factors
de transcripcié implicats en el metabolisme de glucosa, principalment en la glicolisi i la
gluconeogenesi. Els fetges dels ratolins que sobrexpressaven la GKassey mostraven una
reduccié del contingut de mRNA de la GK endogena (Gck), de la isoforma ubiqua de PFK-2
(Pfkfb3), aixi com també del factor de transcripcié c-Myc (Myc) (Figura 66). En el mateix sentit,
els nivells de proteina de les isoformes hepatiques de PK i de PFK2 no variaven
significativament dels del grup control, tal i com es mostra en el Western blot de la figura 66.
En conjunt, les dades indiquen que el grup injectat amb pCpG/GKassev presentava uns nivells

glicolitics similars als del grup control, si bé, amb una tendéencia a ésser inferiors.
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Figura 65. Determinacio dels metabolits hepatics. 53 dies post-injeccio, es van extreure els fetges dels
ratolins BALB/c injectats amb pCpG/GKassey i dels controls. i es van preparar homogenats hepatics) per
analitzar-ne el contingut de glucosa lliure, glucosa-6-fosfat, glicogen i lactat. Les grafiques representen la

mitjana * l'error estandard; N=5 pel grup control i N= 12 pels altres grups. * p<0.05, vs Control,
determinat per One-Way ANOVA.

Pel que fa a la via gluconeogenica, els nivells de mRNA d'alguns factors de transcripcid
importants en la regulacié de la via gluconeogenica, com sén HNF-4 i PGC-1a, eren de la
mateixa magnitud en els fetges dels ratolins del grup pCpG/GKassev i del grup control (Figura
66). En conseqliéncia, no s'observen canvis a nivell de mRNA ni a nivell de proteina de I'enzim
C-PEPCK (Pckl) (Figura 66). Tampoc no hi hagué canvis en el contingut de mRNA del
transportador de glucosa GLUT-2 (S/c2a2), ni del factor de transcripcié implicat en la seva
regulacié (Foxa3) (Figura 66). En canvi, els fetges que sobrexpressen GKassey presentaven una
clara induccié de la transcripcié de la glucosa-6-fosfatasa (G6pc), coneguda com a ultim enzim

de la via gluconeogeénica que catalitza la reaccid contraria a la GK, tant si els comparem amb el
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grup control com amb el grup pCpG/GK. També es comprova per immunohistoquimica com
I’'augment de la transcripcié de la glucosa-6-fosfatasa es corresponia amb un augment de la
quantitat de proteina (Figura 66 C). Per tant, podem concloure que la sobrexpressio de GKassev
en el fetge perivends no genera una induccié de la via gluconeogenica pero si I'activacio de la

transcripcid i de proteina glucosa-6-fosfatasa.
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Figura 66. Analisi del contingut d'enzims i factors de transcripcié importants en la glicolisi i la
gluconeogeénesi en el fetge de ratolins que sobrexpressen la GKpgsey. (A) Després dels 53 dies
d'experiment, es van obtenir els fetges dels ratolins i es van homogeneitzar amb RIPA per determinar el
contingut de proteina per Western blot, com es mostra en aquesta imatge representativa. (B) També es
determinaren els nivells relatius de mRNA dels gens indicats al grafic. Les dades es van analitzar fent el
calcul de AACt utilitzant el gen de la f2-microglobulina com a normalitzador. Les barres representen la
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mitjana de cada grup relativa a la mitjana del grup control * I'error estandard; en blanc es mostra el grup
Control; en gris, el grup pGK; i en negre, el grup pGKassev. * p<0.05, ** p<0.01 i 0.07 significa p=0.07,
determinat per One-Way ANOVA (n=5-7). (C) Imatges de microscopia confocal de la immunodeteccié de
la subunitat catalitica de la glucosa-6-fosfatasa (senyal blau) en crioseccions dels fetges. El senyal verd
correspon als nuclis dels hepatocits.

Avaluacié de lI'impacte de I'augment de GKass6v Sobre el metabolisme lipidic hepatic

L'analisi sanguinia dels ratolins injectats amb pCpG/GKassev NO havia revelat cap canvi en els
nivells de AGL i TAG circulants. Aquest fet podia suggerir que el metabolisme lipidic no estaria
alterat per la sobrexpressid de GKpsey També ho suggeriren els resultats obtinguts en la
determinacié de TAG hepatics (control, 26.84 + 1.87; pCpG/GK, 26.45 * 0.90; pCpG/GKpasev,
25.72 + 1.59 mg/g fetge. N=5, 12 i 12, respectivament) i de AGL hepatics (control, 17.94 *
2.99; pCpG/GK, 18.60 + 1.14; pCpG/GKagsey, 18.70 = 2.22 mg/g fetge. N= 5, 12 i 12,

respectivament) en qué no s'observaren diferéncies significatives entre els grups.

Com que el contingut lipidic és fruit del balang¢ entre la lipogénesi i I'oxidacié d'acids grassos,
malgrat que el balanc lipidic fos igual en els grups pCpG/GKaasey i control, vam decidir avaluar si
aquestes vies estaven alterades en els ratolins que sobrexpressaven la GKassey. Per aquest
motiu determinarem el contingut hepatic de mRNA de diversos enzims i factors de transcripcio
implicats en el metabolisme lipidic (Figura 67). Vam observar que els nivells dels enzims
lipogénics FAS (codificat per Fasn) i enzim malic (codificat per Mod1) no variaven respecte el
grup control, malgrat que els mRNAs d'alguns factors de transcripcid lipogénics com LXR-a
(codificat per Nrih3) i SREBP-1c (codificat per Srebfl) estiguessin incrementats. Pero altres
factors implicats en la lipogénesi hepatica seguiren patrons diferents: per una banda no hi
hagué diferencies significatives entre els grups pel que fa a ChREBP i, en canvi, el grup GKassey
presenta una gran disminucié dels nivells de PPAR-y (codificat per Pparg). Per tant, no
observarem una activacié de la via lipogénica. En conseqiiéencia tampoc no hauria d'estar
alterada la via d'oxidacio dels acids grassos, tal i com es manifesta amb els nivells estables de
MRNA per Cpt-la (codificat per Cptla) presents al fetge dels animals que sobrexpressen la

GKags6v, €N cCOmparacio amb el grup control.

Sorprenentment, vam detectar una disminucio significativa de |'expressié del gen que codifica
per a la HmgCoA sintasa (Hmgcs2), principal gen implicat en al cetogénesi hepatica, en els
ratolins del grup pCpG/GKaasey (Figura 67). De manera que a igual B-oxidacid que els controls,
el grup que sobrexpressa la GKassey presentaria menor capacitat de produccié de cossos

cetonics.
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Figura 67. Mesura de I'expressio de gens implicats en la lipogénesi i en la utilitzacié d'acids grassos.
Les barres representen la mitjana de cada grup relativa a la mitjana del grup control * I'error estandard.
Les dades es van analitzar fent el calcul de AACt (Applied Biosystems) utilitzant el gen de la B2-
microglobulina com a normalitzador. En blanc es mostra el grup Control; en gris, el grup pGK; i en negre,
el grup pGKagsey. * p<0.05, ** p<0.01 i p<0.001, determinat per One-Way ANOVA (n=5-7).

Avaluacié del metabolisme energétic i mitocondrial en els fetges que sobrexpressen

ﬂA456V

A continuacié vam voler valorar si la sobrexpressié de GKassey podia tenir algun efecte sobre el
contingut energetic cel-lular, malgrat que no haviem observat canvis en les vies glucolitiques,
gluconeogeniques, lipogéniques i oxidatives avaluades indirectament. Per aquest motiu vam
determinar els nivells d'AMP, ADP i ATP en el fetge dels ratolins i vam realitzar el calcul de la
carrega energeética cel-lular. En concordanca amb les observacions realitzades, el grup de
grup dels controls tampoc no diferiren

ratolins injectats amb pCpG/GKpssey i el

significativament pel qué fa al contingut d'aquests nucleotids (Taula 24).

AMP (umol / g fetge) | 0.784 +£0.063 | 0.980 +0.130 | 0.856 + 0.056

ADP (umol / g fetge) | 0.965 + 0.055 | 0.941 +0.051 | 0.965 + 0.036

ATP (umol / g fetge) | 1.033+0.134 | 0.757 +0.172 | 1.104 + 0.107
carrega energetica cel-lular | 0.510+ 0.016 | 0.461 £ 0.029 | 0.522 + 0.014

Taula 24. Determinacié del contingut energeétic dels fetges dels ratolins que sobrexpressen la GKassev @
llarg termini. Les dades representen la mitjana + error estandard. N= 5, 6 i 6, respectivament. No es
detectaren diferencies significatives entre els grups per One-Way ANOVA.

Pel qué fa a l'avaluacié mitocondrial, vam seguir I'estudi de respirometria d'alta resolucié
esmentat al Capitol 1 i detallat a 'apartat de Material i métodes d'aquesta tesi. Les dades
presentades a la figura 68 mostren com els fetges dels ratolins que sobrexpressen la GKassey

tenen un major flux respiratori a través del complex | que del complex Il en comparacié amb
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els controls, tal i com indica el ratio Complex |I/Complex Il. Per altra banda, s'hi observa un
increment no significatiu del consum d'oxigen extra-mitocondrial. Les dades han estat
normalitzades per COX, el contingut de la qual déna idea del nombre de cadenes respiratories
en funcionament. Un altre indicador del nombre de cadenes respiratories pot ésser VDAC
(transportador bidireccional de nucleotids depenent de voltatge), perdo vam detectar-ne un
increment significatiu del contingut proteic als fetges dels ratolins que sobrexpressen la GKassgy
(Figura 68 D) (resultats de I'analisi densitometrica (unitats relatives): 0.113 + 0.001, pel grup
control; 0.064 + 0.007, pel grup pCpG/GK; 0.219 + 0.030, pel grup pCpG/GKassey #, p<0.05 vs
control i p<0.01 vs pCpG/GK, determinat per One-Way ANOVA).
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Complex I 0.297 + 0.016 | 0.352+ 0.018 | 0.241+0.018 #
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Figura 68. Avaluacio de la funcié mitocondrial dels fetges injectats amb pCpG/GKassev a llarg termini. A
dia 53 post-injeccid, es van obtenir biopsies de fetge dels ratolins i van ésser analitzades en el
respirometre d'alta resolucid. (A) Es mostra el consum d'oxigen detectat en afegir antimicina-A (dades
brutes). Les barres representen la mitjana + 'error estandard de les dades brutes. * p<0.05 determinat
per One-Way ANOVA.. (B) Es mostra el consum d’oxigen net detectat segons I'addicié de substrats
indicats a la base de la barra (parlem de consum net perqueé se li ha restat el consum d’oxigen obtingut
en preséencia d’antimicina-A). (C). La taula conté els valors de mitjana + I'error estandard dels calculs
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realitzats amb les dades de respirometria a les quals se’ls ha restat el consum d’oxigen amb Antimicina-
A i s’han normalitzat per COX. ® p<0.05 vs pCpG/GK, * p<0.05 vs Control i # p<0.01 vs pCpG/GK,
determinat per One-Way ANOVA. N= 4, 12 i 10, respectivament. (C) Western blot representatiu del
contingut proteic de VDAC.

Tal com es va realitzar en el Capitol 1 d'aquest treball, vam avaluar el "leakage" (fugues
d’electrons de la cadena respiratoria) de manera indirecta mitjancant la determinacié dels
mecanismes de defensa davant l'estrés oxidatiu que presentaven els fetges dels ratolins
tractats amb pCpG/GKpasev. Per una banda, vam estimar per Western blot la quantitat d'enzim
superoxid dismutasa soluble (SOD-1) i mitocondrial (SOD-2), les quals s'acumulen en resposta a
estrés oxidatiu. No observarem diferéncies entre el grup pCpG/GKassey i €l grup Control (Figura
69 A). Per l'altra, determinarem el contingut de glutatié oxidat i reduit que presentaven i, de
nou, no hi hagué diferéncies respecte el grup Control (Figura 69 B). Aquests resultats ens
permeteren concloure que la sobrexpressié de GKassey al fetge durant un periode prolongat de

temps no s’"acompanyava d’estres oxidatiu.
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Figura 69. Avaluacié d'estrés oxidatiu en els fetges dels ratolins injectats amb pCpG/GKpassey a llarg
termini. (A) El contingut cel-lular de la forma citosolica (SOD-1) i mitocondrial (SOD-2) de la superoxid
dismutasa va ésser determinat per Western blot. (B) També es van determinar els nivells de glutatié
oxidat (GSSG) i reduit (GSH). El grafic mostra la mitjana + error estandard del quocient GSH/GSSG (n= 5,
12 i 12 respectivament). * p<0.05 determinat per One-Way ANOVA.

La sobrexpressié prolongada de GKass6y al fetge té conseqiiéncies extrahepatiques?

En aquest punt de I'estudi teniem diverses raons per considerar oportuna I'analisi sobre els
efectes en el muscul i/o en el teixit adipds com a conseqiiéncia de la sobrexpressio hepatica de
GKassev. Per una banda, disposavem de dades d'un altre experiment de sobrexpressié a llarg
termini amb pCpG/GKasey en el qual, a dia 18 post-injeccid, els ratolins amb GKassey
presentaven un perfil fisiologic diferent al grup control i al grup pCpG/GK. A la taula 25, es
mostra com els animals del grup pCpG/GKassey ingerien més menjar, bevien més aigua i també
presentaven una major quantitat de femta que els altres grups. Cal considerar també que

I'estada en una gabia metabolica va suposar un estres en I'animal que li ocasiona perdua de
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pes (de l'ordre de 2 g en 24 hores), tot i que el grup que sobrexpressava la GKass6y Semblava

tolerar millor els canvis.

Ingesta | 0.775+0.159 | 0.688 +0.121 1.407 £0.254 #
Beguda | 2.326+0.419 | 3.010 £ 0.696 4.115+1.070 *
Orina 0.157 +0.046 | 0.157 £0.035 0.073+£0.013

Femta 0.392+0.047 | 0.352+0.034 0.631+0.110#
Adepes | -2.326 £0.190 | -2.414 £ 0.195 -1.953 £0.196

Taula 25.Analisi de les funcions fisiologiques basiques dels ratolins que sobrexpressen la GKagsev €n el
fetge. Divuit dies després de la injeccid amb pCpG/GKassey, €s van introduir els animals en gabies
metaboliques individualitzades durant 24 hores. Es van recollir i/o quantificar la ingesta, beguda, orina,
femtes i pes. Les dades que es presenten a la taula sén les mitjanes * I'error estandard. N=12. * p<0.05
vs Control i # p<0.05 vs Control i vs pCpG/GK, determinat per One-Way ANOVA.

Per altra banda, els resultats presentats al llarg d'aquest capitol demostraven que els efectes
de la sobrexpressié de GKassey Sobre el metabolisme hepatic eren lleus (principalment una
major captacié de glucosa en un test de tolerancia a glucosa, i la induccié de la glucosa-6-
fosfatasa). Per tant, si ens centravem només en les dades hepatiques resultava dificil poder
justificar el diferent patré fisiologic observat. Per aguest motiu intentarem explorar els efectes

a altres teixits importants en la homeostasi de glucosa com sén el muscul i el teixit adip6s.

Pel que fa al muscul esquelétic, en primer lloc avaluarem el contingut de glicogen el qual ens
podia informar de la capacitat d'emmagatzematge de glucosa en aquest teixit. No detectarem
canvis significatius entre els grups experimentals (Control, 13.00 * 1.87; pCpG/GK, 15.96 *
1.13; pCpG/GKassey, 14.71 + 1.23 mg glucosa/g muscul. N=5-12, no significatiu per One-Way
ANOVA). Per tenir indicis del metabolisme energetic al muscul vam realitzar una analisi de
proteines clau en la bioenergetica muscular, com I'AMPK, perd0 no aconseguirem veure
diferéncies entre els grups (Figura 70). Tampoc varem observar diferéncies significatives pel

que fa al contingut de VDAC, SOD-1, SOD-2 (Figura 70).
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Figura 70. Western blot representatiu realitzat amb homogenats de muscul Soleus de ratolins BALB/c
transfectats amb pCpG/GKagsey.

Per avaluar els efectes indirectes de la sobrexpressié de GKass6y al teixit adipds, primerament
vam voler determinar si n'afectaria el contingut de TAG encara que no haguéssim observat
variacions en el perfil lipidic séric dels ratolins del grup pCpG/GKassev. En concordancia vam
detectar que els nivells de TAG no diferien entre el grup pCpG/GKpasey i €l control (897.4 +
154.5; 797.6 £ 125.3; N= 12 i 5, respectivament). Una altra manera d'avaluar indirectament el
grau d'adipositat que presentaven els ratolins fou mesurar els nivells de produccié de leptina
del teixit adipds. Amb aquesta finalitat vam obtenir extractes de teixit adipds i quantificarem el
contingut de leptina per ELISA. Els ratolins injectats amb pCpG/GKassev presentaren nivells de
leptina similars als del grup Control (92.53 * 13.44 pg/mg teixit al grup Control; 166.3 + 29.01,
al grup pCpG/GK; 113.0 + 16.07. al grup pCpG/GKpasey. N=5-12).

Seguint la mateixa linia, en realitzar un Western blot d'homogenats del teixit adipds no vam
observar canvis entre els grups esmentats pel que fa al contingut de PPAR-y (Figura 71), pero si
una disminucié dels nivells de PEPCK-C la qual cosa podria indicar una disminucié de la
gliceroneogenesi i, per tant, de la reesterificacié de TAG pero que no afectaria els nivells totals
de lipids en el grup pCpG/GKpssey. Per altra banda detectarem un increment del contingut
proteic de VDAC, fet que indicaria un increment del nombre de cadenes respiratories. El
resultat més sorprenent fou a I'hora de normalitzar per y-tubulina, ja que vam detectar un
increment del contingut d'aquesta proteina en el grup pCpG/GKassey. Com que la y-tubulina
esta associada als centromers, aquest increment en el grup pCpG/GKaasey podria indicar que hi

ha un major nombre de cél-lules per unitat de pes de teixit adipds respecte els altres grups
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experimentals. Per corroborar-ho vam avaluar també els nivells de proteina elF-2a, implicada
en la transcripcid i que acostuma a expressar-se de forma constant. També valorarem el
contingut d'una proteina nuclear associada als cromosomes, com és el cas de la histona-H2A,
ja que ens podria donar idea de si hi havia un major nombre de nuclis i aixi poder confirmar un
major nombre de cél-lules adiposes en aquest grup de ratolins que sobrexpressen la GKagsey al
fetge. En ambdds casos, elF-2a i histona-H2A, trobarem un increment del senyal en el grup
pCpG/GKassev. El contingut de B-actina es mantingué constant a tots els grups i l'usarem de
normalitzador (Figura 71). Conjuntament, aquests resultats permeteren concloure que la
preséncia de la GKags6v al fetge provoca canvis en I'estructura del teixit adipos, afavorint que hi
hagi probablement més adipocits i d'una mida més petita que en els altres grups
experimentals, encara que la quantitat total de triglicerids no es veu afectada. Hauria estat
molt interessant poder realitzar un estudi histologic del teixit adipds per confirmar-ho, aixi
com una analisi de les principals vies metaboliques relacionades amb la regulacié de la

grandaria de 'adipocit.
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Figura 71. Analisi per Western blot del contingut de proteines implicades en lipogénesi i re-
esterificacio en el teixit adipds dels ratolins BALB/c transfectats amb pCpG/GKassey. (A) Es mostra una
imatge representativa del Western blot realitzat amb homogenats del teixit adipds epididimal obtingut a
53 dies post-transfeccié hidrodinamica. (B) Les grafiques representen la mitjana + error estandard de la
quantificacié densitometrica relativa del Western blot, usant com a normalitzador la B-actina (serveix
de control de carrega del gel). En blanc es representa el grup Control; en gris, el grup pCpG/GK; en
negre, el grup pCpG/GKaasey. * p<0.05 i ** p<0.01, determinat per One-Way ANOVA.

A continuacié ens centrarem en poder explicar com la sobrexpressié de GKussey al fetge podia
afectar el metabolisme dels adipocits. Ens interessarem per un seguit de proteines
sintetitzades al fetge, secretades al torrent sanguini i que en els ultims anys s'ha descrit que
intervenen en el control de I'homeostasi de glucosa gracies a les seves accions als teixits

periferics:

204



RESULTATS

BMP-9 (Bone morphogenetic protein-9) fou el primer factor produit per les cel-lules
hepatiques no parenquimals del qual es demostra que disminuia la concentracié de
glucosa mitjangant els seus efectes sobre la cél-lula B, on activava la secrecid
d'insulina, sobre el muscul, on afectava la glicogen sintasa cinasa, i sobre el mateix
fetge, on inhibia la produccié hepatica de glucosa i modulava I'expressié de FAS i de
I'enzim malic [418]. En estudis més recents, es concreta l'accié de BMP-9 com a agent
sensibilitzador a la insulina [419]. Vam analitzar I'expressié BMP-9 per qRT-PCR al fetge
dels ratolins que sobrexpressaven la GKass6y | NO detectarem diferéncies significatives
entre els grups experimentals (Figura 72).

Una altra d'aquestes proteines és la Fgf-21 (Fibroblast growth factor 21) la qual va
ésser identificada el 2000 pel grup de Nishimura [420]. S'expressa majoritariament al
fetge i és un potent activador de la captacié de glucosa als adipocits ja que activa la
transcripcié del transportador de glucosa GLUT-1 el qual és independent d'insulina
[421]. S'ha descrit que ratolins transgénics que sobrexpressen la Fgf-21 al fetge, a la
llarga, presenten una disminucié de la mida dels adipocits del teixit adipds subcutani,
conjuntament amb una millora de la clearance de glucosa i de la sensibilitat a insulina
[421]. Per altra banda, existeixen estudis que demostren que la seva administracio
farmacologica protegeix de la obesitat induida per una dieta rica en greixos i que, en
models de diabetis de tipus 2, disminueix |'esteatosi hepatica, augmenta la despesa
energetica i millora la resisténcia a insulina [421, 422, Dostalova, 2009 #423]. Per tant,
era una molecula interessant per avaluar en el nostre model experimental. En
determinar els nivells de mRNA de Fgf21 al fetge del grup injectat amb pCpG/GKpasey
no observarem diferéncies significatives respecte els altres grups experimentals
(Figura 72). Ara bé, cal tenir en compte que els ratolins del nostre experiment estaven
alimentats i que l'expressié de Fgf-21 s'indueix en estats de dejuni [423]. De fet,
recentment s'ha descrit que PPAR-a regula la transcripcié de Fgf-21 i que la seva funcid
principal és adaptar I'organisme al dejuni mitjancant la posterior activacié de PGC-1aq,
I'activacio de la cetogenesi al fetge i de la lipolisi al teixit adipds blanc [423, 424]. Per
tant, la mesura dels nivells de mRNA de Fgf-21 en ratolins dejunats hagués permes
valorar el paper d’aquest factor en els efectes sobre els adipocits.

IGFBP-2 (/GF-binding protein 2) és una de les IGFBPs circulants més abundant a
I'organisme, tot i que el seu paper fisiologic no és encara conegut del tot. Ens interessa
perque existia un model de ratoli transgenic per IGFBP-2 el qual no esdevenia resistent

a insulina ni desenvolupava obesitat en ésser sotmes a una dieta rica en greixos [425].

205



Capitol 2: GK4s6v al fetge perivends de ratolins sans

Per altra banda, els ratolins transgenics presentaven una disminucié de la mida dels
adipocits, tant si seguien una dieta normal com rica en greixos. En el nostre model
experimental, vam detectar per gRT-PCR que els ratolins del grup pCpG/GKassey
presentaven uns nivells semblants de mRNA de IGFBP-2 als del grup control i el grup
pCpG/GK (Figura 72).

= La proteina RBP-4 (Retinol-binding protein 4) és un transportador sanguini de retinoids
com la vitamina A. Es produeix majoritariament al fetge, perd també al teixit adipds
[426]. Tant humans com ratolins amb resisténcia a insulina presenten nivells evelats de
RBP-4 al sérum, indicant que té un paper important en la homeostasi de glucosa. En el
fetge dels ratolins que sobrexpressen la GKass6y NO s'observaren canvis d'expressio de

Rbp-4 en comparacio amb els altres grups (Figura 72).
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Figura 72. Avaluacié dels nivells d'expressio al fetge de gens relacionats amb la senyalitzacié inter-
organs. Les barres representen la mitjana de cada grup relativa a la mitjana del grup control % I'error
estandard. Les dades es van analitzar fent el calcul de AACt (Applied Biosystems) utilitzant el gen de la
B2-microglobulina com a normalitzador. No existeixen diferencies significatives entre els grups, segons
I'analisi per One-Way ANOVA (N=5-7).

Algunes de les proteines esmentades també sdn sintetitzades als adipocits. Concretament, la
RBP-4 va ésser definida com a adipocina ja que estava induida en un model de knockout de
GLUT-4 al teixit adipds que presentava un fenotip de resisténcia sistemica a insulina [426].
També es demostra que la disminucioé dels nivells sanguinis de RBP-4 millorava la resistencia a
insulina. Per aquests motius considerarem oportu mesurar els nivells d'expressié de Rbp4 en el
teixit adipds. Tal i com es pot observar en la figura 73, la sobrexpressido de GKassey al fetge
ocasiona una disminucié significativa del contingut de mRNA de Rbp4 al teixit adipds
epididimal.

Per altra banda, la IGFBP-2 també es demostra que s'expressa al teixit adipds [425]. Com ja

s'ha esmentat anteriorment, el ratoli transgénic per IGFBP-2, que també tenia incrementats els
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nivells d'expressié de IGFBP-2 al teixit adipds, presentava una disminucié de la mida dels
adipocits. Possiblement aquest fenotip era resultat de I'accidé inhibitoria de IGFBP-2 sobre
I'acumulacié de TAG intracel-lulars o com a resultat de I'accié inhibitoria de IGFBP-2 sobre
I'adipogenesi mitjangada per IGF-1. En mesurar el grau d'expressié de Igfbp2 al teixit adipds
epididimal vam observar un augment no significatiu en el grup injectat amb pCpG/GKassev
(Figura 73 A); aixi com també s’observa la mateixa tendéncia en els nivells sérics de la proteina

IGFBP-2 (Figura 73 C).
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Figura 73. Avaluacié de la senyalitzacié inter-organ. (A i B)Les barres dels grafics de mRNA representen
la mitjana de cada grup relativa a la mitjana del grup control * I'error estandard; les dades es van
analitzar fent el calcul de AACt (Applied Biosystems) utilitzant el gen de la B2-microglobulina com a
normalitzador. N=4. (C) Les barres representen la mitjana de cada grup * I'error estandard, referent als
nivells sérics de IGFBP-2 N=6. * p<0.05, determinat per One-Way ANOVA.

En conjunt, podriem concloure que els ratolins que sobrexpressaven la GKassey al fetge durant
53 dies presentaren canvis evidents en el teixit adipds, probablement com a conseqiiéncia de

la variacié d'expressio d’altres factors implicats en la comunicacid inter-organs.
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DISCUSSIO

Tant el capitol 1 d'aquesta tesi com altres estudis han permeés concloure que la sobrexpressié
de la GK al fetge no seria una terapia efectiva per a la diabetis, a causa de les conseqiiéncies
deletéries que té sobre el metabolisme lipidic [116, 117, 270, 354, 355]. No obstant, aquests
treballs corroboraven el paper clau que té I'activitat GK hepatica sobre I'homeostasi glucidica i
lipidica de l'organisme. Coetaniament a aquests estudis de sobrexpressié de GK, algunes
companyies farmaceutiques han desenvolupat diverses molécules sintetiques amb funcid
activadora de la GK (GKAs) [137, 180, 357]. Els GKAs provoquen una millora del fenotip
diabéetic (augment de la insulinémia i disminucid de la glicémia) en models de diabetis tipus 2,
inclos en assajos clinics en humans, gracies majoritariament al seu efecte insulina-secretagog a
la cellula B pancreatica. No obstant, l'accié neta que realitzen els GKAs sobre les altres
cel-lules que també expressen GK (hepatocits, cel-lules L de I'intesti i cel-lules neuroendocrines
de I'hipotalem) no esta definida.

Amb aquests antecedents, vam plantejar-nos usar el nostre model d'injeccié hidrodinamica de
DNA nuu per introduir al fetge una forma mutant de la GK, la GKass6y. La GKags6v fOu descrita en
humans que patien PHHI i, com totes les mutacions activadores, confereix a l'enzim les
mateixes propietats que la unié dels GKAs. Al nostre laboratori, disposavem del gen de la GK
de rata al qual introduirem la mutacid6 A456V per mutagenesi dirigida. A continuacié vam
demostrar que la GKpg56v de rata obtinguda presentava una major afinitat per a la glucosa que
la GK silvestre, tal com succeia amb la GKasey humana. Aquest fet es deu a I'elevada
conservacié de seqliéncia que presenta la GK pel fet d'ésser un enzim important en el
metabolisme de glucosa.

A part de les diferéncies cinétiques entre la GK silvestre i la GKassey, I'estudi de Kamata en qué
publicava les bases estructurals de la regulacié al-losterica de la GK va plantejar-nos la
possibilitat que la GKpgs6y podria ésser regulada de manera diferent a nivell d'interaccions
proteiques [136]. El seu treball demostrava que la mutacié A456V, com les altres mutacions
activadores, resideix en una regié mobil de I'enzim que és responsable de canvis
conformacionals. Les mutacions activadores, aixi com la unié dels GKAs, determinen que
I'enzim presenti constantment una conformacié tancada en lloc de l'alternanga entre la
conformacié tancada, oberta i super-oberta. Concretament, vam decidir avaluar si la
conformacio tancada de la GKass6v podria afectar la interaccié amb la GKRP, la qual és clau per
a la localitzacié nuclear de la GK a I'hepatocit. Per aquest motiu vam emprar un model de

cultiu primari d'hepatocits de rata amb diabetis tipus 1 induida per STZ al qual transfectarem
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plasmidis amb els gens de la GKassey | de la GKRP. Si ambdues proteines s'unien, detectariem
senyal de GKpgs6v al nucli a baixes concentracions de glucosa mitjangant immunocitoquimica,
seguint el protocol proposat pel grup de Agius et al [195]. Vam transfectar també plasmidis
amb la GK silvestre com a control del sistema. Aquest model ens garantia que a I'hepatocit hi
hauria tota la maquinaria necessaria per a I'entrada de la GK al nucli, el mecanisme de la qual
encara es desconeix. Per altra banda, el fet d'usar hepatocits diabétics ens assegurava que no
hi hauria interferéncies de la GK endogena. Aquests experiments ens vam permetre demostrar
que la GKagsey €stava majoritariament al citosol dels hepatocits, independentment de la
concentracié de glucosa al medi i de la presencia de la GKRP. Per tant, poguérem concloure
que la GKpgsey NO interacciona amb la GKRP. En el transcurs d'aquest treball aparegueren
diferents estudis tant amb la mateixa GKassev [262, 427], com amb GKAs [180, 200] que
corroboraven la conclusié que l'activacié de la GK afecta la regulacio per GKRP.

Havent determinat que la GKass6y €ra un enzim amb més afinitat per a la glucosa i amb una
regulacié diferent que la GK silvestre, resultava interessant avaluar si la sobrexpressio de
GKasev al fetge tindria uns efectes diferents als observats en la sobrexpressiéd de la GK
silvestre. En primer lloc vam avaluar |'expressié de GKassey €n el context d'un animal sa. Vam
injectar hidrodinamicament ratolins de la soca ICR els quals van ésser estudiats a curt termini
(1-18 dies) i ratolins de la soca Balb/c per a un estudi a més llarg termini (53 dies). En ambdds
models la presencia de la GKusey al fetge comportava una disminucidé significativa de la
glicémia en comparaci6 amb els animals controls. Cal destacar que en cap cas, ni en
alimentacié ni en dejuni, s'assoliren estats d'hipoglicemia com a conseqiéncia de la
sobrexpressid de GKassey, la qual cosa resulta molt interessant perqué és un dels riscos i/o
problemes que genera I'administracié sistémica dels GKAs [137, 144, 361]. Per altra banda,
existeix un model de ratoli transgénic que expressa la GKassey SOta el control endogen de la GK
(s’expressa a fetge, pancrees, hipotalam) i es caracteritza per un fenotip hipoglicemic com a
conseqtiencia d’'una major secrecié d’insulina, encara que sigui més lleu que I'observat en els
pacients de PHHI [427]. En conjunt podem concloure que I'activacié de la GK exclusivament al
fetge no indueix hipoglicemia encara que pot provocar una disminucid6 moderada de la
glicémia sobretot en estats d'alimentacié.

Com a conseqléncia de la reduccid de la glucosa en sang, observarem una davallada
significativa dels nivells d'insulinemia en estat d'alimentacié en comparacié amb els animals
control, pero del mateix ordre que I'observada en el grup que sobrexpressava la GK silvestre.
En el transcurs de I'experiment a llarg termini, el grup de ratolins injectats amb pCpG/GKaasev
acaba tenint el mateix patré de glicemia i d'insulinémia que el grup control. Una possible

explicacié podria ésser que els efectes sobre aquests parametres fossin dosi-dependents i, com
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que els nivells d'expressid del transgen decreixen amb el pas del temps, anessin atenuant-se.
Una altra possibilitat seria que I'organisme generés mecanismes d'adaptacio a I'expressio de la
GKagsev al llarg d'aquest periode.

Les diferéncies més evidents entre els grups experimentals s'observaren en un test de
tolerancia a glucosa, tant en els ratolins ICR com en els Balb/c. La sobrexpressio de GKpaasey al
fetge generava una reduccié del pic de glicemia als 30 minuts post-injeccid, la qual cosa
denotava una major capacitat d'extraccié de la glucosa de la sang. Per altra banda, el grup
PCPG/GKpssev també presentava un patré de comportament fisiologic diferent en ésser sotmés

a 24 h d'estada en gabies metaboliques.

Efectes hepatics de la sobrexpressié de GKagsev

D'entrada hom esperaria poder explicar les conseqiiéncies fisiologiques descrites en el grup
pPCpG/GKassey per un increment del metabolisme de glucosa en el fetge dels ratolins.
Sorprenentment, en avaluar els nivells de metabolits hepatics marcadors de metabolisme de
glucosa (glucosa-6P, glicogen, lactat) no detectarem canvis respecte el grup control. En la
mateixa linia, |'expressid de gens i proteines implicats en la glicolisi es mantenia inalterada. Cal
considerar que les mesures es van realitzar en els fetges dels animals sacrificats en situacié
d'alimentacié, en un estat estacionari. Potser, si s'hagués realitzat I'analisi en situacio de
realimentacid o bé després d'un clamp haguéssim pogut obtenir resultats diferents sobre el
metabolisme de glucosa. En aquesta linia, si ens centrem en els nivells hepatics de glicogen,
existeix un estudi amb un GKA (PSN-GK1) de la companyia Prosidon que avalua els nivells de
glicogen en ratolins ob/ob després de 9 dies de tractament i no en detecten canvis respecte el
grup control. Cal tenir en compte que la majoria d'estudis amb GKAs que conclouen que
aquestes molecules indueixen un augment del glicogen hepatic es basen en experiments de
clampatge i en hepatocits aillats [137, 180, 357]. Per tant, podriem concloure que |'activacié de
la GK al fetge no afectaria el metabolisme glucidic en un estat estacionari.

En avaluar indirectament la via gluconeogénica mitjangant la determinacié dels nivells de
MRNA dels principals efectors gluconeogénics no vam observar canvis significatius respecte el
grup control, com s'espera en una siutacié d'alimentacié en que la gluconeogenesi no esta
activada. Un cas excepcional fou la glucosa-6-fosfatasa, tipicament reconeguda com a I'tultim
enzim de la via gluconeogenica, la qual presentava uns nivells de mRNA i també de proteina
significativament elevats en el grup pCpG/GKassey. Aquesta induccid de proteina glucosa-6-
fosfatasa podria suposar I'existencia d'un cicle futil entre la glucosa-6-fosfat (generada per
I'activitat GKassey) i la glucosa (generada per l'activitat glucosa-6-fosfatasa), conegut amb el

nom de cicle de glucosa, el qual provocaria que no hi hagués increment de la concentracio
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glicogen, el fet que no s'acumuli podria ésser responsable de la manca d'induccié glicolitica i
del manteniment dels nivells de glicogen (sense que augmentin respecte el control) que vam
observar en els fetges dels ratolins que expressaven la GKassey.

D'especial interés era avaluar I'impacte de I'activacié de la GK al fetge sobre el metabolisme
lipidic. Curiosament, la majoria dels estudis publicats sobre els efectes dels GKAs in vivo no
mostren perfil lipidic dels animals [137, 357]. Aquest fet crida |'atencié perqueé els estudis de
sobrexpressid hepatica de GK vinculaven l'augment de l|'activitat GK a la dislipidéemia i
acumulacié de lipids al fetge [116, 117, 270, 354, 355], i, per tant, podria ésser una de les
limitacions que podrien presentar aquests farmacs de cara a la seva accié terapeutica per a la
diabetis. En el nostre model experimental, la preséncia de la GKassev al fetge no produi cap
alteracié significativa dels lipids serics ni hepatics. Aquest resultat podria ésser previsible si
tenim en compte que no es detectaren alteracions en la lipemia dels malalts de PHHI deguda a

la mutacié A456V, ni en el model de ratolins transgénics gk**¢/V o gk"4°6"/A4+8v

, hi en els
ratolins ob/ob tractats amb el GKA PSN-GK1 [247, 248, 358, 427]. De fet, la familia en qué es va
descriure la mutacid A456V presenta una gran variabilitat de fenotip, possiblement perque hi
ha altres factors ambientals i genétics que hi influeixen. Pero cap dels portadors de la mutacio
presentava un perfil lipidic advers, a part d'un dels afectats a qui li augmentaven lleugerament
els triglicerids sérics en dejuni. Curiosament, recentment s'ha associat un polimorfisme de
nucleotid Unic (SNP single nucleotide polymorphism) a la GKRP (L446P) amb un increment dels
nivells de TAG seérics i una disminucié de la glicemia en dejuni [211, 428, 429]; per altra banda,
aquest polimorfisme també esta associat a una menor incidéncia de la diabetis de tipus 2
[428]. S'ha especulat que aguesta mutacid en la GKRP, produeix una baixa inhibicié de la GK i,
en conseqiiéncia, incrementaria l'activitat GK que comportaria un augment del metabolisme
de glucosa i de la biosintesi lipidica [430]. En conjunt, malgrat que existeixin molts indicis que
I'activacio de la GK no té efectes deleteris sobre el metabolisme lipidic, caldria realitzar més
estudis en estat de dejuni per assegurar-ne la seguretat de cara a un Us terapeutic.

En avaluar la funcié mitocondrial dels fetges que sobrexpressaven la GKassev vam detectar una
disminucié de la respiracié al Complex Il tot i que no s’afectaven els nivells d’ATP
intracel-lulars. EI complex Il també s’anomena succinat deshidrogenasa (SDH) i, a més de
pertanyer a la cadena respirtoria, pertany al cicle de Krebs. En realitat, es tracta de I'Gnic enzim
del cicle de Krebs associat a la membrana mitocondrial, i catalitza la reaccio reversible entre
succinat i fumarat. La SDH pot ésser regulada a nivell transcripcional per PGC-1a, NRF1 i/o
lipina [431, 432]. La lipina és un enzim involucrat en el metabolisme dels TAG i un regulador

transcripcional que coactiva el complex hepatic PGC-1a/PPAR-o per incrementar el

211



Capitol 2: Discussio de la GKa456, €n animals sans

catabolisme d’acids grassos. Els animals que expressaven GKasey no tenien disminuida
I’expressié de PGC-1a ni la de PPAR- a. La SDH també pot regular-se per acetilacié [433], i per
diversos activadors i inhibidors. Exemples d’inhibidors sén: I'oxalacetat [434], que exerciria un
paper protector minimitzant la produccié de superoxid; el malonat, que prové del malonil-CoA
i del dialdehid malonic (ambdés sén resultat de la degradacié de lipids o de la peroxidacié
lipidica, respectivament). Per altra banda, s’ha descrit una correlacié entre una disminucié de
I’Gs d’aminoacids i una disminucié de SDH [435].

Una dada anecdotica és la disminucid dels nivells d'urea que presenten els ratolins del grup
injectat amb pCpG/GKpssey. Malgrat que no sabriem donar-li una explicacid fisiologica,
recentment ha aparegut un treball en qué es relaciona I'activitat de la glucosa-6-fosfatasa amb
alteracions del cicle de la urea [436]. Cal considerar que la glucosa-6-fosfatasa pot tenir una
activitat fosforiladora en qué empra el carbamil-fosfat (intermediari del cicle de la urea) com a
donador del grup fosfat. Per tant, I'increment de I'activitat fosfotransferasa de la glucosa-6-
fosfatasa podria produir una disminucio del carbamil-fosfat disponible per al cicle de la urea.
Altrament, la disminucié dels nivells d’urea podria ésser degut a una disminucié del
catabolisme d’aminoacids. Aquest fet podria vincular-se amb I'esmentada disminucié de
I'activitat SDH. Per tant, seria interessant avaluar el metabolisme aminoacidic hepatic

d’aquests animals en projectes posteriors.

Efectes extrahepatics de la sobrexpressié de GKassev

La sobrexpressié de GKassey tingué aparentment conseqiiencies lleus sobre el metabolisme
hepatic, perd va generar alteracions estructurals del teixit adipds. Concretament, no
detectarem diferéncies evidents del grau d'adipositat ja que ni els nivells de TAG al teixit
adipds epididimal ni I'expressié de leptina diferiren respecte el grup control. Ara bé, mitjancant
I'analisi per Western blot poguérem deduir que el teixit adipds epididimal dels ratolins del grup
pCpG/GKassey CcONtenia un major nimero de cél-lules per unitat de pes. Aquest fenomen
conegut com a hiperplasia també s'ha observat en models d'animals sans i de diabetis de tipus
2 que han estat tractats amb TZDs [437-440]. Les TZDs sén agonistes de PPAR-y el qual és un
factor de transcripcié determinant per a la diferenciacié dels pre-adipocits en adipocits. En
comparacio amb els pre-adipocits, els adipocits tenen una major capacitat per a la captacié
d'acids grassos i sén potencialment més sensibles a la insulina ja que tenen un major nombre
de transportadors de glucosa i de receptors d'insulina [441]. Per altra banda el tractament amb
TZDs també indueix les vies d'oxidacié d'acids grassos, el cicle de Krebs i la fosforilacid
oxidativa, conjuntament amb una inhibicié de la via lipogénica al teixit adipds. A més a més,

tots aquests canvis en I'adipocit afecten el patrd de secrecid d'adipocines, la qual cosa implica
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un mecanisme general de redistribucid energética que promou una millora del fenotip
diabétic.

Sigui via activacio de PPAR-y o per algun altre mecanisme, el teixit adipds dels ratolins del grup
pPCpG/GKassey presenta un increment de proteines mitocondrials, com VDAC, la qual cosa seria
compatible amb la induccid de la biogénesi mitocondrial i I'augment de cadenes respiratores
que s'observa amb el tractament amb TZDs [442]. Per altra banda, en situacié d’alimentacio
(en preséencia d’insulina), la disminucié que vam detectar en els nivells de PEPCK-C també
indicaria una disminucid de la re-esterificacid de TAG al teixit adipés, és a dir, podria suggeir
que els adipocits d'aquests animals tenen més activitat catabolica que no pas anabolica, com
també succeeix amb el tractament amb TZDs [440].

A part dels estudis realtizats amb TZDs, existeixen diversos treballs on demostren que el fet de
tenir adipocits de mida més petita suposa una avantatge metabolica de cara a desenvolupar
resisténcia a insulina [438, 439, 443]. El creixement del teixit adipds a base d'incrementar la
mida dels adipocits i les vacuoles lipidiques que contenen esta associat amb resistencia a
insulina. En canvi, els individus que expandeixen el seu teixit adipds via I'augment del nombre
d'adipocits - a través d'una resposta hiperplasica - romanen sensibles a insulina i més
saludables. Per tant, els canvis hiperplasics del teixit adipds tenen |'avantatge de retenir la
sensibilitat a insulina i a més de mantenir un patré de secrecid d'adipocines favorable.

En el cas dels ratolins que sobrexpressaven la GKayseyv al fetge, detectarem una disminucié de la
produccid de l'adipocina RBP-4 i un increment dels nivells de IGFBP-2 al teixit adip0s. Malgrat
que seria interessant avaluar altres adipocines més conegudes (adiponectina, resistina, TNF-
0...), aquest patro observat podria ésser considerat beneficids i "anti-diabetogenic" ja que
RBP-4 esta elevada en casos de resiténcia a insulina [426, 444] i IGFBP-2, en canvi, disminuida
[425]. Com ja s'ha esmentat anteriorment, existeix un ratoli transgénic amb nivells elevats
d'expressié de IGFBP-2 al teixit adipds que presentava una disminucié de la mida dels adipocits
[425]. Aquest increment en IGFBP-2 també podria ésser una causa de la hiperplasia observada

en el nostre model experimental.

Importancia de la comunicacié inter-organs

Els nostres resultats reforcen el concepte que el teixit adipds i el fetge estan intimament
interconnectats, de manera que canvis en I'un generen canvis en l'altre. La comunicacié entre
els diferents teixits és clau per al manteniment de I'homeostasi i pot estar exercida per
diversos efectors: hormones, citocines i substrats energetics. Vist que la sobrexpressio de
GKagsev al fetge no generava canvis en els nivells sanguinis de marcadors metabolics classics

que afecten diversos teixits (insulina, leptina, la mateixa glucosa, acids grassos), vam analitzar
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I'expressio d'una serie de proteines de secrecio sintetitzades al fetge i vinculades recentment
al control de I'homeostasi de glucosa (BMP-9, FGF-21, RBP-4, IGFBP-2) [418-421, 422,
Dostalova, 2009 #423, 423, 425, 426, 445]. La sobrexpressié de GKassey No modifica el patrd
d’expressio de cap d’aquestes proteines.

Potser la comunicacié entre fetge i teixit adipos pot ésser mitjancada per algun lipid produit als
hepatocits. Un exemple del paper dels lipids en la comunicacié entre els organs és 'estudi de
Cao et al., en que un lipid com el palmitoleat produit al teixit adipds pot actuar d’hormona i

afectar el metabolisme del muscul i del fetge [446].

En conclusid, la sobrexpressié de GKassey €n ratolins no genera efectes deleteris sobre
I'homeostasi de I'organisme, sind que es pot suggerir que genera un fenotip anti-diabetogenic
ja que:

= es manté la glicemia i la insulinemia en el rang normal, sense risc d'hipoglicemies

= no genera alteracions en els nivells de lipids sérics

= no indueix acumulacio de lipids al fetge

= activa I'expressio de IGFBP-2 i inhibeix |'expressié de RBP-4 al teixit adipds

= genera hiperplasia del teixit adipds
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3. SOBREXPRESSIO DE GKags6v AL FETGE PERIVENOS DE
RATOLINS AMB DIABETIS TIPUS 1

Els resultats presentats en el primer capitol refermen la idea que la sobrexpressié de GK al
fetge no és una bona estratégia terapéutica per a la diabetis. Per una banda vam demostrar
que induia resisténcia a insulina en animals sans. Per I'altra, en un model de diabetis tipus 1 no
permetia assolir una correccid de la hiperglicemia diabética amb |'agreujant que afavoria la
dislipidéemia. Després d'haver observat que la sobrexpressié a llarg termini de la GKagsey al
fetge perivends no generava resisténcia a insulina ni cap alteracié que semblés predisposar a
un estat patologic, vam considerar oportu prosseguir amb |'objectiu d'avaluar indirectament
les consequliéncies de l'activacié de la GK al fetge com a terapia potencial de la diabetis.
Emprarem el model d'injeccid hidrodinamica de pGKassey €n ratolins amb diabetis de tipus 1

induida per STZ.

En primer lloc vam realitzar una serie d'experiments preliminars en qué vam administrar
diferents dosis de pGKassey a ratolins amb diabetis tipus 1 induida per STZ. Ens van permetre
demostrar que la sobrexpressio de pGKassey tenia millors efectes sobre la glicemia en dejuni
que la sobrexpressid de pGK. No obstant |'efecte sobre la glicemia no es mantenia en el temps
probablement per pérdua o silenciament del plasmidi d'expressié. Vam escollir la dosi elevada
ja que permetia assolir un major efecte sobre la glicemia, cosa desitjada de cara a una possible

terapia de la diabetis (Figura 74)
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—=—30 pg pGK
—+— 30 pg pGKagsev
—¥— 60 pg pGKaysev

glicémia (mg/dL)

o

0 5 10 15 20
dies post-injeccié

Figura 74. Seguiment de la glicemia després de 6 h de dejuni en animals diabétics injectats amb
PGKaasev- ES presenten la mitjana * I'error estandard de les dades de glicemia. N=5. * p<0.05 determinat
per One-way ANOVA.
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Per aprofundir en l'estudi dels mecanismes implicats en aquesta baixada de glicémia vam
analitzar la transfeccio de pGKassev €n els fetges diabétics dos dies post-injeccid, havent escollit
la dosi de 60 ug la qual permetia un major efecte hipoglicemiant, seguint el protocol indicat a

la Figura 75.

ICR ~20¢g 1 | Enalimentacié

‘h
S (3' 2 | 5:6hde dejuni

1 2 4 7 dies

i
i
9:00h: ‘

Injeccié IP de STZ retirada menjar 15:00 h o Sacrifici
16:00 h s . Control de pes

200 mg/Kg Injeccid hidrodinamica: REO

Control de pes Glicemia

S * 60 pg pGK, 456y o
Glicemia « Controls: plasmidi buit Obtencid serum
SELECCIO DIABETICS P Extraccié fetge

60 pg pGK

Figura 75. Procotol experimental de sobrexpressio de pGK en el fetge de ratolins amb diabetis tipus 1
induida experimentalment amb STZ.

Sobrexpressié de pGKaasev_al fetge de ratolins amb diabetis tipus 1 induida per STZ.

A I'hora de poder comparar els resultats obtinguts amb la injeccidé pGKassey amb els resultats
detallats a I'apartat 2 del primer capitol d'aquesta tesi, vam haver d'assegurar que els nivells
de transaminases resultat de la injeccié hidrodinamica fossin del mateix ordre (pControl 207.5
+ 29.88 U/L, pGK 121.0 = 48.43 U/L, pGKpssey 117.5 = 40.35 U/L; n=4-9), per evitar fer
comparacions entre efectes del transgen i efectes de lesid hepatica. Per altra banda, també fou
molt important garantir que la sobrexpressié de GK i de GKa4s6y €ren similars en els dos grups
experimentals. Tal i com s'indica a la figura 76 A, vam avaluar els nivells d'expressié del mRNA
de Gck de rata mitjancant gRT-PCR. Aquesta determinacid ens va permetre seleccionar els
animals per a I'estudi, de manera que el grup injectat amb pGK i el grup injectat amb pGKaassy
presentessin nivells similars de transgen. Pel qué fa al contingut proteic, vam detectar per
Western blot que els homogenats dels fetges transfectats amb pGK i els dels fetges
transfectats amb pGKassey contenien nivells similars de proteina GK (Figura 76 C). En
determinar I'activitat GK dels homogenats hepatics, els dos grups que expressaven GK tenien
uns valors d'activitat GK similars a 100 mM de glucosa; pero, a 5 mM de glucosa, el grup
injectat amb pGKa4s6v tenia major activitat GK que el grup pGK, segurament a causa de la major

afinitat per a la glucosa que confereix la mutacié A456V (Figura 76 B).
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Figura 76 Avaluacid del nivell de sobrexpressié de pGKassev €n el fetge de ratolins amb diabetis tipus 1
induida amb STZ. A les 48 hores post-injeccio, els ratolins van ésser sacrificats i es va analitzar el nivell
d'expressid del transgen al fetge per gRT-PCR, amb encebadors especifics pel mRNA de la GK de rata. Els
resultats van ésser normalitzats amb B2-microglobulina i expressats en relacié al grup control (A).
També es van obtenir extractes de fetge i se'n va determinar I'activitat GK a 5 mM i a 100 mM de
glucosa (B) i també es van resoldre els homogenats de fetge per Western blot (C) on el panell superior
mostra un Western representatiu i el panell inferior, I'analisi densitometrica del Western blot.

Impacte de la sobrexpressié de pGKassev_en el fetge perivends d'animals diabétics
alimentats
La preséncia de la proteina GKassey €n el fetge es tradui en una disminucié lleugera pero
significativa de la hiperglicémia diabética (Taula 26), del mateix ordre que la disminucid
assolida en els animals injectats amb pGK. De la mateixa manera, no es van observar canvis

significatius en els altres parametres sérics.

glucosa (mg/dL) 892.6 +63.20 759.7 + 48.38 * 732.0 +37.93 *
lactat (mM) 13.47 £ 1.839 13.02 £ 1.484 12.74 £1.493
AGL (mM) 0.947 £ 0.082 0.881 + 0.069 1.015+ 0.093
TAG (mg/dL) 177.3 £23.54 134.6 £ 16.06 173.6 £ 24.65
B-hidroxibutirat (mM) 0.144 +0.028 0.106 £ 0.021 0.104 £ 0.025
Insulina (pg/L) <0.08 <0.08 <0.08

Taula 26. Determinacio dels parametres sérics dels ratolins diabétics injectats amb pGKassey i pGK, i
analitzats 48h post-injeccio en estat d'alimentacid. Els valors representen la mitjana + error estandard
de cada grup. n=12, 7 8, respectivament * p<0.05, determinat per t-Student.
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Per avaluar si la disminucié de glicemia es corresponia amb un augment de metabolisme i
emmagatzematge de glucosa al fetge, com a conseqiiencia de l'activitat GK exogena, vam
avaluar els nivells de diversos metabolits hepatics (Taula 27). Cal destacar l'increment
significatiu del contingut de glicogen hepatic que presenten els animals injectats amb pGKaasey
en comparacié amb els animals control, pero de la mateixa magnitud que el glicogen del grup
pGK. Els nivells lleugerament incrementats de fructosa-2,6-bisfosfat, conjutament amb el lleu

augment de lactat hepatic que presenten els fetges dels animals injectats amb pGKassey, hi

indicarien un increment del flux glicolitic.

Glicogen (mg glc / g fetge) 27.01+2.275 35.62+2.06 * 38.29+3.40 *
Glc (umol/g fetge) 40.70 £5.921 32.72 +1.475 47.68 +7.328
G6P(umol/g liver) 0.16 £ 0.021 0.14 £0.018 0.15+0.021

F2,6BP (nmol/g liver) 1.19+0.215 2.84 +0.625 * 1.90+0.517
Lactate (umol/g) 1.31£0.275 1.78 £0.424 2.27 £0.951
TAG (mg/g) 6.25 +0.26 6.08 £ 0.36 6.26 £ 0.17

AMP (umol/g) 1.05 + 0.054 1.01+0.084 1.01 £ 0.064

ADP (umol/g) 1.03 +0.134 1.12 +0.09 1.06 £0.174

ATP (umol/g) 0.67+ 0.148 0.66 + 0.065 0.74+0.172
GSH/GSSG ratio 11.73 £0.87 11.81+0.93 11.37 £0.87

Taula 27 Determinacié dels metabolits hepatics indicats, dels ratolins diabétics injectats amb pGKagsev
i pGK, analitzats 48h post-injeccié en estat d'alimentacio. Els valors representen la mitjana + error
estandard de cada grup. n= 12, 7 i 8, respectivament. Glc, significa glucosa lliure; G6P, glucosa-6-fosfat;
F2,6BP, fructosa-2,6-bisfosfat. * p<0.05, determinat per one-way ANOVA.

Tot i que es va detectar cert metabolisme de glucosa en els fetges dels ratolins injectats amb
pGKass6y, NO vam observar variacions significatives en els nivells de proteina PEPCK-C en
comparacié amb els animals del grup pControl. Tampoc vam poder detectar diferéncies
significatives entre els tres grups experimentals a nivell d'expressié génica, ni a nivell del

metabolisme lipidic.

Impacte de la sobrexpressio de pGKA456V en animals diabétics dejunats durant 5h

- Efectes sobre I'homeostasi de glucosa:
En primer lloc cal destacar que el tractament dels ratolins amb pGKassey Va provocar una
disminucié significativa de la glicemia després de 5 h de dejuni en comparacié amb els dos

grups control (pControl i pGK) (Figura 77). En canvi, no va ocasionar variacions en els nivells de
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lactat seric respecte el grup pControl (pControl, 7.296+0.772 mM; pGKaasey, 8.778+0.649 mM;
pGK, 10.62+0.608 mM —p<0.05 vs pControl i pGKassev—)-
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Figura 77. Glicemia d'animals diabétics 48 h post-injeccié i després de 5 h de dejuni. Les barres
representen la mitjana * I'error estandard de les dades de glicemia. N=5. * p<0.05 determinat per one-
way ANOVA.

Per entendre com es produia aquesta disminucié de la glicemia en els animals del grup
PGKass6y Vam determinar diversos metabolits hepatics (Figura 78). En primer lloc, la glucosa
entra a I'hepatocit i és fosforilada per la GK per convertir-se en glucosa-6P. Els animals tractats
amb pGKasey presentaven nivells significativament inferiors de glucosa lliure en el fetge,
segurament, perque també presentaven una glicemia inferior a la dels altres grups control. Els
nivells de glucosa-6P eren similars als del grup control i inferiors als del grup injectat amb pGK.
Pel qué fa al glicogen, després de 5 h de dejuni, els ratolins amb pGKassey NO tenien una
acumulacid de glicogen al fetge com s'havia observat en estat d'alimentacid. Per tant, hi hauria
hagut un increment de la taxa glicogenolitica durant la transicié alimentacio-dejuni en el grup
pPGKassey (Figura 79). En avaluar metabolits glicolitics com la fructosa-2,6-bisfosfat i el lactat,
vam detectar que el grup pGKassey €n tenia un increment no significatiu (Figura 78). Tampoc no
s'hi observa un increment significatiu d'ATP. Per tant, els ratolins que sobrexpressaven la
GKassev @ la zona perivenosa del fetge no presentaven un increment de la utilitzacié de glucosa,

malgrat haver observat un efecte de disminucio de la glicemia.
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Figura 78. Figura esquematica dels metabolits hepatics mesurats en els fetges de ratolins diabétics
dejunats durant 5 h, 48 h post-injeccié de pGK i pGKassey. Les barres representen la mitjana + I'error
estandard de les dades. N=5. * p<0.05 determinat per one-way ANOVA.
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Figura 79. Efectes de la sobrexpressio de pGK i pGKaas6v Sobre el glicogen en el fetge d'animals amb
diabetis tipus 1 induida amb STZ. (A) Nivells de glicogen en el fetge dels animals en estat d'alimentacié i
després de 5 h de dejuni. (B) Balang de glicogen entre I'estat d'alimentacio i I'estat de dejuni. Les barres
representen la mitjana % I'error estandard. N=5-9. * p<0.05 versus pControl; & p<0.05 vs pControl i
PGKassey; ** p<0.01 vs pGK i p<0.05 vs pControl; determinat per one-way ANOVA.

Per clarificar si realment la reduccid de la glicemia observada en el grup pGKassey €ra deguda a
una major captacid i metabolisme de glucosa en el fetge o bé a efectes extrahepatics, vam
decidir realitzar un experiment amb glucosa marcada radioactivament. Per tal d'avaluar |'estat
metabolic que tenia lloc en la transicié dejuni-alimentacid, vam injectar U-**C-glucosa en els
ratolins diabétics injectats 48 hores abans amb pControl, pGK i pGKassev i que havien estat
dejunats durant 4 hores. Vam escollir la U-**C-glucosa perqué no té cap limitacié a I'hora
d'ésser internalitzada i pot seguir qualsevol via metabolica. Pel qué fa a la dosi de U-**C-
glucosa injectada, vam injectar 0.2 mg de glucosa a cada animal, la qual cosa suposava un
increment de 1.11 umols de glucosa en el torrent sanguini. D'aquesta manera preteniem evitar
alteracions de la glicemia que condicionessin el metabolisme de glucosa. Per altra banda, per
evitar perdues de radioactivitat en els teixits com a resultat de |'oxidacié total de la glucosa a
CO,, vam sacrificar els animals 30 minuts post-administracio i vam recollir diversos teixits. En
realitzar el comptatge de radioactivitat en els diferents teixits, vam poder constatar que el

senyal degut al

C incrementava de forma significativa exclusivament al fetge dels ratolins
tractats amb pGK i amb pGKagsey (pControl, 100+7.88%; pGK, 138.73+14.63%; pGKassev
144.1+8.99%; p=0.037 pGK vs pControl i p=0.003 pGKassev Vs pControl).

A continuacié vam decidir avaluar la via de les pentoses fosfat en el fetge mitjangcant la
determinacié de l'activitat glucosa-6P-deshidrogenasa en homogenats hepatics. Malgrat no

observar canvis significatius entre els grups experimentals, vam identificar que en la transicié

alimentacié-dejuni hi havia un canvi de tendéncia entre els grups: mentre que l'activitat
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glucosa-6P-deshidrogenasa disminuia en els grups controls pControl i pGK, incrementava en el

grup pGKaasey (Figura 80).
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Figura 80. Efectes de la sobrexpressio de pGK i pGKassey sobre l'activitat glucosa-6-fosfat
deshidrogenasa (Glc6P-DH) en el fetge d'animals amb diabetis tipus 1 induida amb STZ. (A)Activitat
Glc6P-DH mesurada en extractes hepatics obtinguts en estat d'alimentacié i en estat de dejuni. (B)
Variacio de l'activitat GIc6P-DH entre |'estat d'alimentacié i I'estat de dejuni. Les barres representen la
mitjana % I'error estandard. N=5-9. A p<0.05 vs pControl i pGKassey; determinat per one-way ANOVA.

- Efectes sobre el metabolisme lipidic:

Mentre que la sobrexpressio de pGK al fetge de ratolins diabetics va provocar dislipidemia, els
animals que expressaven la GKassev €n el fetge perivends no van presentar alteracions en els
nivells de TAG i de AGL sérics (Taula 28). Per altra banda, el contingut de TAG hepatics no era
significativament diferent dels controls (Figura 78). En canvi, el tractament amb pGKaasey Va

provocar un augment dels nivells de B-hidroxibutirat en el serum (Taula 28).

AGL (mM) 0.325 +0.098 0.663 £0.104 * 0.401 + 0.050
TAG (mg/dL) 35.5+7.719 74.00 + 14.76 * 38.13+ 7.66
B-hidroxibutirat (mM) 0.18 + 0.032 0.199 + 0.014 0.27 + 0.030 #

Taula 28. Determinacié dels parametres serics dels ratolins diabétics injectats amb pGKpssey | pGK,
analitzats 48h post-injeccié després de 5h de dejuni. Els valors representen la mitjana * error estandard
de cada grup. n= 5. * p<0.05 vs pControl i pGKasey determinat per one-way ANOVA; # p<0.05 vs
pControl, determinat per one-way ANOVA.

- Analisi de la regulacié del metabolisme hepatic:
Per tal d'elucidar el mecanisme responsable del perfil metabolic observat, vam analitzar

I'expressid génica i el contingut proteic de determinats enzims reguladors i de factors de
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transcripcié. Pel qué fa a la via glicolitica, el tractament amb pGKassey NO va provocar cap
alteracié en I'expressio del gen Gck de ratoli ni del factor de transcripcié c-Myc, en comparacio
amb el grup pControl (Figura 81). Per altra banda, a nivell proteic tampoc no vam observar un
augment significatiu de la proteina PFK-2 en comparacié amb pControl; només vam detectar
un lleuger increment del contingut de L-PK (Figura 83).

A I'hora d'avaluar si la GKags6v podria induir lipogénesi tal i com esta descrit per lI'increment de
GK al fetge [117, 354, 355] i com hem demostrat al capitol 1 d'aquesta tesi, vam detectar que
els nivells de mRNA els factors de transcripcié implicats en el control de la via lipogénica
SREBP-1c i LXRa no estaven alterats en els fetges dels ratolins injectats amb pGKassey (Figura
81). En canvi, presentaven un lleuger increment malgrat que no significatiu de ChREBP, tant a
nivell de mRNA com de proteina. Consistentment, I'expressio dels enzims lipogénics com FAS i
I'enzim malic (codificat per Mod1) era lleugerament superior en el grup pGKasey en
comparacié al grup pControl, pero inferior que al grup pGK (Figura 81). El mateix resultat

s'observa per ACC a nivell de proteina (Figura 83).

20+ *
154 [ pControl
104 B3 pGK

Il pGKpgs6v

mRNA (unitats relatives)

Gck c¢-Myc Fasn Mod1l Srebf Nrlh3 Chrebp

Figura 81. Analisi d'enzims i factors de regulacié de la via glicolitica i la via lipogénica en el fetge de
ratolins diabétics tractats amb pGKassey | pGK. A les 48 h post-injeccid i després de 5 hores de dejuni, es
van obtenir els fetges dels ratolins i s'analitzaren els nivells d'expressié de determinats gens per qRT-
PCR. Les barres representen la mitjana + error estandard de cada grup. Es van realitzar els calculs en
relacid al grup control i seguint els algoritmes del AACt descrits per Applied Biosystesms. n=5. * p<0.05
respecte pControl, determinat per One-way ANOVA.

Diversos treballs de sobrexpressié de GK en el fetge d'animals amb diabetis tipus 1, inclosos els
resultats presentats en el capitol 1 d'aquesta tesi, han demostrat que I'increment d'activitat GK
provoca una disminucié de la via gluconeogénica [116, 354]. En avaluar els fetges dels ratolins
tractats amb pGKpags6y NO vam detectar variacions respecte els pControl a nivell de I'expressid

dels gens que codifiquen per a enzims claus de la gluconeogéenesi, com sén la PEPCK-C i el
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mateix transportador de glucosa GLUT-2 (Figura 82); malgrat que els nivells de proteina PEPCK-
C si que estaven disminuits (Figura 83). També vam observar que els factors de transcripcio
PGC-1a i HNF4a, implicats en la regulacié de la gluconeogénesi, presentaven uns nivells
intermedis entre el grup pGK i el grup pControl (Figura 82). En canvi, s'observa una gran
induccid de I'expressio de la subunitat catalitica de la glucosa-6 fosfatasa en el grup pGKassev,

en comparaciéo amb pControl i pGK (Figura 82).

6+ [ pControl
B3 pGK
Zg: Il PGKass6v

mRNA (unitats relatives)

Pckl  Gicép SIc2a2 Hnf4 Ppargcl Cptla Ucp2

Figura 82. Analisi d'enzims i factors de regulacié de la via gluconeogénica i del metabolisme energeétic
en el fetge de ratolins diabétics tractats amb pGKpgsey | PGK. A les 48 h post-injeccid i després de 5
hores de dejuni, es van obtenir els fetges dels ratolins i s'analitzaren els nivells d'expressido de
determinats gens per gRT-PCR. Les barres representen la mitjana + error estandard de cada grup. Es van
realitzar els calculs en relacié al grup control i seguint els algoritmes del AACt descrits per Applied
Biosystesms. n=5. * p<0.05 respecte pControl, # p<0.05 vs pControl i pGK, & p<0.001 vs pControl i
p<0.05 vs pGKpgsev, determinat per One-way ANOVA.

En avaluar transcrits i proteines relacionades amb el metabolisme energetic i la funcid
mitocondrial vam detectar que el tractament amb pGKassey N0 afectava els nivells de mRNA de
Cptla ni de Ucp2 en comparacié amb el grup pControl (Figura 82). Per altra banda tampoc no

variaren els nivells de proteina SOD2 (Figura 83).
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Figura 83. Analisi per Western blot dels fetges de ratolins diabétics injectats amb pGK i pGKpassey Els
fetges dels ratolins van ésser obtinguts 48 h post-injeccid en estat de dejuni (5h), es van homogeneitzar i
resoldre per Western blot. (A) Figura representativa del Western blot resolt 3 vegades independents. (B)
Analisi densitomeétrica de les bandes del Western versus la y-tubulina. N=4, * p<0.05 vs pControl, ***
p>0.001 vs pGKagsev-

Compartimentalitzacid de la localitacié cel-lular de GK i GKaasev

Per intentar entendre les diferéncies metaboliques observades entre els fetges dels ratolins
del grup pGK i del grup pGKassey, vam plantejar-nos la possibilitat que la GK i la GKassey
presentessin diferent localitzacid cel-lular en el fetge dels ratolins, tal i com apuntaven els
nostres estudis en hepatocits en cultiu (presentats anteriorment). La localitzacié nuclear de la
GK és deguda a la interacci6 amb la proteina GKRP, la qual reté la GK al nucli quan les
concentracions de glucosa son baixes i I'allibera al citosol quan hi ha insulina, fructosa-1-fosfat
o altes concentracions de glucosa [189, 190]. Per visualitzar la localitzacio cel-lular de la GKassey
vam realitzar un estudi d'immunohistoquimica en seccions de fetge dels ratolins diabétics
tractats amb pControl, pGK i pGKagsev i dejunats durant 5h. Tal i com es mostra a la figura 84,
aixi com la proteina GK del grup pGK presentava immunoreactivitat sobretot al nucli de
I'hepatocit, la proteina GKassey estava localitzada predominantment al citosol dels hepatocits
transfectats. Cal tenir en compte que en aquest model animal de diabetis tipus 1 no hi ha
senyal de la GK endogena, per tant, en el cas del grup pGKassev, tot el senyal de fluorescencia

prové de la GKassey transfectada.
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pControl PGKass6v

Nuclis (TOPRO-3)

Figura 84. Localitzacio de GK i de GKa4s6v dins I'hepatocit. Es va realitzar una tincié immunologica amb
I'anticds per a la GK (en verd) a seccions de 7 um de fetge dels ratolins injectats amb pControl, pGK o
pGKassev i dejunats durant 5h. Es va utilitzar TO-PRO-3 per a visualitzar els nuclis (en blau). Es mostren
les imatges representatives i augmentades 400X.

En el transcurs d'aquesta tesi han aparegut diversos treballs que recolzen els resultats
obtinguts, segons els quals la mutacid A456V confereix la manca de regulacié per GKRP i en

conseqtiencia la proteina GKagsey tindria alterat el patroé de distribucio intracel-lular [262, 427].
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DISCUSSIO

L'expressid de la proteina GKassey €n el fetge perivends d'un model animal de diabetis tipus 1
induida experimentalment amb STZ, el qual presenta nivells indetectables de proteina GK

salvatge, ens ha permes demostrar i/o corroborar dues hipotesis inicials:

1)- En primer lloc, hem pogut determinar in vivo que la mutacié A456V confereix uns canvis
cinetics d'augment d'afinitat per a la glucosa en la GK de rata (ja que a baixes concentracions
de glucosa vam detectar major activitat GK), tal i com s'havia descrit per la GK humana [247],
la qual cosa era esperable degut a l'alta homologia de seqliéncia entre la GK de les dues
especies.

2)- El 2004, quan Kamata et al van publicar les bases estructurals de la regulacié al-losterica de
la GK [136], se'ns va plantejar la possibilitat que la GKasey | la GK salvatge podien ésser
regulades de manera diferent a nivell d'interaccions proteiques. Tal i com ja s'ha esmentat en
el primer apartat d'aquest capitol, vam demostrar in vitro que la la GKa4sev NO €s translocava al
nucli dels hepatocits diabétics en preséncia d'un excés de GKRP. Per altra banda, també s'havia
descrit la manca d'unié entre GKRP i GKass6y mitjancant estudis cinétics in vitro [262]. Pero, el
nostre model de ratolins amb diabetis tipus 1 transfectats amb pGKassey ha permés demostrar
per primera vegada in vivo que la mutacié A456V altera la distribucié de la proteina GK a
I'interior de I'hepatocit com a conseqliéncia de la desregulacié per GKRP, ja que en els estudis
d'immunohistoquimica de seccions de fetge s'observa una distribucié predominantment
citosolica de la proteina GKassey. Aquests resultats d'immunohistoquimica contrasten amb la
inestabilitat de la proteina GKass6y demostrada en el fetge dels ratolins transgénics GKassey
descrits per Pino et al [427]. Els ratolins knock-out per GKRP també presentaven una
disminucié de la quantitat de proteina GK al fetge, demostrant que la interaccié amb GKRP és
essencial per a mantenir els nivells de GK [186, 187]. En el nostre model, potser per la manca
de control transcripcional endogen del transgen, s'han pogut obtenir nivells similars de
proteina GKussey i de GK, tal i com es va poder comprovar tant a nivell d'activitat GK com a

nivell de Western blot.

En conjunt podem afirmar que la mutacié activadora A456V en la GK de rata provoca uns
canvis conformacionals que confereixen una activacié al-lostérica de I'enzim i una desregulacio
per GKRP jn vivo. ldénticament, diversos estudis han demostrat que la unié dels activadors

sintetics a la GK humana confereix els mateixos canvis conformacionals descrits per la mutacié
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activadora A456V, que resulten en una activacié de I'enzim i en manca d'inhibicié per GKRP
[136, 137, 180, 200, 357, 447]. Amb aquesta premissa vam considerar oportu extrapolar els
possibles efectes dels activadors sintétics de GK al fetge a partir dels resultats obtinguts amb la
transfeccid hepatica de pGKassey €n ratolins diabeétics, amb la finalitat d'avaluar la potencialitat
de I'accio dels activadors sintétics exclusivament al fetge com a estrategia terapéutica per a la

diabetis.

En estat d'alimentacid, els resultats obtinguts amb la sobrexpressié de GKassey foren molt

similars als que presentaven els ratolins injectats amb pGK. Ambdds grups presentaven una
disminucié lleugera pero significativa de la hiperglicemia diabética, conjuntament amb un
increment significatiu del contingut hepatic de glicogen aixi com una induccié del metabolisme
glucidic tal i com es pot deduir dels nivells elevats de fructosa-2,6-bisfosfat en el fetge. No
observarem canvis a nivell de metabolisme lipidic ni grans alteracions en |'expressié genica.
D'entrada, en situacié d'alimentacid les dues formes de GK podrien comportar-se de manera

similar ja que ambdues presentarien una localitzacié predominantment citosolica.

Després de 5 h de dejuni, la sobrexpressié de GKassev comporta una reduccié molt important

de la glicemia, de I'ordre del 60% en comparacié amb els dos grups control, pControl i pGK. La
reduccié de la glicemia exclusivament durant el dejuni també s'observa en humans portadors
de la mutacié P446L a la proteina GKRP, els quals tenen afectada la interaccié GK-GKRP [211,
428]. No obstant, I'expressié de GKassey NO provoca canvis en la concentracié de lipids sérics tal
i com havia estat descrit en estudis previs de sobrexpressiéo de GK [270, 355] i en els humans
portadors de la mutacié P446L a la proteina GKRP [211, 428]. Tant factors cinétics com de
regulacié podrien explicar aquestes diferéncies.

Vam cercar quin podria ésser el mecanisme causant de la disminucié de la glicemia en els
ratolins que expressaven GKassey Mitjancant I'analisi del contingut de metabolits hepatics i del
contingut de proteines i mRNAs importants en la regulacid hepatica. Els resultats, poc
previsibles, es detallen a continuacié:

1- Lleu increment del metabolisme i utilitzacié de glucosa al fetge. En comparacié amb els
animals injectats amb pGK, els ratolins del grup pGKassey presentaven nivells inferiors
proteina L-PK, pero superiors als del grup pControl. Altres indicadors com la glucosa-6-fosfat o
la isoforma ubiqua de la PFK-2 estaven a nivell del grup pControl.

2- Molt lleu inhibicié de la gluconeogénesi hepatica. La GK, a través de la produccié de

xilulosa-5P i la posterior activacio de ChREBP, mitjanca la inhibicié de la gluconeogenesi per
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glucosa [34, 35]. La fructosa-2,6-bisfosfat també ha estat associada amb |'efecte inhibitori de la
gluconeogenesi degut al metabolisme de glucosa [31]. La sobrexpressio de pGKassey genera un
augment lleu de ChREBP i de fructosa-2,6-bisfosfat els quals no deuen ésser suficients per a
produir una inhibicié important de I'expressié d'enzims gluconeogeénics com la PEPCK-C,
malgrat que observarem una disminucié de PEPCK-C a nivell de proteina. També detectarem
qgue l'expressio del factor de transcripcié PGC-1a estava disminuida en el grup pGKassey €N
comparacio amb el grup pControl, pero era significativament superior a la del grup pGK.
Analitzats aquests dos punts, resultava dificil explicar I'efecte hipoglucemiant de la GKassey ja
inhibicié de la gluconeogénesi. Concretament, I'enzim implicat en [|'Ultim pas de la via
gluconeogenica, la glucosa-6-fosfatasa, presentava una clara activacié de la seva transcripcio
en el grup pGKassev €n comparacié amb els dos grups controls.

3- Induccié de la glucosa-6-fosfatasa i possible activacio de la glicogenolisi i del cicle de
glucosa. La glucosa-6-fosfatasa esta regulada a nivell transcripcional per la insulina i també per
la glucosa, malgrat que ambdues tenen accions contraries: mentre que la insulina n'inhibeix la
transcripcid, la glucosa l'activa [448]. En diabetis, a causa de la manca d'insulina i de la
hiperglicemia, I'expressid de la glucosa-6-fosfatasa esta incrementada i contribueix a la
produccid hepatica de glucosa tipica de la malaltia. No obstant, I'efecte estimulador de la
glucosa sobre I'expressié del gen de la glucosa-6-fosfatasa és dominant sobre |'efecte inhibidor
de la insulina, tal i com confirmen diversos estudis in vitro [34, 35, 448, 449] i in vivo amb
animals sans [271] i diabétics tipus 1 [354]. Aquests estudis farien preveure que la
sobrexpressid de GK induiria la transcripcié de la glucosa-6-fosfatasa independentment de
I'estat hormonal de I'animal. Per tant, el senyal de glucosa al fetge induiria una inhibicié de la
PEPCK-C i una activacio de la glucosa-6-fosfatasa, tal i com també provoca el tractament amb
AICAR (activador inespecific de I'AMPK), mentre que les activadors especifics de I'AMPK
ocasionen una disminucié de la transcripcid de la PEPCK-C i de la glucosa-6-fosfatasa [450].

En el nostre model, la sobrexpresssid de GK no induia un augment significatiu de I'expressié de
glucosa-6-fosfatasa pero si que hi havia una dismuncid clara dels nivells de PEPCK-c, ja sigui per
raons de zonacidé o bé per la necessitat de llindars diferents de metabolisme de glucosa per
regular els gens que responen a glucosa. A part d'aquests motius esmentats, les vies de
senyalitzacié que dirigeixen la transcripcid de la glucosa-6-fosfatasa en resposta a glucosa
poden ésser diferents i independents a ChREBP [271, 448], malgrat que encara no es coneixen,
i potser no estan alterades en el nostre model. En el cas del grup pGKaassev, I'augment d'activitat
glucosa-6P deshidrogenasa que s'observa en la transicié d'alimentacio a dejuni podria explicar

I'activacio de la transcripcid de la glucosa-6-fosfatasa. En aquesta linia Massillon et al van
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demostrar que I'activacio de la branca no oxidativa de les pentoses fosfat modulava els nivells i
I'estabilitat del mRNA de la glucosa-6-fosfatasa d'una manera independent a la insulina [34,
35].

L'increment de glucosa-6-fosfatasa podria estar relacionat amb la disminucié dels nivells de
glicogen que s'observa en el grup pGKassey durant la transicid alimentacio-dejuni, perque
diversos estudis demostren que la sobrexpressid dels components P36 o P46 de la glucosa-6-
fosfatasa resulten en una disminucié dels nivells de glicogen a I'hepatocit [449, 451-453]. Per
altra banda, existeixen treballs en qué una manca d'activitat del sistema glucosa-6-fosfatasa
resulta en la malaltia "glycogen storage disease type 1a" i també s'ha demostrat que un animal
"knock-out" per a la glucosa-6-fosfatasa presenta acumulacid de glicogen al fetge [454].

En el grup pGKassey, €l fet de tenir una elevada activitat GK al citosol conjuntament amb una
elevada activitat glucosa-6-fosfatasa podria servir, a part de controlar els nivells de glicogen
per evitar un emmagatzematge excessiu [448], per induir un cicle fatil entre la glucosa i la
glucosa-6P conegut amb el nom de cicle de glucosa [148]. La ra¢ fisiologica d'aquest cicle futil
no és coneguda, perd és ampliament demostrat que en els moments després de la ingesta en
qué augmenta l'activitat GK també s'indueix, pel propi metabolisme de la glucosa, la glucosa-6-
fosfatasa. En aquest punt, és interessant recordar els estudis de Nordlie [436, 455], els quals
proposaven que la glucosa-6-fosfatasa en presencia d'alts nivells de glucosa podia actuar de
fosfotransferasa que usava el carbamoil-fosfat com a donador de fosfats. Si la glucosa-6-
fosfatasa té un paper en la fosforilacid de glucosa és gliestionable. No obstant, la induccié
paradoxal del gen de la glucosa-6-fosfatasa per glucosa podria indicar un possible paper
d'aquest enzim en |'extraccio de glucosa del torrent sanguini en els estats post-absortius.

4 - Lleu induccid de la lipogénesi hepatica. Després d'haver comprovat que la sobrexpressiod
de GK era questionada com a terapia per a la diabetis pels seus efectes lipogénics, cal destacar
que la sobrexpressié de la GKassey Ocasiona una induccié molt inferior que la GK de les vies
lipogeniques (avaluades a través de la determinacié de Srebp-1c, ChREBP, FAS i I'enzim malic)
i, a més a més, no genera dislipidemia. De fet, els humans que presenten la mutacié A456V no
pateixen alteracions dels perfils lipidics, malgrat que existeix una gran variabilitat de fenotip,
inclos en una mateixa familia. Només en alguns casos s'ha descrit un lleuger augment dels TAG

sanguinis [248].

Finalment cal remarcar que la mutacié A456V pot afectar altres reguladors de la biologia de la
GK, com sén PFK-2 o BAD, i explicar part dels resultats obtinguts.
En conjunt, hem demostrat que I'expressio de GKags6v €n el fetge de ratolins amb diabetis tipus

1 genera una reduccio de la glicemia diabética probablement per la seva capacitat d'induir la
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glucosa-6 fosfatasa i el cicle de glucosa. En aquestes condicions, la glicemia és reduida mentre
que també es redueix l'impacte lipogénic de l'excés de metabolisme de glucosa. Per tant,
podem concloure que tant la manca de regulacié per GKRP com les caracteristiques cinetiques
particulars que confereix la mutacié A456V poden influir diferencialment sobre el metabolisme
hepatic en comparacié amb la GK salvatge. A més a més, els nostres resultats recolzen la
possibilitat que es puguin emprar els activadors sintetics de GK exclusivament al fetge com a
estratégia antidiabetica. En aquest sentit seria interessant poder realitzar estudis de
sobrexpressid hepatica de GKassgy €n models animals de diabetis de tipus 2, per avaluar-ne
I'impacte metabolic en el context de resistencia a insulina i d'obesitat.

Durant l'escriptura d'aquesta tesi ha aparegut el primer treball que presenta un activador
sintetic de GK selectiu pel fetge com a possible agent terapéutic per a la diabetis de tipus 2
[456]. Aquest compost activa I'enzim GK in vitro a concentracions de |'ordre de nanomolar i
s'ha demostrat que millora el perfil glicemic en un test de tolerancia a glucosa realitzat en
animals sans. El mateix grup esta pendent de publicacié a la revista Diabetes d'un estudi que
porta per titol "The novel glucokinase activator LBX192 stably reverses diabetes and obesity,
prevents liver steatosis and increases energy expenditure in diet-induced obese mice", tal com

esmenten en la seva Ultima publicacid accesible [456].
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Miri un arbre per la finestra. Torni’l a mirar de nit.

Intenti-ho en un dia de pluja. Després, miri’l amb un aparell d’infrarojos.

Imagini’s com el pot veure un ratpenat, un elefant o algu que no pot distingir els colors.
Quin és I'aspecte veritable de I'arbre? Algun dels que hem esmentat? Cap?

Immanuel Kant

No veiem les coses tal com son,
les veiem tal com som.

Anais Nin
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La GK hepatica desenvolupa un paper central en el control del metabolisme glucidic de
I’organisme, com posa de manifest el fet que canvis en I'activitat GK desemboquen en malaltia
(diabetis o PHHI). Concretament en el cas de la diabetis, hi ha una disminucié de la GK hepatica
ja sigui per la manca d’insulina o de resposta a aquesta hormona (diabetis de tipus 1 i de tipus
2, respectivament). Per tant, una estratégia logica per a tractar la diabetis és incrementar el
metabolisme hepatic de la glucosa mitjancant un augment de l'activitat GK al fetge. Les
caracteristiques bioquimiques i estructurals de la GK permeten que actualment I'augment de
I'activitat GK al fetge pugui assolir-se de dues maneres diferents: sobrexpressant la GK per
augmentar-ne el nombre de molecules o bé activant les molecules de GK existents (amb

GKAs).

En el cas de la sobrexpressié de GK al fetge, s’ha avaluat o bé amb animals transgénics o bé
amb transferéncia genica adenovirica [36, 116-118, 134, 269-272, 349, 354-356]. Els diferents
estudis es poden agrupar de la seglient manera:

e En animals sans, en la majoria dels casos la sobrexpressid de GK condueix a una

disminucié de la glicemia que va acompanyada d’una disminucié de la insulinemia. Ara
bé, en alguns estudis a llarg termini els animals que sobrexpressen la GK esdevenen
resistents a insulina [117] (expressen la GK sota el control del promotor de la PEPCK-C,
amb expressié majoritaria a la zona periportal), mentre que en altres no [118, 269]
(expressen la GK sota el control de promotor de |'apoproteina Al —sense localitzacio
zonal clara-, o del control endogen de la GK —perivends-).
Amb aquests antecedents vam plantejar-nos avaluar si les diferéncies entre aquests
models podien ésser explicades amb el concepte de la zonacié hepatica, és a dir,
considerant que la GK s’expressa majoritariament de manera fisiologica a la zona
perivenosa de l'acinus hepatic. Per assolir-ho vam emprar la transferéncia genica
hidrodinamica que permet I'entrada de DNA nuu (plasmidi pCpG/GK) majoritariament
als hepatocits que envolten a la vena central, en un model de ratolins sans de la soca
Balb/c. 53 dies després de la injeccid, els ratolins presentaven una alteracié del
metabolisme glucidic i lipidic que es corresponia amb el fenotip de resisténcia
hepatica a la insulina estudiat en ratolins LIRKO [296]. La causa d’aquesta resiténcia
exclusivament hepatica a la insulina seria un augment de I'estrés oxidatiu degut a un
increment de I'activitat de la cadena respiratoria mitocondrial.

e En el context de la diabetis, la sobrexpressid de la GK esta associada a una millora del
fenotip diabetic (augment de la captacio i del metabolisme de glucosa al fetge que

condueix a la disminucié de la hiperglicemia diabética). Ara bé, en alguns estudis
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aquesta millora va acompanyada d’un increment de la lipidémia i/o d’esteatosi
hepatica [270, 271, 354, 355]. En avaluar la sobrexpressio de GK a la zona perivenosa
en un model de ratolins amb diabetis de tipus 1 induida amb STZ, vam poder
concloure que hi havia una induccié de les vies lipogeniques al fetge i un augment de
la lipidemia. Aquest fet podia ésser previsible si tenim en compte que a la zona
perivenosa hi ha un major potencial lipogénic. Perd no desemboca en un augment de
I’esteatosi hepatica, potser perquée estaria activada la secrecié de VLDL la qual no esta

confinada a cap zona del parénquima hepatic.

En el cas de I'activacid de la GK, ens vam plantejar avaluar els efectes de I'activacio selectiva de
la GK hepatica. Fins el moment només s’han descrit models d’activacié de GK inespecifica, amb
GKAs administrats sistemicament [137, 180, 200, 357, 358, 360-363]. Vam similar I’activacié de
la GK per GKAs mitjancant I'Gs d’una mutacid activadora de la GK, la GKassey, que li confereix
propietats cinetiques i reguladores identiques a I'activacié amb GKAs [247, 262]. Vam introduir
la GKassev al fetge perivends de ratolins via injeccié hidrodinamica.

e En un model de ratolins Balb/c sans a llarg termini (53 dies d’expressid), no es
detectaren episodis d’hipoglicemia, perd si una millor tolerancia a la glucosa. En cap
cas s’observa resistencia a insulina com succeeix amb la sobrexpressio de la GK ni cap
alteracio del metabolisme lipidic.

e En un model de diabetis de tipus 1 induida amb STZ, I'activacié hepatica de la GK

resulta en una millora de la hiperglicémia diabética sense produir dislipidéemia.

En conjunt es pot concloure que I'activacio de la GK té un major potencial terapeutic que la
sobrexpressid d’aquest enzim. La GK activada difereix de la GK silvestre perqué roman en una
conformacié tancada la major, mentre que la GK silvestre canvia de conformacié. La
conformacio tancada li confereix unes propietats cinetiques especials, amb una major afinitat
per a la glucosa. Per altra banda, també evita la regulacié per GKRP i, per tant, I'entrada de la
GK al nucli. Per tant, en el cas de I'activacié de la GK, I'enzim es troba constantment al citosol i
té una major capacitat fosforiladora de la glucosa.

Es fa dificil destriar si el potencial terapeutic de la GKass6v és degut a les seves propietats
cinetiques, a la seva localitzacio cel-lular, o a la suma dels dos factors. Si ens fixem en el cas
dels ratolins amb diabetis de tipus 1 induida amb STZ, en situacié d’alimentacié s’obtingué un
fenotip semblant tant amb la sobrexpressié com amb l'activacido de la GK (disminucio de la
glicémia, aixi com un increment del metabolisme de glucosa al fetge). En canvi després de 5 h

de dejuni, la GK sobrexpressada entra al nucli mentre que la GKassey roman al citosol on pot

238



DISCUSSIO GENERAL

continuar exercint la seva activitat fosforiladora de glucosa. Es en aquest moment en qué les
dues formes de GK tenen una localitzacié diferent quan es detecten majors diferencies

fenotipiques entre els dos grups experimentals (pGK i pGKassey)-

Ara bé, com aconsegueix la GKagsev tenir uns efectes beneficiosos pel tractament de la diabetis
i per qué no produeix resisténcia a insulina a llarg termini en animals sans? Es dificil de precisar
ja que en els dos models analitzats no produeix activacié de la via glicolitica, ni inhibeix
fortament la via gluconeogeénica... Considerant que vam fer les analisis en estat estacionari,
poser s’haurien pogut avaluar millor els mecanismes causants dels fenotips observats en

estudis de clampatge, etc.

La diferencia més important observada entre els fetges dels animals que expressaven la GKagsey
i els dels altres grups fou la induccid de la transcripcié del gen que codifica per a la subunitat
catalitica de la glucosa-6-fosfatasa, tant en animals sans (Balb/c) com en diabétics de tipus 1
(ICR amb diabetis induida per STZ). L’activitat enzimatica de la glucosa-6-fosfatasa
classicament ha estat considerada com la responsable de I'Gltim pas de la via gluconeogeénica i
de la via glicogenolitica. No obstant, en el nostre model experimental la induccié de la glucosa-
6-fosfatasa no es correspon amb una induccié de la via gluconeogénica. Per aquest motiu, es
podria pensar que la glucosa-6-fosfatasa podria tenir in vivo alguna altra funcié a part de la
gluconeogenica. Aquesta hipotesi podria guanyar forca si es tenen en compte diverses dades

descrites en la bibliografia:

1. L'activitat glucosa-6-fosfatasa és el resultat de I'accié d'un complex multi-enzimatic situat al
reticle endoplasmatic. Esta format per una subunitat catalitica, coneguda com a G6PC o P36,
que esta ubicada a la membrana del reticle endoplasmatic de manera que el seu centre
catalitic esta disposat al limen. Per altra banda també s'ha caracteritzat la subunitat
transportadora (G6PT o P46) de la glucosa-6P des del citosol fins al lumen. Finalment es
postula I'existéncia d'alguns transportadors de fosfat inorganic i de glucosa que retornin els
productes de I'activitat fosfatasa al citosol, pero encara no han estat identificats (Figura 85). En
contrast, la subunitat catalitica de la glucosa-6-fosfatasa i el transportador de glucosa-6P han
estat ben caracteritzats, tot i que no es coneix la seva estequiometria i les relacions

topologiques que puguin tenir.
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Glc6P

G6PT
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Figura 85. Model del sistema enzimatic multicomponent de la glucosa-6-fosfatasa. La glucosa-6P
(Glc6P) entra al lumen del reticle endoplasmatic (RE) a través d'un transportador (G6PT). Aleshores és
hidrolitzada a glucosa (Glc) i fosfat inorganic (Pi) per la glucosa-6-fosfatasa catalitica (G6PC). Els
productes de la reaccid retornarien al citosol a través de transportadors especifics. Dades recents
suggerixen que la mateixa proteina podria transportar la glucosa-6P i el Pi. Adaptat de Hutton et al. JBC
2009.

Concretament, la subunitat catalitica G6PC esta codificada per tres gens diferents:

= G6pc: s'expressa predominantment en teixits gluconeogenics com soén el fetge i el
ronyd, i també s'ha detectat en nivells baixos a l'intesti. La seva expressid esta
regulada a nivell nutricional i hormonal; per una banda, el glucagé (i I'AMPc), els
glucocorticoides, la glucosa i els acids grassos n'activen la transcripcid; mentre que
la insulina, TNF-a i la IL-6, la inhibeixen [457]. Mutacions en aquest gen que
generen una disminucid o manca d'activitat glucosa-6-fosfatasa son responsables
de la patologia "Glycogen sotrage disease type la". Els individus que la presenten
manifesten un increment del glicogen hepatic i néfricc que condueix a
hepatomegalia i nefromegalia; hipercolesterolémia, hipertriacilgliceridémia,
hiperuriceémia, acidosi lactica i acumulacié de greixos al fetge que contribueixen a
la hepatomegalia [458]. Per altra banda, |'expressi6 d'aquest gen esta
incrementada en casos de diabetis a causa de la seva regulacid per insulina i
glucosa.
El més paradoxal pel qué fa a la regulacié d'aquest gen al fetge és que la glucosa
n'indueixi la transcripcié, mentre que inhibeix la transcripcié d'altres gens implicats
en la via gluconeogeénica [34, 35, 448, 449]. Rossetti et al van suggerir que aquesta
accio de la glucosa podria prevenir un emmagatzemament excessiu de glucosa al
fetge a més de preparar la transicié cap al periode post-absorptiu en qué caldra
incrementar |'alliberament de glucosa [35].

= G6pc2: s'expressa exclusivament a la cél-lula B pancreatica. Codifica per una

proteina coneguda també amb el nom de IGRP (islet-specific glucose-6-
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phopshpatase catalytic subunit related protein). En defosforilar la glucosa-6P de la
cél-lula B, la G6PC2 s'oposa a l'accid de la GK i en conseqliéncia es modera la via
glicolitica i la secrecié d'insulina estimulada per glucosa [459]. El fet que ratolins
G6PC27 presentin un fenotip d'hipoglicémia en un dejuni de 6 h, mentre que les
concentracions de glucagd i d'insulina romanen inalterades, indica que la delecio
del gen G6pc2 potencia el flux glicolitic i per tant incrementa la sensibilitat a la
glucosa a la cél-lula B [460]. Amb aquests fonaments, s'hipotetitza sobre si la
G6PC2 seria un component del sistema sensor de glucosa de la céel-lula B formant
un cicle de glucosa amb la GK pancreatica.
= G6pc3: s'expressa en tots els teixits analitzats fins el moment, per la qual cosa la
proteina codificada per aquest gen es coneix també amb el nom de UGRP
(ubiquitously expressed glucose-6-phosphatase catalytic subunit related protein)
[457].
En conjunt, I'existéncia d'aquests 3 gens comporta que existeixi activitat glucosa-6-fosfatasa
lligada al reticle endoplasmatic a tots els teixits analitzats fins el moment, dels quals el fetge i
el ronyd sén els organs que presenten una activitat més alta segurament per ésser importants
en la gluconeogenesi. Manca saber quina és la funcid fisiologica d'aquesta subunitat catalitica
als teixits no gluconeogenics.
2. La glucosa-6-fosfatasa (G6pc) també pot tenir una funcié no gluconeogeénica al fetge, com
apunta algun treball de sobrexpressi6 amb adenovirus [451]. Els ratolins sans que
sobrexpressaven la glucosa-6-fosfatasa catalitica al fetge tenien un augment de la glicémia en
alimentacid i també en un test de tolerancia oral a la glucosa, ja que I'augment de I'activitat
fosfatasa no permetia augmentar la concentracidé hepatica de glucosa-6P fruit de I'activitat GK
i, en conseqliéncia, no es produia ni sintesi de glicogen ni un augment de la via glicolitica. En
canvi en un dejuni, aquests ratolins no tenien efectes en la glicemia perqué el flux
gluconeogenic esta regulat principalment per la PEPCK-C. De nou es reforga el concepte que la
glucosa-6-fosfatasa no és un enzim purament gluconeogénic. Segons Aiston et al la glucosa-6-
fosfatasa tindria la funcié reguladora de tamponar la concentracié de glucosa-6P a I'hepatocit,
ja que aquest metabolit és el principal regulador de la sintesi de glicogen i de la glicolisi. Si aixd
fos cert, la induccié de la glucosa-6-fosfatasa en casos d'hiperglicémia no seria una
conseqliencia patologica de la diabetis, sind un mecanisme compensatori.
3. Si tenim en compte la zonacidé hepatica, I'activitat glucosa-6-fosfatasa és superior a la zona
periportal que a la zona perivenosa dels fetges de ratolins dejunats. Aquesta dada esta en
concordancia amb diversos estudis histoquimics i pot ésser explicat tipicament pel fet que la

glucogenogenesi té lloc predominantment a la zona periportal [461]. Ara bé, Jonges et al van
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determinar que la glucosa-6-fosfatasa perivenosa té el doble d'afinitat per a la glucosa-6P que
a la zona periportal [462]. Aquestes diferencies cinetiques entre la zona periportal i la zona
perivenosa que presenta la glucosa-6-fosfatasa podrien ésser causants d'una diferent
funcionalitat de I'enzim en les dues arees.

4. Aproximadament el 15-20% de l'activitat glucosa-6-fosfatasa hepatica és present a la
membrana nuclear, la qual cosa resulta interessant si tenim en compte la localitzacié nuclear
gue pot presentar la GK [463]. La major part de l'activitat glucosa-6-fosfatasa és present al
reticle endoplasmatic. S'ha descrit que els mitocondris tenen associacions amb algun fragment
de membrana del reticle endoplasmatic. Aquest fet té una doble importancia, per una banda la
GK també pot localitzar-se associada al mitocondri. Per l'altra dona suport a la possible
activitat fosfotransferasa que descrivia Nordlie [455] per a la qual caldria un grup carbamoil-
fosfat com a donador de fosfats per obtenir glucosa-6P a partir de glucosa. La carbamil-fosfat
sintasa | és present al mitocondri i podria proporcionar el substrat carbamoil-fosfat a la
glucosa-6-fosfatasa present al reticle endoplasmatic que esta associat a la superficie
mitocondrial [464]. Malgrat que l'activitat fosfotransferasa estigui descrita i sigui possible in
vivo no es coneix encara si hi té lloc i quina seria la seva funcié. Per altra banda, aquests
estudis també posen de manifest que la glucosa-6-fosfatasa presenta localitzacions cel-lulars
properes a la GK, la qual cosa podria indicar que afecten els mateixos pools de glucosa-6P que
hi pugui haver a I'hepatocit. En general, la concentracié de glucosa esta mantinguda pel balang
correcte entre la fosforilacio de glucosa i la hidrolisi de glucosa-6P al fetge. La glucosa-6-
fosfatasa pot sintetitzar glucosa-6P aixi com degradar-la, i la seva activitat sintética seria
complementaria a l'activitat GK. La relacié entre I'activitat fosfotransferasa de la glucosa-6-
fosfatasa i I'activitat GK podrien mantenir la glicemia segons les demandes fisiologiques [436].
En els recents anys diversos estudis de Iligament genétic han associat polimorfismes dels gens
G6pc, G6pc2, Gek i Gekr amb els nivells de glicémia en dejuni en humans [459, 465]. Sigui com
sigui, aquests estudis posen de manifest la importancia de la GK, la GKRP i la glucosa-6-

fosfatasa en I'homeostasi de glucosa en la poblacié general.

A part dels efectes hepatics, els ratolins sans que expressaven tant la GK silvestre com la
GKagsev @ llarg termini mostraren alteracions del teixit adipds en comparacié al grup control.
Mentre la GK silvestre al fetge conferia un major contingut de TAG als adipocits epididimals, la
GKassey propiciava una major capacitat catabolica al teixit adipds. Seria interessant poder
establir per quin mecanisme es produeix la comunicacié fetge-teixit adipds. Els efectes
diferencials del teixit adipds afectaven també el patré de secrecié d’adipocines (com la leptina

o 'lGFBP-2).
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En resum, els estudis d’activacid de la GK en animals sans i amb diabetis de tipus 1 posen de
manifest que, sigui pels efectes hepatics (inducciéd de la glucosa-6-fosfatasa) o pels seus
efectes extrahepatics (hiperplasia del teixit adipds), I'expressié de GKagsey al fetge confereix un
perfil hormonal i metabolic anti-diabetogénic. Per tant, s'obre la porta a I'estudi d’aquesta
estratégia per a la terapia de la diabetis, sobretot per a la diabetis de tipus 2, a més de l'interes

de desxifrar els mecanismes que la possibiliten.
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Success is going from failure to failure
without a loss of enthusiasm.

Winston Churchill
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1. La técnica de transferencia hidrodinamica és una bona estratégia per a sobrexpressar una

proteina especificament a la zona perivenosa del fetge..

2. En animals sans, la sobrexpressié de GK al fetge perivends a curt termini comporta una
disminucié de la glicémia i de la insulinémia en alimentacié tal i com també s’esdevé en altres

models de sobrexpressid en que no es té en compte el concepte de zonacid hepatica.

3. En animals sans, la sobrexpressié de GK al fetge perivends a llarg termini comporta una
resisténcia exclusivament hepatica a la insulina; si bé es mantenia la glicemia en un rang
normal. Probablement fou ocasionada per I'estrés oxidatiu (deduit dels nivells elevats de
glutatid i de la disminucié de SOD-2) fruit de 'augment de la respiracié mitocondrial observada
a través del complex | de la cadena respiratoria. Aquesta resisténcia a insulina es manifestava

amb un fenotip molt similar al dels ratolins LIRKO (liver insulin receptor knock-out):
a. Augment de la insulinemia.

b. Davallada dels nivells serics de TAG i AGL, fruit del manteniment de la
sensibilitat a la insulina al teixit adipds, on tenia lloc una disminucié de la
lipolisi i un augment del contingut de TAG. Al fetge, la sobrexpressié de GK no

comportava un increment del contingut lipidic.

c. Disminucié dels nivells de glicogen hepatic sense alteracié dels nivells de la

glucosa-6-fosfatasa.

d. Manca d’inhibicié de la gluconeogénesi hepatica en situacié d’alimentacié

(major expressié de GLUT-2, de PGC-1a i de proteina PEPCK-C).

e. Manca d’activacid dels gens glicolitics. No obstant, s’observava un increment
del lactat seric (producte de la glicolisi) probablement degut a fenomens
extrahepatics com un increment de la taxa glicolitica i sintesi de glicogen (els
ratolins pCpG/GK presentaven un major contingut de glicogen) al muscul

esqueletic.

4. En un model de diabetis de tipus 1 induida amb STZ, la sobrexpressid perivenosa de GK a
curt termini, tot i que comporta un increment del metabolisme de glucosa al fetge (increment
del glicogen hepatic, de ub-PFK-2, de L-PK, c-myc) i una disminucié de la gluconeogenesi
(reduccié dels nivells de PEPCK), va provocar dislipidémia com a resultat de la disminucié de la
B-oxidacié d’acids grassos (reduccié dels nivells de Cpt-1) i una induccié de la lipogenesi

hepatica (augment de FAS, ACC, ChREBP). Altres models de sobrexpressié de GK, descrits a la
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literatura, que no tenien en compte el concepte de zonacié hepatica, també presentaven
alteracions en el metabolisme lipidic. Per aquest motiu es pot descartar la sobrexpressio

hepatica de GK com a possible terapia per a la diabetis.

5. La GKassey de rata té una major afinitat per a la glucosa que la GK silvestre, tal i com
succeeix amb la forma humana. A nivell de regulacid, la GKassev de rata no s’uneix a la GKRP de
manera que s’'impossibilita la localitzacié nuclear de I’enzim. Per tant, la GKassey de rata té unes

caracteristiques practicament idéntiques a la GK activada per GKAs.

6. En ratolins sans, la sobrexpressio al fetge perivends de la GKasey @ curt termini va

comportar una disminucié de la glicemia i la insuliemia, sene generar episodis d’hipoglicemia.

7. La sobrexpressidé de GKpgs6y durant 53 dies al fetge perivends de ratolins sans genera un
fenotip amb un perfil metabolic similar als animals controls, sense alteracions dels nivells de
glucids i lipids (sérics i hepatics). Al fetge, malgrat que no provoca canvis en el metabolisme
glucidic (no canvien enzims glicolitics) ni lipidic (no canvien els enzims lipogenics), I'activacié de
la GK promou la induccid de la glucosa-6-fosfatasa i una disminucié de la respiracio a través del
complex Il. Per altra banda, la preséncia de la GK activada al fetge resulta en una activacié del
catabolisme al teixit adipds que comporta un canvi en I'expressié d’adipocines (augment de

IGFBP-2 i disminucié de RBP-4).

8. En el fetge perivends d’'un model de diabetis de tipus 1 induida per STZ, la GKassey
comporta una rellevant disminucié de la hiperglicemia diabética tot i tenir un lleu efecte sobre
I'activaciéd del metabolisme de glucosa i una lleu inhibicié de la gluconeogénesi hepatica.
Destaca la induccié de I'expressié de la glucosa-6-fosfatasa la qual cosa suggereix que aquest
enzim té un paper no gluconeogeénic. Sobretot és interessant que la millora de la hiperglicemia

diabética no va acompanyada d’alteracions del metabolisme lipidic.

9. En conjunt, els nostres resultats suggereixen que I'activacié de la GK exclusivament al fetge

és una estrategia terapéutica millor per a la diabetis que la sobrexpressio de la GK.
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Si té remei, per qué et queixes?
Si no té remei, per que et queixes?

Proverbi oriental

El geni es compon d’un 2% de talent
I del 98% de perseverant aplicacio

Ludwig Van Beethoven






MATERIAL | METODES

TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR

1. VECTORS PLASMIDICS

Els vectors plasmidics emprats en aquest treball han estat els seglients:

PEPCK/GK Dra. Fatima Bosch PEPCK Ampicil-lina
pBluescript®ll SK (+/-) Fermentas Ampicil-lina
pCAGGs B-Actin Ampicil-lina
pCAGGs/GK B-Actin Ampicil-lina
PCAGGS/GKpasey B-Actin Ampicil-lina
pCpG-mcs Invivogen hEF1 Zeocina
pCpG/GK hEF1 Zeocina
PCPG/GKpssey hEF1 Zeocina
pCMV-sport6/GKRP Open Biosystems cMmv Ampicil-lina
pPEGFP-N1 BD Biosciences Clontech cMmv Kanamicina

2. MANIPULACIO DE BACTERIS

2.1 Soques bacterianes

Per als plasmidis PEPCK/GK, pBIuescript®I| SK (+/-), pCAGGs, pCAGGs/GK, pCAGGS/GKassey i
pPEGFP-N1, s’ha emprat la soca Eschericha coli XL1-blue com a portadora. El medi adequat per
al creixement d’aquests bacteris és LB comu.
Els plasmidis pCpG-mcs, pCpG/GK, pCpG/GKA4s6v tenen R6K gamma com a origen de replicacio
procariota de manera que només poden ésser amplificats en una soca d’E. Coli que expressi
un gen pir mutant. Es el cas de la soca d’ E. Coli GT115 la qual a més no realtiza metilacions
Dcm. Aquest tipus de bacteris s'amplifiquen en medi LB modificat, amb una menor

concentracio de sals.

Cal manipular els bacteris en condicions d’esterilitat (sota flama o campana de flux laminar). El
material de vidre i els medis de cultius (LB o LB-agar) s’esterilitzen per autoclau.

2.2 Creixement liquid/solid

Material:

Medi de cultiu LB
NacCl 10g/I 5g/l 10 g/ 5g/l
Triptona-peptona | 10 g/l 10 g/l 10 g/ 10 g/l
Extracte de llevat 5g/l 5g/l 5g/l 5g/l
Agar 15¢/ 15 g/l
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S’autoclava. Pel que fa a I'LB-agar, també s’autoclava i quan es comenci a refredar cal
plaguejar-lo en plaques de Petri (aproximadament 20 ml per placa) on solidificara.

Meétode

Ampicil-lina 50 pg/mi
Kanamicina 30 pg/mi
Zeocina 25 pg/mi

En el cas del cultiu liquid, es fan créixer les cel-lules en agitacié (220rpm) amb medi LB
a 37°C durant tota la nit (12-16h). Per assegurar un creixment exponecial del cultiu cal
una bona oxigenacié, de manera que el recipient on es faci el cultiu no es pot omplir
més d’una tercera part. Per a mini-cultius analitics s’empren tubs de 15 ml amb un
volum de cultiu de 3ml; pels cultius preparatius s’usen Erlenmeyers. En el cas que les
cél-lules hagin estat préviament transformades amb un plasmidi, s’afegira antibiotic al
medi de cultiu per tal d’exercir una pressidé selectiva i afavorir el creixment de les
cel-lules que hagin incorporat el plasmidi. S'utilitzara un o altre antibiotic segons la
resisténcia codificada pel plasmidi.

En el cas de cultius solids, es faran servir plaques de LB-agar amb I'"antibiotic d’eleccid.
Les plaques s’incuben durant tota la nit a 37°C. Es important deixar-les de cap per avall
per tal d’evitar que el vapor d’aigua condensat caigui sobre el medi de cultiu.

2.3 Preparacio de ceél-lules compentents

Mitjancant un tractament amb CaCl, s’indueixen porus a la paret bacteriana. Els bacteris
obtinguts s"Tanomenen competents perque poden internalitzar DNA plasmidic.

Materia

LB

Solucié de CaCl, (dihidratat) 50mM (esteéril per autoclau o filtrat)

Glicerol

esteril

Meétode:

1.

Inocular cél-lules d’Escherichia coli provinents d’un estoc de glicerol mare sobre 2 ml
de LB sense antibiotic i deixar-les créixer durant tota la nit a 37°C en agitaci6(220 rpm).
El mati seglient, abocar el mini-cultiu a un Erlenmeyer d’1 litre de capacitat que
contingui 300 ml de LB sense antibiotic i es deixa créixer a 37°C en agitacio.

Per seguir el creixement bacteria, cada 30 minuts s’extreu una aliquota del cultiu i en
mesurem |’absorbancia a 590-600 nm. Quan l'absorbancia és de 0.35-0.60 el cultiu
esta en fase de creixement exponencial i aturarem el cultiu.

Es refreda el creixement durant minim 15 minuts a 4°C. Un cop refredat es reparteix el
cultiu en tubs de 50 ml (també pre-refredats). A partir d’aquest punt, es realitza tot el
tractament a 4°C amb les solucions i el material pre-refredats a la nevera per millorar
la supervivéncia de les cel-lules.

Es centrifuga el cultiu a 1500 rpm durant 10 minuts a 4°C i es descarta el sobrenedant.
Es resuspen el precipitat obtingut en 25 ml de la solucié de CaCl, i es deixa en gel
durant 30 minuts.

Es centrifuga el cultiu a 1500 rpm durant 10 minuts a 4°C i es descarta el sobrenedant.
Es resuspén el precipitat bacteria en 10 ml de la solucié de CaCl,.

Es centrifuga el cultiu a 1500 rpm durant 10 minuts a 4°C i es descarta el sobrenedant.

256



MATERIAL | METODES

10.
11.

Es resuspén el pecipitat bacteria en 2 ml de solucié de de CaCl,.
S’ajunten tots els vials en un i s’afegeix la quantitat de glicerol adequada per tenir una

concentracio final del 20%.

12.

S’aliquota el més rapid possible en fraccions de 200-500 pl i es congelen

immediatament en nitrogen liquid. Es conserven a -80°C.

2.4 Transformacio de cél-lules competents per xoc térmic.

La transformacid és un procés que permet introduir plasmidis o productes de la barreja de

lligacio

en cél-lules compentents d’ Escherichia coli. El plasmidi es mantindra de forma

episomal i s’amplificara en les successives replicacions bacterianes. D’aquesta manera es
poden obtenir grans quantitats del DNA plasmidic clonat.

Materia

Cél-lules competents
Medi LB liquid

Plaques

Meétode
1.
2.

amb LB-agar amb I'antibiotic de seleccié

Es descongela en gel una aliquota de cél-lules competents
S’afegeixen uns 50 ng del plasmidi que es vol transformar (en cas que provingui d’'una
lligacio s’afegira 5 pl) en 100 ul de cél-lules competents i s’agita suaument.
Es realitza el xoc térmic: ® 20 minuts en gel

e 45 segons a 42°C (bloc sec)

e 2 minuts en gel
S’afegeixen 900 pl de medi LB sense antibiotic. Es deixa en agitacio durant 45 minuts a
37°C per permetre que les cél-lules es recuperin del xoc termic.
Es centrifuguen durant 2 minuts a 3000 rpm per baixar les cél-lules i decantem el
sobrenedant fins que quedin uns 50 pl.
Es resuspen el contingut de cel-lules amb el volum residual de LB i es plaguegen
plaques de LB-agar amb I'antibiotic de seleccié adient (previament atemperades). Es
cultiven de cap per avall durant tota la nit a 37°C .Aquelles cel-lules que hagin adquirit
el DNA plasmidic amb el gen de resisténcia corresponent podran créixer i generar
colonies, mentre que les no I’hagin incorporat moriran.

2.5 Preparacio d’estocs de glicerol

Es preparen estocs de glicerol per conservar els bacteris que han incorporat les construccions

plasmid

Materia

iques i, a partir d’ells, es podra amplificar el clon quan sigui necessari.

Cultiu bacteria transformat amb el plasmidi d’interés

Glicerol
Medi LB

Meétode

80% (v/v) esteril
liquid

Es prenen 810 pl de cultiu bacteria en fase de creixement exponencial en medi LB (durant 12-
16 h a 37°C en agitacid) i s’hi afegeixen 190 pl de glicerol 80% (el percentatge final de glicerol
és 15%). Agitar bé per inversié i guardar a -80°C.
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3. OBTENCIO | ANALISI DE DNA

3.1 Preparacio de DNA plasmidic a petita escala (Miniprep) i a gran escala (Maxiprep

i Megaprep)

La miniprep és un protocol d’extraccid del DNA plasmidic d’un cultiu bacteria. S’acostuma a
utilitzar després d’una lligacié per a comprovar, mitjancant digestié6 amb enzims de restriccio,
que s’ha obtingut el plasmidi d’interés. El metode més comu de miniprep consisteix en trencar
les cel-lules del cultiu mitjancant un xoc alcali. En aquestes condicions només el DNA circular,
com és el DNA plasmidic, queda en solucid i es pot separar del genomic. Existeixen nombrosos
kits que permeten fer aquest procés de manera rapida i facil. Per desenvolupar aquest tesi s’ha
usat tant el protocol classic d’extraccié com el kit Wizard®plus minipreps (Promega).

Material (pel protocol classic):

Cultiu bacteria transformat amb el plasmidi d’interés.

Glucosa 50 mM NaOHO0.2N | KAc3MpH5.5
Tris-HCl 25 mM pH 8.0 | SDS 1% (p/v)
EDTA 10 mM

RNAsa 100 pg/ml

Solucié de fenol-cloroform : 25 ml fenol — 24 ml cloroform — 1 ml isoamil-alcohol ; un cop
preparada cal afegir Tris 10 mM a sobre per evitar I'oxidacié del fenol-cloroform. Conservar-lo
a la foscor.

Preparacio del fenol:

1. Esfonen 250 g de fenol al bany maria (aproximadament a 55°C)
2. Afegir 30 ml de Tris-HCI 1M pH 7.5

3. Afegir 62.5 ml d’aigua

4. Afegir 300 mg 8-hidroxiquinoleina (és un antioxidant)

5. Agitar i guardar-ho tota la nit a 4°C

Solucié d’etanol 70%

Meétode (pel protocol classic)

1.

Passar a un eppendorf 1,5 ml de cultiu liquid (LB + antibiotic) crescut a 37°C durant la
nit

Centrifugar a 16.000 g durant 3 min a temperatura ambient per precipitar els bacteris.
Eliminem el sobrenedant.

Resuspendre el pellet amb 200 pl de solucié P1+RNAsa

Vortejar els eppendorfs i deixar-los durant 5 min a temperatura ambient i seguidament
5 min en gel

Afegir 400 pl de solucié P2 (preparada al moment). Es important barrejar bé per
inversio (4-6 vegades) i deixar-los en gel durant 5 minuts (és important que aquest pas
no superi els 5 minuts de durada)

Afegir 300 pl de solucié P3 freda. Es important barrejar bé i tot seguit es deixa reposar
un minim de 10 min en gel

Centrifugar a 16.000 g durant 7 min a temperatura ambient. Recuperem el
sobrenedant i el passem, el més net possible, a un altre eppendorf

Afegir, sota campana d’extraccid, 500 pl de solucié fenol-cloroform i vortejar bé, que
quedi ben mesclat

258



MATERIAL | METODES

9. Centrifugar a 16.000 g durant 2 minuts. Recuperem la fase superior (part aquosa) i la
passem, el més net possible, a un altre eppendorf

10. Afegir 0.7 V d’isopropanol i barrejar bé per inversio.

11. Centrifugar a 16.000 g durant 10 min. Descartem el sobrenedant per decantacid

12. Afegir 500 pl d’etanol 70% fred per tal de rentar el pellet

13. Centrifugar a 16.000 g durant 5 min. Descartem el sobrenedant per decantacié

14. Fem un pols de centrifuga per fer baixar I’etanol i amb una pipeta Pasteur n’eliminem
les restes

15. Assequem el pellet a temperatura ambient durant 5-10 min (en assecar-se esdevé
transparent)

16. Resuspendre el pellet en 50 - 100 pl d’aigua mQ

NOTA: Els passos 8 i 9 amb fenol-cloroform permeten desproteinitzar el DNA aprofitant les
propietats hidrofobiques de les proteines, que tenen afinitat pels dissolvents organics. Aquests
passos son prescindibles quan fem minipreps rutinaries de comprovacio de lligacio. Només
s’aconsellen per obtenir DNA molt net per a seqiienciacio.

La Maxiprep i la Megaprep permeten obtenir quantitats elevades de DNA per al seu Us en
experiments de transfeccid en cultiu cel-lular in vitro o per a la injeccié d’animals in vivo. Es
parteix d’un cultiu de 150-500 ml i s’utilitza el kit de maxi-prep (proporciona un rendiment de
fins a 500 ug de DNA plasmidic) o mega-prep (proporciona un rendiment de fins a 2 mg de
DNA plasmidic) segons les indicacions del Kit. S’han usat els kits comercials GenElute
Endotoxin-free Maxiprep plasmid Purification Kit (Sigma) o Nucleobond Endotoxin-free Plasmid
DNA Purification kit (Macherey-Nagel). S’han escollit aquests kits perqueé permeten I'obtencio
de DNA plasmidic lliure d’endotoxines. La presencia d’endotoxines en les preparacions
plasmidiques promou reaccions inflamatories in vivo que tenen com a resultat la inhibicié de
I’expressid del plasmidi.

Analisi del DNA obtingut
Per a la valoracié de la concentracid i la puresa del DNA plasmidic es mesuren les absorbancies
aX 260 nmi280 nm d’una dilucié 1/50 i es calcula la concentracié segons la formula:

[DNA] (ug/ul) = Aygo * 50 * factor de dilucid
La puresa s’estima segons la relacid Aso/Azzo. Una solucidé pura de DNA té una Ayso/Asg entre
1.8 i 2. Relacions inferiors sén indicatives de contaminacid per proteines o substancies
aromatiques (per exemple, fenol). Relacions superiors poden ser degudes a contaminacié per
RNA.

3.2 Manipulacié enzimatica del DNA

Les endonucleases de restriccié sén enzims purificats de bacteris o de fongs, que reconeixen
sequencies especifiques de DNA i en trenquen |'enlla¢ fosfodiester de manera que tallen la
cadena de DNA. L'activitat dels enzims de restriccié depén del pH, de la forca ionica i de la
temperatura de la reaccié. Cada enzim té unes condicions optimes de funcionament.

Normalment, la quantitat de DNA utilitzada en les digestions oscil-la entre 0.5 i 10 pg,
s’afegeixen de 1 a 10 unitats d’enzim per cada pg de DNA i es deixa digerir durant un periode
d’1 a 3 hores a 37°C. S’ha de tenir en compte que la quantitat d’enzim no pot superar mai el
10% del volum total de la reaccid, ja que els enzims de restriccid venen subministrats en una
dissolucié de glicerol al 50%, i una concentracié de glicerol al medi de reaccid superior al 5%
pot fer perdre I'especificitat de reconeixement i comprometre I'activitat enzimatica.
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3.3 Electroforesi de DNA en gels d’agarosa

Per a la separacié analitica o preparativa de fragments de DNA de mida superior a 100 pb les
mostres de DNA s’han sotmeés a electroforesi en gels d’agarosa en tampd TAE 1X. El
percentatge d’agarosa del gel (0.75 - 2%) dependra de la mida dels fragments de DNA que
volem visualitzar (a menor mida de fragment, major percentatge d’agarosa). Habitualment es
preparen els gels d’agarosa a |'1%.

Material

Agarosa

Bromur d’etidi 10 mg/ml

TAE 1X (preparat a partir d’'un estoc 50X)
Tampd de carrega

Tris 40 mM (200g/L) Glicerol 50% (vol/vol)
Acid acétic 20 mM (57.1 ml acétic glacial) EDTA 100 Mm
EDTA 1 mM (100 ml EDTA 0.5 M) SDS 1% (vol/vol)
S’autoclava Blau de bromofenol 0.1% (p/vol)

Xilen Cianol FF 0.1% (p/vol)

Metode

Per a la preparacio del gel cal dissoldre I'agarosa en TAE 1X aplicant calor (amb un microones).
Quan s’hagi atemperat s’afegeix una gota de BrEt per tenir concentracié final de 0.5 — 1 pg/ml.
Tot seguit s’aboca al suport del gel, s’hi posa una pinta per tal de formar pouets quan
solidifiqui I'agarosa. Un cop solidificada, es posa dins la cubeta d’electroforesi i es cobreix
totalment amb TAE 1X.

La mostra de DNA es prepara amb tampd de carrega 1X i es carrega als pouets del gel. EIl DNA
es sotmet a electroforesi a 90V durant 30-60 minuts, fins que el front (blau de bromofenol)
arriba al final del gel. La visualitzacié del DNA s’aconsegueix mitjancant la incorporacio al gel
del colorant fluorescent bromur d’etidi (0.5 ug/ml), que s’intercala entre les cadenes de DNA i
apareix com una banda de color taronja quan és sotmeés a il-luminacié ultraviolada. Aquesta
tecnica permet detectar quantitats de fins a 10ng de DNA.

3.4 Aillament i purificacié de fragments de DNA

Per a la purificacié de fragments de DNA en gels d’agarosa s’ha utilitzat el kit Quiaquick Gel
Extraction (Quiagen) basat en la dissolucié en un agent caotropic del fragment d’agarosa que
conté la banda desitjada. Aquestes condicions permeten una adsorcio selectiva del DNA a una
matriu de silice. EIl DNA posteriorment es renta i s’elueix en condicions de baixa forcga ionica,
normalment aigua. Es va seguir el protocol proporcionat pels subministradors.

3.5 Construccié de molécules hibrides de DNA: Lligacié

La lligacié permet insertar fragments de DNA en vectors plasmidics. Es parteix de fragments de
DNA digerits amb I'enzim o enzims de restriccié adequats per tal de tenir els mateixos extrems
cohesius o, quan no sigui possible, extrems roms. En els dos casos cal defosforilar els extrems
5’ del vector per evitar la seva recircularitzacio.

3.5.1 Producci6 d’extrems roms
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L’enzim T4 DNA polimerasa converteix els extrems protuberants 5’ i 3’ a extrems roms gracies
a la capacitat de sintesi de DNA 5’=>3’. A més, té activitat exonucleasa 3'>5’, pero no és 5'>3’
exonuleasa.

Material i metode
Barreja de reaccio :

4 pl de tampd de reaccié 5X

1 ug de DNA digerit

1 pl de dNTP 2 mM (la concentracié final sera 0.1 mM)

1 U de T4 DNA polimerasa (Fermentas)

Afegir aigua mQ fins arribar a un volum final de 20 ul
S’incuba la barreja durant 20 minuts a 11°C i s’atura la reaccié escalfant a 75°C durant 10
minuts. Es pot congelar el resultat a -20°C.
NOTA: Un excés de T4 DNA polimerasa o bé un temps d’incubacié massa llarg resulta en un
excés de DNA amb extrems tallats a causa de I'activitat exonucleasa 3’5’ de I'enzim.

3.5.2. Defosforilacio d’extrems 5’ del DNA

Per a la defosforilacio dels extrems 5’ del DNA s’usa la fosfatasa alcalina de vedella (CIAP), la
qual catalitza la hidrolisi de residus 5’-fosfats de DNA, RNA i ribo- i deoxiribonucleosids
trifosfats.

Material i metode
1-20 pmols d’extrems de DNA dissolts en un volum de 10-40 ul d’aigua mQ
5 ul de tampd de reaccié 10X (Fermentas)
1 U/ul de fosfatasa alcalina (CIAP de Fermentas)
Afegir aigua mQ fins arribar a un volum final de 50 pl

S’incuba la barreja de reaccié a 37°C durant 30 minuts. S’atura la reaccié escalfant a 85°C
durant 15 minuts. El resultat de la defosforilacio es pot conservar a -20°C.
NOTA: El tractament amb CIAP pot fer-se directament després de digerir el DNA amb els
enzims de restriccié sense passar per la purificacio.
Es recomana usar 0.05 unitats de CIAP per a defosforilar 1 pmol d’extrem de DNA, pero
s’acostuma a posar CIAP en excés, 2X o 3X.
Calcul dels pmols d’extrems:
* per a una molécula circular (plasmidi)
pmol extrems / ug DNA = (2 N * 10°) / (I * 649)
* per a una moleécula linial (insert)
pmol extrems / ug DNA = ( 2 (N+1) * 10°) / (I * 649)
on N és el nombre de dianes de restriccié per fragment i | és la longitud de la molécula en pb.

3.5.3 Lligacio

Un cop tenim els fragments de DNA purificats i els vectors defosforilats, es barregen a
diferents proporcions molars insert:vector (1:1, 1:3, 3:1) i es tracten amb la DNA lligasa de T4,
que catalitza la formacio d’enllagos fosfodiéster entre els extrems 3’OH i 5’P adjacents. També
s’usa la proporcidé 1:0 com a control de la Iligacid ja que permet tenir idea de si hi ha hagut
relligacié del vector.

Material i métode

Per a les lligacions s'utilitzen 50 ng de plasmidi i a partir de la formula presentada a
continuacié es pot saber quina és la proporcié de massa entre plasmidi i insert, de manera que
ens permet deduir els ng d’insert que calen.

Ninsert = (ngvector * pbinsert) / pbvector
Barreja de reaccio:
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50 ng plasmidi 50 ng plasmidi 50 ng plasmidi 150 ng plasmidi

X ng d’insert 3X ng d’insert X ng d’insert

1 ul de tampé 10X 1 pl de tampd 10X 1 pl de tampd 10X 1 ul de tampd 10X

1 ul T4 DNA lligasa 1 ul T4 DNA lligasa 1 ul T4 DNA lligasa 1 ul T4 DNA lligasa

Aigua fins a 10 pl Aigua fins a 10 pl Aigua fins a 10 pl Aigua fins a 10 pl

— Lareaccié s’incuba durant 1 hora a temperatura ambient, seguit d’'una incubacié a 4°C
durant la nit.

— El dia seglient, es procedeix a la transformacio de 5 pl de la barreja de lligacié en la
soca convenient de bacteris competents i es deixa créixer a 37°C durant tota la nit.

— El dia seglient, es comprova |'aparicié de colonies a la placa. Per verificar que els
bacteris han incorporat la construccid plasmidica correcta, s’inoculen en un mini-cultiu
de 3ml LB-liquid amb I'antibiotic de seleccid. Es deixa créixer a 37°C en agitacié durant
la nit.

— El dia seglient s’extreu el DNA plasmidic, es digereix amb enzims de restriccid i
s’analitza el patré de bandes obtingut en un gel d’agarosa. Es convenient guardar
estocs de glicerol dels clons positius, per poder amplificar el plasmidi d’interés a partir
d’ells.

3.6. Mutagenesi dirigida

La mutagenesi dirigida és una tecnica que utilitza la PCR (reaccidé en cadena de la polimerasa)
per introduir mutacions puntuals, insercions o delecions sobre seqliencies de DNA. Hem
utilitzat el QuickChange™ Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) per obtenir el cDNA de la
GKaasey. El canvi nucleotidic d’'una timina per una citosina a la posicid 1370 del cDNA de GK
produeix el canvi aminoacidic d’una valina per una alanina al codd 456 de la proteina GK.

Per a la mutageénesi dirigida cal tenir un vector de doble cadena (motllo) que tingui I'insert
d’interés i dos oligonucleotids (primers) que tinguin la mutacié desitjada. S’utilitza la técnica de
PCR i I'enzim Pfu DNA polimerasa que té més fidelitat de copia que la tradicional Tag DNA
polimerasa. Després dels cicles de temperatura, cal digerir el DNA no mutat (motllo)
mitjancant d’enzim Dpn | endonucleasa. Aquest enzim permet destruir el DNA metilat i
hemimetilat (seqléncia diana 5’-Gm6ATC-3’) provinent de soques d’E.coli i deixa intacte el
DNA no metilat generat en la PCR. El DNA mutat contindra un nick que haura de ser reparat en
les cel-lules Epicurian Coli’ XL1-Blue supercompetents.

3.6.1 Disseny d’oligonucleotids per a mutagenesi dirigida
Els oligonucleotids usats en aquest treball han estat sintetitzats per ARK Scientific (Ecogen) i
compleixen els seglients criteris suggerits pel kit de mutagénesi:
— Els dos oligos han de tenir la mutacidé i anellar-se a la mateixa seqliéncia pero en
cadenes oposades del plasmidi.
— Els oligos han de tenir una mida d’entre 25-45 pb i una Tm de > 78°C.
Tm =81.5+0.41 (% GC) — 675/N - % desaparellament
on N és la mida de I'oligo en bases
(% GC i % desaparellament sén nombres sencers)
— La mutacié ha d’estar al mig de I'oligo i amb 10-15 bases de seqliéncia correcta a cada
banda.
— Els oligos han de tenir un %GC del 40% i haurien d’acabar en una o més G o C.
— Convé que els oligos s’hagin purificat per cromatografia o PAGE i que estiguin en excés.

Oligonucleotids :
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3’'CTGGTCTCTGCGGcGGCCTGCAAGAAG'S

5’GACCAGAGACGCCgCCGGTGCAAGAACG?'.

3.6.2 PCR per a mutagenesi dirigida

S’ha seguit el protocol del Quick Change Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) per a la
introduccié de mutacions puntuals.

Barreja de reaccio:

r::\:l?:foex 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
dNTP’s 1 ul (25mM) 1 pl (25mM) 1pl(25mM) | 1 ul(25mM) 1 ul (25mM)
Oligo 5’ 125 ng 125 ng 125 ng 125 ng 125 ng
Oligo 3’ 125 ng 125 ng 125 ng 125 ng 125 ng
Pfu - 1pl (2.5U/ul) 1ul(2.50/pl) | 1ul (2.5 U0/pl) | 1pl (2.5 U/pl)
DNA 100 ng - 20 ng 50 ng 100 ng
Aigua mQ Fins a 50ul Fins a 50ul Fins a 50ul Fins a 50ul Fins a 50ul
Cicles de temperatura:
DESNATURALE,ITZACIO i
95 °C i 95 °C ELONGACIO é
1 min + 30 seg i
E 72 °C : 72 °C
! 11 min ! 10 min
55 °C
e min e
HIBRIDACIO
12 cicles

NOTA: El temps d’elongacié varia segons la longitud del DNA que s’ha d’amplificar. Es calcula
tenint en compte que I'amplificacié dura 2 minuts per cada Kb de DNA.

— El producte de PCR es digereix amb Dpn I. Per cada 10 ul de reaccid s’afegeix 1 pl
d’enzim Dpn | (10 U/ul). S’incuba a 37°C durant un minim d’1 hora.

— A continuacio es transformen 5 pl del resultat de la digestio en cél-lules Epicurian Coli
XL1-blue.

— El dia seglient es piquen les colonies d’interés i es fan créixer en un minicultiu d’LB
amb 'antibiotic de seleccid.

— El dia seglient es fa una miniprep per obtenir el plasmidi i es comprova si hi ha la
mutacié incorporada mitjancant seqlienciacié de DNA.
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3.7 Seqiienciacio de DNA

S’ha utilitzat una téncica de seqiienciaci6 de DNA basada en el meétode de Sanger (1978).
Aquest métode utilitza DNA de cadena senzilla, DNA polimerasa i barreja de desoxinucleotids
(dNTP) i didesoxinucleotids (ddNTP). Els ddNTP no tenen un dels grups hidroxil; per tant, es
podran incorporar a la cadena pero no permetran formar un enllag amb el seglient nucleotid
de manera que provocara una aturada en la polimeritzacié. La incorporacié de ddNTP es
donara a l'atzar i permetra obtenir una barreja de fragments de DNA de mida diferent, de
totes les mides possibles per a un DNA d’'una mida determinada. Els ddNTP poden estar
marcats per fluorescencia. En resoldre els fragments de DNA marcats en un gel es pot deduir la
sequencia nucleotidica.

Material:
ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, Perkin Elmer
Columnes de sefarosa G-50, Amersham Pharmacia

Speed-vac

Metode:

La reaccié de seqlienciacié es duu a terme seguint el protocol del kit ABI PRISM. Els nucleotids
marcats s’eliminen amb columnes de sefarosa G-50 i finalment s’asseca al speed-vac durant
uns vint minuts. Un cop assecada la mostra es porta a seqiienciar als serveis cientificotecnics
de la Universitat de Barcelona.

3.8 Purificacio de DNA

En els experiments in vivo s’ha injectat directament el plasmidi obtingut amb els kits GenElute
Endotoxin-free Maxiprep plasmid Purification Kit (Sigma) o Nucleobond Endotoxin-free Plasmid
DNA Purification kit (Macherey-Nagel). Ara bé, en alguns casos s’ha injectat el plasmidi
linealitzat perque s’ha demostrat que la linealitzacié millora la resisténcia del DNA a les
nucleases i, per tant, prolonga I'expressié del transgen. Un cop el plasmidi ha estat digerit amb
I’enzim o enzims de restriccid corresponents, cal purificar el DNA per eliminar-ne les proteines
i el tampd de digestié. S’han seguit dos protocols de purificacid que es basen en la precipitacié
del DNA.

3.8.1 Meétode d’extraccié organic amb fenol-cloroform

Aguest metode és classic, ara bé és més toxic perqué conté fenol. L'inconvenient és que no
sempre es recupera tot el DNA i cal anar amb molt de compte que no quedin restes de fenol ni
de cloroform.

Material

Isopropanol
Fenol-cloroform-isoamilalcohol (25:24:1)
Etanol 70%

Metode
1. Afegir 1V de fenol-cloroform-isoamilalcohol
2. Centrifugar durant 2 min a velocitat maxima (16.000 g), recuperar la fase superior en
un altre tub
Repetir els passos 12
Afegir 1V de cloroform
Centrifugar durant 2 min a velocitat maxima, recuperar la fase superior en un altre tub
Repetir el passos 4i 5
Afegir 0.7 V d’isopropanol

Noubkw
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8. Centrifugar durant 10 min a velocitat maxima i eliminar el sobrenedant

9. Resuspendre el sobrenendant en 1V d’etanol 70% (per tal de rentar el pellet)

10. Centrifugar durant 5 min a velocitat maxima i eliminar el sobrenedant

11. Assecar a I'speed-vac el temps necessari

12. Resuspendre en el volum desitjat d’aigua mQ durant el temps necessari (o/n a 4°C)

NOTA: Si inicialment partim d’un volum molt gran de digestio, podem fer un pas previ de
precipitacié del DNA abans de tractar-lo amb fenol-cloroform. En aquest cas afegiriem 0.7 V
d’isopropanol, ho centrifugariem druant 10 minuts a velocitat maxima i descartariem el
sobrenedant. Assecariem el pellet a I'speed-vac durant el temps necessari i rehidratariem amb
el volum desitjat d’aigua mQ (es recomana 700 pl si treballem en eppendorfs).

3.8.2 Métode d’extraccié inorganic per “salting-out”
Es tracta d’'un métode més rapid, facil i barat que permet obtenir DNA d’elevada qualitat.

Material

Solucié NaCl 5M
Fenol-cloroform-isoamilalcohol (25:24:1)
Etanol 70%

Metode
1. Afegir el volum de NaCl necessari per tenir una concentracié de 2M
Vortejar vigorosament durant 15 segons
Deixar el tub en gel durant 1 hora, 30 minuts al congelador i després en gel una estona
Centrifugar a velocitat maxima (16.000g) durant 30 min (si convé es pot transferir el
sobrenedant a un altre tub i recentrifugar-lo 15 min).
Recollir el sobrenedant
Afegir 0.7 V d’isopropanol (si el DNA esta molt diluit, en 1V d’isopropanol)
Barrejar bé per inversid
Centrifugar 15 min a velocitat maxima
Rentar el pellet amb etanol 70% (1volum)
10 Centrifugar a velocitat maxima durant 5 min
11. Assecar el pellet
12. Resuspendre’l en el volum desitjant d’aigua

PN

© 0N w;
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4. OBTENCIO | ANALISI DE RNA

La preparacio d’'RNA total s’ha realitzat a partir de teixit congelat immediatament després de la
seva extraccié en nitrogen liquid i posteriorment mantingut a -80°C. Durant la purificacid, la
manipulacié de 'RNA s’ha fet en fred (treballant sobre gel), amb material autoclavat i aigua
tractada amb DEPC (diethyl pyrocarbonate) per eliminar la possibilitat de degradacié per
RNAses.

S’afegeix un 0.1% (v/v) de DEPC a aigua bidestil-lada (mQ) i es manté 12 h a 37°C en un bany.
Posteriorment s’ha d’autoclavar.

Advertiments:

- Com que el DEPC es descompon amb facilitat, un cop encetat és aconsellable gastar d’un sol
cop tot el pot (5ml de DEPC en 5 litres d’aigua).

- Manipular el DEPC en una campana d’extraccié de gasos, ja que és perillds.

Per a I'extraccio de I'RNA total de muscul, es va homogeneitzar la mostra en un politré
Polytron PT3000 (Kinematica) aplicant-hi 2 polsos de 10 segons a 10.000 rpm en 1 ml de
Ultraspec (Biotex), seguint les indicacions del fabricant. Per altra banda, s’ha extret 'RNA del
teixit adipds i del fetge amb el RNAeasy mini Kit (Quiagen) que proporciona un RNA de gran
puresa tot i tenir un menor rendiment. En aquest cas, una pe¢a d'uns 10-20 mg es va
homogeneitzar en un Potter (Bayer) aplicant-hi 2 polsos de 10 segons a 1500 rpm en 600 pl de
tampo RLT, i es van seguir les indicacions del kit. Addicionalment es va realitzar un tractament
en columna amb DNAsa, seguint les indicacions del kit, per evitar possibles contaminacions
amb el DNA plasmidic que poguessin interferir en la quantificacié del mRNA.

4.1 Analisi del RNA obtingut

Per a la valoracid de la concentracié i la puresa del RNA es mesuren les absorbancies a A 260
nm i 280 nm d’una dilucié 1/50 i es calcula la concentracié segons la férmula:

[RNA] (pg/ul) = Aygo * 40 * factor de dilucié
La puresa de la preparacié de RNA es valora segons la relacid A,g/Ass0. Una solucié pura de
RNA té una Aye/Ass0 = 2. Relacions inferiors son indicatives de contaminacid per proteines o
substancies aromatiques (per exemple, fenol). Relacions superiors poden ser degudes a
degradacié del RNA.
Per altra banda, la integritat del RNA es comprova per electroforesi en un gel desnaturalitzant
d’agarosa a I’ 1 %. Si el RNA no presenta degradacid significativa, es poden diferenciar dues
bandes definides corresponents al RNA ribosomic 28S (4.8 Kb) i 18S (1.8 Kb)

4.1.1 Electroforesi de RNA en un gel de MOPS
Material

Agarosa

MOPS

Aigua DEPC

Formaldehid

Mostres RNA

Tampd de RNA amb BrEt

Tampd de carrega, LB 6X (60% glicerol, 60 mM EDTA)
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0.2 M MOPS (20.9 g) 129 ul MOPS 10X

50 mM Acetat Na (1.045 g) 226ul Formaldehid

5 mM EDTA (10 ml de EDTA 0.5 M) 645 ul Formamida

AjustarelpHa 7.4 9 pl Bromur d’etidi
Autoclavar Aigua mQ fins a 1.29 ml

Metode:
Es prepara un gel d’agarosa a I'1 % en MOPS 1X i també es preparen les mostres en tampd
amb BrEt.

0.5 g d’agarosa 2 ul RNA
36 ml aigua mQ 1.6 pl tampd de RNA amb BrEt
Escalfar-ho per dissoldre I’agarosa i atemperar 1.6 ul LB 6X
5 ml de MOPS 10X 4.8 pl aigua DEPC
9 ml de Formaldehid Volum final: 10 pl

S’escalfen les mostres durant 10 minuts a
65°C (per eliminar les estructures
secundaries). Es deixen atemperar en gel
durant 2 minuts.

Un cop preparats, es carrega la mostra de RNA als pouets del gel. Es sotmet a electroforesi a
90 V durant 30 minuts, fins que el front (blau de bromofenol) hagi corregut prou en el gel. La
visualitzacié del RNA s’aconsegueix mitjancant el colorant fluorescent bromur d’etidi el qual
apareix de color taronja en ésser sotmes a il-luminacio ultraviolada.

Alternativament, s’ha determinat la puresa i la quantitat de RNA a |'espectrofotometre
Nanodrop NP-1000.

4.2. Analisi dels nivells de mRNA per PCR quantitativa a temps real (qRT-PCR)

La gRT-PCR s’ha convertit en I'eina d’eleccid per a quantificar el RNA missatger d’'un gen
determinat gracies a la seva sensibilitat i dinamisme. El métode es basa en la deteccié de
fluorocroms lligats a les sondes simultania a 'amplificacid, superant aixi les limitacions dels
protocols de quantificacid basats en la reaccié6 de PCR a punt final. En aquest treball s’han
emprat sondes TagMan. les quals son oligonucleotids de 18-22 pb que estan marcats amb
fluorocroms en els seus dos extrems; normalment en 5 porten un fluorocrom reporter
(reportador) i en el seu 3’ porten un fluorocrom quencher (apagador). Aquestes sondes son
complementaries a una de les dues cadenes de DNA que es generen a la PCR i, quan els dos
fluorocroms que porta estan propers (de 3 a 30 bases), no emeten fluorescéncia ja que el
quencher apaga I'emissor. Pero durant I’elongacid del producte de PCR, la Tag-polimerasa amb
activitat 5’ exonucleasa hidrolitza la sonda; llavors els fluorocroms reporter i quencher ja no
son propers i es comenga a detectar la fluorescéncia emesa pel reporter.

Gracies a la fluorescencia es pot seguir la cinética exponencial de la reaccié de PCR, fins que
s’arriba a una saturacié del senyal al punt final de la reaccid. El nimero de copies del cDNA a la
reaccio determina l'inici de la fase exponencial, fet que és aprofitat per estimar el contingut de
mRNA de la mostra. Tot i que la técnica permet la quantificacid absoluta d’'un determinat
MRNA en termes de nimero de copies (si es fa servir una recta patrd), en la present tesi s’han
determinat els valors relatius al tractament control.
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Figura 85. Imatge del seguiment de la fluorescéncia al llarg dels cicles de la gRT-PCR.

Per a I'amplificacio dels mRNA calen dos passos: 1) en un pas previ, el mRNA es retrotransciru
a cDNA i 2) el cDNA s’amplifica en els successius cicles de PCR.

4.2.1 Obtencié de cDNA per retro-transcripcié del mRNA

S'utilitza el kit comercial Ready-To-Go You-Prime First-Strand Beads (Amersham Biosciences). A
partir de 2 ug de RNA (la quantitat recomanada és de I'ordre dels 100 ng — 5 pg de RNA total),
amb hexamers aleatoris com a encebadors i seguint el protocol del fabricant s’obté una
poblacié dels cDNAs corresponents al RNA total de la mostra.

4.2.2 PCR a temps real

Per a la quantificacié del mRNA d’interes, s’ha amplificat 50 ng de RNA retrotranscrit a cada
pou (la quantitat recomanada és de I'ordre dels 1-100 ng de RNA retrotranscrit), al qual s’ha
afegit la sonda TagMan d’interés i la soluci6 TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems; conté el tampd adequat, la polimerasa i els nucleotids). A part del gen d’intereés,
també cal quantificar un gen control per a normalitzar els resultats. En aquest treball s’ha usat
el gen de la B,-microglobulina (Ref. Mm00437762_m1 d’Applied Biosystems) com a
normalitzador, després d’haver comprovat que no varia en les condicions experimentals
emprades.

Per a I'avaluacid dels resultats s’ha emprat el metode de quantificacié del AACt. Abans d’usar-
lo, ha calgut comprovar que I'eficiéncia d’amplificacié del gen diana és semblant a la del gen de
referéncia (B,-microglobulina) tal i com s’indica en el User Bulletin #2 del ABI Prism 7700
Sequence Detection System.

NOTA: A I'hora de quantificar la Gck de rata (sonda TagMan ref. Rn00561265_m1 d’Applied
Biosystems) vam pujar la temperatura de melting fins a 65°C, ennloc dels 60°C estandard, per
tal d'afavorir l'astrigencia de la reaccid i minimitzar I'amplificacié del gen Gck endogen (ratoli).

4.2.3 PCR a temps real de mutiltiples gens

S’ha usat el sistema Tagman Low Density Array (Applied Biosystems) en un aparell ABI PRISM
HT7900 Real Time Sequence Detection System (Applied Biosystems) per analitzar els nivells de
mRNA de diversos gens alhora. El Tagman Low Density Array és una placa de 384 pous que
conté les sondes TagMan incorporades. Les plaques emprades en aquest estudi son d’'una
configuracié 24x8x2, la qual permet amplificar 24 mRNAs de 8 mostres individuals per duplicat.
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Chrebp Milxipl MmO00498811 m1
c-myc Myc MmO00487803_m1
Glucocinasa Gcek MmO00439129 m1
UCP 2 Ucp2 Mm00495907_m1
PFK2 Pfkfb3 Mm00504650_m1
Enzim malic Mod1 MmO00782380_s1
cMDH Mdh1 Mm00485106_m1
PGC-1la Ppargcla MmO00447183 m1l
HNF-4a Hnf5 MmO00433964 m1
PEPCK-C Pckl Mm00440636_m1
18S 4342379-18S | 4342379-18S
B-2-m B2m MmO00437762_m1l
GLUT-2 Slc2a2 Mm00446224 _m1
CPT1 Cptla MmO00550438 m1l
PPARS NULL Mm00803186_g1
PPARYy Pparg MmO00440945 m1l
FAS Fasn MMO00662319 m1l
SREBP1c Srebfl MmO00550338 m1
G6Pc Gb6pc MmO00839363 m1l
HmgCoA Sintasa Hmgcs2 MmO00550050 m1
Glutamina sintetasa | Glul MmO00725701_s1
PPARa Ppara MmO00440939_m1
LXRa Nr1h3 MmO00443454_m1
HNF3y Foxa3 Mm00484714:m1
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TECNIQUES DE CULTIU CEL-LULAR | EXPERIMENTS IN
VITRO

1. Linies cel-lulars

En els experiments in vitro es va fer servir la linia cel-lular d’hepatoma huma Huh7, la qual és
altament glucolitica com la majoria de les linies tumorals. Les cél-lules Huh7 sén permissives a
la transfeccié amb vectors cationics i/o lipidics, fet que les converteix en una eina molt Gtil per
a estudis de transferéncia génica.

Medi de cultiu: DMEM (Dulbecco’s Modified Medium Glutamax, de Biological Industries),
suplementat amb 10% sérum fetal bovi (FBS, Biological Industries), 2mM glutamina, 100 U/ml
penicil-lina i 100 pg/ml estreptomicina.

Condicions de creixement:

37°C en atmosfera al 5% CO,.

Cal canviar el medi cada 2-3 dies

Quan arriben a 100% de confluéncia, cal tripsinitzar-les i passar-les a una dilucié 1:5 - 1:10.

Criopreservacio del cél-lules
Les cel-lules destinades a la criopreservacié es cultiven en plaques de 10 cm fins assolir una
confluencia del 80-100%.

- S’aspira el medi de les plaques i es renten amb PBS estéril 1X.

- S’hi afegeix tripsina per tal de desenganxar les cel-lules del plat. Es deixa actuar la
tripsina durant un parell de minuts a 37 °C i, si les cél-lules no es desenganxen, es pot
colpejar suaument la placa pel cantell. S’atura I'accié de la tripsina mitjancant I'addicio
de 1-2 ml de medi complet, i es pipeteja per acabar de desenganxar les cel-lules i
trencar els possibles grumolls que s’hagin format.

- Es recullen les cél-lules en un tub de tipus Falcon esteril i s’hi afegeix PBS 1X fins al
volum final del Falcon per tal de diluir la tripsina.

- Escentrifuga el tub a 300 x g durant 5 minuts i descartem el sobrenedant.

- Es resuspen el pellet de cel-lules amb medi de criopreservacio (es tracta del medi de
manteniment complet suplementat amb FBS a una concentracid final del 20% (v/v) i
DMSO 10% (v/v). Cal seguir un ordre en la resuspensioé: primer s’afegeix el sérum i
després s’afegeix gota a gota el medi + DMSO (s’afegeix gota a gota perqué el DMSO
és toxic).

- S’aliquota 1 ml a cada vial de preservacio.

- Es refreden les cél-lules amb un gradient aproximat d’1°C/min fins assolir -80°C.
Finalment, es transfereixen els tubs de cél-lules al criopreservador de nitrogen liquid.

Descongelacié de cél-lules
Per tal de minimitzar I'estres, les cel-lules s’han de descongelar rapidament, perd sense
comprometre |'esterilitat del procediment. Si les cel-lules no provenen de I’ATCC o alguna altra
institucid de reconegut prestigi, cal incubar-les en un incubador de quarantena fins que se
sotmetin a I'assaig de deteccié de micoplasmes.
- Previ a la descongelacio, es preparen les plaques de cultiu de 10 cm de diametre amb
10 ml de medi complet escalfat a 37°C.
- Es submergeix i s’agita el vial de criopreservacié que conté les cél-lules que es volen
descongelar en el bany d’aigua a 37 °C fins que el contingut es descongeli parcialment.
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Es submergeix el vial en etanol al 70 % (vol/vol) durant 30 s, i es deixa assecar durant
30 s més a l'interior de la cabina de flux laminar.

S’aboca el contingut del vial a la placa de cultiu amb medi que teniem preparada,
encara que no estigui totalment descongelat. S’agita suaument per tal de disseminar
les cel-lules per tota la placa de cultiu i es posa a I'incubador. (Alternativament podeu
diluir el contingut del vial de criopreservacié amb 10 ml de medi de cultiu, centrifugar-
ho a 200 x g durant 5 min a temperatura ambient, aspirar i descartar el sobrenedant,
dispersar el sediment cel-lular amb medi de cultiu i transferir-ho a una placa de cultiu.
D’aquesta manera es redueix el temps d’exposicio de les cel-lules al DMSO, pero se
sotmeten a 'estrés de la centrifugacio.)

Es van observant les cel-lules a intervals d’1h amb el microscopi.

Quan la major part de les cél-lules s’hagin adherit, o al cap de 8 h (en casos
excepcionals es pot esperar 24 h), aspireu el medi de les plaques i addicioneu el medi
de cultiu corresponent a les cél-lules .Aquest canvi de medi es duu a terme per
eliminar el DMSO provenint del medi de criopreservacié que hi ha al medi de cultiu,
perque pot ser toxic per les cél-lules si el temps d’exposicié és llarg, malgrat que la
concentracié final només és 1 % (vol/vol).

2. Transfeccions

2.1 PEI

Les transfeccions rutinaries es realitzen amb PEIl lineal 25 KDa (Aldrich, Cat#40.872-7).
En el moment de la transfeccio les cél-lules han d’estar en un 60% de confluéncia.

1.

Preparacié del medi de transfeccio:
e Calen 25 pl de NaCl per cada pug de DNA
e Calen 5 pl de PEI per cada pug de DNA

Orientativament, per un plat de 10 cm es necessiten 15 pug de DNA i 75 pl de PEI.
Es procedeix a la mescla:
e Tub A : Diluir el DNA en el volum adequat de NaCl 150 mM i es vorteja suaument
e Tub B: Diluir el PElI 5.47 mM en el volum adequat de NaCl 150 mM i es vorteja
suaument.
S’afegeix el contingut del tub B sobre el tub A i vortejar immediatament. Es molt
important no invertir I'ordre i ser el més sistematic possible en el procediment, per
evitar variabilitat inter-experimental, ja que la mida i eficiencia dels complexos resultants
dependra molt de les condicions d’agitacid i incubacié posteriors.
S’incuba la barreja durant 10 minuts a temperatura ambient.
Fer dos rentats de les cél-lules amb OPTI-MEM (GIBCO-BRL) per tal d’eliminar el séerum,
el qual pot interferir en el procés de transfeccié (cal tenir en compte que el medi OPTI-
MEM no conté serum, ja que el serum pot interferir en la transfeccid).
Posar el volum adequat d’OPTI-MEM al plat per tal que el volum de transfeccid sigui la
meitat del volum habitual de manteniment.
Afegir la mescla de DNA/NaCl + PEI/NaCl a cada placa i agitar suaument la placa per tal
gue la mescla es reparteixi homogéeniament per tota la placa.
Incubar més o menys 4 hores (no més de 4 hores i mitja perqué si no la viabilitat de les
cél-lules disminueix molt)
Un cop passat aquest temps, hi ha dues opcions :
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- retirar el medi de transfeccid i afegir el volum de manteniment de DMEM (el qual
conté serum) i deixar les plaques 48 hores a I'incubador.

- afegir directament el volum habitual de manteniment de de DMEM, després de 24 h
d’incubacié canviar el medi i esperar 24 h més.

2.2 Lipofectina (Invitrogen)

S’han seguit les instruccions del fabricant. Breument, s’han sembrat les cél-lules per a que
estiguin a un 40-60% de confluencia al moment de la transfeccié. Les quantitats de DNA i de
lipofectina s’han ajustat per al tipus cel-lular; per a les cél-lules HuH7 s’ha treballat amb la
relacié seglient: per cada ug de DNA, 4 ul de lipofectina. Les barreges de transfeccié s’han
realitzat en medi OPTI-MEM (Gibco BRL). Les cél-lules han estat incubades amb la barreja de
reaccio durant 16 h a 37°C en un incubador de CO,; a continuacié s’ha canviat el medi per medi
de manteniment amb serum i I’analisi s’ha realitzat a les 48 h post-transfeccio.

3. Aillament i cultiu primari
d’hepatocits de rata

Aillament

S’han utilitzat rates Sprague-Dawley mascles de pesos compresos entre els 150-250 g. Els
animals s’alimenten amb lliure accés al menjar (dieta comu, Panlab tipus: 04) i a I'aigua. Les
rates son sacrificades entre les 8 i les 11 h del mati.

Els hepatocits es varen aillar seguint el metode inicialment descrit per Berry i Friend (1969),
modificat posteriorment per Seglen (1973) i per Bartrons (1983). Aquest métode es basa en la
perfusid recirculant d’una solucié de col-lagenasa que disgrega el teixit. A continuacid es
descriu el procés seguit:

1. Preparacié del sistema: els medis de pre-perfusié i perfusid es mantenen atemperats
en un bany calefactor de manera que la temperatura del medi en sortir de la canula
sigui d’aproximadament 36-37°C (en el nostre sistema experimental s’aconsegueix
aquesta temperatura d’entrada posant el bany a 42°C). Aquests medis es fan circular
per tubs translucids de silicona mitjangant una bomba peristaltica a una velocitat de
40-45 ml/min cap al serpenti termostatitzador situat a l'interior del bany; finalment el
medi passa a través d’una columna d’oxigenacid i entrara a I'animal a través d’una
canula a la vena porta (a continuacio es descriu el procés de canulacio).

2. Preparacid de I'animal: s’anestesia la rata via injeccid intraperitoneal de ketamina-
xilacina a una dosi de ketamina de 60 mg/Kg de pes corporal (Imalgene 1000 0.2 ml /

200g) i xilacina 6 mg/Kg. Un cop anestesiada, s’injecten 0.2 ml de solucié d’heparina al
5% a la vena del penis. Es col-loca sobre la taula d’operacions i es ruixa 'abdomen
amb etanol 70% per tal d’evitar possibles infeccions. Es retira la pell de 'abdomen, es
desinfecta la zona amb una solucié iodada i es realitza una laparotomia. Es important
retirar tanta pell com sigui possible, sense malmetre el diafragma, per facilitar la
manipulacié i evitar possibles contaminacions a I'hora de cultivar els hepatocits a
posteriori. A continuacid, es prepara una lligadura (amb fil de sutura 2.0) a la vena
porta (a) i una a la vena cava inferior a I’altura dels ronyons(e) (Figura 86).
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Figura 86. Esquema de la perfusio del fetge. (a) Canula d'entrada al fetge (situada a la vena porta), (b)
vena cava inferior seccionada, (c) canula de sortida del fetge (localitzada a la vena cava superior), (d)
auricula dreta, (e) lligadura de la vena cava inferior, (f) cor, (g) canula de sortida del fetge, (h) lligadura
de la vena cava superior, (i) ronyd, (j) cavitat abdominal, (k) fetge.

3. Sinicia la circulacié del medi de pre-perfusid pel circuit i es procedeix a la canulacid.

Hank’s BSS (Sigma) 9.5 g/L
HEPES 2.38 g/L
EGTA0.19 g/L
NaHCO; 0.35 g/L
S’ajusta a pH 7 amb NaOH, es filtra per
esterilitzar-la i s’emmagatzema a 4°C.

Hank’s BSS (Sigma) 9.5 g/L
HEPES 2.38 g/L
CaCl,0.54 g/L
NaHCO; 0.35 g/L
S’ajusta a pH 7.3 amb NaOH, es filtra per
esterilitzar-la i s’emmagatzema a 4°C.

a. Per a facilitar la canulacid es realitza una petita incisié a la vena porta amb
unes tisores petites, de punta fina i recta. Rapidament, es canula la vena porta
amb una canula tipus Londwel de teflé de (Abbocath-T-16G x 51 mm-Abbott) i
es tanca fent un doble nus amb forga. Per a una perfusié optima de tots els
Iobuls hepatics és important no introduir la canula massa a prop del fetge. Si
I'extrem de la canula esta massa proper al fetge, només alguns lobuls es

perfondran correctament.

b. Sila canulacidé ha estat correcta, el fetge es comenca a inflar. Immediatament
(si el fetge s’infla massa o durant massa estona, provocarem dany i la viabilitat
dels hepatocits no sera adequada), es talla la vena cava inferior (just per sota
dels ronyons), per a permetre la sortida del flux.

c. A continuacié s’obre la caixa toracica i es canula la vena cava superior a través
d’una incisio feta a I'auricula dreta (aquesta canula és del mateix tipus i mida
que la utilitzada anteriorment per la vena porta) i es fixa la canula mitjangant

fil de sutura.

d. Finalment es lliga la vena cava inferior amb el fil de sutura. D’aquesta manera
s‘aconsegueix tenir un circuit tancat: el medi entra per la vena porta i surt per

la vena cava superior.

e. Es fa circular el medi de pre-perfusio fins que el fetge estigui net de sang i el
medi que surti per la via de sortida sigui transparent. Veurem que tot el fetge
perd el seu color vermellds i agafa un to més groguenc.
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4. Es el moment de fer el canvi de la solucié de pre-perfusié a la solucié de perfusié a la

qual s’haura addicionat Liberase Blendzyme (Roche) just abans de la perfusid. Liberase
Blendzyme és una barreja de col-lagenasa i proteases neutrals que aporten una
digestio suau i homogenia per a la dissociacié dels teixits. Normalment es dissolen 35
mg de Liberase Blendzyme (0.23U/mg) en 100 ml de solucié de perfusié
(aproximadament 0.08U/ml). El temps de perfusid sol ser al voltant dels 12-15 min,
pero pot variar segons l'activitat de la barreja Liberase Blendzyme i haurem d’aplicar
el nostre criteri. En general, s’atura la perfusié quan es veu que el fetge té un aspecte
distes i groguenc, i les puntes dels lobuls agafen forma arrodonida. Un altre indicador
de bona disgregacié és quan, en tocar el lobul hepatic amb unes pinces, queda una
marca i el teixit apartat triga en recuperar la posicié original.

. S’extreu el fetge curosament, es posa sobre d’una placa de petri sobre gel i s’extreu la

capsula de Wilson. Es disposa el fetge sobre una doble gasa col-locada sobre un
embut i es dispersa tirant-hi, amb una pipeta, uns 35-50 ml de MEM-Eagle sense Ca™"
(Biological Industries) pre-refredat en gel. Es recull I'eluit en un tub de plastic estéril
tipus Falcon de 50 ml submergit en gel.

. Es centrifuga a 50 g durant 3 minuts a 4°C i es descarta el sobrenedant. Es resuspen en

35 ml de MEM sense Ca™ i es repeteix el procés tres vegades.

. Després de I'tltim rentat, es resuspen el sediment d’hepatocits en 20 ml de MEM-

Eagle amb Ca"™ (Biological Industries) suplementat amb un 10% de FBS (Fetal Bovine
Serum).

. Finalment, cal comprovar la viabilitat mitjancant la tincié amb blau de tripa: es fa una

dilucié 1:1 entre I'estoc de blau de tripa 0.4% en NaCl i els hepatocits, i s’observa
immediatament al microscopi. Habitualment, la viabilitat obtinguda seguint aquest
protocol oscil-la el 90%.

. Es realitza el comptatge d’hepatocits en suspensido en una cambra de Neubauer, per

poder-los sembrar a una placa de cultiu a una confluencia determinada. (100.000-
150.000 cell/cm?).

Cultiu primari d’hepatocits de rata
Els hepatocits es cultiven en plaques de cultiu de poliestire TPP (Trasadingen, Suissa)
revestides amb col-lagen (5 pg / cm?), per tal que tinguin una matriu on adherir-se.

Preparacio de plats col-lagenats:

Es preparen en una cabina de flux laminar per tal de preservar I'esterilitat.

Es parteix d’una solucié concentrada comercial de col-lagen de cua de rata 100 mg / 27
ml (Upstate) . Es dilueix amb acid acétic 0.02 N filtrat (dilucié 1/10 o 1/20 en funcié del
tipus de plats que usarem). Posem la quantitat de solucié de col-lagen necessaria a
cada plat per tal d’obtenir 5 pg de col-lagen / cm? de plat, tal i com s’indica a la taula
seglent:

10 cm de diametre 55 cm?® 275 ug 743 ul

6 cm de diametre 28.3 cm? 141.5 pg 382 ul

3 cm de diametre 7.1 cm? 35.5 ug 96 ul

de 6 pous 9.6 cm? (per pou) 48 ug 130 pl (per pou)

de 12 pous 3.46 cm? (per pou) 17.3 ug 96 ul (per pou)
de 24 pous 2.4 cm? (per pou) 12 ug 60 ul (per pou)
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Perque tota la superficie del pou quedi ben col-lagenada ens ajudarem d’un rasclet de
goma esteril (Scrapper) ifo en el cas de plagues multipou colpejarem la placa
lateralment.

Un cop estigui tota la superficie de la placa empapada de la solucié col-lagen-acetic
deixarem assecar les plaques a la cabina de flux laminar fins que s’evapori i s’assequi el
col-lagen en la superficie del pou. EIl més aconsellable és realitzar el procediment a
ultima hora de la tarda i deixar les plagues tota la nit a la cabina, pero sense llum UV,
perque degrada el col-lagen.

Un cop seques, s’emboliquen les plagues revestides amb col-lagen amb paper
d’alumini i es conserven a temperatura ambient.

Preparacio de plats gelatinats:

S’han emprat plats de 24 pous als quals s’ha introduit un cubreobjectes de vidre (0.17 mm de
gruix, i 10-13 mm de diametre) esterils (autoclavats). Serveixen per realitzar estudis
d’immunocitoquimica. Es preparen en una cabina de flux laminar per tal de preservar
I'esterilitat.

Es parteix d’una solucié esteéril de gelatina al 0,1%.

Es cobreixen els pous amb una solucié de gelatina al 0,1%.

S’introdueixen els plats a la nevera o a la cambra freda durant 2 hores per tal que la
gelatina es solidifiqui.

Es realitzen 2 rentats amb aigua esteril.

Es deixen assecar a la cabina de flux laminar.

Un cop secs, s’emboliquen amb paper d’alumini i es conserven a la nevera.

Sembrat i transfeccié d’hepatocits

Els hepatocits aillats es van sembrar a una confluéncia de 100.000-150.000 cell/cm?® en
medi MEM-EAGLE amb Ca"™* suplementat amb 10% FBS (Fetal Bovine Serum) i 10 nM
de dexametasona. El serum proporciona la fibronectina necessaria per a I'adhesié
cel-lular en placa.

S’incuben a 379C, a 5% CO, durant unes 3-4 hores, temps que triguen en adherir-se a
la placa.

Es van transfectar amb els vectors pC/GFP, pC/GK i pC/GKassev Seguint el protocol de
transfeccié amb lipofectina lleugerament modificat. S’ha usat una relacié 1:5 pel que
fa a pug de DNA i pl de lipofectina. En aquest cas les barreges de transfeccié s’han
realitzat en medi HepatoZYME-SFM (GIBCO). Les cel-lules han estat incubades amb la
barreja de reaccié durant la nit a 37°C en un incubador de 5% de CO.,.

Es canvia el medi per medi de manteniment: MEM-EAGLE amb a™ (Biological
Industries), suplementat amb dexametasona 10 nM.

Addicié de medis condicionats per facilitar o evitar la preséncia de la GK al nucli

El mati seglient, es renova el medi i s'hi afegeix el medi d'assaig: MEM-EAGLE amb
Ca™, que conté una concentracié de glucosa 5 mM (Biological Industries) que ha estat
suplementat tal i com s’indica a continuacioé.

100 U/ml penicil-lina 100 U/ml penicil-lina
100 pg/ml estreptomicina 100 pg/ml estreptomicina
Dexametasona 10 nM Dexametasona 10 nM

Glucosa 25 mM
Sorbitol 200 uM

Passats 30 minuts, es recullen els hepatocits per a I'analisi. Els hepatocits plantats en
plats gelatinats seran fixats i processats per a immunocitoquimica; mentre que es
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realitzara una separacié nuclear i citosolica dels hepatocits plantats en el plats
col-lagenats.

MODELS ANIMALS | EXPERIMENTS IN VIVO

Models animals

Els animals utilitzats per a la realitzacié de la majoria dels experiments que apareixen en el
present treball han estat adquirits a Harlan Interfarma IBERICA. Un cop a |'estabulari del
Campus de Bellvitge de la Universitat de Barcelona, els animals han estat estabulats seguint un
cicle de 12 hores de llum-foscor a una temperatura constant de 22°C i alimentats amb una
dieta estandard murina (Harlan Global Diet 2014), amb accés lliure al menjar i I'aigua excepte
que el protocol experimental requeris dejuni. Tots els protocols aplicats han estat previament
aprovats pel Comité Etic d’Experimentacié Animal (CEEA) de la Universitat de Barcelona.

Concretament, s’han emprat:
e Mascles de ratoli (Mus musculus) soca ICR (CD1), de 4-5 setmanes d’edat.
e Mascles de ratoli (Mus musculus) soca Balb/c, de 5 setmanes d’edat.

e Mascles de rata (Ratus norvegicus) soca Sprague-Dawley de 150-250 mg de pes.

Model de diabetis de tipus 1: induccid de diabetis experimental mitjangant
estreptozotocina

L’estreptozotocina (STZ) és una molecula constituida per N-metil-N-nitrosurea unida al C-2 de
la D-glucosa. Es un toxic que actua i destrueix la cél-lula beta pancreatica productora
d’insulina. Per a la induccié de la diabetis experimental, ratolins de la soca ICR (CD1) d’entre 20
i 25 g de pes van ser administrats amb una Unica injeccid intraperitoneal de STZ a una dosi de
200 mg/Kg de pes corporal, alimentats ad libitum. La STZ es dissol immediatament abans de la
seva administracié en una solucié de tampd citric: citrat sodic 100 mM pH 4.5, ja que la STZ és
extremadament labil (es degrada en 15-20 minuts un cop resuspesa en el tampd). Un cop
realitzada la injecci6 de STZ, els animals es deixen en les condicions de manteniment
estandard. Una setmana després, es verifica la induccié de la diabetis mesurant la glicemia
després de 8 hores de dejuni (comencgant entre les 8 i les 9 del mati). Només es van considerar
diabétics i aptes per a I'estudi aquells ratolins que presenten glicémies de > 350 mg/dl en deju.

En el cas de les rates, es va aplicar el mateix protocol i la mateixa dosi d’administracio de STZ.

Transferéncia genica hidrodinamica

La técnica d’injeccid hidrodinamica és un metode fisic que aconsegueix una transferéncia
genica preferentment al fetge amb una eficiéncia de fins al 40% tal i com previament ha estat
descrit [339, 367]. La injeccid hidrodinamica s’ha realitzat, basicament, seguint el procediment
descrit per Liu et al. [339], tal i com es detalla a continuacio:

1. Per a una eficiencia optima és recomanable injectar animals d’entre 20 i 23 g de pes.
Els micrograms desitjats de vector plasmidic es resuspenen en un 10% de solucié salina
apirogena en una xeringa de 2.5 ml. Concretament, hem utilitzat solucié de Ringer-
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lactat (Grifols). Es extremadament important utilitzar un DNA d’alta puresa i lliure
d’endotoxines, per evitar al maxim la necrosi hepatica deguda a LPS.

2. S’'immobilitza I'animal per facilitar la injeccid. No cal anestésia. Per a dilatar les venes i
facilitar la injeccio, es submergeix la cua del ratoli en aigua atemperada (40-45°C)
durant uns segons.

3. Es realitza la injeccié de la totalitat de la solucio salina que conté el plasmidi en una de
les venes caudals laterals emprant una agulla 27G (BD Microfine™). Per obtenir una
bona eficiencia de transfeccid del fetge, és extremadament important que la injeccid
de la solucid salina sigui feta de forma ininterrompuda i en un periode de menys de 10
segons (normalment, uns 7 segons).

Mesura de la glicemia

La glicemia dels ratolins es controla regularment durant |'experiment mitjancant un
glucometre Glucocard Memory 2 (Menarini). Es realitza una petita incisié a I'extrem de la cua
del ratoli per extreure una gota de sang, la qual s’aplica a la tira reactiva del glucometre.
Aquest aparell ens permet obtenir el valor de glicemia en pocs segons.

Dejuni

En els protocols experimentals que requerien dejuni, es retira el pinso de les gabies al voltant
de les 9 del mati, ja que just ha acabat el periode de foscor durant el qual els animals han estat
menjant lliurement. En els ratolins amb diabetis experimental induida per STZ, es va aplicar un
dejuni curt, maxim de 8 hores, per evitar hipoglicemies ja que, degut a la manca d’insulina,
aquests animals no tenen reservoris de glicogen.

Test de tolerancia intraperitonial a la glucosa

Aquest test té la finalitat de comprovar si els animals sén capacos de metabolitzar una
sobrecarrega de glucosa. Un animal sa és capag¢ de tornar als nivells basals de glucosa
circulants en dues hores. En canvi, un animal diabétic encara presenta nivells elevats de
glicémia passades les dues hores. Es segueix el procés detallat a continuacié:
1. En el moment del test, els animals han d’estar en dejuni (16-18h) per evitar
interferencies degudes a glicogenolisi.
2. Esrealitza una lectura prévia dels nivells de glucosa circulants (temps 0).
3. S’injecta intraperitonealment 1.5 g/Kg de glucosa dissolta en sali fisiologic.
4. A partir d’'aquest moment es fan extraccions de sang seriades amb un interval de 30
minuts durant 2 hores. En cada punt, s’extreu una gota de sang de la vena de la cua i
se’n mesura la concentracié de glucosa (temps 30, 60, 90, 120).

Gabies metaboliques

Per analitzar les funcions fisiologiques basiques (ingesta, orina, defecacid), els ratolins Balb/c
van ser estabulats individualment en gabies metaboliques amb lliure accés a la beguda i el
menjar, durant un periode de 24 hores, 18 dies després de la injeccié hidrodinamica. Es
qguantifica el menjar i I'aigua consumits, i també la femta i orina produides. També es realitza
un control del pes a l'inici i al final de I'estada en gabies metaboliques. Passat aquest periode
els ratolins van ésser retornats a les seves gabies.
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Experiment de radioactivitat

En el cas del model de ratolins amb diabetis tipus 1 induida per estreptozotozina, es va veure
necessari avaluar els nivells de captacid de glucosa en diferents teixits dels animals transfectats
amb pGK i pGKpagsey. L'estudi es va realitzar 48 hores post-injeccidé i després de 5 hores de
dejuni. Per tal d’afectar el minim possible els nivells de glicemia dels animals, es va introduir
via intraperitoneal una solucié de glucosa amb glucosa marcada radioactivament (U-**C-
glucosa, Amersham) a una dosi per ratoli de 0.2 mg glucosa i 10 pCi de U-"*C-glucosa. Passats
30 minuts, es van sacrificar els animals per dislocacid cervical i es van extreure mostres de
sang, fetge, muscul i cervell (el teixit adipés no va poder ésser mesurat, perque esta molt
reduit en aquest model de diabetis). Es va escollir un temps tan curt per evitar la
metabolitzacié de la glucosa marcada. (Per aquest tipus d’assaig normalment es fa servir 2-
deoxiglucosa marcada, la qual no pot ésser metabolitzada). El protocol de manipulacié de
mostres es detalla a continuacié:

Obtencié de mostres

Un cop sacrificat I'animal, en primer lloc s’extreu la sang via puncié a la vena cava. Es pesa la
quantitat de sang obtinguda (s’anota el pes) i es recull en vials de centelleig que contenen una
solucié comercial preservadora de la radioactivitat anomenada Solvable (Perkin Elmer).

A continuacid s’extreu un tros de fetge, de muscul (Soleus) i de cervell. Els teixits es renten una
mica amb solucid salina, s’assequen lleugerament, es pesen (s’anota el pes) i es recullen en
vials de centelleig que contenen 1 ml de Solvable. S’aconsella que les peces de teixit recollides
tinguin d’aquest ordre:

- fetge: 50-100 mg

- teixit adipds: 50-150 mg
- muscul: 50-200 mg

- cervell: 50-150 mg

Tractament de les mostres
S’escalfen tots els vials a 50-60°C en un bany (NOTA: és important que els tubs tinguin el tap
foradat per tal que no explotin al bany). El temps depen del tipus de teixit. S’aconsella:
muscul: 2 - 3% hores

- fetge, cervell, teixit adipds: 1 - 2 hores

-sang: 1h
A continuacié es clarifiquen les mostres que tinguin coloracié per tal d’evitar interferencies en
la mesura. La clarificacio es realitza al mateix vial de centelleig i se segueix el protocol indicat a
la taula seglient, segons el tipus de mostra:

SANG muscul / TAB fetge / brain
Color (after solubilization) | marré / verd Clar Groguenc
EDTA-Na, 0,1M 0,05 ml - -
H,0, 30% | 0,05 ml i agitar 0,1 mli agitar
0,05 ml i agitar - 0,1 mli agitar
0,05 ml i agitar - -
Incubacio a temperatura ambient | 15 - 30 min - 15-30 min
Incubacié a 50-60 ° C 1h - 30 min
refredar| atemperar atemperar atemperar

Comptatge de cpm al comptador de centelleig

S’afegeixen 10 ml de liquid de centelleig (Ecoscint H) a cada vial de centelleig i es deixa
incubant durant 1 h a temperatura ambient. A continuacid s’ha realitzat el comptatge en un
comptador beta Wallac 1409-001 seguint el programa per *C. Els resultats s’han expressat
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com el percentatge de senyal radioactiu en cada teixit respecte el total, corregit pel pes de
I'animal.
Finalment cal realitzar la descontaminacié dels residus radioactius.

Anestésia, eutanasia i presa de mostres

Per a I'anesteésia, tant pels ratolins ICR (CD1) com pels Balb/c, es fa servir una combinacié
d’anestesic (ketamina) i analgesic (xilacina) administrada intraperitonealment. Les dosis
administrades es recullen a la seglient taula:

Ketamina Imalgene 1000 | Merial Laboratorio | 150 mg/Kg
Xilacina Xilagesic 2% Laboratorios Calier | 3 mg/Kg

En el punt final de I'experiment I'animal és sacrificat per intoxicaci6 amb CO, o bé anestesiat
amb Ketamina-Xilacina. Seguidament, es realitza una laparatomia i es procedeix a la recollida
de mostres en I'ordre seglient:

1. Obtencié de serum de ratoli: es recull amb una xeringa via puncid cardiaca o bé a
través de la vena cava inferior. ( Important: per minimitzar I’hemolisi hem d’evitar fer
massa pressié en I'extraccid i, per altra banda, cal treure I'agulla abans d’abocar la
sang al tub de recollida). El serum s’obté després de deixar coagular la sang durant 60
min a temperatura ambient. El coagul es separa mitjangant centrifugacié a 2.500 rpm
a 4°C durant 15 minuts. El serum es manté congelat a -80°C fins el moment de la
determinacid dels diferents parametres.

2. Obtencié de teixits: els teixits recollits en la necropsia son el fetge, teixit adipos,
muscul (Soleus i Gastrocnemius) i cervell (en algun cas). Un cop extrets, els teixits
eren congelats rapidament en N, liquid i conservats a -80°C fins el moment de
I'analisi. En el cas del fetge, com que la transfeccid hidrodinamica pot afectar de
manera diferent els [0buls hepatics, a I'hora de realitzar un assaig és aconsellable
intentar usar peces procedents d’'un mateix |obul per a tots els animals. Es pot
sistematitzar, a mode d’exemple, tal i com s’indica en la seglient figura:

Altres €— [obul 1

l6bul 5 —» Altres

Histologia «— 1o6bul 3

RNA €+— |[dbul 2 Activitat enzimatica

| Western blot
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ANALISI DE PROTEINES

1.Preparacio d’homogenats

Per mesurar activitat enzimatica de proteines és necessari obtenir homogenats en condicions
no desnaturalitzants, en qué els tampons utilitzats preserven la integritat dels enzims i
mantenen unes condicions similars a les fisiologiques. S'usara el tampd que més s’ajusti a
preservar I'activitat de I’enzim que volem determinar.

Amb I'objectiu de detectar el contingut proteic, inclosa la deteccié de fosforilacions, s’han
obtingut homogenats en condicions desnaturalitzants usant un tampd RIPA que conté
inhibidors de fosfatases i s’ha suplementat amb inhibidors de proteases a una concentracio
final 1X, seguint el mateix protocol que per als extractes no desnaturalitzants.

50 mM Tris-HCl pH 7.4 100 pg/ml Pepstatina 100 mM PMSF
1 % trité X100 100 pg/ml Aprotinina
1 mM NazVO, 100 pg/ml Leupeptina
50 mM NaF 100 pg/ml Benzamidina
5mM EDTA
40 mM B-glicerofosfat
100 mM NacCl

1.1 Homogenats totals de cultius cel-lulars

- Es disposen les plaques en gel, s’aspira el medi i es realitzen dos rentats amb PBS 1X pre-
refredat

- S’afegeix el volum desitjat de tampd d’homogeneitzacio (uns 500 pl per a una placa de 10 cm
de diametre)

- Es lisen les cél-lules mitjancant tres cicles de congelacié-descongelacio

- Es centrifuga a 10.000 g durant 20 minuts i a 4°C

- Es recupera el sobrenedant (fraccio soluble)

1.2 Homogenats totals de teixits

- Els teixits (fetges, musculs o teixit adipds) obtinguts de la necropsia es mantenen a -80°C.
S’agafen porcions del teixit i es mantenen submergides en N,j; fins al moment de
I’'homogeneitzacid.

- Es pesen els teixits (evitant que es descongelin) i s’anoten els mg que fa cada peca.
Habitualment s’agafen peces d’entre 50 i 100 mg.

- S’homogenitzen en 9 volums de tampd d’homogeneitzacié pre-refredat. La composicié del
tampd d’homogeneitzacié variara segons 'assaig que es vulgui realitzar. Es molt important
mantenir les mostres en fred en tot moment, submergint el tub en gel per a preservar
I'activitat enzimatica. Depenent de la consistencia del teixit s’han aplicat diferents
metodologies per a I’homogeneitzacio:
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- Per teixits tous (teixit adipds i fetge) s’ha usat un Potter (Bayer), aplicant 10 polsos
a 1.500 rpm.

- Per teixits fibrosos (muscul) s’ha usat el Polytron PT3000 (Kinematica) el qual és
més agressiu. Es mantenen 3 polsos de 10.000 rpm durant 10 segons
aproximadament.

- Es centrifuga a 20.000 g durant 15 minuts a 4°C

2. Quantificacio de la concentracio
de proteina dels homogenats

Els métodes més utilitzats actualment per mesurar la concentracié de proteina es basen en
I'absorcié en I'UV o bé en I'espectrometria en el visible després de la reaccié de la proteina
amb un reactiu per generar un cromofor. De manera generalitzada, quan el tampd conté SDS,
el metode d’eleccio és el BCA, mentre que si conté agents reductors resulta més convenient el
métode Bradford.

Convé obtenir una recta patré a partir d’'una proteina de concentracions conegudes,
tipicament albumina sérica bovina (BSA). Es representen els valors d’absorbancia respecte la
concentracié i s'obté una regressid lineal. A partir del valor d’absorbancia obtingut per la
mostra que es vol analitzar, es pot calcular la concentracié mitjancant la recta patré obtinguda.
Si I'absorbancia de la proteina problema cau fora del rang de la patrd, I'error podria ser
bastant gran i per tant caldria afegir més mostra o bé diluir-la i repetir la quantificacid
(orientativament, pels homogenats de fetge cal fer una dilucié 1/8 o 1/10; pels homogenats de
muscul i de teixit adipds, una dilucié 1/3).

2.1 Metode Bradford

S’ha utilitzat el Bio-Rad protein assay (Bio-Rad), que permet quantificar proteines segons el
meétode de Bradford (1976). Es tracta d’'un métode colorimeétric que es basa en el canvi de
color d’una solucié acidica de blau brillant de Comassie (G-250), que, en unir-se a proteines,
canvia el seu maxim d’absorbancia de 465 nm a 595 nm. Es un meétode facil i rapid, que
requereix un reactiu Unic i té poques interferencies.

La recta patrd es construeix amb BSA a un rang de concentracions entre 0 i 5 pg/ul, per estar
dins del rang de linealitat del métode. Es pot guardar a -20°C i reutilitzar-se.

Metode:
El reactiu Bradford s’utilitza diluit 1:5 en aigua. S’ha usat el protocol adaptat a plaques ELISA,
de 96 pouets, i s'aconsella fer triplicats de la mesura per a cada mostra i a cada punt de la
patro.
1. Esposen 2 ul de patré o mostra als pouets corresponents
2. S’afegeixen 200 pl de Bradford a cada pouet
3. Es deixa la placa a temperatura ambient de 5 a 10 minuts i es realitza la lectura de
I’'absorbancia a 595 nm (també es pot realitzar la determinacié amb el filtre de 620 nm,
en el cas que no tinguem el de 595 nm). El complex proteina-colorant té una estabilitat
optima entre 15 i 60 minuts.
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2.2 Meéetode BCA

El reactiu BCA (Pierce) permet la deteccidé i quantificacid colorimétrica de proteina total.
Aquest métode es basa en la reaccié de biuret, en la qual el Cu™ es redueix a Cu** en preséncia
de proteina (I'estructura macromolecular proteica, les unions peptidiques i la presencia dels
aminoacids cisteina, cistina, triptofan i tirosina). El Cu*' és quelat per 2 molécules d’acid
bicinchoninic (BCA) el qual adquireix color porpra i pot ésser detectat a 540 nm. L’avantatge
del BCA és que permet una deteccid altament sensible i selectiva de proteina, i, a més a més,
aquest sistema és compatible amb la presencia de detergents a les mostres a analitzar.

La recta patrd es construeix amb BSA a un rang de concentracions entre 0 i 5 pg/ul, per estar
dins del rang de linealitat del métode. Es pot guardar a -20°C i reutilitzar-se.

Metode
S’ha usat el reactiu BCA (Pierce) el qual es prepara al moment barrejant les solucions Ai B a
una proporcié 1:50. S’ha usat el protocol adaptat a plaques ELISA, de 96 pouets, i s'aconsella
fer triplicats de la mesura per a cada mostra i a cada punt de la patro.

1. Esposen 3 ul de mostra o patro als pouets corresponents

2. S’afegeixen 200 pl de BCA

3. S’incuba a 37°C durant 30 minuts i es realitza la lectura de I'absorbancia a 550 nm.

3. Separacio i deteccid de
proteines per Western Blot

3.1 Preparacio de les mostres

A partir de la quantificacié del contingut de proteina dels extractes proteics, es preparen les
mostres igualant-ne la quantitat de proteina (normalment 30 pg) i el volum final. A continuacio
es tracta en condicions reductores i desnaturalitzants amb el tampd de carrega a una
concentracid final 1X i s’escalfa a 95°C durant 5 minuts.

Tris-HCI 200 mM pH: 6.8
40% glicerol
8% SDS
20% B-mercaptoetanol
0.8% Blau de bromofenol

Aquest tractament de la mostra amb el detergent anionic dodecilsulfat (SDS) en presencia de
B-mercaptoetanol i d’escalfor desnaturalitza les proteines, proporcionant-los-hi a més una
carrega neta negativa que permet el seu desplagament cap el pol positiu en un camp eléctric.

La preparacié de mostres es pot fer dies abans de I'electroforesi. En aquest cas, és
recomanable guardar-les a -20°C.

3.2 Western blot

Es separen les proteines en funcidé del seu pes molecular mitjancant electroforesi en gels de
poliacrilamida amb SDS (SDS-PAGE).

S’ha utilitzat el kit Mini Protean Il (Bio-Rad).

3.2.1 Preparacio dels gels
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Per realitzar I'electroforesi s’utilitzen dos tipus de gels: un de concentracid o apilament
(stacking) i un de separacié (running). El gel d’apilament té un menor percentatge d’acrilamida
la qual cosa déna una mida de porus més gran que permet concentrar les proteines en una
linia abans d’ésser separades. En canvi, el gel de separacié té un percentatge d’acrilamida més
gran generant aixi una malla amb porus més petit que permet la separacié de les proteines per
pes molecular. El percentatge d’acrilamida del gel separador dependra de la mida de les
proteines que es volen analitzar.

Preparacio del gel
Es netegen els vidres amb etanol i es fa el muntatge tal com descriu el fabricant. A continuacio
es barregen els seglients components en un recipient (per exemple, un falcon):

(dades per a 2 gels petits)

Tampo lower 3.75ml | 3.75ml | 3.75 ml
Solucién acrilamida 40% | 2.98 ml | 3.75 ml | 4.65 ml
Aigua 827ml| 7.5ml | 6.6 ml
TEMED 25l | 25ul | 254l
APS 10% 75w | 75 | 754l

RECEPTA TAMPO LOWER: Tris- HCI 1.5 M pH 8.8, 0.4% SDS

El TEMED és el donador de radicals i inicia la reaccid de polimeritzacié; mentre que I’APS,
amonium persulfat, és el continuador de la polimeritzacié. S’afegeixen a la solucié just abans
de posar el gel al muntatge. Després d’afegir aquests dos catalitzadors de la polimeritzacid, cal
agitar bé el contingut del vial i, amb I'ajut d’'una pipeta Pasteur, afegir la solucié entre els
vidres. El gel que quedi dins el vial serveix per controlar la velocitat de polimeritzacié.

A continuacié s’afegeixen suaument dues o tres gotes d’aigua o d’isopropanol sobre el gel, per
tal de fer desapareixer qualsevol bombolla de la superficie i per a que la superficie del gel
quedi planai recta.

Un cop s’ha polimeritzat, es llenca I'aigua o l'isopropanol i s’asseca I'excés amb paper de
cel-lulosa deixant I'espai entre els vidres ben sec.

A continuacio es procedeix a la preparacio del gel concentrador (stacking)

Tampod upper 2 ml
Acrilamida 40% 0.60 ml
Aigua 5.40 ml
TEMED 10 ul
APS 10% 40 pl

RECEPTA TAMPO UPPER: Tris-HCl 0.5 M pH 6.8, 0.4% SDS

Després d’afegir els catalitzadors de la polimeritzacid cal agitar bé el vial i abocar el contingut
entre els vidres del muntatge, fins a dalt de tot.

En aquest moment es col-loca la pinta sobre el gel i cal esperar que polimeritzi el gel.
NOTA: els gels poden preparar-se el dia abans i guardar-se a 4°C embolcallats de paper de filtre

humitejat i paper de plata (per tal de tenir un ambient humit i no s’assequin).

3.2.2 Electroforesi
Es treuen les pintes dels gels i es munten en el suport d’electroforesi del kit de BIO-RAD. Entre
els 2 gels es forma una cambra que sera la superior durant I'electroforesi (contacte amb el
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catode). A continuacié s’omple aquesta cambra superior amb tampé d’electroforesi. També cal
omplir la cambra inferior (anode) amb tampd d’electroforesi fins 1 cm per sota de la part
superior dels vidres grans; d’aquesta manera aconseguim que les dues cambres contactin
entre elles a través dels gels.

Tris 250 mM (30.3 g/L)
Glicina 1920 mM (144 g/1)
SDS 20% 50 ml
pH 8.3 (s’ajusta abans d’afegir I’'SDS)

Es el moment de carregar les mostres als pouets corresponents del gel. Es reserva un pouet
per carregar el marcador de pes molecular (Rainbow; Amersham).

A continuacié s’aplica el camp eléctric per separar les proteines. L'electroforesi té lloc a un
voltatge constant 100-130 V durant aproximadament 90-120 minuts o fins que el front de Blau
de Bromofenol surti del gel. Es important que I'amperatge no superi els 100 mA.

3.2.3 Electrotransferéncia

Després de I'electroforesi es descarta el gel concentrador (stacking) i la resta del gel es
submergeix en tampd de transferéncia. A continuacié es talla una membrana de PVDF
(Immobilon-P, Millipore) de la mateixa mida del gel. S’ha d’activar en metanol durant 30
segons, hidratar-la després en aigua bidestil-lada durant dos minuts i finalment es deixa la
membrana en una safata amb tampd de transferencia. A més, per cada gel a transferir, es
posen a les safates a remullar en tampd de transferéncia 2 espongetes i 4 trossos de paper
Whatmann 3 MM lleugerament més grans que el gel.

Es procedeix al muntatge del sistema de transferéncia. Es fa sobre la part negra del sistema i
en el seglient ordre:

- esponja

- 2trossos de paper Whatmann 3 MM

- Gel

- Membrana (es pot marcar amb un tall en un extrem per controlar la seva

orientacié després de I'electrotransferencia)
- 2trossos de paper Whatmann 3 MM
- Esponja

Es molt important que no quedin bombolles entre el gel i la membrana perqué aixo impediria
la transferencia de les proteines.

La transferéncia es duu a terme de forma general a 400 mA durant 90 minuts, o durant la nit a
15 V (14-16 hores) en tampd de transferencia 1X amb un 10% de metanol. Cal mantenir
agitacié continua i també cal algun sistema de refrigeracié (glacd o cambra freda) per evitar
escalfament de les membranes que puguin malmetre les proteines.

Tris 250 mM (30.3 g/L)
Glicina 1920 mM (144 g/1)
pH 8.3
Per preparar 1L de tampé 1X:
800 ml d’aigua bidestil-lada
100 ml de tampé de transferéncia 10X
100 ml de metanol.
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3.2.4. Immunodeteccio

Després de la transferéncia, s’incuba la membrana en una solucié de TBS-T 1X amb 5% de llet
desnatada durant 1 hora a temperatura ambient. La finalitat d’aquesta incubacié amb una
solucid rica en proteines és evitar la unié inespecifica de I'anticos. El percentatge de Tween 20
del tampd TBS-T depen de I'afinitat i/o especificitat de I'anticos a utilitzar ( 0.05% : el menys
astringent; 0.5% : el més astringent).

S’incuben les membranes amb la dilucié adequada d’anticos primari suspes en una solucié de
TBS-T amb 5% de llet o bé de BSA i amb 0.02 % d’azida sodica, la qual evita la putrefaccié de la
solucid proteica. La incubacio pot tenir lloc durant 2 hores a temperatura ambient o bé durant
la nit (o durant el cap de setmana) a 4°C. La solucié d’anticos primari es recicla mentre sigui
funcional.

Es renten les membranes amb un volum petit (20 ml aproximadament) de TBS-T 1X. Es fa un
rentat rapid i tres de 10 minuts en agitacio.

Tris- HCl 200 mM
NaCl 3M
pH 7.4

Incubar les membranes amb I’anticos secundari diluit en TBS-T (1/2000 - 1/50000) durant una
hora a temperatura ambient. Aquest anticos detecta IgG de I'espécie en qué s’ha generat
I’anticos primari i té conjugada peroxidasa de rave (HRP).

Es renten les membranes amb un volum petit de TBS-T 1X. Es fa un rentat rapid i tres de 10
minuts en agitacid. Es fa un rentat final de TBS durant 10 minuts.

3.2.5. Revelat

L’anticos secundari esta conjugat a I’enzim peroxidasa de rave (HRP), que permet visualitzar les
bandes corresponents a les proteines que el primari reconeix gracies a la generacié d’'un
producte quimioluminiscent quan s’incuba durant 1 minut amb una barreja 1:1 dels reactius
de ECL Western Blotting Detection Reagents (Amersham Biosciences. El revelat es duu a terme
posant en contacte les membranes amb pel-licules fotografiques (CurixRP2, Agfa) durant un
temps variable i utilitzant els liquids tradicionals de revelat i fixat. Alternativament, es realitza
revelat digital en un equip d’imatge Fujifilm LAS 3000 Intelligent Dark Box IV.

Analisi densitomeétric

L’estimacid quantitativa de les proteines es realitza per densitometria dels films mitjancant el
programa Quantity One, quan el revelat s’ha dut a terme en pel-licules fotografiques, o a
través del programa Multi Gauge, en el cas de revelat digital. Els resultats sén sempre
expressats com a unitats arbitraries (relacid entre la intensitat ajustada de la banda de la
proteina en estudi i de la proteina normalitzadora).
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ACC 1/2000 C 257 (a)/280 (B) Upstate
ACC-P Ser-79 1/2000 C 257 Upstate
B-actina 1/1000 R 42 Sigma
AKT 1/400 Ca 60 Sta. Cruz
AKT-P Thr 308 1/1000 C 60 Cell Signalling
AMPK a 1/1000 C 62 Cell Signalling
AMPK-P Thr 172 1/1000 C 62 Cell Signalling
Chrebp 1/1000 C 95 Novus Biologicals
elF-2a 1/1000 C 40 Cell Signalling
GK (H-88) 1/500 C 52 Sta. Cruz
Histona-H2A 1/500 C 14 Dr. Chiva
L-PFK2 1/500 69 Sta. Cruz
Ub-PFK2 1/100 C 69 Dr. Bartrons
L-PK 1/1000 C 60 Dr. Bartrons
PEPCK-C 1/20000 0] 69 Dr. Granner
PPAR-y 1/1000 C 53-57 Sta. Cruz
S6K-P 1/1000 R 70 Cell Signalling
SOD-1 1/1000 R 37 Novacastra
SOD-2 1/1000 C 20 Novus Biologicals
y-tubulina 1/10000 R 48 Sigma
o-tubulina 1/4000 R 50 Sigma
VDAC 1/1000 R 32 Cell Signalling

Taula: Anticossos primaris utilitzats. C = conill; Ca = cabra, O = ovella; R = ratoli.

3.2.6 Reutilitzacié de membranes
Les membranes poden guardar-se assecades entre dos papers de filtre, o en bossetes amb
Silicagel.

Quan es volen reutilitzar per detectar proteines que no tenen el mateix pes molecular que les
qgue s’hi han detectat:

1. Submergir la membrana en metanol durant uns 20 segons

2. Rentar-la amb aigua fins que la membrana s’hidrati (s’enfonsi)

3. Rentar amb TBS-Tween en agitacié durant 5 minuts.

4. Procedir al bloqueig i després a la immunodeteccio.

Quan es volen reutilitzar per detectar proteines que tenen un pes similar a les que s’hi han
detectat i a més tenen el mateix anticos secundari:

1. (Si partim d’'una membrana seca cal activar-la amb metanol i seguidament
hidratar-la amb aigua. En cas que la membrana estigui humida procedim
directament a la incubacié amb solucié de Stripping). Submergir la membrana en
la solucid de Stripping, en un bany a 55°C en agitacié durant 30 minuts.

Tris-HCI 62.5 mM (3 ml de Tris 1M per a 50 ml)
SDS 2% (5ml de SDS 20% per 50 ml)
pH: 7.4
B- mercaptoetanol 160 mM
(560 pl de B-mercaptoetanol 14.3 M)
Afegir al moment.
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2. Rentar amb TBS-Tween 1X, fins que no s’olori el B-mercaptoetanol.
3. Procedir al bloqueig i després a la immunodeteccid.
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TECNIQUES IMMUNOLOGIQUES

1. Immunocitoquimica d’hepatocits en cultiu

El material de partida sén cél-lules que han crescut sobre cobreojectes de vidre (0.17 mm de
gruix i 10-13 mm de diametre) situats en plats de cultiu de 24 pouets. En aquest treball s’han
emprat hepatocits en cultiu primari els quals han estat plantats sobre cobreobjectes gelatinats
(per tal que els hepatocits disposessin d’una matriu de suport per al seu creixement).

Protocol

Aspirar el medi de cultiu i rentar amb PBS.

Afegir 300 pl de solucié de fixacié a cada pouet, durant 20 minuts a temperatura
ambient. La fixacio serveix per mantenir |'estructura cel-lular i la integritat dels
antigens. Tot i que existeixen diferents tipus de fixadors (aldehids, alcohols), s’ha
emprat una solucid de fixacié amb paraformaldehid al 3%. NOTA: En cas de no poder
prosseguir amb la immunocitoquimica, després de la fixacio es pot aspirar la solucio de
fixacié, rentar amb PBS i afegir PBS amb azida sodica al 0.2%, tapar la placa amb
parafilm, i guardar-la durant uns dies a la nevera.

Paraformaldehid 3%
Sacarosa 60 mM
Tamp6é PB0.2 MpH 7.4
(obtingut amb la mescla de Na,HPO, 0.2M, NaH,P0, 0.2M)

Es prepara una solucio al 16 %, 20 % o 40% (pes/volum) en aigua
bidestil-lada. Per tal que es dissolgui s’ha de mantenir en
continua agitacid a una temperatura entre 65-75°C, afegir unes
gotes de NaOH 6N fins que es dissolgui i enrasar al volum final
desitjat. Després s’aliquota i es guarda congelat a -20°C.
D’aquesta manera el descongelarem i prepararem el tampd a
utilitzar just en el moment necessari, assegurant que sempre
estigui en bones condicions.

Durant la preparacié del paraformaldehid es desprenen vapors
toxics, per tant, cal treballar sota campana d’extraccio.

Fer 2 rentats amb tampd PBS que contingui glicina 20 mM (quan s’han emprat fixadors
aldehics, és aconsellable mantenir la glicina en tots els tampons de rentat, bloqueig,
etc, per bloquejar tots els grups aldehids que hagin quedat lliures).

Afegir 300 ul de solucié de permeabilitzacié (PBS-glicina 20 mM i trité X-100 al 0.2 %),
durant 10 minuts a temperatura ambient. La permeabilitzacid és necessaria quan es
volen detectar antigens intracel-lulars. Amb aquesta finalitat s’empren detergents
(saponina, trité X-100, nonidet, etc) que actuen sobre la membrana cel-lular per
permetre el pas d’anticossos. El detergent, la concentracio i el temps s’han de decidir
en funcié de I'antigen a detectar i del tipus cel-lular.

Fer 2 rentats amb tampd PBS-glicina 20 mM.
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Afegir 300 pl de solucié de solucié de bloqueig (PBS-glicina 20 mM, 0.1% titd X-100 i
BSA 1%) durant 20 minuts a temperatura ambient. El bloqueig amb BSA (Bovine Serum
Albumine) és necessari en tots els casos per evitar unions inespecifiques dels
anticossos. En lloc de BSA es pot emprar ovoalbimina o gelatina.

Afegir 150 pl de la solucié amb anticés primari (PBS-glicina 20 mM, 0.1% trité X-100,
BSA 1% i anticés primari) a cada pou i deixar incubar-ho durant tota la nit a 4°C. En el
cas de la GK, vam usar I'anticos anti-GK d’Abgen a una dilucié 1/50.

Fer 2 rentats de 5 minuts amb PBS-glicina 20 mM. Després de I'Gltim rentat, aspirar bé
(pero cal anar molt alerta per evitar que s’assequin les cel-lules).

Afegir 25-30 ul de la solucié amb anticds secundari (PBS-glicina 20 mM, 0.1% tritd X-
100, BSA 1%, TOPRO-3 1/1000 per marcar els nuclis i anticds secundari) sobre cada
cobreobjecte i deixar-ho incubar durant 1 hora a temperatura ambient. En aquest
experiment vam usar un anticos anti-conill AlexaFluor 488, a una dilucié 1/400.

Fer 2 rentats de 5 minuts en PBS.

Muntar el cobreobjectes sobre el portaobjectes, al qual s’ha afegit una gota de
Mowiol, de manera que les cel-lules estiguin en contacte amb el Mowiol. Es deixa
assecar i es pot guardar a -20°C.

2. Preparacio de mostres histologiques

En aquest treball s’han aplicat dues tecniques diferents per a obtenir seccions per a realitzar
les técniques d’histologia. La primera es basa en la perfusié de I'animal sencer amb una solucié
fixadora i la posterior seccié dels teixits en un vibratom. La segona es basa en la fixacido del
teixit ex vivo i I'obtencio de crioseccions de 7 um.

1.1 Obtenciod de seccions de 50 um

Per a la doble visualitzacié de GFP i PEPCK-C en els fetges de ratolins injectats amb la
transferencia génica hidrodinamica es van obtenir seccions de 50 um tal i com es detalla a
continuacid:

1.
2.
3.

S’anestesien els ratolins amb xilacina:Ketamina
Es realitza la laparotomia i s’exposa el torax.

Es perfon el ratoli amb una solucié de PBS 1X amb Heparina 0.05% mitjancant la
puncié del ventricle esquerre amb una agulla epicranial (palometa) 25G connectada a
un sistema d’infusié. El flux es controla mitjancant una clau de pas. De seguida que
veiem que hi ha flux, es perfora I'auricula dreta.

Seguidament, es fa una segona perfusié amb uns 20 ml de PBS 1X, 4% paraformaldehid
(PFA).

Es recullen els organs d’interés i per completar-ne la fixacid, es deixen les peces de
fetge durant tota la nit a 4°C en PBS 1X — 4% PFA.

Les peces fixades en PBS-4% PFA es tallen en seccions de 50 pum en un vibratom (Leica
VT 1000).

Les seccions es submergeixen en solucié de criopreservacié (34.5% glicerol, 30%
etilenglicol, en PBS 1X) durant 1 hora (perque s’'impregnin bé) abans de guardar-les a -
20°C.

1.2 Obtenciod de seccions de 7 um
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La immunohistoquimica de GK en ratolins diabétics injectats hidrodinamicament es va realitzar
sobre crioseccions de 7 um que van ser obtingudes tal i com es detalla a continuacio.

1.

5.

En la necropsia es pren una porcid del tercer lobul hepatic i es submergeix en una
solucio del 4% PFA en PB 0.1M durant un minim de 24 hores, per a la seva fixacio
completa (s’aconsella un volum de solucié de fixacié 50X la mida de la peca per
afavorir una perfecta penetracio del PFA al teixit)

La peca s’equilibra en una solucié 30% sacarosa en PBS 1X a 4°C fins que la peca baixa
al fons pel seu propi pes (indicacié de que la sacarosa ha penetrat bé dins la peca; ara
bé, determinats teixits com I'adipds no s’enfonsen a causa de la seva constitucio). Si la
incubacié s’allarga massa cal afegir azida sodica al 0.02% per evitar la putrefaccié
proteica.

S’inclou la peca en motllos Cryomold amb Tissue-Tek OCT™ compound (Sakura) i es

congela per flotaci6 sobre una placa de petri en un bany de N,; o de neu carbonica
(s’aconsella que la congelacié sigui lenta per preservar les estructures del teixit). Es
important col-locar la peca de manera que quedi ben orientada a I’hora de tallar al
criostat.

Els motllos es guarden a -80°C fins a I'obtencid de seccions de 7 um en un criostat.

e CONSELLS PER TALLAR AL CRIOSTAT: Es molt important atemperar les peces
dins del criostat un minim de 30 minuts. A continuacié s’enganxa la peca al
suport del criostat amb OCT liquid i s’espera fins que es solidifiqui. Desbastar i
tallar la peca. A fora tindrem els portes polilisinats a temperatura ambient. Es
treu el tall amb un pinzell i es posa sobre del porta i per la diferencia de
temperatura el tall queda adherit. Es deixa a fora perqué s’acabin d’enganxar
bé.

Les crioseccions s’emmagatzemen a -20°C.

3. Immunohistoquimica

La immunohistoquimica de PEPCK-C s’ha realitzat en crioseccions de 50 um. En aquest cas, les
incubacions es realitzen en plaques TPP de 24 pouets en un volum final de 300 pul. En canvi, la
immunohistoquimica de GK i de glucosa-6fosfatasa s’han realitzat sobre crioseccions de 7 pum i
les incubacions es realitzen directament sobre el porta-objectes.

1.

Es recuperen les seccions de -20°C. En el cas de les crioseccions en porta-objectes, es
deixen assecar bé (una hora o més) per a que s’hi adhereixin bé. En els dos casos, es fa
un rentat rapid i dos rentats de 20 minuts en PBS 1X (per eliminar les solucions de
crioperservacio).

Bloqueig i permeabilitzacio: s’'incuba durant 2 hores en PBS 1X, Trité X-100 0.3%, 20%
FCS.

Incubacié amb I'anticos primari:

a. Per PEPCK: s’usa I'anticos anti-PEPCK-C 1/10000 en PBS 1X, 1% Trité X-100, 1%
FCS durant 48 hores a 4°C en agitacié lenta. A més, es duen en paral-lel dos
controls negatius: un en el que no hiincubem I'anticos i un altre on posem una
dilucié equivalent del serum d’ovella (animal en el que s’ha produit I'anticos
contra PEPCK).
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b. Per GK, s’usa I'anticos GK (AP7901c-Abgen) 1/50 en PBS 1X, 1% Trit6 X-100, 1%
FCS. La incubacio té lloc durant tota la nita 4°C.

c. Per glucosa-6-fosfatasa, s’usa I'anticos per a la subunitat catalitica de Santa
Cruz (sc-27198) en dilucié 1/50.

4. Quatre rentats de 10 minuts amb PBS 1X a temperatura ambient.

5. Incubacié amb I'anticos secundari a baixa agitacié. Aquest punt i els propers s’han de
fer protegint la mostra de la llum en tot moment per tal de preservar la fluorescencia.

a. lgG anti-ovella conjugat a Alexa Fluor 456 (Molecular Probes) a una dilucié
1/200 en PBS 1X, 1% Trit6-X100, 1% FCS durant 2 hores a 4°C.

b. IgG anti-conill conjugat a Alexa Fluor 488 (Molecular Probes) a una dilucié
1/400 en PBS 1X, 1% Trit6-X100, 1% FCS durant 2 hores a 4°C.

c. 1gG anti-cabra conjugat a Alexa Fluor 647 (Molecular Probes) a una dilucio
1/200 en PBS 1X, 1% Trit6-X100, 1% FCS durant 2 hores a 4°C.

6. Quatre rentats de 10 minuts amb PBS 1X a 4°C.

7. Muntatge: s’utilitza Mowiol com a medi de muntatge. L’0ptim de fluorescéncia s’obté
entre 12 i 24 hores després del muntatge.

8. Les preparacions es van analitzar per microscopia confocal als Serveis Cientifico-
Técnics de la Unitat de Biologia del Campus de Bellvitge, Universitat de Barcelona.
S’analitzaren diversos camps escollits de manera aleatoria a un augment de 200X.

291



Determinacions bioquimiques

DETERMINACIONS BIOQUIMIQUES

Activitat GK

La mesura de I'activitat GK en cel-lules en cultiu o en teixit hepatic es va realizar mitjancant
una reaccid acoblada amb la glucosa-6P-deshidrogenasa, segons han descrit préviament
Davidson i Arion [466]. Es detecta I'aparici6 de NADH, producte de l'activitat GK, a una
longitud d’ona de 340 nm.

GK Glc6PDH
Glucosa ———» Glucosa-6P ———> 6-fosfogluconat

ATP ADP + Pi NAD(P)*+H*  NAD(P)H

Figura 87. Esquema de les reaccions acoblades a I'assaig glucocinasa.

1. Es preparen els homogenats totals de fetge en tampd d’homogeneitzacié (relacié 1:9
pes:volum). Els homogenats es centrifuguen a 100.000 g durant 1 h a 4°C i se'n
recupera el sobrenedant (fraccid citosolica) per a la determinacié d’activitat GK.
L'activitat GK s’ha de determinar en extractes frescos ja que la congelacié fa perdre
considerablement I'activitat GK.

HEPES 50 mM pH 7.4
KCl 100 mM
EDTA1 mM
MgCl, 5 mM

DTT 2.5 mM *

* Aquesta solucié es pot preparar amb antelacio i conservar a 4 °C, pero el DTT s’ha d’afegir en
fresc, és a dir, al moment de I’homogeneitzacio.

2. Es prepara el set de cubetes amb 40 pl de 'homogenat + 955 pl de tampd de reaccid
(Vf=995 ul).
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HEPES 50 mM
Es pot preparar una solucié 10X d’aquests 3 components
KCl 100 mM (HEPES 500 mM, KCI 1 M, MgCl, 75 mM)i conservar-la a
4°C.
MgCl, 7.5 mM
NAD* 1 mM Posem a la cubeta 50 pl d’'un estoc 20 mM que hem

preparat en fresc.

ATP + MgCl, 5 mM

Posem a la cubeta 50 pl d’'un estoc 100 mM (pot guardar-
se a -20°C).

(100mM/5mM/0.5mM,
segons s’indiqui)

BSA 1% Posem a la cubeta 100 pul d’'un estoc BSA 100 mg/ml. Es
pot prescindir del BSA quan determinem ['activitat
d’extractes cel-lulars, ja que no acostumen a presentar
terbolesa.

Glucosa Posem a la cubeta 50 pul d’un estoc de glucosa 2M, 0.1M o

0.01M respectivament (poden guardar-se a -20°C).

Mostra Cal ajustar la quantitat de mostra per tal que I'activitat
sigui lineal. Orientativament posem, 20 ul d’extracte
hepatic i 50 ul d’extracte cel-lular.

Aigua Fins arribar a 995 pl

3. S’inicia la reaccidé enzimatica amb I’addicié de 5 U (5 ul) de Glucosa-6P-Deshidrogenasa
de Leuconostoc mesenteroides (completant un volum final de 1 ml).

4. Immediatament s’inicia la lectura a una longitud d’ona de 340 nm durant 10 minuts
cada 10 segons en un espectrofotometre DU 800 Beckman Coulter. Si hi ha activitat GK
detectable es perfila un pendent positiu, degut a I'aparicié de NADH.

5. L'activitat es calcula a partir del pendent de la recta que s’obté i tenint en compte el
coeficient d’extincié molar (€) del NADH (6.22 cm2/umol) i es corregeix pel contingut

proteic de I'extracte.

Activitat Glc 6P DH

L'activitat glucosa 6-fosfat deshidrogenasa (G6PDH) es determina espectrofotometricament a
una longitud d’ona de 340 nm a 37 °C seguint métodes descrits préviament per Kornberg &
Horecker (1955) i Pekovich (1996). Es detecta I'aparicié del NADPH, producte de I'activitat
Glc6PDH a concentracions saturants del substrat GIc6P.

Glc6PDH
Glucosa6P ————» 6-fosfogluconat
NADP* NADPH

Figura 88. Esquema de la reaccié catalitzada per la glucosa-6-fosfat deshidrogenasa.

1. Es preparen els homogenats totals de fetge en tampd d’homogeneitzacié (relacié 1:9
pes:volum). Els homogenats es centrifuguen a 20.000 g durant 20 min a 4°C i se’n
recupera el sobrenedant per a la determinacié de I'activitat GIc6PDH.
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2.

Tris-HCl 20 mM pH 7.6
EDTA1 mM
Triton"X-100 0.02% (v/v)
deoxicolat sodic 0.2g/L
DTT 1 mM *
PMSF 20 mM *

* Aquesta solucio es pot preparar amb antelacio i conservar a 4 °C, pero el DTT i el PMSF s’han
d’afegir en fresc, és a dir, al moment de I’homogeneitzacio.

Alternativament també poden usar-se els extractes que han sobrat en la determinacié
d’activitat GK.

NOTA: L’activitat GIc6PDH es manté en els extractes durant 1 setmana conservats a -
20°C o durant 1 mes a -80°C.

Es prepara el set de cubetes amb el tampd de reaccié.

Tris-HCI 50 mM pH 7.6 | Posem a la cubeta 500 pl d’un estoc Tris-HCI 100 mM pH 7.6

Glucosa-6P 2 mM Posem a la cubeta 20 ul d’un estoc de Glucosa-6P 100 mM
NADP*0.5 mM Posem a la cubeta 10 pl d’un estoc de NADP* 50 mM
Aigua * Fins arribar a 1 ml

* La quantitat d’aigua i de mostra pot variar segons el tipus de mostra i cal ajustar-les
experimentalment per tal que I’assaig sigui lineal.

3.

S’introdueixen les cubetes a un espectrofotometre DU 800 Beckman Coulter per tal
gue s’atemperin a 37°C, durant uns 2 minuts.

S’addiciona la mostra (en el nostre cas, 30 pl) i immediatament s’inicia la lectura a una
longitud d’ona de 340 nm durant 10 minuts cada 10 segons en un. Si hi ha activitat
GIlc6PDH detectable es perfila un pendent positiu, degut a I'aparicié de NADPH.

L'activitat es calcula a partir del pendent de la recta que s’obté i tenint en compte el
coeficient d’extincié molar () del NADPH (6.22 cm2/pmol) i es corregeix pel contingut
proteic de I'extracte. Els resultats s’expressen en mU/mg de proteina, entenent 1 U
com la quantitat de NADP* reduida en 1 min.

Determinacié de parametres sérics

Determinacio de glucosa

Els nivells de glucosa sérics es determinen a partir d’una gota de sang dels ratolins obtinguda
de I'extrem de la cua. Es va fer servir el sistema Glucocard Memory 2 (Menarini).

Determinacio d’insulina

La insulina en sérum es determina per ELISA (Ultrasensitive Mouse Insulin ELISA, Bender
MedSystems) seguint les indicacions del fabricant. S’utilitzen 5 pl per a animals sans i 25 ul per
a animals diabétics tipus | (ICR (CD1) tractats amb STZ).
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Determinacié de Glutamat Piruvat Transaminasa (GPT) E.C. 2.6.1.2.

La Glutamat Piruvat Transaminasa (GPT) és un enzim hepatic que en situacions de dany
hepatic és alliberat al torrent sanguini, augmentant-ne la concentracié sanguinia. La mesura
d’aquest enzim és utilitzada en el diagnostic de determinades malalties hepatiques com
I’hepatitis o cirrosi. La mesura dels nivells de GPT dels sérums dels ratolins es va fer utilitzant
les tires reactives de I'autoanalitzador Reflotron’.

Determinacio d’acids grassos no esterificats (AGL), Triglicérids (TAG), beta-
Hidroxibutirat (B-HBA), colesterol i lactat

Aguestes mesures van ser fetes al servei de Bioquimica Clinica Veterinaria de la Facultat de
Veterinaria de la Universitat Autonoma de Barcelona utilitzant un autoanalitzador COBAS-
MIRA.

Determinacio d’IGFBP-2 en séerum

Es va determinar la quantitat de IGFBP-2 en serum de ratolins mitjancant la técnica ELISA, amb
el kit de RayBio®Mouse IGFBP-2 ELISA Kit. Es tracta d’un assaig que empra un anticds especific
per a la IGFBP-2 unit covalentment a una placa de 96 pous. S’hi afegeixen les mostres i la
patrd, i la IGFBP-2 present a la patrd i a les mostres s’unira als anticossos immobilitzats. A
continuacid, els pous sén rentats i s’hi afegeix un anticds anti IGFBP-2 biotinilat. Després es
renten els pous per eliminar I'excés d’anticds biotinilat, i s’hi afegeix una solucié substrat amb
TMB, la qual desenvolupa color en proporcié a la quantitat de IGFBP-2 que s’hi ha unit.
Finalment s’afegeix la solucid Stop, que canvia el color de blau a groc, i es mesura la intensitat
del color a 450 nm.

Determinacié de metabolits hepatics

Glicogen

Els diposits hepatics de glicogen es van quantificar seguint un métode basat en la precipitacio
basica del glicogen seguida d’una hidrolisi acida per a, finalment quantificar la glucosa
alliberada. El procediment és el seglient:

1. Es pren una peca de fetge conservat a -80°C d’entre 50 i 60 mg. Es pesa i se n’anota el
pes exacte. Durant aquest procés, per evitar la descongelacio, les peces es mantenen
en Eppendorfs submergits en Ny 0 en neu carbonica.

2. Posem la pega en un tub tipus Falcon de 15 ml que conté 0.5 ml de KOH 30%.

w

Es bull (bany Maria) durant 1 o 2 hores. Aquesta extraccio alcalina ens permet separar
el glicogen de la glucosa exogena en el posterior pas de precipitacié amb etanol.

Ho deixem atemperar.
Afegim 5 ml d’Etanol 100% i seguidament 10 pl de LiCl 4M.

Ho vortegem bé i a continuacio es deixa precipitar durant la nit en repos a 4°C.

N o v s

Ho centrifuguem 30 minuts a 3000 g. El glicogen es trova al precipitat, per tant,
descartem el sobrenedant.
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10.

11.

Es resuspén el glicogen en 0.5 ml de HCI 4M.
Es bullen les mostres entre 30 i 90 minuts per a resolubilitzar.

Es deixa atemperar i es neutralitza amb 0.5 ml de K,CO3; 4M. Es comprova que el pH
estigui entre 6.5 7.5 amb tires indicadores.

La concentracié de glucosa alliberada per la hidrolisi acida del glicogen es mesura fent
servir un kit de mesura de glucosa (Sigma) basat en I'acoblament de les segiients
reaccions enzimatiques:

Glucosa oxidasa
Glucosa + H,0 + 0, —— Acid Gluconic + H,0,
Peroxidasa
H202 + O-Dianisidina ——» 0O-Dianisidina oxidada
(sense color) (marré)

Es duu a terme la reacci6 en una placa de 96 pouets on carreguem 2 ul de
mostra/patré de glucosa i hi afegim 200 pl de la solucid d’assaig que conté els enzims.
Després d’una incubacio de 30 min a 37°C, es mesura la intensitat de la coloracié a una
longitud d’ona de 425-475 nm en un lector de plaques. La intensitat mesurada és
proporcional a la concentracié de glucosa.

TAG

S’han determinat el contingut hepatic de triglicérids seguint un procediment basat en el
metode de saponificacié hepatica de Salmon i Flatt [467].

1.

Es pesen peces de fetge (conservat a -80°C) de 100-200 mg i se n’anota el pes. Durant
aquest procés, per evitar la descongelacio, les peces es mantenen en tubs Eppendorfs
submergits en en N, 0 en neu carbonica.

S’afegeix el mateix volum (mg/ul) de 3M KOH (en 65% etanol) i es vorteja
vigorosament per assegurar que tota la peca queda ben impregnada i al fons del tub
Eppendorf.

S’inicia la digestié basica incubant a 70°C durant una hora i es continua la digestid
durant la nit, en agitacié a temperatura ambient.

L’'endema, es dilueixen les mostres de manera que la concentracié final sigui 100 mg
de teixit en 500 ml de Tris-HCI 50 mM. Per aconseguir-ho s’usa un estoc de Tris-HCI
2M.

Finalment, es mesura la concentracido de TAG de ’homogenat amb el kit Triglyceride
(GPO-Trinder) de Sigma, el qual es basa en una séerie de reaccions acoblades (com que
hem seguit aquest protocol de digestid dels TAG en medi basic podem evitar-nos la
digestid dels TAG per la Lipoprotein Lipasa que conté el Kit). Després d’una série de
reaccions successives catalitzades per la Glicerol Kinasa (GK), Glicerol fosfat oxidasa
(GPO) i peroxidasa (POD) s’obté un producte final que és un cromofor que es pot
guantificar espectrofotometricament. La reaccié es duu a terme en una placa de 96
pouets on carreguem 2 pl de mostra/patré de glicerol i hi afegim 200 pl de la solucié
d’assaig que conté els enzims. Després d’una incubacié de 5 min a 37°C, es mesura la
intensitat de la coloracié (és proporcional a la quantitat de glicerol que prové dels TAG)
a una longitud d’ona de 550 nm en un lector de plaques.
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Lactat

La determinacié de lactat al fetge es realitza emprant el métode descrit per Gutmann i
Wabhlefeld (1974). En aquest metode, I'addicié de I'enzim L-lactat deshidrogenasa (LDH) a la
mostra transforma el substrat a piruvat al mateix temps que es déna la reduccié del NAD"
present a la reaccié a NADH.

1.

Es pesa un tros de teixit i "homogeneitza amb 5 volums de HCIO,4 al 10% (per exemple,
si la peca de fetge pesa 100 mg s’afegeixen 500 ul de HCIO4 10%).

L’homogenat es centrifuga durant 20 min a 20.000 g a 4°C.

Es recull el sobrenedant i se’n separen 200 pl, els quals es neutralitzen amb K,CO; 4N.

Es centrifuga durant 10 min a 20.000 g a 4°C per tal de precipitar les sals que s’han
format durant la neutralitzacié. Recuperem el sobrenedant per a la determinacio de
lactat (NOTA: aquests homogenats poden ésser conservats a -20°C i ésser utilitzats per
a la determinacio de glucosa-6-fosfat i glucosa lliure).

La determinacio del lactat de ’homogenat neutralitzat es pot realitzar en una placa de
96 pouets.

Posem 10 pl de patré de lactat (Sigma) als pouets corresponents (62.5, 125,
250, 500 1000 uM)

Posem 10 pl de mostra neutralitzada als pouets corresponents (normalment
fem duplicats o triplicats).

Afegim 200 pl de solucié d’assaig a cada pou.

Hidrazina sulfat 0.3125 M } pH 9.5 (amb NaOH 1M)
Glicina 0.875 M

NAD' 2.5 mM *

EDTA 0.19 mM *

* Aquesta solucié d’assaig es pot preparar amb antelacid i conservar a 4 °C, pero el NAD" i
I'EDTA s’han d’afegir al moment de I’assaig.

Es quantifica I'absorbancia dels pouets a 340 nm en un lector de plaques. Sera
el punt 0 (Agmin)-

Es prepara una dilucié 1/4 de LDH (Lactate DeHydrogenase) comercial (Roche,
5 mg/mL, 550 U/mg) amb aigua miliQ. Se n’afegeixen 25 pl a cada pou.
Important, aquesta addicié ha de ser rapida per tal de minimitzar la diferencia
de temps entre pouets (s’aconsella utilitzar la pipeta multicanal).

S’incuba la placa durant 15-20 min a temperatura ambient. Durant aquest
temps té lloc la reaccidé enzimatica. La hidrazina i el medi alcali de I'assaig sén
necessaris per evitar que la reaccid es desplaci cap a la formacid de lactat, ja
que el piruvat que es forma a partir del lactat de la mostra reacciona amb
I'hidrazina per a formar hidrazona i d’aquesta manera la reaccié es fa
irreversible.

Es quantifica I'absorbancia dels pouets a 340 nm en un lector de plaques. Sera
el punt final (Aomin)-
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Es calcula la concentracié de lactat de les mostres de la seglient manera: es resta
I’'absorbancia Ayomin — Aomin, €S dibuixa la recta patré (Absorbancia vs Concentracid) i se
n’extrapola la concentracié de les mostres. Finalment, s’expressen els resultats com a
umol de lactat / mg de fetge.

Glucosa 6 P

La glucosa-6-fosfat es va mesurar seguint el métode de Lang & Michal (1974), basat en la
reaccio catalitzada per la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa. Aquest enzim transforma la glucosa
6-fosfat en 6-fosfogluconat i alhora redueix el NAD" a NADH el qual es pot detectar per
fluorescéncia.

1.

Es pesa un tros de teixit i "homogeneitza amb 5 volums de HCIO,4 al 10% (per exemple,
si la peca de fetge pesa 100 mg s’afegeixen 500 ul de HCIO4 10%).

L’homogenat es centrifuga durant 20 min a 20.000 g a 4°C.
Es recull el sobrenedant i se’n separen 200 pl, els quals es neutralitzen amb K,CO; 4N.

Es centrifuga durant 10 min a 20.000 g a 4°C per tal de precipitar les sals que s’han
format durant la neutralitzacié. Recuperem el sobrenedant per a la determinacié de la
glucosa-6-fosfat (NOTA: aquests homogenats poden ésser conservats a -20°C i ésser
utilitzats per a la determinacié de lactat i glucosa lliure).

La determinacid del lactat de ’homogenat neutralitzat es pot realitzar en una placa
COSTAR 3603 de 96 pouets mitjancant un lector de microplaques Fluostar optima
(bmg) amb sistema d’injeccid i regulacié de temperatura.

e Posem 60 pl de patré de glucosa-6-fosfat (Sigma) als pouets corresponents
(entre 0.1 — 50 nmols/pou).

e Posem 60 pl de mostra neutralitzada als pouets corresponents (normalment
fem duplicats o triplicats).

o Afegim 137.5 ul de solucié d’assaig a cada pou:

Tris-HCI 0.2M pH 7.6 Es pot preparar una solucié estoc 10X
EDTA5 mM (Tris-HCI 2M pH 7.6, EDTA 50 mM,
MgCl, 5 mM MgCl, 50 mM)i conservar-la a 4°C.
NADP* 0.2 mM S’afegeix en fresc, al moment

Aigua miliQ

e Posem la placa dins del lector de plaques per tal que s’atemperi a 37°C durant
5 min.

e Es realitza una lectura de fluorescéncia a una A de 340 nm i una Amis de 465
nm. Sera el punt O (Fomin).

e A continuacio, es prepara una dilucié 1/100 d’una solucié comercial de G6P-DH
(glucosa-6-fosfat deshidrogenasa) aillada de Leuconostoc mesenteroides
(Roche). S’injecten 3.5 pl d’aquesta dilucié a cada pouet per tal que hi hagi al
voltant 0.17 U/ml de G6P-DH. Immediatament s’inicia la lectura de la
fluorescéncia a una A de 340 nm i una A¢mis de 465 nm, cada 15 segons
durant 2 minuts.
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6. Per fer els calculs es resta la Fon,in de cada pouet als valors obtinguts durant la reaccid.
Es calculen els pendents de cada pou. Es dibuixa la recta patré (pendent versus
concentracid) i se n’extrapola la concentracié de les mostres. Finalment, s’expressen
els resultats com a nmol de glucosa-6-fosfat / mg de fetge.

Glucosa lliure

1. Es pesa un tros de teixit i s’Thomogeneitza amb 5 volums de HCIO, al 10% (per exemple,
si la pecga de fetge pesa 100 mg s’afegeixen 500 ul de HCIO4 10%).

2. L’homogenat es centrifuga durant 20 min a 20.000 g a 4°C.
3. Esrecull el sobrenedant i se’n separen 200 pl, els quals es neutralitzen amb K,CO; 4N.

4. Es centrifuga durant 10 min a 20.000 g a 4°C per tal de precipitar les sals que s’han
format durant la neutralitzacié. Recuperem el sobrenedant per a la determinacié de la
glucosa (NOTA: aquests homogenats poden ésser conservats a -20°C i ésser utilitzats
per a la determinacio de lactat i glucosa-6-fosfat).

5. Es determina la concentracidé de glucosa mitjancant el kit de mesura de glucosa
(Sigma) que ha estat descrit en aquesta tesi a I'apartat de la determinacié de glicogen
hepatic. Breument, es realitza en una placa de 96 pous on es posa 2 ul de mostra o
patré a cada pou, s’hi afegeixen 200 ul de solucié d’assaig i s’incuba durant 30 min a
37°C. Es llegeix I'absorbancia a 450 nm i es fan els calculs corresponents.

Fructosa-2,6-bisfosfat

La concentracié de fructosa-2,6-bisfosfat (F2,6BP) en els extractes basics s’ha determinat
espectrofotometricament aprofitant la capacitat que té aquest metabolit per activar la 6-
fosfofructo-2-cinasa dependent de pirofosfat (PPi-PFK) de tubercle de patata. Seguint el
meétode descrit per Van Schaftingen (1982), a continuacio tenen lloc dues reaccions acoblades
consecutives que condueixen finalment a 'oxidacid del NADH, la qual es pot seguir a una
longitud d’ona de 340 nmia 37 °C.

PPi Pi

Fructosa-6P Fructosa-1,6- bisP
Ppi-PFK

Aldolasa

Dihidroxiacetona-P + gliccraldchid-3P

Fructosa-2,6- bisP "'\_/ NADH

Triosa-P-isomerasa Glicerol-3P-DH
NAD-

Glicerol-3P

Figura 89. Esquema de les reaccions acoblades de I'assaig per a determinar la fructosa-2,6-bisfosfat.

Els resultats s’han calculat a partir d’una recta patré construida amb F2,6BP (0,25-1 nM) i s’han
expressat en pmol x mg de proteina-1.
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Obtencid dels homogenats

1. Es pren aproximadament una peca de fetge (d’uns 100 mg) i s’Thomogeneitza utilitzant
una soluci6 de NaOH 50 mM amb una relacié pes:volum 1:10. Les mostres es
conserven a pH alcali fins el moment de la determinacié. S’usa un pH alcali perque la
fructosa-2,6-bisfosfat és extremadament labil a pH acid.

2. A I'hora de l'assaig, les mostres es sotmeten a 90°C durant 10 min per eliminar la
fructosa-1,6-bP. Es manté en gel, se n’agafa una aliquota suficient per fer I'assaig
(triplicats) i es centrifuga a 4°C durant 15 minuts a 20.000 g.

3. Es recupera el sobrenedant i es neutralitza amb acétic/acetat 250 mM pH 4 (acetat
magnésic 250 mM portat a pH 4 amb acid acétic glacial). L'afegim de 3 pl en 3 pl,
vortejant cada vegada fins a pH 7 — 8 (mai per sota de 7). Es va comprovant el pH amb
tires reactives.

4. Es centrifuga la mostra neutralitzada durant 5 minuts a 4°C i a 20.000 g. Recuperem el
sobrenedant per a la determinacié de fructosa-2,6-bP (en cas necessari, es pot guardar
a-80°C).

Preparacio del material necessari per a |’assaig enzimatic

4 Tampd de reaccio Tris/acetat (concentracio final a una cubeta d’1ml): Tris/acetat 50 mM pH
7.8 — 8, acetat magnesic 2 mM, NADH 0.15 mM (s’afegeix al moment).

4 Substrats (concentracid final a una cubeta d’1ml): fructosa-6-fosfat 5 mM i glucosa-6-fosfat
17.5 mM (lliures de fructosa-2,6-bisfosfat per tractament acid).

4 PPi-PFK de patata: aproximadament, 10mU/cubeta
# stock PPi (sal Nag) 50 mM, .

4 Enzims auxiliars dessalats: aldolasa 50 ug/ml (stock: 100 mg/10 mL, 9 U/mg), glicerol-3-fosfat
deshidrogenasa i triosa-fosfat isomerasa (GDH/TIM) (stock: 10 mg/ml, 1550U/ml; i stock: 10
mg/ml, 4500 U/ml).

4 Fructosa-2,6-bisfosfat en pols (sal Na;) 3 mM preparada en aigua miliQ. Serveix per fer la
recta patrd. La fructosa-2,6-bisfosfat comercial pot contenir altres molecules i s’"ha comprovat
que la concentracio real acostuma a ésser menor que la teorica. S’aconsella comprovar la seva
concentracié real mitjancant I'assaig enzimatic. Es pot conservar a -20°C.

Cal tenir en compte que es tracta d’un procediment casola i cal preparar la majoria de reactius
i enzims necessaris. Es detallen a continuacid.

Preparacio dels enzims auxiliars dessalats

L’aldolasa, la glicerol-3-fosfat deshidrogenasa (GDH) i la triosa-P-isomerasa (TIP) son enzims
auxiliars necessaris per a I'oxidacié del NADH acoblada a la quantitat de fructosa-2,6-bisfosfat
gue hi ha a la mostra. Es compren solucions comercials d’aquests enzims amb sulfat amonic, el
qual ha d’ésser eliminat ja que interfereix en la determinacié de fructosa-2,6-bP. Per dessalar
es segueix el metode de Penefski (1977).

1. S'agiten bé les ampolles d'enzims comercials abans de pipetejar. Per a 10 cubetes,
pipetegem 50 pl d'aldolasa i 11 pl de GDH/TIM (caldra ajustar les quantitats segons el
nombre d'assajos que hem de realitzar). Centrifuguem la mescla a 18000 g durant 2
min a 4°C.

2. Descartem el sobrenedant i resuspenem el pellet amb 1V de tampé Tris/acetat.

3. En paral-lel, s'ha preparat les columnes per realitzar una cromatografia de filtracié en
gel: s'ha usat una xeringa d'1ml (sense I'@mbol) a la qual s'introdueix llana de vidre per
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fer un tap a la part inferior. S'hi afegeix aproximadament 1 ml de Sephadex G-25
(preparat amb tampo Tris/acetat). Es disposen les xeringues dins d'un tub tipus Falcon
de 15 ml i es centrifuguen durant 3 min a 2000 rpm i a 4°C. Es descarta l'eluit i es
disposen les xeringues en tubs Falcon de 15 ml nets.

Es carrega fins a 70 pl de la barreja d'enzims (preparada als passos 1 i 2) a cada
columna de Sephadex (preparada al pas 3). Es centrifuguen durant 3 min a 2000 rpm i
a 4°C. Es recuperen els eluits de tots els tubs i s'ajunten en un. Se'n mesura el volum i
s'hi afegeix tampo Tris/acetat fins a un volum final de 450 pl (aquesta dada és per a 10
cubetes, caldra ajustar la quantitat segons el nombre d'assajos a realitzar). Es conserva
a4°C.

S’aconsella dessalar els enzims auxiliars just abans de |’assaig, tot i que també es poden
conservar a 4°C un cop dessalats.

Semi-purificacio de PPi-PFK de patata (Solanum tuberosum)

1.

10.

11.

Es pelen les patates, es tallen a trossets i es disposen en paper d’alumini sobre gel.
S’aconsella usar patates velles.

Es pesen les patates (al voltant de 165 g), s’anota el pes per tal d’ajustar els volums al
pes.

Immediatament es pica la patata en un aparell tipus Omni Mixer 2 durant 2 min a 9500
rom (alternativament, es pot usar una liquadora domestica) fins obtenir una textura
de puré fi.

S’ajunten la polpa i el liquid obtinguts durant la trituracié en un vas de precipitats
col-locat en el gel.

Rapidament s’afegeixen 2V (volums) de tampd Hepes/AcCOOK/DTT.

Hepes 20 mM
Acetat de potassi 20 mM
DTT 2mM (s’afegeix al moment)

Es filtra amb gases o tela fina (seda) sobre un embut disposat sobre una proveta. Nota:
les gases han d’estar disposades en orientacions diferents de manera que tinguem una
mena de teixit de porus petit. Al final de la filtracid, es pot remoure el material que no
s’ha filtrat amb una espatula, agafar les gases amb les mans (guants), fer com un
saquet i esprémer per acabar d’escdrrer el volum residual. Es mesura la quantitat de
liquid filtrat i s"anota el volum.

Es buida el filtrat en un recipient tipus vas de precipitats pre-refredat.

S’hi afegeix MgCl, (soluci6 mare 1M) per tenir una concentracié final de 2 mM i PPi
(solid) per tenir una concentracié final de 2 mM (per fer els calculs tenim en compte el
volum que hem anotat al pas 6).

Es dissol bé amb I'ajuda d’un agitador magnetic, mentre mantenim el recipient en gel.
Anem mesurant el pH de tant en tant, fins que el pH s’estabilitza (normalment triga
uns 10 miniel pH ~ 7.6)

S’ajusta el pH a 8.2 amb KOH 1M (anotem el volum afegit), mantenint el recipient fred
en gel.

Passem el recipient a un bany d’aigua a 70°C. La temperatura de la solucié anira
pujant. Cal controlar continuament la temperatura de la solucio fins assolir els 59°C.
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12.

13.

14.
15.
16.
17.

18.

19.
20.
21.
22.

23.
24,

Aleshores, cal mantenir aquests 59°C durant 5 minuts (posant i traient el vas de
precipitats del bany). Es molt important que la temperatura no baixi ni pugi durant
aquests 5 minuts per tal d’evitar la degradacié de I'enzim.

Refredem rapidament el recipient en gel. S’ajusta el pH a 7 amb HCI 1M (anotem el
volum afegit), mantenint el recipient fred en gel.

Afegim PEG-6000 a una concentracio final del 6% (tenint el compte el volum final =
volum mesurat al pas 6 + volum KOH 1M afegit al pas 10 + volum HCI 1M afegit al pas
12). El recipient continua estant en gel.

Es manté la solucié en agitacié suau durant 15 min a 4°C.
Es deixa reposar durant 10 min a 4°C.
Es reparteix la solucié en tubs i es centrifuguen a 4000 g durant 10 min a 4°C.

Després de la centrifugacié veurem un pellet de 2 capes: una capa interna més blanca i
una capa externa groga més tova. Es essencial rascar aquesta part groga i resuspendre-
la en el sobrenedant. Ens quedem amb el sobrenedant i la capa groga. Anotem el
volum.

Afegim PEG-6000 a una concentracidé final del 10% (tenint en compte el volum anotat
al pas 17) i ho mantenim en gel.

Es manté la solucié en agitacié suau durant 15 min a 4°C.
Es deixa reposar durant 10 min a 4°C.
Es reparteix la solucié en tubs i es centrifuguen a 4000 g durant 10 min a 4°C.

Es descarta el sobrenedant. Es resuspen el precipitat amb 15-20 ml de tampod
Tris/KCI/DTT, sempre treballant en gel.

Tris 20 mM
KCl 20 mM
DTT 2 mM (s’afegeix al moment)

S’afegeix 1V de glicerol 100%, lentament.

Es fan aliquotes en tubs d’1 ml a la cambra freda, mentre mantenim tots els tubs en
gel. Es poden conservar a -80°C durant un periode llarg de temps sense pérdues
importants d’activitat.

Assaig enzimatic

Preparem les cubetes seguint I'ordre indicat en aquesta taula:

Tampo Tris/acetat | 750 pl (sense NADH) 750 ul (amb NADH) 750 ul (amb NADH)
Enzims auxiliars - 50 ul 50 pl
Substrats - 50 ul 50 pl

Aigua miliQ 150 pl * X ul (per arribara 1 ml) * 110 pl *
Patré / mostra - 0,1,2,4,6,7 pmol 30 ul *
PPi-PFK ** 10 pl * 10 pl 10 pl

Ppi ** 50 ul 50 ul 50 pl
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* Cal ajustar les quantitats per a cada tipus de mostra i segons com hagi funcionat la purificacio
de PPi-PFK. ** Es important agitar bé després d’afegir la PPi-PFK i també després d’afegir el
PPi.

Immediatament s’inicia la lectura a una longitud d’ona de 340 nm durant 10 minuts cada 20
segons en un espectrofotometre DU 800 Beckman Coulter a 30°C. Si hi ha fructosa-2,6-
bisfosfat es perfila un pendent negatiu, degut a la desaparicié de NADH.

Amb els pendents de cada punt de la patré de fructosa-2,6-bisfosfat es dibuixa la recta
(pendent versus concentracid) i se n’extrapola la concentracid de les mostres. Finalment,
s’expressen els resultats com a pmol de fructosa-2,6-bisfosfat / mg de fetge.

Nucleotids intracel-lulars (ATP, ADP, AMP)

La quantificacié dels nucleotids intrahepatics es va realitzar per HPLC a les instal-lacions dels
Serveis Cientifico-Tecnics del Campus de Pedralbes, Universitat de Barcelona, seguint el
protocol segiient:

1. S’obtenen homogenats hepatics en HCIO, 10%. Tot el procés es duu a terme en fred.
2. Es neutralitzen els extractes amb K,CO3; 5M.

3. Es clarifiquen els extractes mitjancant una centrifugacié en columnes Ultracel YM-10
(Millipore) durant 30 minuts a 12.000 g a 4°C.

4. Les mostres es guarden a -80°C fins I’analisi.

5. l'analisi dels nucleodtids es va realitzar injectant 40 pl de mostra en una columna
d’intercanvi ionic Whatman Partisil 10-SAX i aplicant un gradient lineal de NH4H,PO, 5
mM, pH 2.5 (Tampd A) i NH4H,PO, 500 mM, pH 3.9 (Tampo B). El gradient es va
realitzar de 0% a 100% de Tampd B en un periode de 40 minuts a un flux de 1 ml/min.

Glutatié oxidat i glutatié reduit (GSH/GSSG)

Els continguts cel-lulars de glutatié reduit (GSH) i de glutatié oxidat (GSSG) s’han determinat
fluorimetricament mitjancant la derivatitzacio amb el fluorofor OPA (o-phthalaldehyde)
seguint el protocol proposat per Stocchi (1985).

Preparacio de les mostres

1. Es pren una peca de fetge conservat a -80°C, es pesa i S’homogeneitza en 9V de HCIO,
al 10% (per ex. si pesa 100 mg, calen 900 pl).

2. Es centrifuga I'homogenat a 12000 g durant 5 min a 4°C. Es recupera el sobrenedant.
(Si no es pot continuar el protocol, aquest sobrenedant pot conservar-se a -80°C)

3. Es clarifiquen els extractes mitjangant una centrifugacié en columnes Ultracel YM-10
(Millipore) durant 30 minuts a 12.000 g a 4°C (per als assajos de GSH i GSSG caldra un
minim de 150 ul de mostra).

Preparacio dels reactius

¢ Tampd RQB (Redox Quenching Buffer, Solucié d'apantallament redox): HCI 20 mM, DTPA
(acid dietilentriaminopentaacetic) 5 mM, acid ascorbic 10 mM.

4 Solucié HCIO4,-RQB: 10% de HCIO, preparat en RQB.
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¢ Solucié de N-etilmaleimida (NEM) a 7.5 mM en tampo RQB. El NEM segresta el GSH i ens
permetra determinar la fluorescencia no depenent de glutatio.

4 Solucié amortidora de fosfats a 1M. Es prepara barrejant les solucions KH,PO, 1M i K,HPO,
1M fins arribar a pH 7 (orientativament, es barregen 15 ml de KH,PO, 1M i 28 ml de K,HPO,
1M).

4 Solucié d'o-phthalaldehyde (OPA) a 5 mg/ml en metanol. S'aconsella preparar-la al moment i
mantenir-la en gel. Atencid: cal manipular I'OPA amb guants i mascareta.

4 Solucié de ditionit sodic (Na,S,04) 100 mM en solucié RQB. Es prepara al moment i es manté
en gel.

4 Patré de GSH: amb GSH en pols es prepara una solucié stock de GSH 100 mM a partir de la
qual s'obtenen punts dins del rang 1000-2.5 uM.

Mesura del GSH

1. Per acada mostra es realitzaran dues mesures: una de la fluorescéncia del glutatio (B) i
I'altra del background (A). Es preparen les mostres en tubs tipus eppendorf. Es fan
duplicats o triplicats de cada mesura.

Mostra / Patré 5 ul 5 ul

Solucié HCIO,-RQB 25 ul 25 ul

NEM 4l -

RQB - 4l

Tampo fosfat 2M 50 ul 50 ul

Incubacio 5 min a temp. ambient 5 min a temp. ambient

Tampo fosfat 0.2 M 200 ul 200 ul

OPA 30 ul 30 ul

Incubacio 30 min a les fosques i a temp. 30 min a les fosques i a temp.
ambient ambient

2. Com que durant el procés es formen sals, cal fer un pas de centrifugacié a 1400 rpm
durant 5 min a 4 °C per precipitar-les. Es recupera el sobrenedant.

3. Es disposen els sobrenedants (el mateix volum per a totes les mostres i patrons, 270
ul) en una placa negra tipus COSTAR 3603 de 96 pouets.

4. Es mesura la intensitat de la fluorescéncia de ’'OPA a una A de 365 + 5 i una Aemis de
430 + 20 nm en un lector de microplaques Fluostar optima. .

Es realitza el calcul restant la fluorescencia del tub A a la fluorescéncia de la mostra (tub B). Els
resultats s’han calculat a partir d’una recta patré construida amb solucions de GSH nmol / mg
teixit.

Mesura del GSSG

En la determinacié de GSSG de les mostres primer s'addiciona NEM a tots els tubs. El NEM
s'uneix al GSH present a les mostres i el segresta. Es continua amb el protocol fins que
s'afegeix ditionit sodic als tubs B i RQB als tubs A. El ditionit dels tubs B redueix el GSSG de les
mostres a GSH. Per tant, mesurarem el GSSG present a les mostres transformant-lo
préviament a GSH. Per aquest motiu, s'utilitza la mateixa recta patré que en la determinacié de
GSH i no afegirem ditionit sodic als tubs on hi ha la patré.
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1. Per acada mostra es realitzaran dues mesures: una de la fluorescéncia del glutatio (B) i
I'altra del background (A). Es preparen les mostres en tubs tipus eppendorf. Es fan
duplicats o triplicats de cada mesura.

Mostra / Patré 15 pl 15 pl

NEM 4 ul 4 ul (no als tubs de patrd)

Tampé fosfat 2M 50 ul 50 ul

Incubacio 5 min a temp. Ambient 5 min a temp. ambient

Na,S,0, - 6 ul

RQB 6 ul -

Incubacio 1h a les fosques i a temp. 1h a les fosques i a temp.
Ambient ambient

Tampé fosfat 0.2 M 200 ul 200 ul

OPA 30 ul 30 ul

Incubacio 30 min a les fosques i a temp. | 30 min a les fosques i a temp.
Ambient ambient

2. Com que durant el procés es formen sals, cal fer un pas de centrifugacié a 1400 rpm
durant 5 min a 4 °C per precipitar-les. Es recupera el sobrenedant.

3. Es disposen els sobrenedants (el mateix volum per a totes les mostres i patrons, 270

ul) en una placa negra tipus COSTAR 3603 de 96 pouets.

4. Es mesura la intensitat de la fluorescencia de 'OPA a una A de 365 i una Aqmis de 430
nm en un lector de microplaques Fluostar optima. .

Es realitza el calcul restant la fluorescencia del tub A a la fluorescéncia de la mostra (tub B). Els
resultats s’han calculat a partir d’una recta patré construida amb solucions de GSH nmol / mg

teixit.

Determinacio de leptina en extractes de teixit adipos

Es va homogeneitzar el teixit adipos en tampé d’homogeneitzacié (100 mM NH4;HCO;, 10 mM
EGTA, 10 mM EDTA, pH 9.3), amb I'ajuda del Potter i es va centrifugar ’'homogenat a 5000 g
durant 20 minuts. Per determinar la leptina dels homogenats, es van haver de diluir 1000
vegades i es va emprar el Kit RayBio® Mouse Leptin ELISA Kit.

305




Determinacions biofisiques

DETERMINACIONS BIOFiSIQUES

Respirometria d’alta resolucio

Hem emprat la técnica de respirometria d’alta resolucid per a 2 tipus de mesures. En el cas
dels ratolins Balb/c injectats amb pGK i pGKaasey, €S va determinar I’estat mitocondrial a partir
de biopsies de fetge. Per altra banda, es va avaluar la capacitat d’oxidacié de glucosa
d’hepatocits aillats de ratolins diabetics transfectats amb pGK i pGKaasey.

Mitochondrial inner membrane

Pyruvate

Pyruvate
NADH

&0
Acetyl-CoA

Citrate

Isocitrate

OAA !
NADH ATP
'}/ } NADH
TCA |
Malatg cycle u-KG Glu

b NADH

Sug-CoA

Fumarate

FADH,
. Succinate

Figura 90. Representacié de la cadena respiratoria mitocondrial.

En els dos casos, la mesura polarografica del consum d’oxigen de les mostres s’ha dut a terme
a 37°C amb un eléctrode d’oxigen d’alta resolucié del tipus Oxygraph (Oroboros, Austria) amb
I’agitacié fixada a 750 rpm. L’oxigen dissolt al medi d’incubacio difon a través d’'una membrana
de teflé i es redueix en posar-se en contacte amb I'electrode de plati polaritzat a 0.6 V,
generant-se un corrent eléctric proporcional a I'activitat d’oxigen de la solucid. El protocol
complet es va finalitzar en un periode de 50-60 minuts, emmagatzemant les mesures de
concentracié i consum d’oxigen a intervals de 2 segons utilitzant un sistema d’adquisicié de
dades informatitzat (Datlab, Austria).
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.

ds\ g

Figura 91. Imatge del respirdmetre d’alta resolucié (Oroboros, Austria).

Avaluacio de I'estat mitocondrial a partir de biopsia de fetge

Un cop s’ha sacrificat I'animal i s’ha realitzat la laparatomia, s’extreu un tros de fetge i es
submergeix rapidament en medi de respirometria MiR05 (mitochondrial respiration medium)
pre-refredat. A continuacié es talla una pega de teixit d’1 mm?>.

EGTA 0.5 mM

MgCl, - 6 H,0 3 mM

K-lactobionat 60 mM
Taurina 20 mM
KH,PO, 10 mM
HEPES 20 mM

Sacarosa 110 mM
BSA fraccid V (lliure d’acids grassos) 1g/L

S’ajusta a pH 7.1 amb KOH 5M.
Es pot conservar a -20°C

Abans de comencar les mesures, cal equilibrar el medi de respirometria amb aire a 37 °C i
agitacié a 750 rpm fins que s’obté un senyal estable per a la calibracié en condicions saturants
d’aire. A partir d’aguest moment es pot introduir la mostra i comencar les mesures. Es van
injectar els diferents substrats i inhibidors de la cadena respiratoria mitjangant xeringues del
tipus Hamilton, seguint I'ordre detallat a continuacio:

- Glutamat/Malat: permeten I'entrada de NADH al mitocondri i, per tant, proporcionen el
substrat pel complex | de la cadena respiratoria. Permet avaluar la respiracié basal.

- ADP: és el substrat pel complex V, altrament dit ATPasa, per tal que I’ATPasa vagi al maxim -
- Rotenona: Inhibeix el complex |

- Succinat: substrat del complex Il)
-Antimicina-A 5 puM: inhibeix el complex Il i ocasiona una aturada de la respiracio.

- TMPD 500 uM + Ascorbat 2 mM: TMPD és el donador d’electrons al citocrom c, i ascorbat és
el substrat del complex IV. Permet avaluar |’activitat citocrom c oxidasa (COX), la qual es pot
fer servir com a normalitzador intern.

A continuacié es mostra un esquema teoric del procés de respirometria i de com interpretar
les dades.
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Glutamat TMPD
+ Malat ADP Rotenona Succinat Antimicina + Asc

vy ’ | | |

X. ens ddna la respiracié basal, la qual correspon al consum d'oxigen degut a:
= desacoblament
= respiracié extramitocondrial
= auto-oxidacid

1. Respiracio deguda al complex I: ja que hem afegit glutamat i malat (donadors de NADH al
complex 1) i a més a més, hem afegit ADP per tal que hi hagi prou substrat per al complex V i
aixi puguem tenir una respiracio acoblada a la formacié d'ATP. Aquesta respiracid s'atura en
afegir la rotenona, la qual inhibeix el compex |. Per tant, la respiracié del complex | correspon a
la resta entre el valor de consum d'oxigen en presencia de glutamat+malat i ADP i el consum
d'oxigen en presencia de rotenona.

2. Després d'afegir rotenona, no es retorna al valor de respiracié X, ja que hi pot haver pérdua
d'electrons de la cadena respiratoria, fenomen conegut amb el nom de leakage.

3. En addicionar succinat, podem valorar la respiracié deguda al complex Il. L'aturem en afegir
antimicina, la qual bloqueja totalment la respiracié perque bloqueja el complex Ill. La
respiracié deguda al complex Il, seria la deguda exclusivament a I'addicié de succinat, per tant,
la resta entre el consum d'oxigen en preséncia de succinat i el consum d'oxigen en preséncia
de rotenona.

4. La diferéncia de consum d'oxigen basal inicial i en preséncia d'antimicina-A (quan hi ha
bloqueig total de la cadena respiratoria) ens dona una estimacio del grau de desacoblament
entre transit a la cadena respiratoria i sintesi d'ATP. Per fer-ho bé, caldria addincionar
oligomicina (inhibidor de I'ATP sintasa).

5. Quan la cadena respiratoria esta inhibida amb ['antimicina-A, el consum d'oxigen que
s'observa és degut a processos extramitocondrials i processos d'auto-oxidacio.

En afegir TMPD i ascorbat, podem obtenir el valor de respiracié que és indicatiu del nombre de
cadenes respiratories que hi ha funcionant (activitat COX). L'hem emprat com a normalitzador.
A I'hora de fer els calculs, s’ha restat el consum d’oxigen amb antimicina-A de les dades brutes
del consum d’oxigen amb glutamat+ADP, amb rotenona, amb succinat i amb TMPD+ascorbat.
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Aquesta resta permet prescindir del consum d’oxigen dels processos extramitocondrials i
d’auto-oxidacié a I'hora de valorar el consum d’oxigen propi dels complexos de la cadena

respiratoria.

A la practica pero, per diferéncies de calibracid del respirometre, ens va resultar impossible
avaluar el "leakage."
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TECNIQUES DE BIOLOGIA CEL-LULAR

Separacio de nuclis i citoplasma

El protocol estandard en realitzar un xoc hipotonic per trencar la la membrana cel-lular i aixi
recuperar la fraccié citosolica. A continuacié, amb un xoc hipertonic es trenca la membrana
nuclear per obtenir la fraccié nuclear. El protocol estandard empra una solucié amb KCl per
exercir la pressié osmotica. No obstant, com que el KCl promou la separacié del complex GK-
GKRP que és I'objecte del nostre estudi, vam canviar el KCl per NaCl per no interferir en el
resultat.

Partiem de cél-lules cultivades en plaques de 10 cm de diametre:

Fer 2 rentats amb PBS fred.

Recollir les cel-lules en 1 ml de PBS fred (scrapping) i posar-les en un tub tipus
eppendorf.

Centrifugar-les durant 1 minut a 500-1000 rpm a 4°C, i descartar el sobrenedant (és
important separar bé el sobrenedant per tal d’eliminar al maxim les sals, ja que si no
fos aixi, en afegir la solucid A no s’assolirien condicions hipotoniques).

Afegir 0.4 ml de solucié A i deixar-ho en gel durant 20 minuts, durant els quals es
faran 3-4 cops de vortex fort. NOTA: per obtenir millors resultats és preferible emprar
volums majors de solucié A per afavorir la lisi de la membrana cel-lular; nosaltres el
vam reduir perque voliem que I'extracte citosolic obtingut no estigués massa diluit.

Hepes-KOH 10 mM pH 7.9
MgCl, 1.5 mM
NaCl 10 mM (a I'orignal era KCl 10 mM)
Barreja d’inhibidors de proteases i fosfatases:
Benzamidina 100 pg/ml
Leupeptina 100 pg/ml
NaF 50 mM
B-glicerofosfat 40 mM
Na3vo4 1 mM
DTT 2 mM
PMSF 100 mM

Centrifugar durant 5 minuts a 1000 g i a 4°C. El sobrenedant obtingut és |'extracte
citosolic.

Opcional: afegir sobre del pellet 0.2 ml de solucid A, vortejar i deixar 5 minuts en gel.
A continuacid centrifugar durant 5 minuts a 1000 g i a 4°C. El sobrenedant obtingut es
pot afegir a I'extracte citosolic. NOTA: aquest pas serveix per rentar millor els nuclis i
aprofitar les restes de citosol que hagin quedat.

Afegir 50 pl de solucid C sobre el pellet i deixar-ho reposar durant 20 minuts en gel.
Passats aquests minuts, resuspendre-ho suaument colpejant els tubs amb els dits.
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Hepes-KOH 20 mM pH 7.9

MgCl, 1.5 mM

NaCl 420 mM

Glicerol 25 %

EDTA 0.2 mM

Barreja d’inhibidors de proteases i fosfatases:

Benzamidina 100 pg/ml
Leupeptina 100 pg/ml
NaF 50 mM
B-glicerofosfat 40 mM
Na3vO4 1 mM
DTT 2 mM
PMSF 100 mM
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Centrifugar a velocitat maxima durant 5 minuts a 4°C. El sobrenedant obtingut és
I’extracte nuclear.
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