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Introducció General

1. HOMEÒSTASI DE LA GLUCOSA

La glucosa és la principal font d'energia per a totes les cèl·lules de mamífer. La

concentració extracellular de glucosa es manté dins d'un rang normal, tot i les grans

variacions en la taxa d'utilització de la glucosa i la seva disponibilitat exògena. Aquest

control es realitza mitjançant un equilibri entre el flux de glucosa dintre i fora de l'espai

extracellular a través de la secreció coordinada d'insulina i gtucagó.

En estat de dejuni, la captació de la glucosa es dóna principalment en teixits

independents d'insulina, especialment en cervell. La captació basai de la glucosa es

manté en equilibri amb la producció de glucosa per part del fetge a través de la

ghiconeogènesi i de la glucogenolisi. Durant la ingesta, aquest delicat balanç és perturbât,

i el manteniment de l'homeòstasi de la glucosa depèn de tres processos que poden

ocórrer simultàniament d'una manera coordinada. 1) En resposta a l'augment de la

concentració plasmática de glucosa, s'estimula la secreció d'insulina per part de les

cellules p del pàncreas. 2) La combinació de l'increment en la glucemia i en la

insulinèmia promou la captació de glucosa pels teixits esplàcnics (fetge) i perifèrics

(múscul, teixit adipós). 3) La inhibició de la secreció de glucagó induida per insulina

suprimeix l'alliberació hepàtica de glucosa. Així, alteracions funcionals a nivell de les

cellules p, fetge, múscul i teixit adipós podrien conduir a un trastorn en l'homeòstasi de

la glucosa i al desenvolupament d'intolerància a la glucosa o, bé a diabetis mellitus no

depenent d'insulina ( o diabetis tipus 2).

La glucosa ha de ser transportada a l'interior de la cèl·lula i fosforilada a glucosa-

6-fosfat per a que pugui ser utilitzada com a font d'energia. El transport es realitza

mitjançant una família de proteïnes transportadores (GLUTs) i la fosforilació de la

glucosa la porten a terme un grup de proteïnes anomenades hexoquinases. La glucosa-6-P

resultant podrà ser utilitzada a través de les diferents vies metabòliques com la glucolisi,

via de les pentoses, o bé ser emmagatzemada en forma de ghicogen
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Introducció General

2. TRANSPORT DE LA GLUCOSA

La glucosa és utilitzada per a dues funcions bàsiques a tots els tipus cel·lulars:

per a la producció d 'ATP (de forma oxidativa i no oxidativa) i per a la formació de

macromolècules en les reaccions anabòliques.

La capacitat de transportar glucosa a través de la membrana plasmática és una

característica comú de gairebé totes les cèl·lules, des d'un simple bacteri fins a cèl·lules

altament especialitzades com ara les neurones. Aquest transport el realitzen membres de

dues famílies de proteïnes de membrana. La primera família està representada pel

cotransportador intestinal de NaVglucosa, SGLT1, que utilitza el gradient electroquímic

de sodi per a transportar glucosa en contra del seu gradient de concentració. SLGTl és

responsable de la captació de glucosa i galactosa tant de la llum del intestí prim com de la

seva reabsorció en la nefrona.

El transport de glucosa a favor de gradient de concentració és mediat per tota una

família de transportadors de glucosa anomenats GLUTs (GLUcose Transporters), que

estan presents en les membranes de totes les cèl·lules (Durant et al 1991; Pessin i Bell

1992; Thorens, 1993). El transport facilitat de glucosa és saturable, estereoselectiu i

bidireccional (Wright, 1993 ).

En l'actualitat han estat descrits sis transportadors d'aquesta família. Els gens que

els codifiquen s'han anomenat GLUT 1-5 i GLUT7. Per contra, GLUT6 és un pseudogen

que no s'expressa a nivell de proteïna (Kayano et al 1990 ).

Les característiques generals d'aquests transportadors les podríem resumir en: 1)

tots transporten glucosa, encara que amb eficiència i cinètiques diferents; 2) presenten

una expressió específica de teixit tot i que en un mateix tipus cel·lular sovint podem

trobar l'expressió de dues o més isoformes (Taula I); 3) l'expressió d'aquests

transportadors és regulada pel procés de desenvolupament, podent ésser regulats per

factors endògens com hormones, factors de creixement.

2
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Taula I TRANSPORTADORS DE GLUCOSA

Nom Localització principal

SLGT1 Intestí prim

Ronyó

GLUT1 Placenta, cervell, ronyó i

còlon

GLUT2 Fetge, cel. p pàncreas

Intestí prim, ronyó

GLUT3 Diversos teixits en humans.

Restringit a cervell en altres

espècies

GLUT4 Múscul esquelètic,Cor i

Adipòcits

GLUTS Intestí prim (jejú)

3

Introducció General

EN MAMÍFERS

Funció

Transport actiu de glucosa

dependentent de Na+ en l'intestí

prim

Reabsorció de glucosa filtrada en

el tub proximal del ronyó

Captació basai de glucosa i

transport a través de les barreres

entre els teixits i la sang

Entrada i sortida de glucosa dels

hepàtocits i transport de les cel. (5

pàncreas

Alliberació de glucosa absorbida a

través de la superfície basolateral

de les cèl·lules epitelials.

Captació basai de glucosa

Captació de glucosa en cèl·lules

de cervell

Captació de glucosa estimulada

per insulina

Captació de fructosa
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Introducció General

La característica estructural principal d'aquestes proteïnes és la presència de 12

segments cc-hèlix transmembrana connectats per segments hidrofílics, tal i com es pot

predir segons l'anàlisi hidropàtica (Mueckler et al., 1985). Els extrems amino i

carboxiterminal es localitzen a nivell intracel.lular. D'altra banda, sembla ésser que

l'extrem carboxiterminal determina la localització cel.lular del transportador després de la

seva síntesi. Cada una de les isoformes presenta funcions específiques en els teixits on

s'expressen degut a les diferents propietats fisiològiques i bioquímiques. Les isoformes

es diferencien principalment per la seva afinitat per la glucosa.

El transportador Glutl presenta una alta afinitat per la glucosa i una Km de 3

mM. L'expressió d'aquest transportador a la majoria de les cèl·lules els hi permet

assegurar-se un aport mínim de glucosa.

El transportador Glut2 es caracteritza per la seva baixa afinitat per la glucosa i la

seva elevada Km (15 mM). Aquesta característica li confereix una elevada capacitat de

transport, directament proporcional a les diferents concentracions fisiològiques del

sucre. En les cèl·lules P del pàncreas, el Glut2 juntament amb l'enzim glucoquinasa,

actuarien com a "sensor de glucosa". Per contra, en el fetge regularien els nivells de

glucosa circulants. Tant a intestí prim com a ronyó, el Glut2 s'expressa en la membrana

basolateral de les cèl·lules, captant glucosa de la dieta o reabsorbint-la, respectivament.

La isoforma Glut3 es troba en diferents tipus cel·lulars, però és el transportador

més abundant en cèl·lules neuronals. La glucosa és l'única font d'energia d'aquestes

cèl·lules. Aquest transportador té una Km per la glucosa molt baixa, el que permet

l'entrada de glucosa dins la neurona fins i tot en condicions d' hipoglucèmia molt

marcada

Glut4 es diferencia de la resta d'isoformes perquè en absència d'insulina no es

troba a la superfície sinó que es localitza en vésicules intracel.lulars.

La insulina activa la translocació del Glut4 a la membrana citoplasmàtica i causa una

estimulació ràpida i reversible en el transport de glucosa en múscul i en teixit adipós

(Simpson i Cushman, 1986).
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Introducció General

El transportador GlutS es la isoforma més divergent de totes. Això es coherent

amb el fet que principalment transporta fructosa (Burant et al, 1992). Es localitza en la

membrana apical dels enteròcits intestinals i és la via principal de captació de fructosa de

la dieta. També s'expressa en elevada concentració en la membrana plasmática de

l'espermatozou.



I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

Introducció General

3. FOSFORILACIÓ DE LA GLUCOSA

El primer pas en el metabolisme de la glucosa en cellules de mamífers és la

transferència d'un grup fosfat des de l'ATP a la posició 6 de la molècula de glucosa.

Aquesta reacció és catalitzada per les hexoquinases (HK) (ATP:hexosa 6-

fosfotransferases, EC 2.7.1.1) que constitueixen una família d'enzims relacionats

evolucionalment i estructuralment, i que estan presents en totes les cèl·lules eucariotes

des dels lleváis fins els mamífers. Cada un dels isoenzims presenta tamany, propietats

cinètiques i distribució de teixit diferents (Katzen i Schimke, 1965). Els teixits dels

mamífers presenten 4 tipus d'hexoquinases (I, H, lu, IV) classificats en funció de la seva

mobilitat electroforètica (Taula II). L'expressió de cada una de les isoformes

d'hexoquinases és específica de teixit. Les hexoquinases Ï-HI comparteixen moltes

propietats comuns: el seu pes molecular de lOOkDa, una elevada afinitat per la glucosa

amb valors de Km entre 20-130nM. A més, les seves activitats són inhibides per feed-

back per concentracions fisiològiques de glucosa-6-fosfat. L'HKI s'expressa en la

majoria de teixits, però d'una manera més elevada en ronyó i cervell. L'HK predominant

en els teixits sensibles a la insulina (múscul esquelètic i cardíac i adipòcits), és l'HKII. La

seva activitat està incrementada per l'acció de la insulina mitjantçant un increment en

l'expressió del seu gen. Possibilita, juntament amb el GLUT4, la captació de glucosa

estimulada per insulina. L'HKIÜ s'expressa de forma constitutiva però es troba en

baixes quantitats en alguns teixits.

L'hexoquinasa IV o glucoquinasa (GK) és estructuralment i funcionalment

diferent de la resta d'hexoquinases. El seu pes molecular és de 52 kDa i presenta una

baixa afinitat per la glucosa, el que assegura que la velocitat de fosforilació del sucre sigui

proporcional als nivells de glucosa sanguínia i a la concentració cel.lular de l'enzim. A

més, la GK no és inhibida per concentracions fisiològiques de glucosa-6-fosfat

(Weinhouse, 1976). La GK mostra una cinètica cooperativa (sigmoidal) respecte a la

concentració de glucosa, que depèn de la concentració d'ATP (Cardenas, 1997)

S'ha suggerit que el transport de glucosa i les hexoquinases podrien formar

complexes de multisubunitats per canalitzar el transport i la fosforilació, proporcionant

les exigències metabòliques necessàries per a cada teixit (Bell et al, 1993).

Així doncs, cada una de les isoformes podria coexpressar-se amb un transportador de

glucosa específic formant un complex, com per exemple hexoquinasa I i Glutl;
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hexoquinasa n i Glut4; o glucoquinasa i Glut2. La manera en que aquests dos processos

estan acoblats en funció de la concentració Íntracel.lular de la glucosa, sembla ésser

crucial en la utilització específica de la glucosa en cada teixit (Príntz et al, 1997)

Taula H HEXOQUINASES EN MAMÍFERS

Nom Localització principal Km glucosa Funció

(mM)

HKI Ubiqua

Cervell, ronyó

men

HKHI

GK

Múscul, Adipós

Nucli cellular

Fetge

Cel.p pàncreas

Responsable amb el

0.04 Glutl i Glut4 de la

fosforilació de glucosa

independentdent

d'insulina

0.13 Fosforilació de glucosa

estimulada per insulina

0.02 Expressió constitutiva

5 Regulador dels nivells de

glucosa circulants

Sensor de glucosa
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3.1. L'ENZIMGLUCOQUINASA

La ghicoquinasa (GK) és l'hexoquinasa predominant en les cellules parenquimals

de fetge i en les cellules p del pàncreas: També està present en cellules neuroendocrines

del tracte gastrointestinal i en la pituitaria anterior (Hughes et al., 1991; Liang et al.,

1991) i, més recentment, en cellules a i ò dels illots de Langerhans (Heimberg et al.,

1996; Toyoda et al., 1997).

La característica més remarcable del gen de la GK es la presència de dos

promotors alternatius responsables de l'inici de transcripció d'aquest gen. Aquest fet

implica dos enzims diferents segons el lloc de transcripció sigui en hepatòcits o en

cèl.lula p. El promotor més distal és funcional en les cellules p (Magnuson i Shelton,

1989) mentre que el promotor proximal funciona solament en el fetge (Magnuson et al,

1989). El gen de la GK és un gen de seqüència única que conté 1 lexons. Tant a fetge

com a pàncreas, els exons 2-10 són idèntics, però no succeeix el mateix amb el primer

exó. En el fetge, l'exól (IL) està situat adjacent a la resta d'exons mentre que en la

cèllula P l'exól (ip) està separat en l'extrem 5' com a mínim 22Kb en rata i 26Kb en

humans (lynedjian, 1993). Aquesta divergència es tradueix en una diferència de 15

aminoàcids entre les dues proteïnes. La presencia de diferències en el primer exó implica

la utilització de promotors diferents en cada cèllula. Aquest ús de diferents promotors

esta d'acord amb les diferències requerides en la regulació per tal proveir les distintes

funcions fisiològiques de la GK en el fetge i en la cèllula P

3.1.1. Regulació nutricional i hormonal a llarg termini

Els canvis nutricionals i l'estimulació hormonal afecten de forma diferent al gen

de la GK a partir dels seus promotors alternatius. Les propietats cinètiques de la GK i la

regulació dels nivells de proteïna per insulina i ghicagó permeten que aquest enzim

presenti un paper clau en la regulació i integració del metabolisme de la glucosa a fetge

(Pilkis i Graner, 1992). Per contra, en la cèllula p funciona com un component crític en

l'aparell sensor de la glucosa, que modularia la secreció d'insulina en resposta a canvis en

les concentracions de glucosa circulants ( Newgard i McGarry, 1995; Newgard, 1996).

Els nivells de l'activitat GK en el fetge de rata i d'altres mamifers varien amb

l'estat nutricional de ranimai. L'activitat GK disminueix durant el dejuni i es restableix

8
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amb realimentació amb glucosa (DiPietro i Weinhouse, 1960; Sharma et al , 1963).

Existeixen canvis molt marcats en la quantitat de RNA missatger (mRNA) en aquestes

condicions (lynedijian et al, 1987; Minderop et al, 1987). En canvi, en els illots de

Langerhans els nivells de mRNA es mantenen constants durant el dejuni perllongat.

Aquests resultats suggereixen que el gen de la GK hepàtica és regulat per senyals

nutricionals mentre que el gen de la GK de pàncreas no respon a aquests estímuls. Així

doncs, la GK de fetge es comporta com un típic enzim adaptatiu mentre que en la cèl·lula

P s'expressa de manera constitutiva.

La insulina i el ghicagó són els principals reguladors de la GK hepàtica. La

insulina és un dels principals estimuladors de la GK i no depèn de la concentració de

glucosa extracel.lular. En rates diabètiques on la transcripció del gen de la GK està

suprimida, l'administració d'insulina incrementa 20 vegades la transcripció del gen en els

45 minuts següents (lynedjian et al, 1988, Magnuson et al, 1990). El ghicagó via AMPc

(segon missatger) té l'efecte contrari, a més aquest efecte inhibidor és dominant sobre

l'efecte estimulador de la insulina.

En la cèl·lula (ï, la glucosa ha de ser transportada i metabolitzada tant per la

secreció d'insulina com per la síntesi de novo de l'hormona. Aixi, la insulina no té efecte

sobre als nivells de la GK de pàncreas, on sembla que esta regulada per glucosa. El

mecanisme pel qual la glucosa regula la GK de pàncreas no es coneix totalment, però els

estudis que existeixen fins ara senyalen cap a una modulació a nivell post-

transcripcional. Matschinsky et al han especulat que la glucosa per sí mateixa podria

controlar la tasa de degradació de la GK, així com també l'activitat de l'enzim.

3.1.2. Regulació a curt termini de l'activitat GK

LaGK és inhibida per àcids grassos de cadena llarga (Dawson i Hales, 1969).

L'efecte inhibidor es inmediat, però reversible instantàniament. Estudis cinètics

suggereixen que l'àcid palmitic i l'àcid oleic s'uneixen al.lostèricament a la molècula de

GK produint un canvi conformacional en l'enzim, que fa disminuir la seva afinitat per

glucosa.

La inhibició de l'activitat GK àcids grassos podria ser significativa in vivo en situacions

on hi ha un augment important en la lipolisi com es dóna durant el dejuni o en diabetis

mellitus (lynedijian, 1993)
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Un altre mecanisme de la regulació a curt termini de l'activitat GK es la proteïna

reguladora (Van Schaftingen et al 1992) que és capaç d'unir-se i inhibir la GK en

presència de fructosa-6-fosfat. L'afinitat de la GK per la glucosa canvia quan

interacciona amb la proteïna reguladora. La fructosa- 1 -fosfat antagonitza aquesta

inhibició causant la dissociació del complex GK-proteína reguladora. La massa molecular

de la proteïna reguladora es de 62kDa i l'efecte que produeix juntament amb l'àcid

palmitic en l'activitat GK es competitiva, suggerint que s'uneixen al mateix lloc

(Detheux et al, 1993). En hepatòcits, tot i que la proteïna reguladora es troba en

concentracions suficients per inhibir tota l'activitat GK, aquesta inhibició és incompleta

(aprox un 70%), possiblement per la interacció del fòsfor inorgànic sobre aquest

complexe. La proteïna reguladora també es troba en la cèl·lula (3 però es desconeix el seu

paper en la regulació de la GK (Printz et al, 1993)

10
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3.2. PAPERDE LA FOSFORILACIÓ EN ANIMALS TRANSGÈNICS

En els últims anys, s'han desenvolupat models d'animal transgènics per tal de

determinar el paper de la GK en el control de l'homeòstasi de la glucosa.El paper de la

fosforilació de la glucosa en la regulació de la secreció d'insulina va ésser analitzada

expressant el gen de l'HKB de llevat en cèl·lules p (Epstein et al, 1992). L'increment de

l'activitat HK en els illots transgènics comporta un increment en els nivells d'insulina,

una reducció dels nivells de glucosa sanguínia i un increment en la secreció d'insulina

estimulada per glucosa (Epstein et al, 1992, Voss-McCowan et al., 1994). Per contra,

l'activitat GK ha estat reduida en ratolins transgènics que expressen un RNA antisentit

de la GK amb un element ribozima sota el control del promotor de la insulina (Efrat et

al, 1994). Aquests animals presenten una marcada reducció en l'activitat GK que indueix

una disminució en la secreció d'insulina estimulada per glucosa en illots aillats. Resultats

similars s'han obtingut expressant exclusivament en la cèl·lula P un RNA antisentit de la

GK (Ishihara et al., 1995). Aquests ratolins, presentan alteracions en el test de

tolerància a la glucosa en funció del background genètic. Així, ratolins transgènics amb el

background C57BL/6, però no els C3H, mostren elevats nivells de glucemia respecte els

controls després del test de tolerància. Aquests resultats suggereixen que defectes en la

secreció per part de la cèl·lula p, en combinació amb factors genètics indefinits, poden

causar alteracions en l'homeòstasi de la glucosa en ratolins. D'altra banda, estudis amb

ratolins transgènics pel locus del gen de la GK, presenten una reducció de la concentració

de glucosa en sang sense que augmentin els nivells d'insulina plasmática (Niswender et

al., 1997). Aquesta reducció condueix a un increment de l'eficiència en la utilització de la

glucosa per part del fetge en funció del nombre de copies per genoma.

El paper de la GK específica de la cèl·lula p en el desenvolupament de la diabetis

va ésser analitzat en ratolins amb la disrupció de l'exó específic ip del gen de la GK

(Terauchi et al., 1995). Els mutants heterozigots presenten una diabetis suau com a

conseqüència de l'alteració de la secreció d'insulina en resposta a glucosa però amb una

sensibilitat per la insulina normal. Els animals homozigots presenten diabetis severa i

moren durant les primeres setmanes de vida. Illots aillats dels ratolins deficients en GK

presentan defectes en la secreció d'insulina en resposta a la glucosa però no enfront

d'altres secretagogs.

11
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Per tal d'obtenir un model de diabetis tipus 2 MODY2, s'han generat ratolins

transgènics deficients en GK tant en cèl·lula p com en fetge (Bali et al., 1995; Grupe et

al., 1995). Els ratolins heterozigots amb només un alel per la GK mostren un fenotip

similar a MODY2, ja que presenten un augment en la glucemia i una reducció en la

secreció d'insulina. A més, presenten també una disminució en la tolerancia a la glucosa i

un metabolisme hepàtic de la glucosa alterat. En canvi, els ratolins completament

deficients en GK presenten una marcada hiperglucèmia i moren després de néixer.

També s'han generat ratolins transgènics que expressen GK sota el promotor

d'insulina humana. Aquests animals han estat creuats amb els ratolins deficients de GK

per tal de separar els efectes de la GK de la cèl·lula p de la de fetge (Grupe et al., 1995).

Els resultats obtinguts mostren que els ratolins que expressen el transgen poden

sobreviure en absència total de la GK hepàtica .A més a més, els ratolins transgènics que

expressen GK en cèl·lula p i són heterozigots per la manca de GK mostren valors de

glucemia similars els controls. Això indica que l'expressió de GK en la cèl·lula p és

suficient per mantenir la normoglucèmia en ratolins amb un sol alel funcional de GK en

fetge.

12
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4. EL SENYAL DE LA GLUCOSA
\

La regulació de l'expressió gènica per nutrients es un mecanisme important en

l'adaptació dels mamífers al seu ambient nutricional. Els enzims involucrats en

l'emmagatzemem d'energia, els enzims glucolítics i lipogènics de fetge i teixit adipós, són

especialment sensibles a canvis en la seva expressió en funció de l'estat nutricional

(Girard et al, 1997). Existeixen evidencies que suggereixen que la via del senyal de la

glucosa sobre la maquinaria transcripcional comença quan la glucosa entra en la cel. lula i

es fosforilada.

En el teixit adipós, la insulina incrementa l'expressió dels enzims lipogènics de

manera indirecta per estimulació en la captació de glucosa. En el fetge, la insulina també

actua de manera indirecta en l'activació d'aquests gens a través de l'activació de la síntesi

de GK i per tant incrementant la fosforilació de la glucosa. El consum de dietes alta en

carbohidrats estimula la via lipogenica, mentre que el dejuni i el consum de dietes riques

en lipids i pobres en carbohidrats tenen l'efecte contrari. El flux a través de la via

lipogenica depèn tant de la capacitat dels substrats lipogènics com dels cofactors com

per exemple el NADPH produit per la via de les pentoses. La regulació en l'activitat dels

enzims lipogènics es dona tant a curt com a llarg termini. La velocitat en la sintesi dels

enzims glucolitics i lipogènics estan controlades a nivell transcripcional. En rates adultes,

la inducció dels enzims lipogènics hepàtics i dels adipocits és ràpida i depèn de la

quantitat de carbohidrats de la dieta (Girard et al, 1997).

Estudis realitzats en cèl·lules en cultiu semblen indicar que l'activació de la GK

és necessària per l'inducció de la glucòlisi i la sintesi de glucogen. En els promotors dels

gens que codifiquen per alguns dels enzims involucrats en la glucòlisi i lipogènesi s'han

localitzat elements de resposta a la glucosa (GLRE) formats per dues caixes E (E-boxes)

imperfectes amb la seqüència CACGTG formant una seqüència palindròmica (Girard et

al, 1997 ; Towle et al, 1997). En aquestes seqüències s'uneixen els factors de

transcripció USF1 i USF2 (upstream stimulatory factor), que sembla que són necessaris

per la resposta a glucosa (Kahn, 1997). La piruvat quinasa-L (L-PK) és un enzim clau

que catalitza l'últim pas de la glucòli.

En el seu promotor s'han identificat aquests GLRE, aixi com també en els

promotors dels enzims sintasa d'àcids grassos (FAS),Spotl4 (S14), Acetil-CoA

carboxilasa (ACC)

13



1
Iv
1

1
1
1w
1
•

I
•

i

1
1
1
1
1
1
1
I

Introducció General

A més, s'ha observat que existeix una correlació positiva entre concentracions

intracel.lulars de glucosa-6-fosfat i concentracions de mRNA de ACC, FAS, L-PK en

fetge, teixit adipós i linies cel·lulars de pàncreas.

S'ha demostrat en hepatòcits en cultiu primari que la regulació de l'expressió

dels gens involucrats en el control de la glucòlisi i lipogènesi requereixen la presencia tant

d'insulina com de glucosa (Vaulont et al, 1994; Girard et al, 1994). Després de l'ingesta

d'aliments, en el fetge l'increment dels nivells de glucosa sanguínia estimula la inducció

de la glucòlisi, ghicogènesi i lipogènesi. En aquesta situació, la concentració d'insulina

plasmática s'incrementa i les hormones contraregulatories com el ghicagó, decreixen. La

insulina activa aquestes vies actuant tant a nivell pretranscripcional com

postranscripcional. En cèl·lules d'hepatoma on l'activitat hexoquinasa es constitutiva,

l'activació de la PK depenent de glucosa no requereix insulina. A més, aquesta situació

pot ser reproduida per l'anàleg no metabolitzable de la glucosa, 2-deoxiglucosa. En

hepatòcits, l'efecte de la insulina en l'activació d'aquest gen també pot ser reproduida

per la fructosa a baixes concentracions. Aquest resultat es mediat per la fructosa- 1 -fosfat

que suprimeix la inhibició de la proteïna reguladora sobre la GK causant la dissociació del

complex. Per tant, el principal paper de la insulina en la resposta del gen L-PK per

glucosa en hepatòcits podria donar-se estimulant la fosforilació de glucosa dependent de

GK, es a dir, la sintesi de glucosa-6-fosfat

Tots aquests estudis evidencien que la glucosa-6-fosfat podria estar implicada en

l'estimulació de l'expressió gènica en resposta a un increment en la glucosa sanguínia,

actuant com a senyal i activant els gens lipogènics i glucolítics.

14
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5. PAPERDEL MÚSCUL ESOUELÈTIC EN L'HOMEÒSTASI DE LA GLUCOSA

El múscul esquelètic és el teixit perifèric més important involucrat en la captació

de glucosa després d'una ingesta oral del sucre. Constitueix un 40 % de la massa corporal

i s'ha descrit que la contribució en l'eliminació de glucosa després d'una ingesta

d'aliments és d'un 75 %(16). Aquest teixit capta glucosa per difusió facilitada de manera

tant dependent com independent d'insulina. A més, s'ha demostrat que expressa nivells

relativament elevats de Glut4 (responsable del transport de glucosa estimulat per

insulina) i nivells baixos de Glutl (localitzat en la membrana plasmática i responsable de

la captació basai de glucosa independent d'insulina). En condicions basais, Glut4 es

localitza en vésicules intracel.lulars i es transloca a la membrana cel.lular en resposta a

insulina. Aquesta translocació sembla ser el primer mecanisme pel qual la insulina

estimula la captació de glucosa (88)

La ràpida conversió de glucosa a glucosa-6-fosfat, reacció catalitzada per

membres de la familia de les hexoquinases, manté els nivells de glucosa intracel.lulars

molt baixos per tal d'assegurar la entrada de glucosa en la cèl·lula. Les hexoquinases I i n

(HKI i HKII) són els isoenzims predominants en el múscul esquelètic. Glut4 i T HKII

constitueixen el primer pas en la utilització de glucosa estimulada per insulina.

L'activitat enzimatica aixi com els nivells de mRNA de HKII en el múscul esquelètic

estan disminuits quan els nivells d'insulina són baixos o quan el senyal d'insulina esta

alterat. D'altra banda, Glutl i l'HKI són considerats els responsables de la captació

basal del sucre.

Gran part de la glucosa que entra en les fibres musculars en resposta a la insulina

és convertida en glucogen. La síntesi de glucogen està realment alterada en diabetis tipus

2 i en individus resistents a l'insulina amb una tolerància a la glucosa normal

predisposats a desenvolupar diabetis tipus 2 (16). La glucogen sintasa (GS) es un enzim

clau en el control de la formació de glucogen regulat per insulina. Animals transgènics que

sobreexpressen GS en múscul esquelètic han demostrat que el transport de glucosa no es

estrictament el pas limitant per la síntesi de glucogen (59) Els resultats obtinguts en

aquests animals recolzen la conclusió que l'activació de la GS, aixi com el transport de

glucosa, contribueixen a l'accumulació de glucogen en resposta a insulina en el múscul

esquelètic.

15
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5.1. ELPROMOTOR MLC

El gen de la cadena lleugera de la miosina (MLC) és específic de múscul que

présenta dos promotors diferents i splicing alternatius que generen dos mRNAs que

codifiquen per MLClf i MLC3f Aquests dos tipus de cadenes lleugeres s'expressen

selectivament en fibres musculars de contracció ràpida encara que difereixen en la seva

regulació al llarg del desenvolupament (Raó et al, 1996).

Anàlisi per transfecció en cèl·lules musculars han donat lloc a la caracterització dels dos

promotors, així com a l'identificació d'un enhancer o seqüència activadora que activa

tant els promotors MLClf/3f com promotors heteròlegs

Estudis amb animals transgènics demostren que un constructe que contingui

1.2Kb del promotor MLClf més un fragment de 0.9Kb del enhancer distal del MLC

reprodueix moltes de les característiques de l'expressió del gen endogen, que inclou una

adequada regulació al llarg del desenvolupament, una elevada expressió en múscul, baixa

expressió en teixits no musculars i una expressió selectiva en fibres de contracció ràpida.

A diferencia del gen endogen, i de manera sorprenenment, l'expressió del transgen té un

gradient rostrocaudal, les bases d'aquest gradient d'expressió són desconegudes.

El promotor MLClf és suficientment potent per induir elevats nivells

d'expressió com ho demostren els estudis amb gens quimèrics MLC1/GLUT1 i

MLClf/GLUT4. Per aquest motiu aquest promotor es idoni per dirigir l'expressió de

manera constitutiva de gens quimèrics exclusivament en fibres musculars

16



1
1
1
I
•

1
•

I1
IX.

I
I
1
II

1 .

I
1
1
1
1

Introducció General

6. LA DIABETIS MELLITUS

La homeòstasi de la glucosa es manté dins d'un rang normal mitjançant l'ajust

entre la producció hepàtica de glucosa i la captació del sucre pels teixits perifèrics i el

fetge. Aquest balanç es regulat per les cèl·lules P pancréatiques mitjançant la secreció

d'insulina. La diabetis mellitus es una malaltia caracteritzada per l'incapacitat de

l'organisme de regular correctament la glucosa sanguínia, com a conseqüència de la

deficiència d'insulina o per incapactitat de l'hormona d'actuar eficientment en teixits

diana com el múscul, fetge o el teixit adipós. La diabetis mellitus es una de les malaties

metabòliques més freqüents en clínica humana. Inclou un ampli ventall de síndromes amb

diferents etiologies que arriben a afectar d'un 2 a un 6 % de la població mundial. Totes

les formes de diabetis es caracteritzen pel desenvolupament de hiperglucemia, que

sembla ésser la responsable del desenvolupament de la patologia microvascular en la

retina i en ronyó i de les complicacions neurològiques. La diabetis també incrementa el

risc del desenvolupament de aterosclerosi prematura i augmenta la mortalitat per infart

de miocardi, malaltia cerebrovascular i vascular perifèrica (Pickup i Williams, 1994). Es

diferencien clínicament dos tipus de diabetis; la diabetis mellitus dependent d'insulina o

tipus 1 i la diabetis mellitus no depenent d'insulina o tipus2

6.1. LA DIABETIS MELLITUS DEPENDENT D'INSULINA O TIPUS 1

La diabetis mellitus dependent d'insulina o diabetis tipus 1 afecta d'un 5 a un 10

% de la població diabètica. Es manifesta generalment abans dels 30 anys, freqüentment

durant l'adolescència, i es el resultat de la destrucció autoinmune de les cellules p dels

illots de Langerhans del pàncreas, donant com a resultat hiperglucemia i cetoacidosi. Es

desconeixen les causes que provoquen aquesta resposta inmunitària, però semblà que en

el desenvolupament de la malaltia interccionen la susceptibilitat genètica i factors

ambientals (Atkinson et al, 1994). Els símptomes que presenten els pacients no tractats

són polidípsia, poliuria i polifagia acompanyats d'una pèrdua de pes.

El tractament del pacient afectat de diabetis tipus I depèn de manera dramàtica de

l'administració de F hormona, ja que la interrupció o manca de tractament resulten primer

en una hiperglucemia, després en coma i finalment en la mort del pacient. Aquest

tractament no impedeix l'aparició a llarg termini de les complicacions secudaries de la

malaltia.
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6.2. LA DIABETIS MELLITUS NO DEPENDENT D'INSULEVAO TIPUS 2

Là diabetis mellitus no dependent d'insulina (NIDDM) o tipus 2 es la més comú,

amb una incidència que afecta entre el 90-95% de la població diabètica. Es manifesta en

individus adults i es caracteritza no per una deficiència d'insulina, si més no en els

estadis inicials, sinó per la incapacitat de l'hormona d'actuar eficientment en teixits diana

com múscul, fetge, o teixit adipós. Existeixen evidencies que suggereixen que aquests

defectes són el resultat d'una interelació complexa entre un o més locus gaieties i

diversos factors ambientals, en particular la dieta i el nivell d'activitat física. Es difícil

determinar quins defectes són primaris i quins són conseqüències secundaries dels canvis

metabòlics. A més, es desconeix on s'inicia el procés, tot i que existeixen quatre

candidats: múscul esqueletic, fetge, teixit adipós, i cèl·lules P pancréatiques. Tantmateix,

el paper relatiu de cadascun dels teixits en la iniciació del procés està en discussió. La

resistència a la insulina generalment precedeix a la hiperglucèmia, i es considerada la

causa primària de la diabetis tipus 2. Per tant, es creu que l'hiperinsulinemia i

l'hiperplasia d'illots associada són respostes compensatòries secundaries que permenten

contrarestar la falta d'acció de la insulina

L'etiopatogènia de la diabetis tipus 2 ha estat àmpliament estudiada en els últims

anys, però, degut a la gran heterogenicitat que presenta aquesta malaltia, encara no s'han

esbrinat els mecanismes bioquímics i moleculars que la produeixen. No obstant, s'ha de

considerar la influència genètica, com ho demostra l'elevada incidència d'aparició de

l'enfermetat en els bessons univitelins, que és pràcticament de 100 per cent (Barnett et

al., 1987). Encara que la relació familiar és ben evident, la forma de transmissió

hereditària és desconeguda en l'ampli marge de la població diabètica

Existeix un subtipus de diabetis tipus 2 anomenada MODY (maturity-onset

diabetes of the young) caracteritzada per la seva aparició en la primera o segona decada

de vida i que presenta una herencia autosòmica dominant. Aquests subtipus de diabetis

resulta de la mutació en almenys tres gens diferents en el cromosona 20 (MODY1), en el

7 (MODY2), i en el 12 (MODY3). Pacients afectats amb MODY2 presenten mutacions

puntuals en el gen de la glucoquinasa que condueix a una reducció en l'activitat

enzimatica i en la secreció d'insulina.
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La diabetis tipus 2 està associada a l'obesitat, ja que aproximadament un 45%

dels homes i un 70% de les dones amb diabetis tipus 2 són obesos. La resistència a la

insulina associada a l'excés de pes provoca un increment en la demanda de secreció

d'insulina que contribueix en l'exhauriment de la cèl·lula p per desembocar en una

diabetis tipus 2. La diabetes tipus 2 podria ser considerada com un desordre en el

metabolisme lipidie aixi com una pertorbació en la tolerancia a la glucosa. Es possible que

l'increment en el nivells lipidies expliquin, si més no en part, no només la resistencia a

insulina sinó també una disfunció de la cèl·lula p (Prentki i Corkey, 1996)

6.2.1. Lipotoxicitat

El concepte de lipotoxicitat ha estat proposat recentment per explicar la

progressiva disminució de la funció de la cèl·lula p com a causa en el desenvolupament

des de la intolerància a la glucosa fins a una diabetis tipus 2 oberta amb hiperglucemia en

dejú (DeFronzo, 1997). Degut a que molts dels principis de la lipotoxicitat se

sobreposen amb els de glucotoxicitat, seria més adequat parlar de lipoglucotoxicitat.

Existeixen evidencies que suggereixen que alteracions en el metabolisme lipidie

presentan un paper important en la secreció d'insulina induida per glucosa. Les rates

obeses Zucker (fa/fa) han estat un model ideal per estudiar el mecanisme de la

hipersecreció de la cèl·lula p en l'obesitat.

Aquests animals, aixi com en humans, presentan elevats nivells en la secreció

basal d'insulina, una resposta a insulina exagerada i una relativa hiperlipidemia. En

aquestes rates en estat prediabetic s'observa un increment progressiu en els nivells

plasmàtics d'àcids grassos lliures no esterificats (FFA) aproximadament dues setmanes

abans de l'aparició de hiperglucemia i de la pèrdua en la secreció d'insulina estimulada

per glucosa. Aquests resultats en el model animal i la resistencia a insulina que presentan

semblen indicar que es la lipotoxicitat causa d'algunes de les abnormalitats de la cèl·lula P

observada abans i després de l'aparició de la diabetis tipus 2.

Els ester d'àcids grassos de cadena llarga sembla que són el senyal que

desencadena la secreció d'insulina en la cèl·lula p.
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En presencia de concentracions elevades de glucosa, la beta-oxidació s'inhibeix, i

augmenta la concentració d'àcids grassos de cadena llarga provocant la secreció

d'insulina. Indirectament, la glucosa contribueix a l'augment d'àcids grassos incrementant

el malonil-CoA. Per contra, una exposició crònica a FF A o glucosa podria conduir a una

disminució (downregulation) o fins i tot a una inhibició de la secreció d'insulina. Sembla

ser que alteracions en el metabolisme lipidie intracel.lular podrien alterar l'expressió dels

gens que codifiquen per proteïnes implicades en la secreció d'insulina estimulada per

glucosa.
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INTRODUCCIÓ

La glucoquinasa (GK), o hexoquinasa IV, es l'enzim que regula la fosforilació de

la glucosa a glucosa 6- fosfat en el fetge. Aquest enzim difereix de la resta d'hexoquinases

de mamífer per la seva baixa afinitat per la glucosa, l'absència d'inhibició per glucosa-6-

fosfat i la cooperativitat cinètica per la glucosa (lynedjian 1993; Printz et al 1993). La

baixa afinitat de la GK per la glucosa assegura una velocitat de fosforilació directament

proporcional als nivells de glucosa sanguinia i als nivells cel·lulars. Els canvis que es

produeixen en l'activitat GK corresponen principalment a canvis en la quantitat de

proteïna. Els reguladors fisiologies més importants en l'expressió del gen de la GK són la

insulina i el glucagó (via cAMP, el segon missatger). La insulina incrementa la

transcripció del gen de la GK, mentre que AMPc té l'efecte contrari (lynedjian 1993;

Printz et al 1993). L'estimulació per insulina no depèn de la concentració extracel.lular de

glucosa. D'altra banda l'activitat GK també pot ser regulada per la unió amb la proteïna

reguladora de la GK que inhibeix la seva activitat (Van Schaftingen et al, 1994). L'efecte

d'aquesta proteïna esta reforçat per la fructosa-6-fosfat, i antagonitzat per fructosa -1-

fosfat.

Després de la ingesta d'aliments, l'increment en els nivells de glucosa en sang

condueix a una inducció de la glucòlisi, glucogènesi i lipogènesi en el fetge (Pilkis i

Granner, 1992). En aquesta situació, la concentració d' insulina plasmática augmenta i els

nivells de hormones contraregulatories com el glucagó disminueixen. La insulina estimula

totes aquestes vies actuant tant a nivell post com pre-traduccional. L'activació pre-

traduccional en els enzims glucolftics i lipogènics resulten principalment de l'activació de

la transcripció. S'ha descrit en hepatòcits, que la regulació en l'expressió de molts dels

gens involucrats en el control de la glucòlisi i lipogènesi requereix la presència tant

d'insulina com de glucosa (Vaulontet al, 1994; Girard et al, 1994).
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S'ha suggerit que el paper de la insulina en l'activació d'aquests gens podna

£ donar-se a través de l'estimulació de la síntesi de GK, i això provocar un augment en la

^ fosforilació de la glucosa a glucosa-6-fosfat (Vaulont et al, 1994; Girard et al, 1994).

• Aquest metabolit podria estar implicat en l'estimulació de l'expressió genica en resposta a

• un incrément en la glucosa sanguínia. S'han identificat elements reguladors per

glucosa/carbohidrats en els gens de la L-PK, S 14 i FAS (Shih i Towel, 1992; Shih i

• Towel, 1994). Estudis realitzats in vitro en cèl·lules en cultiu semblen indicar que

l'activació de laGK es necessària per la inducció de la glucòlisi i la síntesi de glucogen.

• D'altra banda, quan els nivells de glucosa són elevats, el fetge augmenta la captació del

m sucre i omple els dipòsits de glucogen. Quan aquests dipòsits estan saturats, es sintetitzen

àcids grassos.Així, el rescat en l'activitat GK en cèl·lules d'hepatoma, que manquen en

• l'expressió de GK endògena, després de la infecció amb un vector retroviric contenint el

gen de la GK, indueixen la utilització i acumulació de glucosa ( Valera i Bosch, 1994).

Aixi mateix, un vector que expressa GK de manera constitutiva cotransfectat amb el gen

« quimèric L-PK/cloramfenicol acetiltransferasa confereix una sensibilitat per glucosa

™ independent d'insulina en hepatocits (Doiron et al, 1994), indicant que l'efecte de la

insulina en l'activació dependent de glucosa del promotor de la L-PK es permetre la

fosforilació de la glucosa a través de l'estimulació de la sintesi de GK. A més, en algunes

{j cèl·lules d'hepatoma (Lefrançois-Martinez et al, 1994) on l'activitat hexoquinasa és

— constitutiva, l'activació depenent de glucosa de la L-PK no requereix insulina, i es

• reproduible per l'anàleg de la glucosa no metabolitzable2-deoxi glucosa. A més a més, en

K hepatocits l'efecte de la insulina en l'activació depenent de glucosa de l'expressió del gen

L-PK és reproduible per baixes concentracions de fructosa (Doiron et al, 1994; Lemaigre i

I Rousseau, 1994). La fructosa podria actuar a través de la f ructosa-1 -fosfat desinhibint

l'activitat GK com a conseqüència de la dissosiació del complex GK-proteïna reguladora

• (VanSchaftingenetal, 1994).

I
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Introducció

Les propietats cinètiques de la GK i la regulació dels nivells d'enzim per insulina i

glucagó poden portar a una situació en la qual la GK tingui un paper clau en la regulació i

la integració del metabolisme de la glucosa en fetge.

Per tal d'estudiar si l'activació de la GK es capaç de controlar la utilització i

acumulació hepàtica de glucosa in vivo, es van generar ratolins transgènics que expressen

GK en fetge en dejuni. En aquestes condicions, l'activitat de l'enzim es molt baixa i la

glucòlisi i glucogènesi estan bloqueijades (lynedjian 1993; Printz et al 1993). Així doncs,

el restabliment de PactivitatGK ens permetria evaluar la contribució d'aquest enzim en el

metabolisme de la glucosa a fetge. Per tal de dirigir l'expressió de la GK, vàrem utilitzar

el fragment del promotor del gen de la PEPCK -450pb a +73pb, que s'ha demostrat que

dirigueix l'expressió de gens quimèrics principalment en fetge (Lemaigre i Rousseau,

1994; McGrane et al, 1990; Short et al, 1992; Valeraet al, 1994)

Ens proposàrem estudiar també les conseqüències a llarg termini dels elevats

nivells en l'activitat GK causada per la sobreexpressió crònica de la glucoquinasa a fetge.

Així com determinar si aquest increment crònic en la captació i utilització de la glucosa

podria alterar l'homeòstasi de la glucosa.

Aquest estudi demostra que la GK és expressada en el fetge de ratolins transgènics

mantinguts en condicions de dejuni, i que l'activació de la GK és el pas limitant en la

utilització i l'acumulació de la glucosa. D'altra banda, hem observat que la sobreexpressió

crònica d'activitat GK a fetge en aquests animals condueix a un increment de la lipogènesi

hepàtica i a elevats nivells de triglicèrids sèries, fet que podria donar lloc a un estat de

resistència a la insulina, confirmant així el paper clau del fetge en el control del

l'homeòstasi de la glucosa.
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Resultats i Discussió

1. OBTENCIÓ DE RATOLINS TRANSGÈNICS QUE SOBREEXPRESSEN

GLUCOOU1NASA

Amb la finalitat d'estudiar els efectes de la sobreexpressió de la glucoquinasa en

les cèl·lules hepàtiques, es van obtenir ratolins transgènics que expressaven el cDNA de

la glucoquinasa dirigit pel promotor de la PEPCK

1.1. CONSTRUCCIÓ DEL GEN QUIMÈRIC PEPCK/GK

El gen quimèric utilitzat en aquest treball estava format pel promotor del gen P-

enolpiruvat carboxiquinasa (PEPCK) de rata, un fragment del gen de la insulina humana i

pel cDNA de rata de la glucoquinasa (Figura 1). El fragment del cDNA de la

glucoquinasa contenia la seqüència sensera codificant i el senyal de poliadenilació.

Es va crear una nova diana EcoRL en el gen quimèric PEPCK/Insulina (Valera et

al, 1994). Aquest gen quimèric es va utilitzar per tal de dirigir l'expressió a fetge així com

per regular l'expressió del RNA missatger i la seva estabilitat.

L'estratègia utilitzada per obtenir el gen quimèric PEPCK/GK es va iniciar

subclonant el fragment Bglü-Sphl del gen quimèric PEPCK/Insulina,que inclou el primer

exó i l'inici de traducció del gen de la insulina humana, en el polylinker pSP72.Va ser

necessari la destrucció d'aquest inici de traducció del gen de la insulina per tal de que

l'inici fos en el gen de la glucoquinasa. Per destruir el senyal ATG d'inici de traducció,

que estava continguda en una seqüència única de restricció Ncol, aquest fragment del gen

de la insulina es va digerir amb Ncol i va ser tractat amb mung bean nucleasa per tal

d'escindir l'extrem de cadena simple format per l'enzim de restricció. A continuació, es

va introduir un polylinker EcoRI per tal de generar un nou lloc de subclonatge £coRI.

Això ens permitía introduir el fragment EcóRÏ- EcoRI del cDNA de la glucoquinasa.

Finalment, el fragment BglU-Sphl del gen de la insulina humana que contenia tot el

cDNA de la glucoquinasa va ser reinsertat en el gen quimèric PEPCK/Ins.El plasmidi

final va ser designat pPEPCK/GK (Figurai).
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Figura 1. Representació esquemàtica del gen quimèric PEPCK/GK. El fragment de 4.5Kb
Xbal-Sphl,qae. conté el gen quimèric, va ser microinjectat en òvuls fertilitzats.

1.2. GENERACIÓ DE RATOLINS TRANSGÈNICS

El gen quimèric PEPCK/GK es va microinjectar en oòcits fecundáis i es varen

obtindré nou línies fundadores que havien integrat el transgèn en el seu genoma En els

experiments realitzats al llarg d'aquests estudis, es van utilitzar ratolins de la FI i F2 de

dues línies de transgènics. Una de les dues línies PEPCK/GK-6 (TgA) havia integrat

unes cinc còpies intactes del transgèn i l'altra línia PEPCK/GK-47 (TgB) havia integrat

unes 20 còpies del gen quimèric PEPCK/GK quan es va analitzar per Southern blot. Es

van utilitzar com a control ratolins germans dels transgènics.
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2.ESTUDI DELS EFECTES PROVOCATS PER LA SOBREEXPRESSIÓ DE LA

GKEN ELS ANIMALS TRANSGÈNICS

A partir de les línies de transgènics establertes, es va estudiar els efectes de la

sobreproducció hepàtica de glucoquinasa. En primer lloc, es va estudiar l'expressió del

gen quimèric així com l'activitat enzimàtica.També es va analitzar el metabolisme hepàtic

tant en l'animal senser com en cèl·lules hepàtiques en cultiu primari. Es va determinar la

concentració plasmática de glucosa i insulina, així com un estudi del comportament dels

animals en el manteniment de l'homeòstasi de la glucosa in vivo.

2.1 ANÀLISI DE L'EXPRESSIÓ DEL GEN QUIMÈRIC PEPCK/GK

Per determinar l'expressió del transgèn, es va obtenir RNA total de fetge de

ratolins control i transgènics, mantinguts en condicions normals d'alimentació o dejunats

24 hores. L'estudi de l'expressió del gen de la GK es va realitzar mitjançant anàlisi de

Northern blot.

Tant en animals control com en transgènics alimentats es va detectar, a Phibridar

amb la sonda del cDNA de la GK, un mRNA de 2.5 kb, com a resultat de l'expressió del

gen de la GK endogen així com del transgèn, com a conseqüència de l'expressió del gen

quimèric utilitzat (Iynedjian,1993; Printz et al, 1993). La concentració de mRNA de GK

detectat en el fetge dels animals transgènics alimentats era el doble que en el dels animals

control (Figura 2). D'altra banda, en el fetge dels ratolins control dejunats es van detectar

nivells molt baixos de mRNA de GK. En canvi, en els ratolins transgènics es van

observar nivells molt alts del missatger, aproximadament un 70% respecte als ratolins

control alimentats (Figura 2).
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GK

B-actin

Figura 2. Expressió del transgèn. Anàlisi per Northern blot dels nivells d'expressió del
gen de la glucoquinasa en el fetge. Es va aïllar RNA total de fetge d'animals control i
transgènics de les línies PEPCK/GK-6 (TgA) i PEPCK/GK-47 (TgB) alimentats amb una
dieta estándar de laboratori, i animals control i transgènics de les línies TgA i TgB dejunats
24 h .Es va hibridar amb una sonda de cDNA de glucoquinasa i amb
normalitzar les desigualtats de càrrega.

2.2 ANÀLISI DE L'ACTIVITAT GLUCOQUINASA

un asonda de 6-actina per

Un cop comprovat que el transgèn s'expressava, es va determinar l'activitat GK

hepàtica per verificar que l'augment en l'expressió de la GK en el fetge dels ratolins

transgènics corresponia amb un increment de la seva activitat enzimàtica respecte als

control. En el fetge dels animals transgènics alimentats l'activitat GK detectada va ser

alta en totes dues línies. En la línia TgA, l'activitat GK era de 1 .4vegades superior i en la

línia TgB va ser del doble a la dels animals control (Taulal). L'activitat enzimàtica en el

fetge dels animals control dejunats va ser d'un 80% menys que en els control alimentats.

Tot i així, l'activitat GK en els animals transgènics dejunats TgA i TgB estava

incrementada unes 4 vegades més que en els control dejunats i similar els control

alimentats. Aquests resultats indicaven que el fetge dels ratolins

capaç de produir enzim actiu (Taula 1).
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Encara que l'activitat hexoquinasa era més baixa en els ratolins dejunats que en els

alimentats, no es van detectar diferències en l'activitat d'aquest enzim entre els ratolins

control i els transgènics en les mateixes condicions d'alimentació (Taula 1).

Table 1. Hepatic glucose phosphorylation activities

Glucokinase Hexokinase

(m U/mg prot)
Fed

Control 19,5 ±1,2 2,05 ±0,12
TgA 32,6 ±3,9 1,95 ±0,10
TgB 44,3 ±4,8 2,27 ±0,15

Starved
Control 9,1 ±1,0 1,22 ±0,07
TgA 24,1 ±1,9 1,19 ±0,04
TgB 31,9 ±2,2 1,15 ±0,08

Taula 1. Activitat Glucoquinasa i Hexoquinasa. Resultats obtinguts a partir de 18
animals per cada condició. Les determinacions es varen realitzar a partir d'extractes de fetge
segons es descriu a Materials i Mètodes. Els resultats s'expressen com la mitjana ± SEM.

2.3 ESTUDI DEL METABOLISME GLUCÍDIC EN EL FETGE

Per tal de comprovar si el metabolisme hepàtic de la glucosa estava alterat, es van

realitzar determinacions de les principals activitats enzimàtiques de la via glucolitica, així

com el contingut hepàtic de diferents metabolits intermediaris del metabolisme de la

glucosa.

La concentració intraceüular de glucosa 6-fosfat en els animals control dejunats

presentava una reducció del 75% comparant amb els control alimentats. En canvi, els

animals transgènics dejunats presentaven nivells d'aquest metabolit de 2.5 vegades més

elevats respecte els seus control i només una reducció del 25% comparant amb els
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control alimentats (Taula 2). Tot i que els animals transgènics dejunats mostraven una

activitat GK similar els controls alimentats, aquesta disminució en la glucosa 6-fosfat es

podria explicadar com una conseqüència dels baixos nivells sanguinis de glucosa en estat

de dejuni, i per tant de disminució de substrat disponible per la GK.

En el nostre grup hem demostrat que les cèlul.les de hepatoma FTO-2B i H4EDE,

que no són capaços d'acumular glucogen, al ser infectats amb un vector retroviric amb el

gen quimèric PEPCK/GK que expressa GK, acumulen grans quantitats del polisacarid

(Valera i Bosch, 1994). De manera similar, els ratolins transgènics alimentats que

expressen el gen quimèric PEPCK/GK acumulen més glucogen (unes dues vegades) que

els ratolins control (Taula 2). En el fetge dels ratolins control dejunats es van detectar

nivells molt baixos de glucogen, mentre que en els ratolins transgènics dejunats

mostraven nivells de glucogen similars als control alimentats, probablement com a

resultat de l'increment de glucosa 6-fosfat (Taula 2). Durant el dejuni, la disminució

d'insulina i l'increment de glucagó en els nivells sanguinis son capaços de mantenir la

glucogen sintasa fosforilada i inactiva. Per altra banda, la glucosa-6-fosfat és un activador

al.losteric de la glucogen sintasa, a més de ser el substrat per a la sintesi de glucogea De

tota manera no es descarta un efecte en l'expressió del gens claus en la regulació de la

sintesi de glucogen mitjançant factors de transcripció específics, els quals podrien estar

activats per l'increment de glucosa 6-fosfat, no es pot excluir. D'altra banda, l'expressió

del gen quimèric PEPCK/GK permet restablir l'acumulació de glucosa en condicions de

dejuni, i indiquen que l'activitat GK es el factor limitant per la sintesi de glucogen en les

cèl·lules hepàtiques.

L'enzim L-piruvat quinasa (L-PK) és un dels principals enzims reguladors de la

via glucolitica. Quan els ratolins control van ser dejunats l'activitat PK va ser

aproximadament d'un 50% de la que es detecta en control alimentats. Per contra, en els

transgènics dejunats l'activitat L-PK va ser també més elevada, unes dues vegades més,

que en control dejunats i similar als control alimentats (Taula 2). A més, l'activitat L-PK

estava incrementada en els ratolins transgènics alimentats comparats amb els seus

control. Aquests resultats suggereixen que l'increment en glucosa 6-fosfat en els animals

dejunats activen la L-PK, i això està d'acord amb articles previs que postulen que el

principal efecte de la insulina en l'activació de la L-PK dependent de glucosa és estimular

la síntesi de GK.
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Table ü. Hepatic glucose storage and utilization

Fed
Control
TgA
TgB

Starved
Control
TgA
TgB

Glucose 6-P

(nmol/g liver)

226 ±20
334 ±33
385 ±25

67±5
155 ±9
168 ±12

Glycogen

(mg/g liver)

48±4
93±7

108 ±10

7 ± 1
31 ±3
33±3

Pyruvate Kinase

(U/mg prot)

0,22 ±0,03
0,41 ± 0,02
0,53 ±0,04

0,12 ±0,01
0,22 ±0,01
0,25 ±0,02

Taula 2. Utilització i emmagatzemament de glucosa en el
transgènics que
cada condició. Les
d'animals control

Lactate

(jtmol/g liver)

0,25 ±0,02
0,37 ±0,02
0,45 ±0,04

0,11 ± 0,01
0,21 ±0,02
0,23 ±0,02

fetge de ratolins
expressen glucoquinasa. Resultats obtinguts a partir de 18 animals per

determinacions es varen realitzar a partir d'extractes de fetge obtinguts
i de transgènics, alimentats i

Mètodes. Els resultats s'expressen com la mitjana

2.4 EFECTES DE LA SOBREEXPRESSIÓ
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± SEM.
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la glucoquinasa sobre la via glúcolitica, es va estudiar la producció de lactat a partir

d'hepatòcits en cultiu primari. Els hepatòcits dels ratolins transgènics van ser cultivats

durant 24-h en DMEM sense serum i en presencia de glucosa 20 mM i es va detectar un

increment de 3 vegades més en la producció de lactat comparat amb hepatòcits dels

ratolins control (Figura 2A). En canvi, quan s'incuben amb glucosa 2 mM no es troben

diferencies significatives en la producció de lactat entre els hepatòcits dels ratolins

control i transgènics (Figura 2B), degut a que la concentració de glucosa es molt més
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baixa que la Km de la GK (6-12 mM). Aquest increment en la producció de lactat pels

hepatòcits dels ratolins transgènics incubais en glucosa 20 mM podria estar relacionat

amb el fet de que aquests hepatòcits expressin GK. A més, aquest enzim en presencia de

glucosa adquireix una conformació més activa degut a la seva cinètica cooperativa amb la

glucosa.

Sa.

i

B 2 mM glucose

S 30-

25-

20-

15-
10-

5-

o-ir
4 8 1 2 1 6 2 0 2 4

Time (hours)

O
1̂
4 8 12 16 20 24

Time (hours)

Figura 2. Producció de lactat per hepatòcits d'animals control (O, Con); i transgènics (•.

TgB; i *, TgA). Hepatòcits en cultiu primari de ratolins alimentats incubais amb DMEM

amb 20 mM (A) o 2 mM (B) glucosa. A cada temps indicat es recollia una mostra del medi
d'incubació i es determinava la concentració de lactat segons es descriu a Materials i
Mètodes. Els resultats són expressats com la mitjana de quatre experiments diferents ± SEM.

2.5 ANÀLISI DE LA GLUCEMIA I DE LA INSULINEMIA

Els canvis en el metabolisme de la glucosa en el fetge dels ratolins transgènics que

expressen el gen quimèric PEPCK/GK van ser també reflectits en els paràmetres sèries.

Els ratolins transgènics presentaven una disminució d'un 30% en la concentració de

glucosa en sèrum i una reducció del 40% en els nivells de insulina comparant amb els

seus ratolins germans no transgènics (Taula 3). Aquests resultats indicaven que

l'increment en la activitat GK de fetge era capaç de incrementar la captació de glucosa i

com a conseqüència reduir de la glucemia. La sobreexpresstó de la GK en el fetge

d'aquests ratolins transgènics mimetitzen una situació de nivells alts d'insulina que

comporta un increment en la captació de glucosa del torrent sanguini. Com a resposta a
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la reducció de glucosa s'estableix una reducció en la secreció d'insulina per part de les

cellules fi pancréatiques, que condueix a una disminució en la insulina circulant. De

manera similar, es va demostrar que T expressió en els ratolins transgènics del gen

quimèric PEPCK/c-myc provoca un augment en la captació i utilització de la glucosa. En

els ratolins transgènics dejunats de c-Myc, es va observar un increment tant en

l'expressió com en l'activitat de tots dos enzims, tant de la glucoquinasa corn de la

piruvat quinasa. Aquests canvis en el metabolisme hepàtic van ser també parallels a una

reducció important en els nivells sanguinis de glucosa i d'insulina (Taula 3). Aquests

resultats son oposats a la situació dels ratolins transgènics que sobreexpressen el gen de

la PEPCK en el fetge. Aquests ratolins presenten un increment en la ghiconeogènesis,

que provoca un elevat increment en la producció de glucosa hepàtica, causant

hiperglucemia i hiperinsulinemia. Tenint en compte tots aquests resultats obtinguts, es

demostra que el metabolisme de la glucosa en el fetge determina de manera significativa

els nivells de glucosa i insulina sanguínia tant en els ratolins alimentats com en dejunats i

esta d'acord amb el paper clau del fetge en l'homeòstasi de la glucosa.

Table 3. Plasma levels of ímmunoreactive insulin and glucose

Glucose, mg/dL Insulin, ng/dL

Fed
Control 164 ±12 2,9 ±0,4
TgA 112 ±10 1,7 ±0,3
TgB 105 ±9 1,6 ±0,3

Starved
Control 89 ±8 1,1 ±0,3
TgA 68 ±7 0,6 ±0,2
TgB 64 ±8 0,7 ±0,3

Taula 3. Concentracions seriques de glucosa i insulina de ratolins transgènics
que expressen el gen quimèric PEPCK/GK .Es va determinar la concentració
plasmática de glucosa i insulina de 18 animals control i 18 animals transgènics de cada linia
alimentats o dejunats 24 h . Els resultats s'expressen com la mitjanai SEM.
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2.6 TEST DE TOLERÀNCIA A LA GLUCOSA

El test de tolerància a la glucosa és una de les proves utilitzades en clínica per al

diagnòstic de resistència a la insulina lligada a diabetis insulinoindependent. El fet que els

1 animals transgènics presentaven hípoglucémia i hipoínsulinèmia suggeria que molt
.

probablement el seu comportament no fos igual al d'un animal control. Al realitzar-se un

i
i
1
1
1
t
1
1
1
1
1
I
I
1
1
1

test de tolerància a la glucosa en ratolins dejunats 24 hores, els ratolins transgènics, tant

de la línia TgA com TgB, mostraven una reducció d'un 40% en els nivells de glucosa

sanguínia comparant amb els control (Figura 3). L'increment en els nivells de glucosa

circulant va ser transitoria i gradualment van tornar els nivells basais, en 120 minuts en

els ratolins transgènics i en 180 minuts en els control (Figura 3). Aquest increment en la

eliminació de la glucosa observada en els ratolins transgènics que sobreexpressen el gen

quimèric PEPCK/GK molt probablement sigui conseqüència de l'increment en la captació

i utilització de la glucosa per part del fetge.

350- 1 — S°ÍU

=. 3M: / ^
' 9sn / T^-XO A fl //^k
| ,00- í^^

| 15°; //
100- qff

50-

0

^==1

Ó 30 60 90 120 ' 180

Time (min)

Figura 3. Test de tolerància a la glucosa. Ratolins control (O, Con) i transgènics (+,
TgA i •, TgB) dejunats 24 h varen ser anestessiats i sotmesos a un test de tolerància a là
glucosa. Es va administrar per via intraperitoneal Img de glucosa per gram de pes viu i a
continuació es varen realitzar determinacions de la concentració de glucosa en sang al llarg
del temps. Els resultats estan expressats com la mitjana ± SEM de 10 ratolins transgènics i
10 ratolins control.
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D'aquesta manera, la capacitat metabòlica del fetge podría ser capaç de controlar

Phomeòstasi de la glucosa. L'increment en la captació de la glucosa periférica en ratolins

transgènics que expressen el transportador de glucosa GLUT4 en el múscul esquelètic i/o

en el teixit adipós o GLUT1 en el múscul esquelètic també permet augmentar la

tolerància a la glucosa m vivo. El múscul esquelètic constitueix una gran part de la massa

corporal, i ha estat considerat el principal teixit perifèric que es capaç d'eliminar la

glucosa de la circulació sanguínia. Aixi, la captació de glucosa estaria augmentada degut a

un increment en els transportadors de glucosa en aquest teixit. Aquest procés és

deficient en els pacients amb diabetis tipus 2. En canvi, ratolins deficients en GLUT4 no

s'observa un sever defecte en l'homeòstasi de la glucosa ni desenvolupen diabetis tipus

2. Aquest ratolins deficients en GLUT4 son capaços de compensar l'absència del

transportador de glucosa en múscul esquelètic i en el teixit adipós, sense un increment en

el transportador GLUT1, suggerint el paper clau del fetge. Pacients amb diabetes de

forma madura que afecta individus joves (MODY) presenten mutacions puntuals

heterozigotes en el gen de la GK, que causa una reducció en l'activitat enzimàtica aixi

com una disminució en la secreció d'insulina. Per altra banda,no esta clar si l'abnormal

metabolisme de la glucosa per part del fetge contribueix a la malaltia MODY. Una

disminució de l'activitat GK en les cèl·lules B en ratolins transgènics provoca una

disminució en la secreció d'insulina en resposta a la glucosa, però en aquests animals no

es troben diferències en la glucosa en dejuni ni en la tolerancia a la glucosa. En canvi, la

destrucció de la funció de la GK tant en la cèl·lula B com en el fetge dels ratolins

transgènics estava associada amb una disminució de la tolerància a la glucosa i l'abnormal

metabolisme de la glucosa a fetge. Aquests ratolins desenvolupen un fenotip similar els

MODY, el que sembla indicar que aquesta malaltia resulta d'un metabolisme anormal

tant en illots com en fetge. Tots aquests resultats obtinguts en els ratolins transgènics

que sobreexpressen GK consoliden la hipòtesi que aquest enzim exerceix un paper

central en l'homeòstasi de la glucosa in vivo.

—
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3. ESTUDI DE L'EXPRESSIÓ CRÒNICA DE LA GK A FETGE

3.1 ESTUDI DE LA TOLERÀNCIA A LA GLUCOSA A LLARG TERMINI

Per tal de determinar l'efecte de la sobreexpressió crònica de la GK en el fetge es

va sometre als animals a un test de tolerància a la glucosa al llarg del temps. En animals

joves havíem observat que els ratolins transgènics recuperaven

basal abans que els controls. Aquest increment en l'eliminació

en els ratolins transgènics es podia explicar degut a l'augment en

de la glucosa per part del fetge. En animals de tres mesos d'edat

els nivells de glucosa

de la glucosa observada

la captació i utilització

s'observa como la línia

TgB (linea amb major nombre de copies) comença a presentar problemas en la

1M

1m

t

i
I
1
1
i
1
1
1
1

recuperació dels nivells de glucosa basal respecte als controls, aixi com respecte als

transgènics de la lineaTgA (menor nombre de copies) Finalment, als sis mesos s'observa

com s'ha establert un test de tolerància completament alterat. Els transgènics TgB són

incapaços de recuperar els nivells basais de glucosa. El test es va repetir al cap d'un any,

obtenint-se els mateixos resultats. Per contra, els transgènics de la línea TgA al presentar

un menor nombre de copies ,no modifican el seu comportament.

Aquesta alteració en el test de tolerància suggereix que els animals transgènics amb més

copies que sobreexpressen GK desenvolupen un procés de resistència a la insulina.
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Figura 4. Test de tolerància a la glucosa. Ratolins control (Q Con) i transgènics (•,
TgA i •, TgB) dejunats 24 h varen ser anestessiats i sotmesos a un test de tolerancia a la
glucosa. Es va administrar per via intraperitoneal Img de glucosa per gram de pes viu i a
continuació es varen realitzar determinacions de la concentració de glucosa en sang al llarg
del temps. Els resultats estan expressats com la mitjana ± SEM de 10 ratolins transgènics i
10 ratolins control.
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3.2. ESTUDI DELS PARÀMETRES SÈRICS EN ANIMALS VELLS

Els resultats dels estudis realitzats en condicions basais (24h de

mostren en la taula 1 . Sota aquestes condicions hem comparat els valors dels

dejuni) es

paràmetres

series en animals joves versus vells. Els animals transgènics de la línia TgB presenta una

suau hiperglucemia i hiperinsulinemia quan els animals tenen un any. Aquests animals

també presenten un increment en la concentració de triglicerids circulants (d'un 60 %

respecte els controls) aixi com un increment en els nivells de àcids grassos no esterificats

(NEF As) (d'un 20% més respecte el control). Per contra,els ratolins transgènics amb

menor nombre de copies mostren un fenotip similar els controls.

Taula 4. Paràmetres sèries en animals vells

Glucosa Insulina Triglicerids
(mg/dl) (ng/ml) (mg/dl)

2 mesos

Con 89 ±8 1,1±0,3 86±4

TgA 66 ± 8 0,7±0,2 66±5

TgB 61 ± 7 0,6±0,2 63±5

12 mesos

Con 88 ± 3 2,8± 0,2 120 ± 2

TgA 76 ±1 2,1 ±0,2 116 ±5

TgB 102 ±4 4,3 ±0,7 191 ± 2

Resultats obtinguts a partir de 15 animals per cada condició. Les determinacions
realitzar a partir de serum d'aqurests animals.
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(mmol/L)

1,44±0,14

0,97±0,09

0,92±0,10

1,28 ± 0,05

1,42 ± 0,02

1,49 ± 0,01
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3.3. DETERMINACIÓ DE GLUCOSA-6-P I GLUCOGEN EN FETGE D'

ANIMALSVELLS

Els resultats obtinguts han estat realitzats amb la línia TgB. En condicions

d'alimentació, aquests animals mostren un increment del 40% en la concentració de G-6-

P però presenten una disminució de tres vegades en la concentració de glucogen. En

condicions de dejuni la quantitat de G-6-P és del doble respecte els controls però

presenten els mateixos nivells de glucogen.

Taula 5. Contingut de glucosa-6-P i glucógeno

Glucosa-6-P
(nmol/g fetge)

Alimentat

Con . 472 ± 26

TgB 661 ± 147

Dejunat

Con 41 ± 19

TgB 81 ± 19

Glucogen
(mg/g fetge)

72 ±7

24 ±3

1,61 ± 0,5

1,75 ± 0,7

Resultats obtinguts a partir de 15 animals per cada condició. Les determinacions es varen
realitzar a partir d'extractes de fetge

>•<%. .

"*•«»
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3.4. ESTUDI fflSTOPATOLÒGIC DEL FETGE

Estudis histopatològics del fetge dels ratolins transgènics en condicions de dejuni

mostren una espectacular acumulació de triglicerids quan es tenyeixen amb oil red.

Aquests resultats també depenen del nombre de copies del transgen. Aixi, els animals de

la Unia TgB mostren més acumulació de triglicerids respecte els transgènics de la línia

TgA.Els control no es tenyeixen amb oil red perqué na acumulen triglicerids en fetge.

El destí de la glucosa-6-P dins de Phepatòcit depèn de les necessitats energètiques de

ranimai. En périodes postpandrials, la glucosa-6-P s'emmagatzema en forma de

glucogen que sera utilitzat quan no hi hagi aport extern de sucre. Quan la capacitat

d'acumular glucogen s'ha exhaurit, la glucosa es metabolitzada per formar productes

glucolitics i lipids. Aquests lipids són transportats en forma de VLDL al teixit adipós

per emmagatzenar-se.
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Introducció

INTRODUCCIÓ

El fetge presenta un paper clau en el manteniment de la homeostasi de la glucosa.

Quan els nivells de glucosa plasmática són alts, el fetge capta glucosa i l'emmagatzena en

forma de glucogen. Quan s'exhaureix la capacitat d'emmagatzament de glucogen, se

sintetitzen àcids grassos (Pilkis i Granner, 1992). El transport i la fosforilació de la

glucosa són els primers passos en la utilització de la glucosa. En el fetge, la glucosa es

transportada per dos membres de la famílies de transportadors facilitats (Glut), Glutl i

Glut2 (Bell et al, 1993). En animals no diabètics, Glut2 proveeix glucosa als hepatocits a

una velocitat que és 600 vegades superior a la velocitat de fosforilació de les

hexoquinases, i 100 vegades superior que la velocitat de fosforilació per la glucoquinasa

(GK)(Axelrod i Pilch, 1983). Aixi, la fosforilació de la glucosa per la GK sembla ser la

clau en la regulació de la utilització de la glucosa per l'hepatòcit. Aquest enzim, al

contrari de les altres hexoquinases, té una elevada Km per la glucosa (5-8 mM) i la seva

activitat no és inhibida per concentracions fisiològiques de glucosa-6-fosfat (lynedijian,

1993; Printz et al, 1993). La regulació de l'activitat GK es deguda principalment a canvis

en la transcripció del seu gen. La insulina augmenta la transcripció del gen de la GK de

fetge, mentre que el gkicagó inhibeix, i a més aquest efecte no és dependent de glucosa.

Per contra, l'activació transcripcional dels gens glucolítics i lipogènics en l'hepatòcit

requereixen la presencia tant d'insulina com de glucosa, que no són actius per si sols

(Vaulont i Kahn,1994; Decaux et al, 1991). El principal paper de la insulina en

l'activació dels gens glucolítics sembla que es dona a través de l'estimulació de la sintesi

de GK, que provoca un augment en la fosforilació de la glucosa. L'expressió de la GK en

cèl·lules d'hepatoma de rata, amb manca en l'expressió del gen de la GK endògena,

resulta en una inducció en la captació i metabolització de la glucosa (Valera i

Bosch, 1994). S'han localitzat elements regulats per glucosa/carbohidrats en els

promotors dels gens que codifiquen per alguns dels enzims de la glucolísi i lipogènesi

(Vaulont i Kahn,1994). L'efecte deia insulina en l'activació dependent de glucosa sobre

el promotor de la L-piruvat quinasa en hepatocits es podria mimetitzar a través d'un

vector que expressi GK (Doiron et al, 1994). La manca d'insulina en diabetis de tipus 1 i

la insensibilitat a l'hormona i a la seva relativa deficiència en la diabetis de tipus 2 causa

un descens en la utilitzaió de glucosa per part del fetge, múscul, i teixit adipós, i un

augment en la producció hepàtica de glucosa (Taylor i Agius, 1988; McGarry, 1992). En

estat diabètic, l'expressió del gen de la GK és molt baixa, i el fetge es incapaç de

metabolitzar la glucosa sanguínia (lynedijian, 1993; Printz et al, 1993).
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La forma citosolica de la fosfoenolpiruvat (PEPCK) és un enzim clau en el

control de la via ghiconeogènica. L'activitat PEPCK esta regulada per la velocitat de

transcripció del seu gen. El ghicagó, via cAMP, incrementen la transcripció del gen de la

PEPCK i la insulina fa l'efecte contrari (Liu et al, 1991; O'Brien et al, 1990). Aixi,

l'expressió del gen de la PEPCK esta altament induida durant la diabetis. La transcripció

del gen de la PEPCK esta suprimida durant el desenvolupament i comença a expressar-se

en el moment del naixament (McGrane et al, 1990). Fragments del promotor de la

PEPCK d'uns 500 bp poden regular l'expressió de gens quimèrics de la mateka manera

que el gen de la PEPCK endogen en el fetge de ratolins transgènics (McGrane et al, 1990;

Short et al, 1992).

S'ha postulat que la hiperglucèmia crònica podria ser la principal responsable en

el desenvolupament de les patologies específiques de la diabetis com són les patologies

microvasculars de la retina i el glomerul renal, i de les complicacions macrovasculars

(Pickup i Williams, 1994). La reducció de la hiperglucèmia, i així el manteniment de la

normoglucemia, es Pobjectiu principal en qualsevol tipus de aproximació terapèutica per

la diabetis de tipus 1 i de tipus 2. En aquest treball, hem examinat la capacitat del

promotor de la PEPCK per dirigir l'expressió del gen de la glucoquinasa en el fetge de

ratolins transgènics diabètics. We aimed determinar si el recobrament de l'expressió de la

GK en estat diabètic és capaç d'induir la utilització de la glucosa i bloquejar la producció

del sucre per part del fetge,i en cas afirmatiu, estudiar la contribució del fetge en la

reducció de la hiperglucèmia i d'altres alteracions propies de la diabetis.
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1 ESTUDI DE L'EXPRESSIÓ DE GK EN EL FETGE D'ANIMALS DIABÈTICS

Amb la finalitat d'estudiar si la sobreexpressió de l'activitat GK era capaç de

contrarrestar la hiperglucèmia diabètica, els animals control i transgènics van ser tractats

amb estreptozotocina (Stz) i es van analitzar els canvis metabòlics produits per la

sobreexpressió de la glucoquinasa en aquests animals.

Així, es va estudiar l'expressió de GK en el fetge després de induir diabetis amb

Stz. En els animals control i transgènics es va detectar mRNA de 2.5 kb que híbrida amb

una sonda de cDNA de GK, que resulta de l'expressió del gen de la GK endògena i del

transgèn,com a conseqüència del gen quimèric utilitzat (Iynedjian,1993; Printz et al,

1993). En els fetges del ratolins diabètics no transgènics no es van detectar transcrits de

mRNA de glucoquinasa, mentre que en ratolins transgènics tractats amb Stz expressaven

nivells significants de mRNA de glucoquinasa (Figura 1A). Els ratolins transgènics no

tractats amb Stz també mostren un increment d'aproximadament dues vegades de

mRNA de glucoquinasa comparant amb ratolins control. L'increment en la expressió de

glucoquinasa es corresponia amb un increment en l'activació de l'enzim. L'activitat

glucoquinasa en el fetge de ratolins transgenic sans va ser del doble, en ambdues Unies

TgA i TgB, que en els control (Figura IB). L'activitat de l'enzim en ratolins diabètics era

extremadament baixa. En canvi, l'activitat glucoquinasa en els ratolins transgènics

diabètics de la línia TgA va ser similar els ratolins control sans mentre que els ratolins

diabètics de la línia TgB mostraven fins i tot una activitat glucoquinasa més elevada que

els ratolins control sans (Figura IB). Aquest resultats suggerien que el mRNA de la

glucoquinasa era traduit i que la proteïna era estable en un ambient diabètic i també

indicaven que mantenint uns certs nivells de mRNA de GK en el fetge dels ratolins

transgènics tractats amb Stz era suficient per produir una elevada activitat de l'enzim.

Els resultats descrits a continuació corresponen a la línia TgB. Aquesta elecció s'ha fet

per ser la línia amb més activitat, encarà que el fenotip de l'altra línia va ser idèntic.
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Figura 1 (A) Expressió de glucoquinasa en el fetge de ratolins diabètics. Es va aïllar RNA
total de fetge d'animals no tractats amb estreptozotocina control (Con) i transgènics de les
linies PEPCK/GK-6 (TgA) i PEPCK/GK-47 (TgB), així com d'animals tractats amb
estreptozotocina control (STZ-Con) i transgènics (STZ-TgA i STZ-TgB).
(B) Les determinacions de l'activitat glucoquinasa es varen realitzar a partir d'extractes de

fetge obtinguts d'animals control (Con) i transgènics de les linies PEPCK/GK-6 (TgA) i
PEPCK/GK-47 (TgB) no tractats i tractats amb estreptozotocina segons es descriu a
Materials i Mètodes. Els resultats estan expressats com la mitjana ± SEM de 15 ratolins
transgènics de cada linia i 15 ratolins control.
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2. ESTUDI DEL METABOLISME GLUCIDIC EN EL FETGE D'ANIMALS

DIABÈTICS

2.1 ESTUDI DEL CONTINGUT DE GLUCOSA-6-FOSFATIGLUCOGEN

El destí de la glucosa-6-P dins de l'hepatòcit depèn de les necessitats

energètiques de l'animal. La reducció en l'activitat glucoquinasa en els animals control

tractats amb Stz, estava associada amb una disminució d'un 75% en la concentració

intracel.lular de glucosa 6-fosfat respecteals control sans. En canvi, ratolins transgènics

tractats amb Stz presentaven una concentració elevada d'aquest metabolit, i eran similars

als controls sans (Taula 1).

Els animals transgènics que expresen el gen quimèric PEPCK/GK accumulen més

glucogen, unes dues vegades més, que els animals control (Taula 1). La glucosa-6-fosfat

es un substráete per a la síntesi de glucogen així com un activador al.losteric de la

glucogen sintasa (Larner, 1990). Els ratolins transgènics que expressen el gen quimèric

PEPCK/GK acumulen més glucogen (dues vegades) que als ratolins controls(Taula

l)Durant la diabetis, a causa de la manca de'insilina i de un augment de glucagó, la

glucogen sintasa esta fosforilada i inactiva (Roach, 1986; Rodriguez-Gil et al, 1989). Com

era d'esperar, en el fetge dels ratolins control diabètics no es detecta glucogen

emmagatzemat. En canvi, animals transgènics tractats amb Stz presenten nivells de

glucogen similar als animals control sans (Taula 1), probablement, si mes no en part, com

a conseqüència de l'increment de glucosa-6-P. Així, l'expressió del gen quimèric

PEPCK/GK en estat diabètic causa una normalització en l'emmagàtzament de la glucosa,

indicant que l'activitat glucoquinasa es probablement un pas limitant en la síntesi de

glucogen en les cèl·lules hepàtiques. En el nostre grup hem demostrat que les celui.les de

hepatoma FTO-2B i H4IIE, que no són capaços d'acumular glucogen, al ser infectats

amb un vector retroviric amb el gen quimèric PEPCK/GK que expressa GK, acumulen

grans quantitats del polisacarid (Valera i Bosch, 1994)
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2.2 DETERMINACIÓ DE L' ACTIVITAT PIRUVAT QUIN AS A I CONTINGUT DE

LACTAT

En els ratolins transgènics també es va detectar una inducció de la utilització de

glucosa. El principal enzim regulador de la glucòlisi es la piruvat quinasa (L-PK) . El gen

d'aquest enzim esta regulat a nivell transcripcional, positivament per glucosa i insulina, i

negativament per ghicagó (Vaulont et al, 1994). Es va detectar una reducció de

l'expressió L-PK, així com de l'activitat en els animals control diabètics respecte als

control sans. En canvi, en els animals transgènics diabètics es va detectar una elevada

concentració tant del missatger com de l'activitat enzimàtica. Aquest increment va ser

d'unes 4 vegades més respecte els seus controls i similar els animals sans (Figura 2 i

Taula 1).

De manera similar, en hepatòcits en cultiu transfectats amb un vector que

expressa glucoquinasa, es detecta l'activació per glucosa del promotor del gen de la L-PK

independenment de la insulina (Doiron et al, 1994). L'activació de la L-PK durant la

diabetis es correlocionava amb un increment en el contingut intrahepatic de lactat en els

animals transgènics (Taula 1) A més, quan es van cultivar hepatòcits dels ratolins

transgènics durant 24-h en DMEM sense serum es va detectar un increment en la

producció de lactat respecte els ratolins control tractats amb Stz (Figura 3 A). La

concentració d'aquest metabolit era similar a la detectada en els hepatòcits dels controls

no tractats amb Stz.

2.3. DETERMINACIÓ DE L'ACTIVITAT PEPCK

En un procés diabètic el gen de la PEPCK esta induit. En canvi, els animals

transgènics tractats amb Stz mostraven una reducció en l'expressió d'aquest gen respecte

als animals control tractats amb Stz (Figura 2). Els canvis produits en els nivells del

mRNA de la PEPCK van ser paral·lels a els canvis en l'activitat de l'enzim. Així ,mentre

que els animals controls i transgènics alimentats no presentaven diferències significatives

en l'activitat PEPCK (Con, 4.9 + 0.9 mU/mg prot. (n=10) vs. Tg, 4.3 ± 0.3 mU/mg prot.

(n=10)), els ratolins transgènics diabètics presentaven una potent reducció en l'activitat

PEPCK comparada amb els animals diabètics (Con-Stz, 19.6 + 1.0 mU/mg prot. (n=8)

vs. Tg-Stz-, 5.9 ± 0.8 mU/mgprot. (n=8)).
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Table 1. Glucose storage and utilization

non-treated STZ-treated
Con Tg Con

Glucose 6-P
(nmol/g liver)

Glycogen
(mg/g liver)

215 ±15 337 ±21

44 ±5 98 ±9

56 ±12 230 ±26

4±2 49 ±6

Pyruvate kinase o,24 ± 0,02 0,53 ± 0,06
(U/mg prot)

0,15 ±0,03 0,59 ±0,08

Lactate
liver)

0,23 ±0,03 0,44 ±0,04 0,06 ±0,02 0,25 ±0,4

Taula I. Utilització i emmagatzemament de glucosa en el fetge de ratolins
diabetics que expressen glucoquinasa . Les determinacions es varen realitzar a partir
d'extractes de fetge obtinguts d'animals control (Con) i transgènics (Tg) no tractats i
tractats amb estreptozotocina es descriu a Materials i Mètodes i els resultats s'expressen
com la mitjana ± SEM de 12 animals diferents en cada grup.
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Non-treated STZ-treated

Pyr K

PEPCK

TAT

GLUT2

B-actin

Non-treated STZ-treated

Con TgB Con TgB

CPT-I

CPT-II

HMGCoAS

B-actin

Figura 2. Anàlisi per Northern blot dels nivells d'expressió dels gens clau en la
regulació de la glucosa i el metabolisme dels cossos cetònics en el fetge
d'animals transgènics que expressen glucoquinasa. Es va aïllar RNA total de fetge
d'animals control (Con) i transgènics (Tg) tractats i no tractats amb estreptozotocina.Es
varen hibridar amb les sondes especifiques de la L-piruvat quinasa (Pyr K), P-enolpiruvat
carboxiquinasa (PEPCK), tirosina aminotransferasa (TAT), transportador de glucosa Glut2
2 (GLUT2), carnitina palmitoiltransferasa I i II (CPT-I i CPT-II) i HMG-CoA sintasa
mitocondrial (HMGCoAS).
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4 8 12 16 20 24

10^

I
4 8 12 16 20 24

Tempsji

Figura 3. Producció de lactat, glucosa i cossos cetònics per hepatòcits d'animals diabètics
que expressen glucoquinasa .Per la producció de lactat (A), hepatòcits en cultiu primari
d'animals control alimentats (Con; O) i control diabètics (•) i transgènics diabètics (Tg; •)
varen ser incubais amb DMEM amb 25 mM glucosa. Per la determinació de glucosa (B) i de
p-hidroxibutirat (C) hepatòcits en cultiu primari varen ser incubais amb DMEM sense
glucosa suplementat amb 16mM lacta i 4 mM piruvat.A cada temps indicat es recollia una
mostra del medi d'incubació i es determinava la concentració de cada metabolit segons es
descriu a Materials i Mètodes Els resultats són expressats com la mitjana de tres experiments

diferents ± SEM
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S'ha descrit en hepatòcits en cultiu i en cèl·lules FAO d'hepatoma, que la glucosa

redueix la taxa de transcripció del gen de la PEPCK (Kahn et al, 1989; Meyer et al,

1991). En aquestes cèl·lules, quan s'incrementa la concentració de glucosa, augmenta la

velocitat de captació i utilització de la glucosa. En ratas diabètiques, l'administració de

glucosa també disminueix els nivells de mRNA de la PEPCK (Meyer et al, 1991).

L'expressió del gen de la tirosina aminotransferasa, un altre enzim implicat en la

ghiconeogènesi (Hashimoto et al, 1984) estava també normalitzada en el fetge dels

animals transgènics diabètics respecte els animals control (Figura 2). D'acord amb

aquests resultats, la producció de glucosa a partir de precursors ghiconeogènics per

hepatòcits en cultiu primari de ratolins transgènics diabètics va ser inferior a la dels seus

controls i similar els controls no tractats (Figura 3B). Aquesta disminució per part del

fetge en la producció de glucosa estava també corelacionada amb una disminució dels

nivells de mRNA del transportador de glucosa GLUT2 (Figura 2), que estaven

incrementats en el fetge dels ratolins diabètics com ha estat ja descrit (Oka et al, 1990).

No es van observar diferencies en l'expressió de GLUT1 entre animals control i

transgènics en les mateixes condicions (Resultats no mostrats). Aquests resultats són

similars els ja descrits en fetges de rates diabètiques tractades amb vanadat (Valera et al,

1990). En canvi, els animals transgènics tractats amb Stz que expressen el gen quimèric

PEPCK/GK generaven un senyal que era capaç de bloquejar la gluconeogenesi en

absència d'insulina i vèncer l'efecte del ghicagó. Aquests resultats suggerien que

l'augment en la concentració de glucosa 6-fosfat en el fetge podria induir a un mecanisme

en comú que incrementes l'expressió dels gens claus en la utilització de la glucosa i

disminuís l'expressió d'aquells involucrats en la producció de glucosa. Encara que altres

mecanismes no poden ser descartats. Aquests efectes en la regulació per glucosa 6-fosfat

podrien estar mediats per factor/s de transcripció tot i que no han estat descrit fins ara.

3. ESTUDI DEL METABOLISME LIPÍDIC I CETOGÈNIC EN EL FETGE DE

RATOLINS TRANSGÈNICS

La inducció de la cetogenesi es una característica comú en pacients amb diabetis

tipus 1 no tractats (Taylor i Agius, 1988; McGarry, 1992). La 13-oxidació dels àcids

grassos lliures en el mitocondri s'inicia amb l'acció seqüencial de dos enzims units a la

membrana, carnitina palmitoiltransferasa I i II (CPT I i CPT II) (McGarry i Foster,

1980; Woeltje et al, 1990; Ésser et al, 1993). Aquests enzims, responsables de l'entrada
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de acetil-CoA al mitocondri, i l'enzim regulador de la via dels cossos cetonics 3-hidroxi-

3-metilglutaril-CoA sintasa (HMG-CoA sintasa) mitocondrial (Valeraet al, 1994), estan

considerats els responsables del control de la cetogenesi hepàtica .L'activitat d'aquests

enzims esta incrementada durant la diabetis. També s'ha descrit que c AMP, FF A i

diabetis indueix l'expressió del gen de la HMG-CoA sintasa, mentre que la insulina

l'inhibeix (Valera et al, 1990; Casals et al, 1992). No es van trobar diferencies

significatives entre animals control i transgènics en l'expressió dels gens d'aquests

enzims. En el fetge dels animals diabètics, la concentració de mRNA de CPT I, CPT II i

HMG-CoA sintasa estava incrementada. En canvi, els transgènics diabètics mostraven

valors similars els ratolins control no tractats (Figura 2). La reducció d'aquests enzims es

corresponia amb una disminució en la producció de cossos cetonics en hepatòcits de

ratolins transgènics diabètics. Aquests hepatòcits cultivats en presencia de precursors

gluconeogenics es comparaven amb els ratolins control diabètics (Figura 3 C). La

concentració de cossos cetonics en el medi d'incubació dels animals transgènics diabètics

era similar a la concentració que presentaven els animals control sans. Aquests resultats

indicaven que la cetogenesi estava bloquejada en els ratolins transgènics diabètics que

expressen el gen quimèric PEPCK/GK. Els resultats obtinguts en aquests animals

suggerien que l'activació de la glucoquinasa durant la diabetis, indueix a mecanisme/s que

coordinadament bloqueixen l'expressió dels gens clau de la cetogenesi en absència

d'insulina. Aquest mecanisme podria ser el mateix que controla els gens involucrats en la

gluconeogenesi, ja que aquests dos mecanismes estan activats en el fetge diabètic.

4. ESTUDI DELS PARÀMETRES SÈRICS EN RATOLINS DIABÈTICS

Els canvis en el metabolisme hepàtic van ésser associar amb la normalització dels

paràmetres sèries alterats durant la diabetis. Així, els animals transgènics diabètics

presentaven una dramàtica reducció de la hiperglucèmia (Taula 2), mentre que els ratolins

control presentaven elevades concentracions de glucosa en sang. Tots els ratolins tractats

presentaven nivells molt baixos d'insulina. A més, els animals transgènics sans

presentaven una disminució d'un 20% en la concentració de glucosa en sèrum així com

una reducció del 40% en els nivells d'insulina respecteals animals control (Taula 2).

Això indicava que el metabolisme de la glucosa a fetge determina el nivells de glucosa i

insulina en sang. Aquest resultats eran consequents amb el paper clau del fetge en la

homeostasi de la glucosa en tot l'organisme. A més a més, el bloqueix de l'expressió dels

gens CPT I, CPT II i HMG-CoA sintasa i la producció de cossos cetonics estaria
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d'acord amb la concentració en serum B-hidroxibutirat. En el cas dels animals transgènics

diabètics estava normalitzats respecte als ratolins diabètics.

L'expressió del gen quimèric PEPCK/GK també condueix a una normalització

dels triglicerids circulants aixi com dels àcids grassos lliures, que estan marcadament

incrementats durant la diabetis (Taula 2). Aquests resultats indicaven que el fet de que

el fetge fos capaç de captar glucosa era suficient per normalitzar la glucosa, els lipids i el

metabolisme dels cossos cetonics. Per últim, i com era d'esperar, els animals control

diabètics perdien pes corporal (una reducció del 25% després de quinze dies del

tractament amb estreptozotocina, des de 21.4 + 0.5 g a 15.7 + 0.8 g (n=25)). En canvi, la

normalització del metabolisme hepàtic, així com dels paràmetres sèries en els animals

transgènics diabètics venia acompanyat per un manteniment en el pes corporal (des de

20.3 + 0.6 g a 21.1 + 0.9 g (n=25)).

Table 2. Serum parameters

non-treated Stz-treated

Con Tg Con Tg

Glucose 207*11 148 ±9 >800 265 ±14
(mg/dL)

Insulin 2,7 ±0,3 1,5 ±0,1 <0,2 <0,2
(ng/mL)

p-OH-butyrate 0,37 ±0,06 0,30 ±0,07 2,94 ±0,3 0,49 ±0,12
(mmol/L)

Triglycérides 129 ± 15 154 ± 12 365 ± 28 181 ± 15
(mg/dL)

FFAs 0,98 ± 0,1 0,78 ± 0,1 1,95 ± 0,2 0,83 ± 0,1
(mmol/L)

Taula 2. Paràmetres sèries en animals trasgènics que expressen el gen quimèri
PEPCK/GK Paràmetres sèries d'animals control (Con) i transgènics (Tg) tractats i no
tractats amb estreptozotocina streptozotocin-treated (STZ)varen ser determinats segons es
descriu a Materials i Mètodes Els resultats estan expressats com la mitjana ± SEM de 15
ratolins transgènics i 15 ratolins control.
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Resalíais i Discussió

The Diabetes Control and Complications Trial (DCCT), disenyada per estudiar

la hipòtesi de que les complicacions de la diabetis mellitus esta relacionada amb un

augment en la concentració plasmática de glucosa, han demostrat que una terapia

intensiva amb insulina pot retardar l'aparició i la seva posterior progressió de les

retinopaties, nefropaties i neuropaties en pacients amb IDDM. Pacients amb NIDDM

no van ser estudiats en DCCT. La millora en el control de la glucemia podria reduir de

forma considerable les complicacions macrovasculars en pacients amb NIDDM. Una

contraindicació de l'us intensiu de la insulina es la conseqüent aparició de complicacions

macrovasculars, la primera causa de morbilitat i mortalitat en pacients que pateixen

aquesta malatia (Pickup i Williams, 1994). La hiperinsulinemia i la resistencia a la

insulina, molt comú en pacients amb NEDDM, estan associades amb un increment en el

risc de patir hipertensió, malalties relacionades amb artèries coronaries, i infart,

augmentant la possibilitat que l'insulina per si mateixa provoqui accions aterogeniques.

D'altra banda, l'hiperglucemia tant en la IDDM com en la NIDDM pot reduirse

incrementant la captació de glucosa per part del fetge i els teixits perifèrics. Els nostres

resultats suggereixen que l'expressió de la glucoquinasa en el fetge durant la diabetis

podria ser una aproximació útil per el tractament d'aquesta malaltia, reduint no sols

l'hiperglucemia diabètica sinó també la cetoacidosi.
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Introducció

INTRODUCCIÓ

La hiperglucèmia és la característica més comú de la diabetis mellitus.L'absència

d'insulina en la diabetis de tipus 1 (IDDM) I la insensibilitat a la insulina i la relativa

deficiència de l'hormona en la diabetis tipus 2 causa una disminució en la utilització de

glucosa pel fetge, múscul i teixit adipós, i un augment en la producció de glucosa hepàtica

S'ha postulat que la hiperglucèmia crònica podría ser la principal responsable en

el desenvolupament de les patologies específiques de la diabetis com són les patologies

microvasculars de la retina i el glomerul renal, i de les complicacions neuroliogiques i

macrovasculars La reducció de la hiperglucèmia, i aixi el manteniment de la

normoglucèmia, és l'objectiu principal en qualsevol tipus de aproximació terapèutica per

la diabetis de tipus 1 i de tipus 2. The Diabetes Control and Complications Trial

(DCCT) ha demostrat que una teràpia intensiva amb insulina és capaç de enrederir

l'aparició i una progressió més lenta de les retinopaties, nefropaties, i neuropaties en la

diabetis de tipus 1 . En el cas de la diabetis de tipus 2 no es va estudiar en la DCCT, però

la millora en el control de la glucemia podria reduir potencialment les complicacions

microvasculars d'aquests pacients. Un dels problemes de l'us de una teràpia intensiva

amb insulina en la diabetis de tipus 2 és que es podria excerbate les complicacions

macrovasculars, la principal causa de morbilitat i mortalitat en aquesta malaltia .

L'hiperinsulinemia i la resistencia a la insulina, ambdues molt comuns en pacients

diabètics de tipus 2, estan associades amb un augment en el risc de patir hipertensió,

malalties de la artèria coronaria, infart, i un increment en la possibilitat de que la insulina

per si mateixa tingui accions aterogeniques. Per contra, la hiperglucèmia diabètica tant de

tipus 1 com de tipus 2 es podria reduir incrementant la captació de glucosa pel fetge i els

teixits perifèrics.

El múscul esquelètic constitueix aproximadament un 40 % de la massa corporal i

s'ha descrit que la contribució en l'eliminació de glucosa després d'una ingesta

d'aliments és d'un 75 % . El múscul esquelètic capta glucosa per difusió facilitada de

manera tant dependent com independent d'insulina. A més, s'ha demostrat que expressa

nivells relativament elevats de Glut4 (responsable del transport de glucosa estimulat per
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Introducció

insulina) i nivells baixos de Glut 1 (localitzat en la membrana plasmática i responsable de

la captació basal de glucosa independent d'insulina .La gran rapidesa en la conversió de

la glucosa a glucosa-6 fosfat, reacció catalitzaria per membres de la familia de les

hexoquinases, manté els nivells de glucosa molt baixos assegurant d'aquesta manera que

la glucosa entri en la cèl·lula.

Les hexoquinases I i II (HKI i HKII) són els isoenzims predominants en el

múscul esquelètic.L'HKI s'expressa de forma constitutiva i ubiqua, en canvi FHKII és la

isoforma estimulada per insulina especifica de múscul i teixit adipós. A més a més, Glut4

i HKII contitueixen el primer pas en la utilització de glucosa estimulada per insulina,

mentre que Glutl juntamenrt amb l'HKI són considerats els responsables de la captació

de la glucosa basal. Sota condicions basáis, el Glut4 es troba localitzat principalment en

vésicules intracel.lulars i es transloca a la membrana cel·lular en resposta a insulina.

Aquesta translocació es postula que és el primer mecanisme pel qual la insulina estimula

la captació de glucosa. La insulina també indueix la transcripció del gen de la HKII,i

disminueixen els nivells demRNA i l'activitat de l'enzim quan els nivells d'insulina són

baixos o quan el senyal de l'hormona esta alterat.

S'ha demostrat que un increment en els transportadors de glucosa en el múscul

esquelètic d'animals transgènics que sobreexpressen Glutl o Glut4 provoquen un

augment en la utilització de la glucosa i en l'emmagatzematge de glucogen i una

disminució en la glucemia i en la insulina plasmática. Alguns d'aquests estudis

suggereixen que la fosforilació de la glucosa podria ser el pas regulador en la utilització de

glucosa El transport de glucosa en el múscul en resposta a euglicèmia hiperinsulinemia

esta fortament alterat en pacients amb diabetis de tipus 2. En canvi, la fosforilació

intracel. lular de glucosa esta alterada i com a conseqüència la glucosa lliure intracel.lular

augmenta.Aixo indica que mentres que el transport i la fosforilació de la glucosa són

resistent a l'acció de la insulina, una alteració en la fosforilació de la glucosa molt

probablement és el pas limitant en l'acció de la insulina . D'altra banda, el tractament

amb insulina en múscul cardiac de rata i en miocits aillats de rata causan una acumulació

de la glucosa lliure intracel.lular, el que demostra que la fosforilació de la glucosa esta

saturada. En el múscul esquelètic de ratolins transgènics que sobreexpressen Glutl

s'observa també una acumulació de la glucosa lliure intracel.lular, demostrant que la

fosforilació de la glucosa esta saturada amb un augment del fluxe de glucosa cap als

teixits. La sobreexpressió de l'HKII especialment en múscul esquelètic de ratolins
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transgènics dona lloc a un augment modest en la capacitat de captació de glucosa a nivell
individual del múscul esquelètic. En canvi, no es va detectar un efecte en la tolerancia a la

glucosa o a l'acció de la insulina. A més, s'ha demostrat recentment que la

sobreexpressió de Glut4 i HKn en ratolins transgènics no hi ha un increment en la
utilització de glucosa basal o estimulada per insulina in vivo comparant amb la

sobreexpressió de Glut4 .A més, l'adició de HKII a la sobreexpressió de Glut4 no és

suficient per tal de millorar la tolerància a la glucosa o a l'acció de la insulina.

Part de la limitació en el fluxe de glucosa imposada per l'HKII podria ser deguda
f a la inhibició per feedback de l'enzim pel seu producte,la glucosa-6-fosfat . Al contrari

que l'HKII ,la glucoquinasa(GK) de fetge té una elevada Km per la glucosa i no

• s'inhibeix per concentracions fisiològiques de glucosa-6-fosfat . La regulació de

l'activitat GK es deguda principalment a canvis en la transcripció del seu gen. La insulina

• augmenta, mentre que el glucagó inhibeix, la transcripció del gen de la GK de fetge.. La

fosforilació de la glucosa per la GK es clau en la regulació en la utilització de glucosa pels
jft hepatocits. Nosaltres vàrem demostrar que la sobreexpressió de GK en el fetge de

ratolins transgènics causa un increment en l'activitat L-piruvat quinasa, indicant in vivo

• que l'activació de la GK pot induir la glucolisi i la síntesi de ghicogen . Aquest canvis en

™ el metabolisme de la glucosa permeten una reducció en la glucosa sanguínia i en la

I concentració d'insulina . En estat diabètic, l'expressió del gen de la GK i la seva activitat

són molt baixes, i per això el fetge es incapaç de metabolitzar la glucosa sanguínia .En

P canvi, el rescat en l'expressió de GK en el fetge de ratolins diabètics impedeix les

m alteracions metabòliques i causa una normalització dels nivells de glucosa sanguínia.

Per tal d'incrementar la fosforilació de la glucosa i evitar l'inhibició per feedback

de l'activitat HK per glucosa-6-fosfat, l'enzim GK de fetge podria ser expressat en

aquest teixit. En aquest treball, volem determinar si l'increment en la fosforilació de la

glucosa podria provocar un augment en la captació i utilització del sucre. Amb aquest fi,

hem generat ratolins transgènics que expressen GK en múscul esquelètic sota el control

del promotor de la cadena lleugera de la miosina (MLC) : Aquests ratolins demostren

que la presencia de activitat GK en el múscul esquelètic provoca un augment en la

concentració intracel.lular de glucosa-6-fosfat i una reducció en els nivells de glucosa

sanguínia, indicant que l'expressió de GK pot causar un augment en la captació de la
glucosa sanguínia pel múscul. Aquests resultats en ratolins transgènics suggereixen que
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Introducció

l'expressió de GK en múscul podría ser utilitzat com una aproximació de terapia genica

per tal de reduir la hiperglucemia durant la diabetis.

Gran part de la glucosa que entra en les fibres musculars en resposta a la insulina es

convertida en glucogen. La síntesi de glucogen està realment alterada en diabetis tipus 2 i

en individus resistents a l'insulina amb una tolerancia a la glucosa normal predisposats a

desenvolupar diabetis tipus 2
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Resultats i Discussió

1. OBTENCIÓ DE RATOLINS TRANSGÈNICS QUE EXPRESSEN

GLUCOQUINASA EN MÚSCUL

Amb la finalitat d'estudiar els efectes de l'expressió de la glucoquinasa en

cèl·lules musculars, es van obtenir ratolins transgènics que expressaven el cDNA de la

glucoquinasa dirigit pel promotor de la cadena lleugera de la miosina (MLC)

1.1. CONSTRUCCIÓ DEL GEN QUIMÈRIC MLC/GK

El gen quimèric utilitzat en aquest treball estava format pel promotor del gen de

la cadena lleugera de la miosina (MLC) de rata, i pel cDNA de rata de la glucoquinasa

(GK). El fragment del cDNA de la glucoquinasa contenia la seqüència sensera codificant

i el senyal de poliadenilació.

Es va fusionar el cDNA de la GK al fragment de 1.5 Kb del promotor del MLC 1,

incloent-hi tant el cap site com 105pb de seqüència no codificant unida a l'extrem 5' del

cDNA delaGK. Per tal d'augmentar l'estabilitat del RNA missatger del transgen es va

introduir en l'extrem 3' del cDNA de GK un fragment de 0.8Kb que contenia un petit

intró i el senyal de poliadenilició de l'antigen T SV40. Finalment, per tal d'assegurar uns

elevats nivells d'expressió en el múscul esquelètic, es va introduir un fragment

Sptíl/HdlU genomic de 0.9Kb del gen MLC 1/3 que contenia una seqüència "enhancer" o

activadora específica de múscul. El plasmidi final va ser designat pMLCl/GK.
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1.2. GENERACIÓ DE RATOLINS TRANSGÈNICS

El gen quimèric MLC/GK va ser microinjectat en oòcits fecundáis i es varen

obtindré cinc línies fundadores que havien integrat el transgen en el seu genoma En els

experiments realitzats al llarg d'aquests estudis, es van utilitzar ratolins de la FI i F2 de

dues línies de transgènics. Anàlisi per Southern blot demostraven la presencia de cDNA

deGK. Es va observar que dues d'aquestes línies MLC/GK li MLC/GK2, expressaven

GK funcional en el múscul esquelètic. En tots els estudis es van utilitzar com a ratolins

control els germans de la mateixa camada dels transgènics.

A partir de les línies de transgènics establertes, es va estudiar els efectes de la

expressió de glucoquinasa en múscul. En primer lloc, es va estudiar l'expressió del gen

quimèric així com l'activitat enzimàtica.També es va analitzar el metabolisme glucidic en

l'animal sencer. Es va determinar la concentració plasmática de glucosa i insulina, així

com un estudi del comportament dels animals en el manteniment de l'homeòstasi de la

glucosa in vivo.

1.3 ANÀLISI DE L'EXPRESSIÓ DEL GEN QUIMÈRIC MLC/GK

Per determinar l'expressió del transgen es va obtenir RNA total de múscul de

ratolins control i transgènics, mantinguts en condicions normals d'alimentació o dejunats

24 hores. L'estudi de l'expressió del gen de la GK es va realitzar mitjançant anàlisi de

Northern blot.

En el múscul esquelètic dels animals transgènics es va detectar un transcrit de 2.5

Kb que híbrida amb una sonda de cDNA de GK com a resultat de l'expressió del

transgen (Figura 2). Per contra, en els animals control no es van detectar transcrits de

GK. Aquests nivells de mRNA de GK detectats en el múscul eran quatre vegades

superior als nivells detectats en fetge.Aquests resultat ens indicaba que existia

transcripció del gen quimèric.
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Figura 2. Expressió del transgèn en múscul esquelètic. Anàlisi per Northern blot dels
nivells d'expressió del gen de GK en múscul. (A) Anàlisi densitometric d'autoradigrafies.
Animals control (Con), Animals transgènics de les linies MLC/GK1 (Tg 1) i MLC/GK2 (Tg
2). Els resultats de la gràfica s'expressen com unitats arbitraries de densitat òptica,
representat com a 100 % els nivells de mRNA de GK de fetge. (B) L'expressió del gen de la
GK es va analitzar per Northern blot. Es va aïllar RNA total de múscul d'animals control
(Con) i animals transgènics de les linies MLC/GK1 (Tg 1) i MLC/GK2 (Tg 2). Per tal de
poder comparar es va aïllar RNA total de fetge d'animals control. Es va hibridar amb una
sonda de cDNA de GK de rata.
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1.4. ANÀLISI DE LA PROTEÏNA GLUCOQUINASA

Un cop comprovat que el transgèn s'expressava, es va determinar la presencia de

proteïna GK per verificar que l'expressió en el múscul dels ratolins transgènics es

traduia a proteïna. Per això, es va realitzar anàlisi per Western blot d'extractes proteics

de múscul (Figura 2B). Es va poder observar que els nivells detectats de proteïna GK en

el múscul dels animals transgènics eren similars als que es detectaven en fetge. La

quantitat de proteïna GK detectada en el múscul no es corresponia amb els nivells de

mRNA. Aquests resultats indicaven que el mRNA de GK era traduit i que la proteïna

era estable en un ambient ectòpic com és el teixit muscular.
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Figura 3. Anàlisi per Western blot de la quantitat de proteïna GK en múscul
esquelètic. (A) Anàlisi densitometric de proteïna GK Els resultats de la gràfica s'expressen
com a unitats arbitraries de densitat òptica representat com a 100 % els nivells de mRNA de
GK de fetge (B) Anàlisi per inmunodetecció de la proteïna GK en múscul esquelètic. Els
extractes proteics es van obtenir a partir de múscul esquelètic de les potes de darrera
d'animals mascles control (Con) i animals transgènics de les unies MLC/GK1 (Tg 1) i
MLC/GK2 (Tg 2) segons es descriu en Materials i Mètodes. Les membranes es van incubar
amb un anticòs policlonal contra GK.
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2. ESTUDI DEL METABOLISME GLUCIDIC EN EL MÚSCUL ESQUELÈTIC

Per tal de comprovar si l'expressió de la GK en múscul estava alterant el

metabolisme ghicidic, es va determinar l'activitat GK aixi com el contingut muscular de

diferents metabolits intermediaris del metabolisme del sucre.Les anàlisis es van realitzar

en ratolins control i transgènics que van ser anestessiats amb pentobarbital i les mostres

de múscul van ser ràpidament congelades en nitrogen liquid.

2.1. ACTIVITAT GLUCOQUEVASA, CONTINGUT DE GLUCOSA-6-FOSFAT I

GLUCOGEN

Es va detectar expressió funcional de la proteïna ectòpica en mostres de múscul

esquelètic de ratolins transgènics (Taula 1). En canvi, aquesta activitat no es va veure

reflectida en un increment en l'activitat hexoquinasa total. No es van detectar diferencies

en l'activitat total fosforiladora de glucosa en extractes de múscul d'animals transgènics

respecte als control. Tot i així, es van detectar nivells superiors de glucosa-6-fosfat

(Figura 4 A) i de glucogen (Figura 4B) en el múscul esquelètic dels animals transgènics

MLC/GK. Els valors de glucosa-6-fosfat en el múcul esquelètic dels ratolins transgènics

de les linies MLC/GK 1 i MLC/GK2 eren 3 i 4 vegades superiors en relació als controls

germans respectivament.

L'augment en els nivells de glucosa-6-fosfat observats en els animals MLC/GK

suporten la idea de que un increment en la fosforilació de la glucosa es induida per

l'expressió de GK en múscul.
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— Taula 1 - Activitat glucoquinasa en múscul de ratolins transgènics
I MLC/GK.

Glucoquinasa de fetge Glucoquinasa de múscul Hexoquinasa de múscul

I (mU/mgprot) (mU/mgprot) (mU/mgprot)

• Con 21.5 ±2.1 No detectada 55.7 ±1.9.

• Tgl 21.1 ±1.8 7 ±0.9 54.2 ±2.6

m Tg7 20.8 ±2.2 12 ±0.8 54.3 ± 1.7

| Resultats obtinguts a partir de 14 animals. Les determinacions de les activitats glucoquinasa i
hexòquinasa es van determinar a partir d'extractes de múscul segons es descriu a Material i

I Mètodes i els resultat s'expressen com la mitjana ± SEM
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Figura 4. Efecte de l'expressió de GK en múscul esquelètic sobre els nivells de

glucosa-6-fosfat (A) i glucogen (B). Les determinacions es van realitzar a partir

d'extractes de múscul segons es descriu a Material i Mètodes i els resultats s'expressen

com la mitjana ± SEM.
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3.ESTUDI DELS EFECTES SISTÈMICS PROVOCATS PER U EXPRESSIÓ DE

LA GK EN ANIMALS TRANSGÈNICS

Per comprovar si l'expressió de GK en múscul produïa alteracions en el

manteniment de l'homeòstasi de la glucosa in vivo, es va determinar la concentració de

glucosa plasmática en diferents condicions nutricionals, així com els nivells d'insulina.

També es van determinar la concentració plasmática de lactat i de (3-hidroxibutirat.

3.1 ANÀLISI DE LA GLUCEMIA

A partir de mostres de sang obtingudes a primera hora del matí d'animals

controls i transgènics alimentats o dejunats 24h es va determinar la concentració de

glucosa plasmática.

La glucemia dels animals transgènics MLC/GK era inferior a la detectada en els

controls en les diferents condicions d'alimentació (Taula 2). Aquesta disminució en els

nivells de glucosa sanguinia en els animals transgènics podria haver estat produida per un

augment en la captació de glucosa pel múscul esquelètic.

La glucosa es eliminada del torrent circulatori pel transport a través de la

membrana plasmática i la subsegüent fosforilació a glucosa-6-fosfat. La família de les

hexoquinases fosforilen la glucosa intracel.lular i mantenen els nivells de glucosa molt

baixos, assegurant d'aquesta manera que la glucosa entri en la cèl·lula. Aquests resultats

indicaven que un augment en la fosforilació intracel.lular produida per l'expressió de GK

activa resultava en un increment en el gradient de entrada de glucosa en les cèl·lules

musculars. Aquests increment es traduïa en un augment de la captació de glucosa pel

múscul.
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Resultats i Discussió

Taula 2. Concentració plasmática de glucosa
• (mg/dl)

Edat

2 mesos

Con

Tgl

Tg2

6 mesos

Con

Tgl

Tg2

12 mesos

Con

Tgl

Tg2

Alimentat Dejunat

159 ±5 85 ±2

154 ±2 72 ±2

132 ±2 74 ±2

152 ±3 83 ±3

132 ±3 75 ±2

128 ±4 71 ±1

138 ±1 76 ±3

117±2 65±1

112 ±4 64 ±3

Resultats obtinguts a partir de 14 animals. Les determinacions de la glucosa sérica es va
realitzar segons es descriu a Material i Mètodes. Els resultats s'expressen com la mitjana ±
SEM.
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3.2 TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

Discussió

Es va administrar una sobrecàrrega intraperitoneal de glucosa a ratolins control i

transgènics dejunats 24h. Els nivells basais de glucosa eren similars en els ratolins

transgènics de les dues línies respecte als control (Figura 5). Després de 60 minunts de la

injecció de glucosa, els animals transgènics presenten una reducció dels nivells de

plasmática (al voltant del 19%) respecte als control. L'augment dels nivells de

circulant va ser transitoria i gradualment van retornar als nivells basais en 180

tant en els animals control com transgènics. Aquest augment en l'eliminació de

glucosa

glucosa

minuts

glucosa

en els animals transgènics que expressen el gen quimèric MLC/GK molt probablement

resulti de l'augment en la captació i utilització de glucosa pel múscul esquelètic. Aquest

increment en la metabolització de la glucosa es podria explicar per l'efecte de l'expressió

de GK en el múscul esquelètic d'aquest ratolins. v

250-,

T Con
200- .X'jSv

1 r ^\j$ ISO- /^""'-e^Tgl Ni

§ /^'""ï·^'^i/S.
O // Tg2 "XiS. NIw loo JA- -v o

f 'í

50
0 60 120 180

Temps (min)

i
t
I
I
I
I

Figura 5 Test de tolerància a la glucosa. Ratolins control (m, Con)i transgènics (u, TgA
and 1, TgB) dejunats 24 h varen ser anestessiats i sotmesos a un test de tolerància a la
glucosa. Es va administrar per via intraperitoneal 0,5 mg de glucosa per gram de pes viu i a
continuació es varen realitzar determinacions de la concentració de glucosa en sang al llarg
del temps. Els resultats estan expressats com la mitjana ± SEM de 10 ratolins transgènics i
10 ratolins control..
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3 ESTUDI DE L'EXPRESSIÓ DE GK EN EL MÚSCUL D'ANIMALS DIABÈTICS

Amb la finalitat d'estudiar si l'expressió de l'activitat GK era capaç de

contrarestar la hiperglucèmia diabètica, animals control i transgènics van ser tractats amb

estreptozotocina (Stz). Es van estudiar els canvis metabòlics tant a nivell sistèmic com a

nivell muscular dels animals transgènics, provocats per l'expressió de la glucoquinasa.

Es va estudiar l'expressió de GK en el múscul després de induir diabetis amb

Stz. En el múscul del ratolins diabètics no transgènics no es van detectar transcrits de

mRNA de glucoquinasa, mentre que en ratolins transgènics tractats amb Stz expressaven

nivells de mRNA de glucoquinasa 3 vegades superiors als detectats en el fetge d'animals

sans alimentats (resultats no mostrats). Els animals transgènics MLC/GK presenten un

augment en els valors de glucemia en dejú respecte als transgènics sans (Figura 6). Quan

es comparen amb animals control tractats amb Stz s'observa també una correcció parcial

de la hiperglucèmia diabètica.

200- ï

so

60.

°"!*·"««*7^*«"!v
^

x|x|:¡:¡:|:|:

m

•x :

•x-x

x::
X''

T
$&

•x'x'i

'••'•:•:•:•:

con tg 7 con STZ tg 7 STZ

Figura 6. Nivells de glucosa a serum.. Les determinacions de la glucosa sérica es va
realitzar segons es descriu a Material i Mètodes. Els resultats estan expressats com la
mitjana ± SEMde 10 ratolins transgènics i 10 ratolins control. (Control no diabètic (Con);
ratolins control tractats amb Stz (Con-Stz) i animals transgènics no tractats de la línia
MLC/GK1 (Tg 7) i tractats amb Stz (Tg 7 Stz).
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T
i Conclusions

m 1) S'han obtingut ratolins transgènics mitjançant la microinjecció del gen quimèric format
• pel promotor de la P-enolpiruvat carboxiquinasa (PEPCK) unit al cDNA de la
» glucoquinasa de rata (PEPCK/GK). Aquests animals expressen el transgèn al fetge de
• manera regulada.

2) La sobreexpressió de la GK en ratolins transgènics indueix glucolisi hepàtica i provoca
un increment en la fosforilació de la glucosa i en l'acumul de glucògen a fetge

I
3) Els ratolins transgènics són hipoglucèmics i hipoinsulinèmics i presenten un test de

I tolerància a la glucosa millorat, fet que indica que aquests animals tenen un augment en la
captació i utilització de la glucosa per part del fetge.

I
4) Els ratolins transgènics tractats amb estreptozotocina presenten una inducció de la

• glucolisi i una inhibició de la gluconeogenesi i cetogenesi

• 5) La sobreexpressió de GK en estat diabètic provoca una normalització dels paràmetres
™ sèries en els animals transgènics PEPCK/GK en absència d'insulina

I
6) En estat diabètic, els animals transgènics són capaços d'induir la utilització i
acumulació de glucosa en el fetge

1

f .7) S'han obtingut ratolins transgènics mitjançant la microinjecció del gen quimèric format
pel promotor de la cadena lleugera de la miosina (MLC) unit al cDNA de la glucoquinasa
de rata (MLC/GK). Aquests animals expressen el transgèn en elmúscul de manera

• constitutiva

| 8) L'expressió de la GK en ratolins transgènics MLC/GK indueix glucolisi muscular i
provoca un increment en la fosforilació de la glucosa i en l'acumul de glucògen en el

• múscul

'I 9) L'expressió de GK en els animals transgènics MLC/GK són capaços de contrarestar
parcialmente la hiperglucèmia diabètica després del tractament amb estreptozotocina en

« absència d'insulina

i
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Materials i Mètodes

1. MATERIALS UTILITZATS

1.1. ANIMALS

Els animals utilitzats per a la tècnica d'obtenció d'animals transgènics varen ésser

ratolins híbrids B6SJL, que provenien del creuament de les soques C57BL/6 i la SJL (IFFA

CREDO), com a femelles donadores d'embrions i CD-1 (Charles River) com a femelles

receptores. Els mascles que es varen vasectomitzar eren OF-1 (IFFA CREDO).

1.2. SOQUES BACTERIANES I VECTORS PLASMÍDICS

La soca bacteriana utilitzada per a l'amplificació dels plasmidis fou la DH5a d'E. coli.

Les cèl·lules d'aquesta soca creixien a 37 °C en medi LB. La selecció dels clons positius es

realitzava amb 50 mg/mL d'ampicilina. Es conserven a -80°C en medi LB amb un 20%

(vol/vol) de glicerol.

Els vectors utilitzats en aquest treball foren el pB7.0, el pPCKIO i el pSMl-1-l.

1.3. REACTIUS I MEDIS DE CULTIU

Tots els reactius de biologia molecular es varen adquirir de les cases comercials

Boehringer Mannheim, Gibco-BRL, BioRad i Pharmacia. Els productes marcats

radioactivament (a-32P)dCTP, la 3H2O, la L-(l-14C)glucosa, la 5-(3H)-D-glucosa, la 2-(3H)-

D-glucosa i el kit per a la determinació de l'AMPc, cAMP (125I)assay system'procedien

d'Amersham Internacional. El BCA protein Assay era comercialitzat per la casa Pierce. El

kit de detecció no radioactiu d'anticossos ECL Western Blotting analysis System era

d'Amersham.

Les hormones, PMSG i HCG, i l'oli de parafina per al cultiu d'embrions procedien de

Sigma. Els reactius químics del medi de cultiu d'embrions també varen ser adquirits a Sigma i

a Merck. L'alcohol amílic terciari (anestèssic de ratolí) era d'Aldric i el tribromoetanol era de

Sigma.
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La collagenasa P de Clostridium histolyticum, que és l'específica per a l'aïllament

JÉ dels illots pancreàtics era de Boehringer Mannheim. Els reactius per a la solució de

• Hank's, a l'igual que els aminoàcids i la forskolina per al manteniment i secreció d'insulina

• dels illots era de Merck.

I 1.4. SONDES

9J La sonda de PEPCK utilitzada per Southern i Northern Blot corresponia al fragment

d'l.7 Kb, Spbl/Sphl, del cDNA de la PEPCK (pPCKIO) cedit pel Dr Richard W. Hanson

£ (Case Western Reserve University, Cleveland, OH). La sonda de Glut-4 utilitzada per

Northern blot corresponia al fragment de 2.47 Kb EcoRI-EcoRI del cDNA de Glut-4

• (pSMl-1-1) cedit pel Dr. Birnbaum (Harvard University, Boston, MA). La sonda de

rhidroximetilglütaril-CoA sintasa utilitzada corresponia al fragment d'1.5 Kb EcoRI-EcoRI

t del cDNA del gen.

1.5. ANTICOSSOS

L'anticòs de conill contra Glut2 de rata fou cedit pel Dr. B. Thorens (Universitat de

Lausane).
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2. MÈTODES UTILITZATS

2.1. OBTENCIÓ I ANÀLISI DE DNA

B 2.1.1 Preparació de DNA piasmídic

Per a l'obtenció de petites quantitats de DNA piasmídic es varen realitzar

minipreparacions segons el protocol de lisi alcalina descrit originalment per Birnboim i Doly

(1979). Elplasmidi així obtingut (uns 3-4 mg/ml de medi de cultiu), es troba principalment

en forma circular, tancada covalentment (supercoiled), i en general és susceptible de ser

sotmès a manipulacions enzimàtiques sense necessitat demés purificacions.

El mètode consisteix en una degradació de la paret bacteriana per l'acció de la

lisozima, seguida d'una lisi alcalina del esferoplast i una precipitació selectiva del DNA

geriòmic bacterià i de proteïnes desnaturalitzades per acció d'una solució concentrada

d'acetat potàssic a pH àcid. El DNA piasmídic es purifica després mitjançant extraccions

fenol-cloroform i es precipita amb etanol. El RNA bacterià és degradat amb RNAsa A.

Solució de lisozima

Tris-HCl pH 8.0 25 mM

EDTA 10 mM

Glucosa 50 m M

Lisozima 5 mg/mL

Solució de lisi

NaOH 0.2 M

SDS 1%

Solució d'acetat potàssic pH 4.8

Acetat potàssic 3 M

Acid acetic glacial 2 M
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L'obtenció de grans quantitats de DNA es realitzava mitjançant maxipreparacions de

DNA, a partir d'l litre de medi de cultiu. El mètode es basa igualment en una lisi alcalina,

però la purificació del DNA es realitza amb unes columnes de Quiagen MR.

2.1.2. Manipulació enzimàtica del DNA

Les endonucleases de restricció són enzims purificats de bacteris o fongs, que

presenten una marcada especificitat enfront de seqüències curtes de DNA i actuen sobre

elles trencant els enllaços fosfodiesters i, per tant, la cadena de DNA.

Cada enzim de restricció requereix una força iònica i unes condicions de reacció

específiques, i per això en cada cas s'ha seguit el protocol recomenat per la casa comercial

subministradora de l'enzim. De forma general es digereix el DNA en relació de 5 unitats

d'enzim per mg de DNA, tenint present de no superar el 5% del tampó de restricció. El

temps de digestió del DNA plasmídic oscil·lava entre 1-2 h, mentre que quan es tractava de

DNA genòmic es deixava digerint un mínim de 6h. Els productes de la restricció van ser

analitzats en gels d'agarosa/TAE.

2.1.3. Aïllament i purificació de fragments de DNA

2.1.3.1. Gels d'agarosa

L'electroforesi en gels d'agarosa és una tècnica útil per a la separació anàlitica o

preparativa de fragments de DNA de tamany superior a 100 pb. La visualització dels

fragments de DNA (prèvia digestió amb enzims de restricció), s'aconsegueix mitjançant la

incorporació en el gel del colorant fluorescent Bromur d"Etidi (0.5 mg/mL) que s'intercala

entre les cadenes de DNA i apareix com una banda de color taronja quan és sotmès a

il·luminació utravioleta (300 nm). Aquesta tècnica permet detectar fragments de fins a 5 ng

de DNA.

La resolució dels gels d'agarosa ve determinada per la concentració d'agarosa dels

mateixos, de manera que es poden diferenciar bandes de pes molecular semblant mitjançant
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variacions en la seva concentració. En el present treball es varen utilitzar gels d'agarosa en

tampó TAE, de concentracions d'agarosa d'entre 0,6 i 1,2%. També es varen fer servir

marcadors de pes molecular de DNA de l'I al Vu de Boehringer Mannheim.

L'ús d'agarosa de baix punt de fusió permet la utilització de fragments de DNA sense

la necessitat de purificar-los. Un cop diferenciat el fragment de DNA en el gel, es retalla la

banda en que es troba immers en l'agarosa i es disol i s'escalfa a 65°C, mantenint-lo després a

37°C per impedir que es gelifiqui de nou. D'aquesta forma el DNA queda en dissolució i

preparat per a posteriors modificacions (principalment lligacions amb la DNA lligasa del

bacteriòfag T4 i marcatge de sondes radioactives amb el fragment Klenow de la DNA

polimerasa I).

Tampó d'electroforesi (TAE Ix)

Tris-acetat pH 8.3 40 mM

EDTA 1 mM

Tampó de càrrega IQx

Glicerol 50% (vol/vol)

EDTA lOOmM

SDS 1% (p/vol)

Blau de bromofenol 0.1% (p/vol)

2.1.3.2. Purificació de fragments de DNA per Geneclean MR

És un mètode ràpid per a la purificació de fragments de DNA en gels d'agarosa. Està

basat en la dissolució del fragment del gel d'agarosa que conté la banda desitjada, en un agent

caotròpic, en aquest cas en una solució saturada de Nal. Aquestes condicions permeten una

adsorció selectiva del DNA auna matriu de sílice. El DNA posteriorment es renta i s'elueix

en condicions de baixa força iònica. En aquest cas es va fer servir el kit comercial

GENECLEANH (Bio 101 Inc., La Jolla, CA), i es va seguir el protocol dels

subministradors.

2.1.3.3. Purificació de fragments de DNA per electroelució
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Aquesta tècnica es va fer servir a l'hora de purificar el fragment de DNA que s'havia

de microinjectar, ja que extreu el DNA de forma molt neta i no hi resta cap reste que

posteriorment pugui ser tòxic per a l'embrió. El DNA es va aïllar seguint les instruccions del

kit comercial BIOTRAP BT í 000 (Schleicher& Schull, Dassel, Alemanya)

2.1.4. Construcció de molècules híbrides de DNA

Amb l'objecte de construir molècules de DNA híbrides, els fragments de DNA eren

purificáis, combinats i tractats amb DNA lligasa del bacteriòfeg T4 suministrada per

Pharmacia (Pharmacia-LKB, Uppsala, Suècia). Els productes de la barreja de lligació eren

introduits en cèl·lules DH5a d'E. coli competents i aquelles cèl·lules que havien adquirit el

DNA plasmídic i, per tant, eren transformants se seleccionaven genèticament o bé per altres

mètodes, i després es confirmava per anàlisi del DNA.

2.1.4.1. Subclonatge de fragments de DNA

Les tècniques de subclonatge són àmpliament utilitzades amb diferentes finalitats.

En aquest cas varen emprar-se per tal de construir el minigèn de la PEPCK. Es feren servir

els vectors pPCKIO i pB7.0 (Yoo-Warren i col. 1983).

2.1.4.2. Transformació de cèl·lules d'E. coli

Les cèl·lules DH5a de E. coli utilitzades es varen fer competents mitjançant el

mètode de Hanahan (1985), que empra el MgClj i el CaCl2 com agents permeabilitzadors de

membrana, procedint-se a continuació a la transformció amb els plàsmids desitjats.

Seguidament s'extenen en placa sobre un medi selectiu, en el nostre cas el medi de cultiu, LB,

contenia 50 mg/mL d'ampicilina. D'aquells clons que resultaven resistents i, per tant,

positius es procedia a fer-ne un creixement en medi LB/ampicilina en volums de 250 a 500

mL per tal d'amplificar-los i procedir a la seva anàlisi.

LB (Luria-Bertrani Broth)

Triptona 10g/l

Extracte de llevat 5 /1
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NaCl 5 g/1

2.1.5. Marcatge radioactiu del DNA

El mètode radioactiu emprat per al marcatge de sondes, utilitzades tant per Northern

com per Southern blot, fou el preparat comercial Random Primed Labellig Kit (Boehriner

Mannheim GmbH, Mannheim, Alemanya), i se seguiren les indicacions del protocol de la

casa comercial. Es partia aproximadament de 50 ng de sonda DNA i s'incubava a 37°C

durant una hora amb una mescla de dATP, dGTP, dTTP i (a32P)dCTP en presència del

fragment de la Klenow de la DNA polimerasa I d'E. coli. Aquesta tècnica (Feinberg i

Vogelstein, 1983), permet l'obtenció de sondes d'alta radioactivitat específica (l.SxlO9

dpm/mg DNA) i amb un marcatge uniforme. La separació dels nucleòtids no incorporats

s'aconseguia mitjançant columnes de SephadexG-50.

2.2. TÈCNICA D'OBTENCIÓ DE RATOLINS TRANSGÈNICS

La tècnica utilitzada per a l'obtenció de ratolins transgènics fou la microinjecció de

DNA en el pronucli masculí d'oòcits fecundáis de ratolí (Hogan i col. 1986; Yun i Wagner,

1989).

2.2.1. Preparació del DNA

La puresa del DNA a microinjectar és un factor molt important per a l'èxit de la

microinjecció. El plasmidi que conté el gen d'interès es va preparar amb columnes de

Quiagen. Posteriorment el DNA fou digerit amb els enzims de restricció apropiats i sotmès

a electroforesi en gel d'agarosa/TAE. El fragment de DNA desitjat es va aillar i purificar per

electrolució. Finalmet es va redisoldre en el tampó de microinjecció de Brinster.

Tampó deBrinster pH 7.5

Tris-HCl 10 mM
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EDTA 0.25 mM

La determinació de la concentració de la solució de DNA per microinjectar es va

efectuar per comparació en gel d'agarosa amb un marcador de pes molecular conegut. Les

concentracions per microinjectar foren de 2 i de 4 ng/ml (Brinster i col, 1985). Abans de ser

utilitzat aquest DNA es va centrifugar 10 min. a 13.000g a fi d'evitar la presència de

partícules que podrien obturar la pipeta de microinjecció.

2.2.2. RecoUecció dels oòcits fecundáis

La técnica de microinjecció s'inicia amb la superovulació dels ratolins femelles

donadores, la recol·lecció dels oòcits fecundats, la selecció d'aquests per al seu posterior ús i

la sincronització de les femelles receptores mitjançant la inducció de la pseudogestació.

Amb la finalitat d'augmentar el nombre d'òvuls recol.lectats, les femelles donadores

B6SJLF! eren sotmeses a un procés de superovulació a través de l'administració

d'hormones, de manera sincronitzada amb cicles de llum i foscor (Rugh, 1986). El protocol

es basava en la injecció intraperitoneal de 5UI de PMSG, seguida 48h més tard de

l'administració de HCG. Posteriorment les femelles es creuaven amb mascles de la mateixa

soca. L'ovulació es produia 60h després de l'inici del tractament.

L'obtenció de femelles receptores en estat de pseudogestació es realitzava creuant

femelles CD-1, escollides pel seu bon caràcter maternal, amb mascles OF-1 vasectomitzats.

Degut a que els ratolins són animals d'ovulació induida, la sincronització del seu estat de

pseudogestació respecte les femelles donadores es realitzava creuant-les amb els mascles al

mateix temps que les donadores.

Per saber quines femelles havien estat cobertes, el dia següent se seleccionaven

aquelles què presentaven tap vaginal i se sacrificaven. Se n'extreien els oviductes, i se

n'alliberaven els òvuls fecundats en un medi de Brinster (Brinster, 1982) amb hialuronidasa

(Img/mL). Posteriorment eren rentáis amb medi sense enzim, procés que és repetia diferents
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vegades. Finalment eren transferits amb gotes del mateix medi sumergides en oli de parafina.

Així es mantenien entre una i dues hores a 37°C i amb una atmosfera amb una mescla de

gasos (5% deO2, 5% CO2, i 90% N2). El nombre d'òvuls recol.lectats varia de 20 a 25 per

femella.

Medi Brinster-bicarbonat

NaCl 94.5 mM

KC1 4.78 mM

CaCl2x2H2O 1.71mM

KH2PO4 1.19mM

MgSO4x7H20 25 mM

HEPES

Lactat sòdic 23.3 mM

Piruvat sòdic 0.33 mM

EDTA 0.1 mM

Glucosa 5.56 m M

BSA 5 g/1

Penicil·lina G lOOU/mL

Estreptomicina 50 mg/mL

Roig fenol 1 %

2.2.3. Preparació per a la microinjecció

Medi Brinster-HEPES

94.5 mM

4.78 mM

1.71mM

1.19mM

20.8 mM

23.3 mM

0.33 mM

0.1 mM

5.56mM

5grt

100 U/mL

50 mg/mL

1 %

Per obtenir un bon èxit en la microinjecció són molt importants les micropipetes.

Aquestes es preparen a partir d'uns capil·lars de vidre tipus Garner d'l mm de diàmetre que

prèviament han estat siliconitzats. Aquests

continuació amb la microforja es dona un

pipetes mitjançant la col·locació vertical

microforja durant uns breus segons. Aquest

situin en el mateix pla del microscopi que

capilars s'estiren amb un estirador de pipetes. A

angle d'aproximadament 15° a la punta de les

d'aquestes a prop de la font de calor de la

procediment és necessari perquè les pipetes se

els embrions i d'aquesta forma poder enfocar la
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porció de la pipeta que entra en el camp de visió. Després la pipeta de subjecció és tallada

en la microforja col.locant-la horitzontalment sobre un llit de vidre unit al filament de la

microforja. Amb això s'aconsegueix un trencament de la pipeta de forma que els cantells

queden de tipus rom. L'obertura de la pipeta de microinjecció s'obté trencant la seva punta

tancada sobre de la pipeta de subjecció.

El portaobjectes utilitzat és una modificació del portaobjectes estàndard de

microscopía òptica, ja que se U ha practicat un orifici d'una àrea rectangular de 2.0 x 1.6 cm.

Sota aquesta àrea s'hi col·loca un cubreobjectes, segellant amb parafina fosa. Aquest tipus de

cambra és óptima per a la microinjecció d'embrions. Una gota (4ml) del medi de

microinjecció de Brinster-HEPES i una gota de DNA (2 ng/ml dissolts en tampó de

microinjecció) eren dipositades verticalment en el centre del portaobjectes de microinjecció.

Les dues gotes eren cubertes per oli de silicona. A continuació uns 25 embrions eren

transferits a la gota de medi de Brinster.

2.2.4. Microinjecció del oòcits fecundats

Immediatament abans de la injecció la pipeta de microinjecció s'omplia amb oli de

silicona i s'instal·lava en el suport del micromanipulador corresponent. La pipeta de

subjecció era col·locada en l'altre micromanipulador i s'omplia amb oli de parafina gràcies a

l'aplicació de pressió sobre la xeringa tipus Hamilton. Ambdues pipetes eren orientades amb

l'angle correcte i s'enfocaven les dues puntes a través del microscopi, assegurant-se que les

dues estaven alineades horitzontalment.

La microinjecció es realitza a uns 200 augments en la gota de medi a on es troben els

zigots. La pipeta de microinjecció s'omplia de la solució de DNA i la pipeta de subjecció,

després d'haver-se omplert amb una mica de medi, s'utilitzava per col·locar i fixar els zigots

amb el pronucli masculí accessible a la pipeta d'injecció.

Per a microinjectar la solució de DNA s'enfocava la membrana del pronucli masculí i

la punta de la pipeta de microinjecció i s'introduia aquesta a la membrana pronuclear,
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injectant-se uns 2 pi de sol.lució de DNA (s'observa un augment del tamany del pronucli).

Sols es guardaven per a la transferència els que estaven en bones condicions després de la

injecció. Es manenien en una placa de cultiu per a embrions a temperatura fisiològica fins a

ser transferits a la femella receptora.

2.2.5. Transferència a la femella receptora

Per a fer la transferència es necessiten dos tipus de pipetes. Unes més gruixudes

(200 a 400 mm) que serveixen per transportar els embrions d'unes gotes a les altres, i les

més primes (120 a 150 mm) que s'utilitzaran per transportar els zigots fins a l'oviducte de la

femella receptora.

Com a receptores s'utilitzen femelles CD-1, d'una edat mínima de 6 setmanes, a les

que se'ls havia induit un estat de pseudogestació. Les femelles cubertes per mascles

vasectomitzats que presentaven tap vaginal eren separades. La transferència dels embrions

es fa sota l'efecte anestèssic de 0.8-0.9 ml d'Avertin intraperitoneal (1 g de tribromoètanol i

0.6 mL d'alcohol amílic terciari dissolts en 50ml de solució salina fisiològica). Després de

depil.lar una àrea aproximada de 1.5 x 1.5 cm a l'alçada de la zona lumbar i d'esteril.litzar la

zona amb alcohol, es practicava una incissió longitudinal d'l cm. Un cop local.litzats els

ovaris, s'incidia sobre la massa muscular i s'extreia la massa ovàrica.

Un cop es tenia la massa ovàrica fora de la cavitat abdominal i orientada

correctament, es desgarrava la bossa ovàrica i es visualitzava l'infundíbul. Amb l'ajut de la

pipeta fina de transferència, s'introduien 10-12 oòcits microinjectats a l'interior de

l'inrundíbul. Posteriorment es retornava la massa ovàrica dins de la cavitat abdominal. El

procés es repetia en l'altre costat. Finalment la incissió realitzada en la pell era tancada amb

grapes.

Les femelles duien a terme una gestació normal d'uns 20 dies. Durant les tres

setmanes després del part es mantenien sota control per a vigilar que no hi haguessin

problemes com per exemple rebuig de les cries.
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2.3. DETECCIÓ DELS ANIMALS TRANSGÈNICS

2.3.1. Obtenció de DNA genòmic

Per a l'extracció de DNA genòmic de ratolí amb la finalitat

Materials i Mètodes

de detectar quins d'ells

eren transgènics, es va seguir el mètode de De Wet i col. (1987). Aquest mètode consisteix

en l'obtenció de DNA a partir d'un homogenat de cua de ratolí

tamponada que conté proteinasa K i una solució de SDS. La cua del

tota la nit i després s'hi realitzaven fenolitzacions per tal de separar

el DNA es precipitava amb isopropanol i es resuspenia amb TE.

Solució de lisi

Tris-HCl pH 8.5 100 mM

EDTA pH 8 5 mM

SDS 0.2% (p/vol)

NaCl 200 mM

Proteinasa K

TE

Tris-HCl pH 8 10 mM

EDTA pH 8 1 mM

2.3.2 Anàlisi de DNA per Sothern Blot

Vàrem utilitzar la tècnica de Southern Blot per determinar la

en una solució de lisi

ratolí es deixava a 55°C

les proteïnes. Finalment

*

presència del gen exogen

en ratolins transgènics. Es digerien amb l'enzim de restricció adecuat uns 10 mg de DNA

genòmic per animal. L'electroforesi es realitzava en gels d'agarosa/TAE i es deixava córrer

I

1

1

1

1

unes 4-5 hores entre 30 i 50v. Després el gel es mantenia durant 15

0.25N per aconseguir una depurinització i assegurar la transferència

81
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de bandes d'elevat pes molecular. Després el DNA es desnaturalitzava en

alcalina durant 30 min i finalment es neutralitzava amb solució neutralitzant.

Solució alcalina

NaCl 1.5 M

NaOH 0.5 M

Solució neutralitzant pH 7.5

NaCl 1,5 M

Tris-HCl 0.5 M

una solució

'

La tècnica utilitzada per transferir el DNA genòmic des dels gels d'agarosa/TAE

1

1

1

1• •

I
' í

1
1'••

ü

1

i
i

tractats a les membranes de nylon (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,

NEN, Boston, MA) era la transferència capil.lar per pressió negativa en tampó

iònica (lOxSSC). S'emprava el sistema VaccuGene (Pharmacia-LKB) seguint les

Alemania i

d'alta força

instruccions

dels fabricants. Posteriorment es fixava el DNA a la membrana amb llum ultravioleta amb el

sistema UV-Stratalinker 1 800 (Stratagene, La Jolla, C A) .

Un cop el DNA fixat a la membrana es procedia a realitzar la prehibridació, a fi de

reduir la hibridació inespecífica i posteriorment la hibridació amb la sonda marcada

radioactivament (3 a 5x1 06 cpm/mL) durant tota una nit. A continuació es

eliminar la sonda en excés i aquella que mantingués unions molt dèbils.

Solució de prehibridació

SSCP 4x

SDS 1 % (p/vol)

Sol.Denhardt Ix

ssDNA 0.5mg/mL

Solució d'hibridació

SSCP 2.5x
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Dextrà sulfat de sodi 6 % (p/vol)

SDS 1% (p/vol)

Sol. Denhardt Ix

ssDNA 0.5 mg/mL

SSCP20X

NaCl 2.3 M

Citrat sòdic 0.3 M

Na2HPO4 0.3 M

NaH2PO4 0.1 M

SSClOx

NaCl 1.5 M

Citrat sòdic 0.15 M

Solució de Denhardt 50X

Ficoll 400 1 % (p/vol)

Polivinikpirrolidona 1 % (p/vol)

BSA 1% (p/vol)

2.3.3. Establiment de línies de transgènics

Els animals nascuts a partir dels zigots microinjectats eren deslletats

d'edat i separats per sexes. S'identificaven per color i orificis a les orelles i

tros de cua per extreure'n DNA genòmic.

Els animals detectats com a positius eren creuats amb animals de

híbrida per transmetre el nou caràcter a la descendència. D'aquesta forma es

a les 3 setmanes

se'ls tallava un

la mateixa soca

podia establir a

partir de cada animal transgènic una colònia d'animals amb els que es realitzaven els estudis

que ens havíem proposat.

2.4. PREPARACIÓ I ANÀLISI DE RNA
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2.4.1. Extracció de RN A total

La preparació de RNA a partir de teixits animals rics en ribonucleases consta d'un

primer pas en el que el teixit és congelat en nitrogen líquid i posteriorment homogenitzat

un tampó de tiocianat de guanidini i 13-mercaptoetanol per tal d'inhibir la degradació

RNA.

en

del

Es va crear un gradent amb CsCl2 i es va centrifugar 18 h a 25.000xg per separar el

RNA de les proteïnes i el DNA. En el cas d'obtenció de RNA de teixit adipós blanc

realitzava després de l'homogenització del teixit una extracció de lípids.

2.4.2. Electroforesi del RNA en gels desnaturalitzants d'agarosa/formaldehid

Aquest tipus de gel eren utilitzats per el fraccionament del RNA en experiments

Northern Blot, ja que el formaldehid a concentració 2.2 M actua desnaturalitzant

es

de

les

estructures secundàries del RNA. Aquest fet permet que la migració del RNA sigui

proporcional al logaritme del seu pes molecular i possibilita el càlcul del tamany molecular

dels diferents missatgers específics. Tant el tampó d'electroforesi com el de càrrega havien

de ser preparats en condicions lliures de contaminació amb ribonucleases per evitar

degradació enzimàtica del RNA.

Tampó borat lOx Tampó electroforesi

Borat sòdic 62 m M Tampó borat Ix

Àcid bòric 620 mM Formaldehid 3.7x(vol/vol)

Citrat sòdic 12 mM

Tampó càrrega

Metilmercuri 4.5 % (vol/vol)

Glicerol 30% (vol/vol)

Blau de bromofenol 0.5 % (p/vol)
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SDS 1.5%(p/vol)

Tampó borat 0.5x

2.4.3. Anàlisi de RNA per Northern Blot

La tècnica consisteix en la hibridació d'una sonda de DNA o RNA marcada

radioactivament amb RNA fraccionat en un gel desnaturalitzant d'agarosa i fixat en un filtre

de nylon.

La transferència de RNA a la membrana és bàsicament similar a la descrita pel cas del

Southern Blot, amb l'excepció que el RNA no és mai despurinat ni desnaturalitzat. En

aquest cas, les transferències es varen realitzar utilitzant pressió positiva mitjançant el

Possiblot (Stratagene, La Jolla, CA). Després el filtre era irradiat amb llum ultravioleta d'ona

curta per crear unions covalents del RNA amb el nylon amb el Stratalinker 1800. El tamany

molecular de la banda d'hibridació es calculava interpolant sobre la recta patró realitzada amb

marcadors de tamany molecular de RNA fraccionat en el mateix gel i posteriorment tenyit

amb Bromur de Etidi. El protocol per a la prehibridació, hibridació i rentats era el recomenat

per la firma fabricant de les membranes de nylon, Gene Screen PLUS (NEN, Boston, MA),

destacant la presència de formamida desionitzada en les solucions de prehibridació i

hibridació amb la finalitat d'incubar els filtres a una baixa temperatura (42°C), ja que el RNA

no pot ser escalfat a altes temperatures durant un temps perllongat.

Solució de prehibridació i hibridació

Formamida desionitzada 50 % (vol/vol)

NaHPO4 pH 7 250 mM

NaCl 50 mM

EDTA I m M

BLOTTO 0.1% (p/vol)
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SDS l%(p/vol)

ssDNA 0.5mg/mL

BLOTTO

Llet desnatada en pols 10%

Azida sódica 0.02 %

2.5. ANÀLISI DELS ANIMALS

Els ratolins utilitzats, tant controls com transgènics, es trobaven amb condicions de

temperatura i llum controlada (12 hores de llum i 12 hores de foscor). En general, els animals

utilitzats tenien aproximadament 2 mesos, edat queja es considera com a adulta, o bé més de

6 mesos. Els experiments es varen fer a primera hora del matí a fi de mantenir els animals en

un bon estat d'alimentació. Els animals de forma rutinària eren alimentats amb una dieta

normal de laboratori (Panlab MR, Barcelona). Als animals dejunats se'ls retirava la dieta el

matí anterior al de la seva utilització.

2.6. OBTENCIÓ D'HEPATÒCITS EN CULTIU PRIMARI

Després d'anestessiar el ratolí amb una injecció intraperitoneal d'avertín s'accedia a la

cavitat abdominal. S'apartaven els intestins i es localitzava la vena porta i la cava caudal. A

continuació d'insertava una cánula de 25G a la vena porta i es posava en funcionament la

bomba peristáltica per començar la perfusió del fetge. Es tallava la vena cava i el fetge

adquiria ràpidament una tonalitat pálida. Laperfusió es realitzava primerament amb Hepes

(200 ml) + Heparina (40 ml/100 ml) + EGTA (0.66 mM final). Seguidament es rentava amb

Hepes (100 ml) i a continuació es perfonia amb la solució de col.lagenasa (50 mg de

col.lagenasa A + 100 ml Hepes + 172 mg CaCl2) fins que els fetge perdia consistència.

Després s'extreia el fetge perfós i es colocava en una placa de Petri amb Hepes i penicilina i

estreptomicina i es portava a la cambra de flux laminar. A partir d'aquí es mantenia la

màxima esterilitat possible. Després es passava el fetge a una altra placa amb medi
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DMEM/HAM'S F12 i es disgregava. Les cèl·lules que s'obtenien es filtraven amb un filtre

de nylon i es deixaven sedimentar durant 10 min. en el mateix medi (50ml). A continuació,

s'aspirava el medi, es resuspenien de nou amb DMEM/HAM'S F12 suplementat amb 10%

de sèrum fetal boví i es centrifugaven 2 min. a 500 rpm. Un cop resuspeses, es calculava la

viabilitat i el nombre de cèl·lules obtingudes i es plaquejaven en plaques de Petri amb

coüagen. Al cap de 4 h es renovava el medi de cultiu ja que els hepatòcits ja començaven a

estabilitzar-se i a adherir-se al fons de la placa. L'endemà es començava el tractament.

2.7. DETERMINACIÓ DE PARÀMETRES SERICS

Per a obtenir sèrum de ratolí els animals eren sacrificats per decapitació i

immediatament es recollia la sang i es dipositava posteriorment en gel. El sèrum s'obtenia

després de deixar coagularia sang durant 30 min a O °C. El sèrum es mantenia congelat (-20

°C) fins el moment de la determinació dels diferents paràmetres.

2.7.1. Determinació de metabolits en el sèrum

2.7.1.1. Glucosa

Els nivells de glucosa sérica es varen determinar a partir de 5 ml de sang total

d'animals sagnats per la cua mitjançant el sistema Glucometer Elite ™ de Bayer.

2.7.1.2. Triglicèrids

Els triglicèrids sèries es varen determinar seguint el mètode enzimàtic de Wahlefeld

(1974) basat en la quantificació del cromogenPAP. Aquest s'obté a partir de tres reaccions

acoblades en les que intervenen la glicerol quinasa, la glicerol 3-fosfat oxidasa i la peroxidasa.

Es va utilitzar l'assaig PeridochromR Triglicèrids GPO-PAP, adaptat per Boehringer

Manheim per al COBAS BIO.

2.7.1.3. Àcids grassos no esteríficats (NEFAs)

La determinació dels àcids grassos no esterificats en el sèrum es va realitzar

mitjançant el mètode enzimàtic NEF A C de la firma comercial Wako Chemicals, Neuss,
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Alemanya, adaptat a l'autoanalitzador COBAS BIO. Es basa en la quantificació d'un

cromogen obtingut posteriorment a l'acoblament de tres reaccions en les que intervenen

T Acil Co A sintetasa, la Acil Coa oxidasa i la peroxidasa.

2.7.1.4. D-Hidroxibutirat

Els nivells sèries de 6-hidroxibutirat es van determinar en l'autoanalitzador

BIO, utilitzant el mètode colorimètric del kit comercial D-3-Hydroxybutyric

Boehringer Mannheim.

2.7.2. Determinació d'hormones

2.7.2.1. Insulina

La insulina es va determinar per radioimunoassaig en el serum dels animals,

COBAS

acid de

així com

també en el medi d'incubació dels illots (CIS Biointernational, Gif- Sur- Yvette, França). El

mètode té un límit de sensibilitat de 30 pM i una variació intraassaig del 6%.

2.8. ESTUDI DEL METABOLISME DE LA GLUCOSA EN EL FETGE.

2.8.1. Determinació d'activitats enzimàtiques hepàtiques

2.8. 1.1. Activitat fosfoenolpiruvat carboxiquinasa (PEPCK)

L'activitat PEPCK en el fetge es va mesurar seguint el mètode basat en la carboxilació

del fosfoenolpiruvat a partir de HCO3" i d'inosin difosfat (ÏÏDP):

PEPCK MDH

PEP Oxalacetat Malat

+IDP+CO3H" +NADH
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La funció de l'enzim malat deshidrogenasa (MDH) era reduir l'oxalacetat produit per la

PEPCK fins a malat, que és un compost més estable a pH àcid.

Mitjançant un politró es van homogenitzar les mostres congelades de fetge de ratolí

en 15 volums de tampó d"homogenat, per tal d'assolir una concentració de proteïnes

d'aproximadament 10 mg/ml. Els homogenats es van centrifugar a 12.000 rpm 10 min. a 4°C i

en el sobrenadan! es va mesurar l'activitat enzimàtica i la concentració de proteïnes amb el

mètode de Bradford. En un volum de 450 ml de la mescla d'assaig hi afegíem 50 ml de

l'homogenat de fetge i deixàvem incubar 10 min. a 30°C. La reacció s'aturava afegint un

volum dHCl 2N. Uns 800 ml d'aquesta mescla es feien evaporar escalfant durant 1 hora a

80°C. El residu es resuspenia amb 0.5 ml d'H2O, se li afegien 4.5 ml de líquid de centelleig i

es determinava la quantitat de malat radioactiu que presentava. L'activitat enzimàtica es

donava en mU/mg de proteïna (mmols/min/mg prot.).

Tampó dTiomogenat (pH 7.4)Mescla de reacció (pH 7)

Glicil Glicina 50 mM Imidazole HC1 pH 6.60.5 M

KC1 120 mM IDP 25 mM

DTT I m M Cl2Mn 20 mM

Trasylol 20UI/ml DTT 20 mM

PMSF O.lmM NADH 50 mM

MDH125 U/ml
14CO3HNa (0.2mCi/mmol) 50 mM

PEP 1.25mM

2.8.1.2. Activitat glucoquinasa

Per a la determinació de l'activitat glucoquinasa es va seguir el protocol descrit per

Newgard i col. (1983), basat en la determinació del ritme d'aparició de NADH. Aquesta

aparició és proporcional a la fosforilació de glucosa per la glucoquinasa i l'hexoquinasa
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gràcies a l'acoblament de la reacció amb la formació, a partir de glucosa-6-P, de 6-

fosfogluconat mitjançant la acció de la glucosa-6-fosfat deshidrogenasa.

Per a obtenir els extractes de fetge es varen homogenitzar les mostres de fetge en 5

vol. de tampó dliomogenat i es varen centrifugar a 29.000 xg30 min. a 4°C. Es va extreure el

sobrenadant i es va mesurar l'activitat enzimàtica a 37 °C en un autoanalitzador COBAS

BIO aO,5mM de glucosa i a 100 mM de glucosa. El valor de l'activitat glucoquinasa s'obté

en restar de l'activitat obtinguda a alta concentració de glucosa, la de baixa concentració, que

correspon a l'activitat hexoquinasa.

Tampó dliomogenat (pH 7,4)Mescla d'assaig (pH 7,4)

Tris 50 mM Tris 100 mM

KC1 100 mM KC1 100 mM

EDTA I m M MgCl2 7,5 mM

Sacarosa 300 mM ATP 5 mM

fi-mercaptoetanol lOmM NAD+ 2mM

G6-PDH 5 U/ml
•

Glucosa 0,5 mM o 100 mM

2.8.1.3. Activitat piruvat quinasa

Per a la determinació de l'activitat piruvat quinasa total de fetge, les mostres de fetge

fresques van ser homogenitzades en 9-10 volums de tampó homogenat i es van centrifugar a

29.000 x g durant 30 min a 4°C. Es va obtenir el sobrenadant i, després d'afegir en la barreja

de reacció fosfoenolpiruvat (5 mM), es va mesurar la caiguda d'absorbància en un

autoanalitzador tipus COBAS BIO.

Tampó d'homogenat (pH 7,4)Mescla d'assaig (pH 7,4)

Glicilglicina 50 mM Glicilglicina 50 mM

KF 100 mM KC1 100 mM

EDTA 15 mM NADH 0.2 mM

KH2PO4 5 mM MgCl 10 mM
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5 mM
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2.8.2.1. Determinació de glucosa-6-fosfat

La determinació dels nivells intracel.lulars d'aquest metabòlit la va establir Michat

l'any 1974, basant-se en la reacció de l'enzim glucosa-6-fosfat deshidrogenasa. Aquest enzim

transforma la glucosa-6-fosfat en 6-fosfogluconat, alhora que redueix el NAD+ a NADH.

Aquest compost es pot detectar per espectrofotometria.

Es varen homogenitzar fraccions de fetge, prèviament pesades, en HC1O4 al 10%.

Posteriorment es varen centrifugar a 29.000 x g durant 15 min. a 4°C i es va obtenir el

sobrenadant. El sobrenadant es va ajustar a pH 7 mitjançant K2CC>3 (utilitzant 1/10 vol. de

sol. indicador universal). Les mostres es varen centrifugar per eliminar el precipitat i per

últim es va determinar el metabòlit en el sobrenadant a 37 °C en un autoanalitzador COBAS

BIO utilitzant la mescla d'assaig que s'indica a continuació.

Mescla d'assaig (pH 7,4) Segon reactiu

Tris-HCl 90 mM G6-PDH 30 U/ml

MgCl2 25 mM

NAD+ 1,2 mM

2.8.2.2. Determinació de glucogen

Aquest polisacàrid es va determinar mitjançant la tècnica descrita per Keppler &

Decker., 1984, que es basa en la utilització de l'enzim a-amiloglucosidasa. La glucosa

alliberada per l'enzim es determina espectrofotomètricament en un autoanalitzador COBAS

BIO utilitzat el kit comercial Gluco-QuantR, de Boehringer Mannheim.
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Per a l'obtenció dels extractes es varen politronar porcions de fetge en 10 vol de

HC1O4 al 10%. A continuació es va centrifugar a oOOOxg, 5 min i es va recollir el

sobrenadant, el qual es va ajustar a pH 5. De cada mostra es varen agafar 100 ml, i s'hi varen

afegir 100 ml de solució d'a-amiloglucosidasa (10 U/ml de tampó acetat a pH 4,8). La

incubació es va portar a terme durant 2 hores a 50 °C i es va aturar afegint 250 ml de HC1O4

al 10%. Es va obtenir el sobrenadant i es va determinar la concentració de glucosa. La

quantitat de glucogen es va determinar com la diferència obtinguda de mostres en duplicat,

de les quals una s'havia incubat amb a-amiloglucosidasa i l'altre no. Sense l'enzim es

determina la concentració intracel.lular de glucosa lliure.

2.8.2.3. Determinació de lactat

La determinació de lactat al fetge es realitzà emprant el mètode descrit per Gutmann

i Wahlefeld (1974). En aquest mètode, l'addició de l'enzim L-lactat deshidrogenasa (LDH) a

la mostra transforma el substrat a piruvat al mateix temps que es dóna la reducció del NAD+

present a la reacció a NADH.

Es va mesurar el contingut de lactat hepàtic del mateix homogenat utilitzat per a la

determinació de glucosa-6-fosfat. El mètode descrit va ser adaptat per a ésser utilitzat per

un autoanalitzador tipus COBAS BIO. En aquest autoanalitzador, 25 ml de la mostra es

barrejaven amb 25 ml.de la barreja d'assaig a pH 9 (hidrazina 0.25M, EDTA 0.15 mM i

NAD+ 18 mM). Es deixava preincubant durant 3 min. i després s'hi afegien 35 U/ml de

LDH per iniciar la reacció. La hidracina i el medi alcalí de l'assaig són necessaris per evitar

que la reacció es desplaci cap a la formació de lactat, ja que el piruvat que es forma a partir

del lactat reacciona amb la hidrazina per a formar hidrazona i d'aquesta manera la reacció es

fa irreversible.

2.9. QUANTIFICACIÓ DE PROTEÏNES TOTALS

La quantitat de proteïna present en els extractes de teixit es mesurava mitjançant el

mètode de Biuret. Aquest mètode es basa en que les proteïnes, en medi alcalí i en presència
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d'ions de coure, formen un complex de color porpre que présenta un màxim d'absorbància a

550 nm. La lectura espectrofotomètnca va ser adaptada a un autoanalitzador COBAS BIO

de Roche.

2.10. CORBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

Aquest test s'utilitza amb la finalitat de comprovar si els animals són capaços de

respondre correctament a una sobrecàrrega de glucosa. Aquells animals que mantinguin les

glucemias més elevades i no recuperin els nivells basais de glucosa seran considerats animals

diabètics.

Es varen agafar animals control i transgènics i varen ésser anestessiats amb Avertin.

Sels va fer un control de glucemia basal amb 5 ml de sang. La mesura de la glucemia es feia

amb el Glucometer Elite™ de Bayer. Un cop els animals s'havien estabilitzat se'ls injectava

intraperitonealment una dosi d'l mg de glucosa per gram de pes viu. A partir d'aquest

moment es feren extraccions de sang seriades amb un interval de 30 min fins a les 3 hores de

l'inici del test.

2.13. PREPARACIÓ I ANÀLISI DE PROTEÏNES

2.13.1. Preparació d'extractes proteics

Els extractes proteics eren obtinguts a partir d'illots pancreàtics. es va guardar una

part de l'extracte per mesurar la quantitat de proteïna pel mètode BCA Protein Assay

Reagent (Pierce, Rockford, IL).

Tampó de lisi

Tris-HCl pH 6.8 80 mM

SDS 5 %
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EDTA

glicerol

PMSF

2.13.2. BCA Protein Assay Reagent

L'àcid bicinchonínic (BCA) en la

Materials i Mètodes

5 mM

10 % (vol/vol)

1 mM

forma de sal sódica, que és soluble en aigua, és un

reactiu altament sensible, estable i específic a ions Cu1+. S'ha demostrat que estructures

macromoleculars i 4 aminoàcids (cistina, cisteina, triptòfan i tirosina) són els responsables

de la formació de color quan s'incuben amb el BCA. (Wiechelman i col. 1988).

En aquest cas es van seguir les

utilitzant el protocol indicat per rangs

incubació de la proteïna amb el reactiu

diferents concentracions deBSA

2.13.3. Separació electroforètica

instruccions recomenades per la casa comercial,

de proteïna de 5-250 mg/mL, és a dir deixar la

a 60°C durant 30 min. Els patrons utilitzats eren

L'anàlisi de proteïnes es va realitzar mitjançant electroforesi en gels de poliacrilamida

al 10% en presència de SDS (Laemmli, 1970). Les mostres (20 mg de proteïna) varen ser

barrejades amb 1/4 volum de tampó de càrrega i escalfades a 95°C durant 4 min. Les

electroforesis es varen dur a terme a 45 mA quan les mostres estaven en el gel compilador i a

60 mA a partir de la seva entrada en el gel separador. Es varen utilitzar marcadors de pes

molecular pretenyits Kit for molecular weights 10.000-70.000 (MW-SDS-70 de Sigma, St

Louis, USA).

Tampó d'electroforesi pH 8.3

Tris base

Glicina

SDS

25 mM

192 mM

0.1 % (p/vol)

'
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Tampó de càrrega 4x

Tris-HCl pH 6.8 62.5 mM

Glicerol 10 % (vol/vol)

SDS 2 %(p/vol)

2-13 mercaptoetanol 5 % (vol/vol)

Blau de bromofenol 0.00 1 25 % (p/vol)

2.13.4. Electrotransferència i immunodetecció de proteïnes

Materials ï Mètodes

L'electrotransferència de les proteïnes del gel es va realitzar sobre membranes de

Immobilon-P (Millipore) en un aparell de Trans Blot model 2051 (LKB). Aquesta es va

realitzar a 250 mA durant 2 h. en tampó d'electrotransferència.

La immunodetecció es va fer seguint el marcatge no radioactiu de l'anticòs per ECL

Western Blotting analysis system (Amersham). Es va utilitzar

Glut2 a una dilució 1:1000.

Tampó electrotransferència

Tris 25 m M

Glicina l50mM

Metanol 20 % (vol/vol)

2.14. ANÀLISI HISTOLÓGICA DEL FETGE

l'anticòs de conill contra

Els fetges obtinguts dels animals eren fixats amb solució tamponada de formol al

10% durant 24-48 hores a 4°C. A continuació es varen incloure en

seccions (2 i 3 mm) amb l'ajut del microtom, que posteriorment

parafina i es varen obtenir

es varen desparafinar. Per

detectar el glucogenen el fetge es va utilitzat la reacció d'àcid periòdic de Schiff (PAS). Amb

aquesta tinció el glucogen adquireix una coloració magenta. Els

adipós es van tenyir amb hematoxUina i cosina.

95
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2.15. CÀLCUL ESTADÍSTIC

1
Els resultats s'expressen com la mitjana ± error estàndard de la mitjana. En cas de no

i

• especificar-se, la comparació del resultats es va realitzar mitjançant la t Student de dades no

aparellades.
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Correction of diabetic alterations by glucokinase
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ABSTRACT Hyperglycemia is a common feature of dia-
betes mellitus. It results from a decrease in glucose utilization
by the liver and peripheral tissues and an increase in hepatic
glucose production. Glucose phosphorylation by glucokinase
is an initial event in glucose metabolism by the liver. However,
glucokinase gene expression is very low in diabetic animals.
Transgenic mice expressing the P-enolpyruvate carboxyki-
nase/glucokinase chimeric gene were generated to study,
whether the return of the expression of glucokinase in the liver
of diabetic mice might prevent metabolic alterations. In
contrast to nontransgenic mice treated with streptozotocin,
mice with the transgene previously treated with streptozotocin
showed high levels of both glucokinase mRNA and its enzyme
activity in the liver, which were associated with an increase in
intracellular levels of glucose 6-phosphate and glycogen. The
liver of these mice also showed an increase in py r u va te kinase
activity and lactate production. Furthermore, normalization
of both the expression of genes involved in gluconeogenesis
and ketogenesis in the liver and the production of glucose and
ketone body by hepatocytes in primary culture were observed
in streptozotocin-treated transgenic mice. Thus, glycolysis
was induced while gluconeogenesis and ketogenesis were
blocked in the liver of diabetic mice expressing glucokinase.
This was associated with normalization of blood glucose,
ketone bodies, triglycérides, and free fatty acids even in the
absence of insulin. These results suggest that the expression
of glucokinase during diabetes might be a new approach to the
normalization of hyperglycemia.

The liver has a central role in maintaining glucose homeosta-
sis. When the plasma glucose is high, the liver takes up glucose,
replenishes depleted glycogen stores, and then synthesizes
fatty acids (1). Glucose transport and phosphorylation are the
first steps in grucose utilization. In the liver, ghicose is trans-
ported by two members of the facilitative glucose transporter
(GLUT) family, GLÜT1 and GLUT2 (2). In nondiabetic
animals, GLUT2 provides glucose to hepatocytes at a rate that
is 600 times greater than the rate of phosphorylation by
hexokinase and 100 times higher than the rate of phosphory-
lation by glucokinase (GK; réf. 3). Thus, glucose phosphory-
lation by GK seems to be key in the regulation of glucose
ut i l izat ion by hepatocytes. This enzyme, in contrast to other
hexokinases. has a high Km for glucose (5-8 mM), and its
activity is not inhibited by physiological concentrations of
glucose 6-phosphate (4,5). Regulation of GKactivity is mainly
due to changes in the transcription of its gene. Insulin increases
while glucagon inhibits liver GK gene transcription, and these
effects are not glucose-dependent. However, the transcrip-
tional activation of glycolytic and lipogenic genes in hepato-
cytes requires the presence of both glucose and insulin, neither
of which are active alone (6, 7). The main role of insulin in the
activation of glycolytic genes appears to be the stimulation of
GK synthesis, which leads to increased glucose phosphoryla-
tion. The expression of GK in rat hepatoma cell lines, which

The publication costs of this article were defrayed in part by page charge
payment. This article must therefore be hereby marked "advertisement" in
accordance wi th 18 U.S.C. 51734 solely to indicate this fact.

lack endogenous GK gene expression, results in an induction
of glucose uptake and metabolism (8). Glucose/carbohydrate
regulatory elements have already been located in the promoter
of genes coding for some of the enzymes of glycolysis and
lipogenesis (6). The insulin effect on glucose-dependent acti-
vation of the L-type pyruvate kinase gene promoter in hepa-
tocytes can be mimicked by a GK expression vector (9). The
lack of insulin in insulin-dependent diabetes mellitus (IDDM)
and the insensitivity to insulin and relative insulin deficiency in
non-insulin-dependent diabetes mellitus (NIDDM) lead to a
decrease in glucose utilization by the liver, muscle, and adipose
tissue and to an increase in the hepatic glucose production (10,
11). During diabetes, GK gene expression and the enzyme
activity are very low, and thus the liver is unable to metabolize
blood glucose (4, 5).

The cytosolic form of P-enolpyruvate carboxykinase
(PEPCK) is a regulatory enzyme of gluconeogenesis. PEPCK
activity is regulated by the transcription rate of its gene.
Glucagon activates while insulin inhibits PEPCK gene tran-
scription (12, 13). Thus, the expression of the PEPCK gene is
greatly induced during diabetes. PEPCK gene transcription is
suppressed during fetal development and enhanced at birth
(14). Fragments of the PEPCK promoter of =500 bp can
regulate the expression of chimeric genes, in a manner like the
endogenous PEPCK gene, in the liver of transgenic mice ( 14,
15).

Chronic hyperglycemia has been postulated to be the main
factor responsible for the development of diabetes-specific
microvascular pathology in the retina and renal glomerulus
and in neurological and macrovascular complications (16). The
reduction of hyperglycemia, and thus the maintenance of
normoglycemia, is a goal of any therapeutical approach for
IDDM and NIDDM. In this study, we examine the capacity of
the PEPCK promoter to direct the expression of the GK gene
in the liver of diabetic transgenic mice. We aimed to determine
whether the return of GK expression in diabetes was able to
induce glucose utilization and to block glucose production by
the liver and, if so, to assess the contribution of the liver to the
reduction of hyperglycemia and the other diabetic alterations.

MATERIALS AND METHODS
Construction of the PEPCK/GK Chimeric Gene and Gen-

eration of Transgenic Mice. To obtain the PEPCK/GK chi-
meric gene, we used a 2.3-kb Eco R l-Eco RI fragment con-
taining the entire coding sequence and the polyadenvlylation
signal of the rat GK cDNA (gift of P. lynedjian, Universi ty of
Geneva, Geneva, Switzerland). It was introduced at an EcoRI
site newly created irt the PEPCK/insulin chimeric gene (17).
This chimeric gene was used as a liver expression vector to
obtain regulated expression and mRNA stabilization from

Abbreviations: GK. glucokinase: PEPCK, P-enolpyruvate carboxyki-
nase; GLUT, glucose transporter: IDDM. insul in-dependent diabetes
mellitus; NIDDM. non-insulin-dependent diabetes mell i tus: Stz. strep-
tozotocin; HMG-CoA symhase, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA syn-
thase; CPT. carnitine palmiloyltransferase.
*T.F. and A.P. contributed equally to this work.
To whom reprint requests should be addressed.
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cDNAs in transgenic mice. The construction of the
PEPCK/GK chimeric gene was initiated by subcloning the
Bglll-Sphl fragment of the PEPCK/insulin chimeric gene,
which includes the first exon and the translation initiation site
of the human insulin gene at the pSP72 polylinker. To destroy
the ATG translation start site, which was contained in a unique
iVcol restriction site, this fragment of the insulin gene was
digested wi th Ncol and treated with mung bean nuclease to
remove the single-stranded overhangs produced by the restric-
tion enzyme. Afterwards, an EcoRl linker (Boehringer Mann-
heim) was introduced to generate a new EcoRI subcloning site.
Then, the EcoRl-EcoRl fragment of GK cDNA was intro-
duced at this new EcoRI site. Finally, the Bglll-Sphl fragment
of the human insulin gene containing the full-length GKcDNA
was reinserted into the PEPCK/insulin chimeric gene. The
final plasmid was designated pPEPCK/GK. A 4.5-kb Xbal-
Sphl fragment, containing the entire PEPCK/GK chimeric
gene, was microinjected into fertilized eggs (see Fig. IA). The
expression of this chimeric gene leads to a 2.5-kb mRNA
transcript when polyadenylylated at the end of the GK cDNA.
The general procedures for microinjection of the chimeric
gene were as described (18). At 3 weeks of age, the animals
were tested for the presence of the transgene by Southern blot
of 10 ;ug of tail DNA digested with £coRI. Blots were
hybridized with a 2.3-kb £coRI-£coRI fragment containing
the entire GK cDNA radiolabeled with [a-32P]dCTP [3000
Ci/mmol (1 Ci = 37 GBq); Amershamj by random oligoprim-
ing (Boehringer Mannheim). Mice were fed ad libitum with a
standard diet (Panlab, Barcelona, Spain) and maintained
under a light/dark cycle of 12 h (lights on at 8:00 a.m.).
Diabetes was induced by injection through the jugular vein of
2 mg of streptozotocin (Stz) per 10 g of body weight on 2
consecutive days. Stz (Sigma) was dissolved in 10 mM sodium
citrate with 0.9% NaCl (pH 4.5) immediately before admin-
istration. Mice were used 7 days after Stz treatment. Diabetes
was assessed by blood glucose and urine glucose and ketone
levels (Accutrend and GluketurTest; Boehringer Mannheim).
Animals were killed and samples were taken between 9:00 and
10:00 a.m. In the experiments described below, male mice aged
4 to 8 weeks were used.

RNA Analysis. Total RNA was obtained from liver by the
guanidine isothiocyanate method (19), and RNA samples (30
jug) were electrophoresed on a 1% agarose gel containing 2.2
M formaldehyde. Northern blots were hybridized to 3:P-
labele'd GK, L-type pyruvate kinase, and GLUT2 and GLUT1
cDNA probes as indicated in réf. 20 and also to the following
probes: PEPCK, a 1.1-kb Pstl-Pstl fragment from the 3'-end
of the rat PEPCK cDNA (gift of R. W. Hanson, Case Western
Reserve University, Cleveland, OH); tyrosine aminotransfer-
ase. a 0.6-kb Pstl-Pstl fragment that includes the 3'-end of the
rat cDNA (gift of G. Schütz, Institut fur Zell und Tumorbi-
ologie. Heidelberg, Germany); mitochondria! 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CpA synthase (HMG-CoA synthase), a 1.43-kb
£ct>RI-£coRI fragment of the rat cDNA (gift of F. G.
Hegardt. University of Barcelona, Barcelona, Spain); carnitine
palmitoyltransferas'e (CPT)-I, a 2.6-kb £coRI-£coRI frag-
ment of'rat CPT-I cDNA (gift of J. D. McGarry, University of
Texas. Dallas. TX): and CPT-II, a 1.8-kb EcoRl-BamHl
fragment of rat CPT-II cDNA (gift of J. D. McGarry). The
/3-actin probe corresponded to a 1.3-kb £coRI-£coRI frag-
ment of the rabbit cDNA. These probes were labeled using
[a-3:P]dCTP. following the method of random oligopriming as
described by the manufacturer. Specific activity of the DNA
probe was *=109 cpm//xg DNA. Membranes were placed in
contact with Kodak XAR-5 films. The /3-actin signal was used
to correct for loading inequalities.

Preparation and Incubation of Hepatocytes. Hepatocytes
were isolated between 10:00 and 11:00 a.m. from fed normal
and diabetic mice as described (21). After removing nonparen-
chymal cells and debris, hepatocytes were resuspended in
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DMEM (GIBCO) containing 0.2% albumin and 10% fetal calf
serum (Boehringer Mannheim). Cells (¡5.5 x 106) were plated
in 10 ml of this medium on collagen-coated dishes and
maintained at 37°C under a 5% CO: atmosphere. After 4 h, the
medium was removed and cells were washed three times in
DMEM in the absence of either serum or glucose. Subse-
quently, 10 ml of DMEM without serum but with 25 mM
glucose were added to the cells, which were maintained in this
medium for up to 24 h. Aliquots of 100 /¿I of medium were
taken at different times, and lactate production was deter-
mined. To measure glucose and ketone body production, other
hepatocytes were incubated in 10 ml of DMEM without
glucose and supplemented with 16 mM lactate plus 4 mM
pyruvate for up to 24 h. Aliquots of 1QO ml of medium were
taken at different times, and glucose, and j3-hydroxybutyrate
concentrations were determined. í

Enzyme, Metabolite, and Hormone Assays. To measure GK
activity, liver samples were homogenized in an ice-cold buffer
(pH 7.4) containing 50 mM Tris-HCl, 300 mM sucrose, 100
mM KC1, 1 mM EDTA, and 0.7 /¿I of 2-mercaptoethanol per
ml. To determine pyruvate kinase activity, the liver was
homogenized in an ice-cold buffer containing 100 mM KC1, 1
mM EDTA, and 0.7 /¿I of 2-mercaptoethanol per ml. These
activities were analyzed in 12,000 X g supernatants (22, 23).
GK activity was calculated as the difference between the
glucose phosphorylation capacity at 100 and 0.5 mM glucose,
and hexokinase activity as the glucose phosphorylating capac-
ity at 0.5 mM glucose. Pyruvate kinase activity was determined
at 5 mM P-enolpyruvate (total activity)! To measure PEPCK
activity, liver samples were homogenized in an ice-cold buffer
(pH 7.4) containing 50 mM glycylglycine1, 120 mM KC1, 1 mM
DTT, 20 units of Trasylol per ml, and !lOO ¿iM phenylmeth-
ylsulfonyl fluoride. Afterwards, PEPCK activity was analyzed
in 12,000 x g supernatants as indicated by Chang and Lane
(24). The concentrations of insulin and; glucose in serum, of
glycogen, glucose 6-phosphate. and lactate in liver extracts,
and of glucose and lactate irx the incubation media of hepa-
tocytes were measured as described in réf. 20. Glucose was also
determined in 20 ju.1 of blood by using an Accutrend analyzer
(Boehringer Mannheim). The /3-hydroxybutyrate levels in
serum and in the incubation medium of hepatocytes were
measured by the /3-hydroxybutyrate dehydrogenase technique
(Boehringer Mannheim). Serum triglycérides were deter-
mined enzymatically (GPO-PAP; Boehrihger Mannheim). Se-
rum-free fatty acids were measured by the acyl-CoA synthase
and acyl-CoA oxidase method (Waka Chemicals, Germany).
Enzyme activities and metabolite concentrations are ex-
pressed as the means ± SEMs. Analysis of statistical differ-
ences between data were performed using the Student-
Newmann-Keuls test. Differences were considered statistically
significant at P < 0.05.

:

RESULTS AND DISCUSSION
The PEPCK/GK chimeric gene (Fig. L4) was microinjected
into fertilized eggs and nine transmittef-transgenic founder
mice were obtained. In this study, we usedlFl and F2 mice from
the transgenic lines PEPCK/GK-6 (TgA) and PEPCK/GK-47
(TgB). TgA and TgB carried about five and 20 intact copies,
respectively, of the PEPCK/GK chimeridgene when analyzed
by Southern blot (data not shown). We used littermates as
controls for the transgenic animals. A 2.5-kb transcript was
detected in the livers of control and transgenic mice, resulting
from the expression of both the endogenous GK gene (4. 5)
and also the transgene, because of the chimeric gene used ( Fig.
IB). No GK mRNA transcripts were defected in the liver of
nontransgenic diabetic mice, while Stz-treàted transgenic mice
expressed significant levels of GK mRNA (Fig. IB). Non-Stz-
treated transgenic mice also showed an increase (»=2-fold) in
GK mRNA compared to control mice (Fig! Ifi). The increase
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t_3'-ln,

Glucoklnase

EeoRI Sfhl

Non-treated STZ-treated

(3-actin

Con TgA TgB

non-treated

Con TgA TgB

Stz-treated

FIG. 1. Expression of GK in liver of diabetic mice. (A) Schematic
representation of the PEPCK/GK chimeric gene. A 4.5-kb Xbal-Sphl
fragment, containing the entire PEPCK/GK chimeric gene, was
microinjected into fert i l ized eggs. The contruction of this chimeric
gene is described. (B) Expression of the transgene in liver. Total
cellular RNA was obtained from non-treated and Stz-treated control
(Con), and transgenic mice from the lines PEPCK/GK-6 (TgA) and
PEPCK/GK-47 (TgB), as indicated. After transfer, membrane'was
tested for GK. (C) GK activity was determined in liver extracts
obtained from non-treated and Stz-treated control (Con) and trans-
genic (Tg) mice from the lines PEPCK/GK-6 (TgA) and PEPCK/
GK-47 (TgB). as indicated. Results are means ± SEMs of 15 different
animals in each group.

in the expression of GK was parallel to the activation of the
enzyme. Glucokinase activity in the liver of healthy transgenic
mice was 2-fold higher, in both TgA and TgB, than in controls
(Fig. 1C). The enzyme activity in diabetic mice was extremely
low. However, G K activity of diabetic TgA mice was similar to

Table 1. Glucose storage and utilization
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that noted in healthy control mice, whereas diabetic TgB
animals even showed higher GK activity than healthy control
mice (Fig. 1C). These findings suggest that GK mRNA was
translated and that the protein was stable in a diabetic
environment. These results also indicated that the establish-
ment of a certain level of GK mRNA in the liver of Stz-treated
transgenic mice was enough to produce high enzyme activity.
The results described below were obtained from the TgB line,
which showed higher GK activity. However, an identical
phenotype was observed with the TgA line.

In Stz-treated control mice, the reduction of GK activity was
associated with a 75% decrease in the intracellular concen-
tration of glucose 6-phosphate compared with healthy con-
trols. In contrast, Stz-treated transgenic mice presented high
levels of this metabolite, and they were similar to those of
healthy control mice (Table 1). Glucose 6-phosphate is a
substrate for the synthesis of glycogen as well as an allosteric
activator of glycogen synthase (25). Transgenic mice express-
ing the PEPCK/GK chimeric gene accumulate more glycogen
(=2-fold) than control mice (Table 1). During diabetes, be-
cause of the lack of insulin and the increase in glucagon,
glycogen synthase is phosphorylated and inactive (26, 27). As
expected, no glycogen was stored in the liver of diabetic control
mice. However, Stz-treated transgenic mice showed similar
levels of glycogen to control healthy mice (Table 1), probably
resulting, at least in part, from the increase of glucose 6-phos-
phate. Thus, the expression of the PEPCK/GK chimeric gene
led to the rescue of glucose storage during diabetes and
indicated that GK activity is probably rate-limiting for glyco-
gen synthesis in hepatic cells. Similarly, we have already shown
that FTO-2B and H4IIE hepatoma cells, which are unable to
store glycogen (8), accumulate high levels of glycogen when
infected with a retroviral vector carrying a PEPCK/GK chi-
meric gene expressing GK (8).

An induction of glucose utilization was also observed in
transgenic mice. A main regulatory enzyme of glycolysis is the
L-type pyruvate kinase. The L-PK gene is transcriptionally
regulated—positively by glucose plus insulin and negatively by
glucagon (6). A reduction in L-PKgene expression and enzyme
activity was noted in the liver of diabetic control mice com-
pared with healthy controls. However, both L-PK mRNA
concentration and enzyme activity were higher (=4-fold) in
diabetic transgenic mice than in diabetic control mice and were
similar to those of healthy transgenic mice (Fig. 2 and Table
Í). Similarly, in hepatocytes in culture, trarrsfection with a GK
expression vector confer an insulin-independent glucose acti-
vation of L-PK gene promoter (9). The activation of L-PK
during diabetes was associated with an increase in the intra-
hepatic content of lactate in the transgenic mice (Table 1). In
addition, when hepatocytes from diabetic transgenic mice were
cultured for up to 24 h in DMEM without serum, an increase
in lactate production was detected compared to Stz-treated
nontransgenic animals (Fig. 3A). The concentration of this
metabolite was similar to that produced by nòn-Stz-treated
control hepatocytes.

Non-treated STZ-treated

Glucose 6-P. nmol/g of liver
Glycogen, mg/g of liver
Pyruvate kinase. units/mg of prot
Lactate. (¿mol/g of liver

Con

'215 ± 15
44 ± 5

0.24 ± 0.02
0.23 ± 0.03

Tg
337 ± 21

98 ±9
0.53 ± 0.06
0.44 ± 0.04

Con

56 ± 12
4 ± 2

0.15 ± 0.03
0.06 ± 0.02

Tg
230 ± 26
49 : 6

0.59 r 0.08
0.25 ± 0.4

Glucose storage and utilization in the liver of diabetic mice expressing GK. The concentrations of
glycogen. glucose 6-phosphate, and lactate, and also the activity of pyruvate kinase, were measured in liver
extracts obtained from non-treated and Stz-treated control (Con) and transgenic (Tg) mice, as indicated.
Results are means ± SEMs of 12 different animals in each group.
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Cog TgB Con TgB

PyrK
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GLUT2

rj-actln

Non-treated

Con TgB
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Con TgB

CPT-I

CPT-II

HMGCoAS
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FIG. 2. The expression of key genes in the regulation of glucose and
ketone body metabolism in the liver of diabetic mice expressing GK
was determined by Northern analysis of total hepatic RNA obtained
from non-treated and Stz-treated control (Con) and transgenic (Tg)
mice, as indicated. Representative Northern blots hybridized with
L-type pyruvate kinase (Pyr K). PEPCK, tyrosine aminotransferase
(TAT). GLUT2. CPT-I arid CPT-II, and mitochondrial HMG-CoA
synthase (HMG-CoAS) specific probes are presented.

In contrast to control mice treated with Stz, the Stz-treated
transgenic mice showed a reduction in the expression of the
gene for PEPCK. which was induced by the diabetic process
( Fig. 2). The changes in PEPCK mRNA levels were parallel to
changes in the enzyme activity. Although no differences were
noted in PEPCK activity between healthy control and trans-
genic mice [control, 4.9 ± 0.9 milliunits of protein per mg of
body weight (n - 10) versus transgenic, 4.3 ± 0.3 milliunits of
protein per mg of body weight (n = 10)], a strong reduction in
PEPCK activity was observed in diabetic transgenic mice
compared to diabetic animals [Stz-control, 19.6 ± 1.0 milli-
units of protein per mg of body weight (n = 8) versus
Stz-transgenic. 5.9 ± 0.8 mil l iuni ts of protein per mg of body
weight (n = 8)]. It has been reported that glucose reduces the
rate of PEPCK gene transcription in hepatocytes in culture and
in FAO rat hepatoma cells (28, 29). In these cells, when the
glucose concentration was increased, the rate of glucose
uptake and utilization increased. Administration of glucose to
diabetic rats also decreases PEPCK mRNA levels in liver (29).
The expression of the gene for the tyrosine aminotransferase,
another enzyme involved in gluconeogenesis (30), was also
normalized in the liver of diabetic transgenic mice compared
to controls (Fig. 2). In agreement wi th these findings, glucose

FIG. 3. Láclate, glucose and ketone body production by hepato-
cytes from diabetic mice expressing GK. For láclate production (A).
primary cultures of hepatocytes from fed cjontrol (Con: o); diabetic
control (•); and diabetic transgenic (Tg; •) mice were incubaled in
DMEM wilh 25 mM glucose. For glucose (B) and 0-hydroxybutyrate
production ( C ) , primary cultures of hepatocytes were incubated in
DMEM without glucose and with 16 mM láclate and 4 mM pyruvate.
At the indicated times, an aliquot of the incubation medium was
removed and concentrations of each metabolile were determined, as
described. Results are means ± SEM of three d i f fe ren t experiments.

production from gluconeogenic precursors by hepatocytes in
primary culture from diabetic transgenic mice was lower than
that of diabetic mice and similar to that of healthy control mice
(Fig. 35). The decrease in hepatic glucose production by the
liver of diabetic transgenic animals was also related wi th a
decrease in the glucose transporter GLUT2 mRNA levels,
which were increased in the liver of diabetic mice (Fig. 2), as
reported (31). No changes were observed in the expression of
GLUT1 between control and transgenic mice under the same
conditions (data not shown). These results are similar to those
reported in the liver of diabetic rats treated with vanadate
(32). However, in the Stz-treated transgenic mice expressing
the PEPCK/GK chimeric gene, a sign'al was generated that
blocked gluconeogenesis in the absence of insul in and thus
overcame the effects of glucagon. These findings suggest that
the increase in glucose 6-phosphate in the liver might induce
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Table 2. Serum parameters
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Non-treated

Glucose, mg/dl
Insulin, ng/ml
(3-OH-butyrate. mmol/1
Triglycérides, mg/dl
FFAs, mmol/1

Con

207 ± 1 1
2.7 ±0.3

0.37 r 0.06
129 ± 15

0.98 ±0.1

Tg
148 ± 9
1.5 ±0 .1

0.30 ± 0.07
154 ± 12

0.78 ± 0.1

" Stz-treated

Con

>800
<0.2

2.94 r 0.3
365 ± 28
1.95 ±0.2

Tg
265 ± 14

<0.2
0.49 ±0.12
181 ± 15

0.83 ±0.1

Serum parameters in transgenic mice expressing
from non-treated and Stz-treated control (Con) and
Results are means ± SEMs of at least 15 different

a common mechanism that both increased the expression of
key genes in glucose utilization and decreased the expression
of those involved in glucose production. However, other
mechanisms cannot be ruled out. The regulation by glucose
6-phosphate of specific transcription factor or factors, which
could mediate these effects, has not been reported to date.

Induction of ketogenesis is a common feature of untreated
IDDM (10, 11). The mitochondrial ^-oxidation of fatty acids
is initiated by the sequential action of two membrane-bound
enzyme activities, CPT I and CPT II (33-35). These enzymes,
responsible for the entrance of acyl-CoA to mitochondria and
the mitochondrial HMG-CoA synthase, a regulatory enzyme
of ketone body pathway (36), have been considered to control
liver ketogenesis. Their activities increase during diabetes. It
has also been described that cAMP, FFA, and diabetes induce,
and insulin inhibits, the expression of HMG-CoA synthase
gene (32, 37). No changes in the expression of the genes for
these enzymes between healthy control and transgenic mice
were noted. An increase in the mRNA concentration of CPT
I, CPT II, and HMG-CoA synthase was observed in the liver
of diabetic mice. However, Stz-treated transgenic mice showed
similar mRNA levels to non-treated controls (Fig. 2). The
reduction of CPT I, CPT II. and HMG-CoA synthase was
related with a decrease in ketone body production by hepa-
tocytes from diabetic transgenic mice cultured in the presence
of gluconeogenic precursors, as compared to diabetic mice
(Fig. 3C). The concentration of ketone body in the incubation
medium of Stz-treated transgenic mice was similar to that of
healthy control mice. These results indicated that ketogenesis
was blocked in diabetic mice expressing the PEPCK/GK
chimeric gene. The results obtained in the Stz-treated trans-
genic mice suggest that the activation of GK during diabetes
induces a mechanism or mechanisms that coordinately block
the expression of key genes in ketogenesis in the absence of
insulin. This mechanism might be shared with that controlling
the genes involved in gluconeogenesis, because both pathways
are activated in the diabetic liver.

The changes in liver metabolism were associated with nor-
malization of serum parameters altered during diabetes.
Whereas diabetic control mice had high levels of blood glu-
cose. Stz-treated transgenic mice showed a strong reduction of
hyperglycemia (Table 2). All these mice had very low levels of
circulating insulin. In addition, healthy transgenic mice showed
a 20% decrease in the serum concentration of glucose and a
40% reduction in insulin levels compared with their nontrans-
genic siblings (Table 2), indicating that liver glucose metabo-
lism determined the blood glucose and insulin set points in the
mice. These results were consistent with the key role of the
liver in whole body glucose homeostasis. Furthermore, in
agreement with the blockage of CPT I, CPT II, and HMG-
CoA synthase gene expression and ketone body production,
serum /3-hydroxybutyrate was normalized in diabetic trans-
genic mice compared with diabetic animals. The expression of
the PEPCK/GK chimeric gene also led to normalization of
circulating triglycérides and free fatty acids, which are mark-
edly increased during diabetes (Table 2). These results indi-

the PEPCK/GK chimeric gene. Serum parameters
transgenic (Tg) mice were determined, as described,
animals in each group.

cated that the return of glucose uptake by the liver was
sufficient to normalize glucose, lipid, and ketone body metab-
olism. Finally, as expected, diabetic control mice lost body
weight [a 25% reduction 15 days after Stz, from 21.4 ± 0.5 g
to 15.7 ± 0.8 g (n ~ 25)]. However, the normalization of liver
metabolism and serum .parameters in the Stz-treated trans-
genic mice was also accompanied by the maintenance of body
weight [from 20.3 ± 0.6 g to 21.1 ±' 0.9 g (n = 25)].

The Diabetes Control and. Complications Trial (38). de-
signed to test the hypothesis that the complications of diabetes
mellitus are related to a rise in the plasma glucose concentra-
tion, demonstrated that intensive insulin therapy can delay the
onset and slow the progression of retinopathy, nephropathy,
and neuropathy in patients with IDDM. Patients wi th NIDDM
were not studied in the Diabetes Control and Complications
Trial. Improvements in glycémie control could potentially
reduce microvascular complications in patients with NIDDM.
One concern about using intensive insulin therapy in NIDDM
is that it might exacerbate macrovascular complications, the
leading cause of morbidity and mortality in this disease (16).
Hyperinsulinemia and insulin resistance, both very common in
patients with NIDDM, are associated with increased risk of
hypertension, coronary artery disease, and stroke, raising the
possibility that insulin itself has atherogenic actions. However,
both IDDM and NIDDM hypergtycemia might be reduced by
increasing glucose uptake by liver and peripheral tissues. Our
results suggest that the expression of GK during diabetes might
be a useful approach to the reduction not only of diabetic
hyperglycemia but also of ketoacidosis.
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Evidence from transgenic mice that glucokinase is rate

limiting for glucose utilization in the liver
TURA FERRE, EFREN RIU, FATIMA BOSCH, AND ALFONS VALERA1

Departament de Bioquímica i Biologia Molecular i Servei de Biotecnología Animal, Facultat de Veterinaria,
Universitat Autònoma de Barcelona, 08193-Bellaterra, Spain

ABSTRACT ' To study the role of glucokinase
(GK) in the control of glucose metabolism in the
liver, transgenic mice were generated in which GK
was overexpressed under control of the P-enolpyru-
vate carboxykinase gene promoter. Whereas the
expression of the GK gene in starved control mice
was blocked, this promoter was able to direct the
expression of the enzyme to the liver of starved
transgenic mice. Furthermore, starved transgenic
mice showed levels of GK activity fourfold higher
than those of starved control and similar to those of
fed control. This activation of GK led to an increase
in the intracellular concentration of glucose 6-phos-
phate, which was also related to an induction of
glycogen accumulation. In addition, L-pyruvate ki-
nase (L-PK) activity increased in transgenic nuce,
which when starved showed similar levels of activity
to control fed mice. The induction of L-PK caused
an increase in the hepatic láclate concentration.
Furthermore, hepatocytes in primary culture from
transgenic nuce incubated with 20 mM glucose pro-
duced levels of láclate threefold higher than controls,
but no difference was noled when ihe hepatocytes
from control and transgenic mice were incubated
with 2 mM glucose. These results demonstrated in
vivo that the activation of GK is a rate-limiting slep
in ihe induction of glycolysis and glycogen synthesis.
These changes in liver glucose metabolism led to a
marked reduction in blood glucose (30%) and insulin
(40%) concentrations. Furthermore, transgenic
mice showed lower levels of blood glucose afler an
inlraperitoneal glucose tolerance test, indicating that
GK overexpression caused an increase in blood glu-
cose disposal by ihe liver. All these findings show the
key role of liver GK in ihe control of whole-body
glucose homeoslasis.—Ferre^ T., Riu, E., Bosch, F.,
Valera, A. Evidence from transgenic mice that glu-
cokinase is rate limiting for glucose utilization in the
liver. FASEBJ. 10, 1213-1218 (1996)

Key Words: P-enolpyruvate carboxykinase gene promoter. ;6u gly-
.colysis . . . .

t
GLUCOKINASE (GK),2 OR HEXOKINASE iv, is the enzyme
that regulates glucose phosphorylatipn to glucose 6-phos-
phate in the liver. This enzyme differs from the other

mammalian hexokinases because of its low affinity for
glucose, the lack of inhibition by glucose 6-phosphate,
and kinetic cooperativity with glucose (1, 2). The low af-
finity of GK for glucose ensures that the rate of glucose
phosphorylation is directly proportional to blood glucose
levels and the cellular levels of GK. Changes in GK ac-
tivity are mainly due to changes in the amount of the pro-
tein. The most important physiological regulators of GK
gene expression are insulin and glucagon (or cAMP, its
second messenger). Insulin increases, whereas cAMP'de-
creases, GK gene transcription (1, 2). Insulin stimulation
does not depend on extracellular glucose. GK activity
may also be regulated by binding with the GK regulatory
protein, which inhibits GK activity (3). The effect of this
protein is reinforced by fructose 6-phosphate and antago-
nized by fructose 1-phosphate.

After a meal, the increase in blood glucose leads to an
induction of liver glycolysis, glycogenesis, and lipogene-
sis (4). In this situation, the plasma insulin concentration
increases and levels of the counterregulatory hormones,
such as glucagon, decrease. Insulin stimulates all these
pathways by acting at the post- and/or pretranslational
levels. The pretranslational activation of glycolytic and
lipogenic enzymes results mainly from transcriptional ac-
tivation. It has been shown in hepatocytes that regulation
of the expression of most genes involved in the control of
glycolysis and lipogenesis requires the presence of both
insulin and glucose (5, 6). It has been suggested that the
role of insulin in the activation of these genes could be to
stimulate GK synthesis, and thus to increase glucose
phosphorylation to glucose 6-phosphate (5, 6). This meta-
bolite could be involved in the stimulation of gene ex-
pression in response to an increase in blood glucose.
Glucose/carbohydrate regulatory elements have been
identified on L-pyruvate kinase (L-PK), S14, and fatty
acid synthase genes (7, 8). Several studies performed in
vitro in cultured "cells seem to indicate that GK activation
is necessary for the induction of glycolysis and glycogen
synthesis. Thus, the rescue of GK activity in hepatoma

'To whom .correspondence should be addressed.
Abbreviations: GK, glucokinase: L-PK, L-pyruvave kinase: PEPCK,

P-enolpyruvate carboxykinase; EDTA, ethylenediamine tetraacetic acid;
DMEM, Dulbecco's modified Eagle's medium; TgA, PEPCK/CK-6; TgB,
PEPCK/GK-47; NIDDM.noninsulin-dependentdiabetes; MODY,matur-
ity-onset diabetes of the young.
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cells, which lack endogenous CK gene expression, after
infection wi th a retroviral vector carrying a GK gene in-
duces glucose util ization and accumulation (9). Similarly,
a const i tu t ive GK expression vector cotransfected with
the L-PK/chloramphenicol acetyltransferase chimeric
gene confers an insulin-independent glucose responsive-
ness in hepatocytes (10), indicating that the insulin effect
on glucose-dependent activation of the L-PK promoter is
to permit glucose phosphorylation through stimulation of
the GK synthesis. In addition, in some hepatoma cells
(11) in which hexokinase activity is constitutive, the glu-
cose-dependent activation of L-PK does not require insu-
lin, and can be reproduced by the nonmetabolizable
analog 2-deoxyglucose. In hepatocytes, the insulin effect
on the glucose dependent activation of L-PK gene expres-
sion can be reproduced by fructose at low concentrations
(10, 12). Fructose may act through the fructose 1-phos-
phate deinhibition of GK activity by causing dissociation
of the.GK-regulatory protein complex (3).

The kinetic properties of GK and- the regulation of GK
levels by insulin and glucagon may lead to a situation in
which GK has a key role in regulating and integrating glu-
cose metabolism in liver. To learn whether GK activation is
able to control hepatic glucose utilization and accumulation
in vivo, we generated tranágenic mice expressing GK in the
liver during starvation. In this state the activjty of this en-
zyme is very low, and glycòlysis and glycogenesis are
blocked (1,2); thus, the recovery of GK activity might allow
us to evaluate the contribution of this.'enzyme to the liver
glucose metabolism. To direct the expression of GK, we used
the -450 bp to + 73 bp fragment of the promoter of the gene
for P-enolpyruvate carboxykinase (PEPCK), which has been
shown to direct the expression of chirneric genes mainly to
the liver (13-16). Transcription of the PEPCK gene is in-
duced by glucagon and blocked by insulin. The PEPCK
promoter confers hormonal regulation on different chimeric
genes, in a manner similar to that of the endogenous PEPCK
gene, when introduced into transgenic mice (14—16). This
study shows that GK can be expressed in the liver of starved
mice, that GK activation is the rate-limiting step for glucose
utilization and accumulation, and confirms the key role of
the liver in the control of glucose homeostasis.

.MATERIALS AND METHODS

Generation of transgenic mice expressing the
PEPCK/GK chimeric gene

A 2.3 kb EctiRl-EcoRl fragment containing the entire coding sequence
and the polyadenylalion signal of the rat CK cDNA (from Dr. P. lyned-
jian. Univers i ty of Geneva, Geneva, Switzerland) was introduced at an
EcuRl site newly created after destruction of the ATG translation start
site of the PEPCK/insulin chimeric gene (16) by introduction of an
EcoRi linker (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany). This plas-
mid was designated pPEPCK/GK. A 4.5 kb Xbal-Spfil fragment, con-'
ta ining (he entire PEPCK/CK chimeric gene, was microinjected into
fertilized eggs. The expression of this chimeric gene leads to a 2.5 kb
mRNA transcript when polyadenylaled at the signal at the end ofthe GK
c DNA. The general procedures for microinjection of the chimeric gene
were as described (17). At 3 wk of age, the animals were tested for iKe

presence of the Iransgene by Southern blot prepared with 10 Ug of tail
DNA digested wi th £coRI. Blots were hybridized w i t h a 2.3 kb £coRl-
£VoRI fragment containing the entire CK c DNA radiolabeled w i t h [a-
3-'P]clCTP ((3000 Ci/mmol), Amersham Corp., Arlington Heights. HI.) by
random oligopriming (Boehringer Mannheim). Total RNA was obtained
from liver by the guanidine isothiocyanate method (18), and RNA sam-
ples (30 |ig) were electrophoresed on a 1% agarose gel containing 2.2
M formaldehyde. Northern blots were hybridized to 3'P-labeled CK
cDNA probe. Mice were fed ad libitum with a standard diet (Panlab,
Barcelona, Spain) and maintained under a light-dark cycle of 12 h
(lights on at 8:00 A.M.). When stated, mice were starved for 24 h.
Animals were killed and samples were taken between 9 and 10 A.M. In
the experiments described below, male mice; aged 4 to 8 wk were used.

Enzyme, metabolite, and hormone assays

To measure CK activity, liver samples were homogenized in an ice-cold
buffer (pH 7.4) containing 50 mM Tris-HCl, 300 mM sucrose, 100 mM
KC1, 1 mM ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), and OJ (ll/ml
P-mercaptoethanol. To determine pyruvate kinase activity, the liver was
homogenized in an ice-cold buffer containing 100 mM KCI, 1 mM EDTA,
and 0.7 |il/ml (J-mercaptoethanoh These activities were analyzed in
12,000 x g supèmatants (19, 20). CK activity was calculated as the
difference between the glucose phosphorylation capacity at 100 and 0.5
mM glucose, and hexokinase activity as the glucose pRosphorylating
capacity at 0.5 mM glucose. Pyruvate kinase activity was determined at 5
mM P-enolpyruvale (total activity) (20). To determine the concentration of
metabolites, liver samples were immediately frozen in liquid N2. The
concentrations of hepatic glycogen, glucose 6-phosphate and láclate were
measured in perchloric extracts, which were Adjusted to pH 5 with 5 M
KiCOs to determine glycogen and. to pH 7 for glucose 6-phosphate and
láclate. Clycogen levels were measured using the O-amyloglucosidase
method (21). Glucose 6-phosphate was determined enzymalically (22).
Glucose was measured enzymatical ly (Clucoquant , Boehringer
Mannheim) in serum. Glucose was also determined in 20 ul of blood by
using an Acculrend analyzer (Boehringer Mannheim). Láclate was meas-
ured, in the incubation medium of hepatocytes and in liver extracts, by the
láclate clehydrogenase method (Boehringer Mannheim). Serum insulin
levels were measured by radioimmunoassay (CIS, Biointernational, Cif-
Sur-Yvette, France), using rat insulin (Eli L i l l y , Indianapolis, Ind.Jas the
standard.

Preparation and incubation of hepatocytes

Hepalocytes were isolated between 10 and 11 A.M. from fed mice, as
described (23). After removing nonparenchymal cells and debris, hepato-
cytes were resuspended in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)
(Gibco. Santa Clara, Calif.) containing 0.2% albumin and 10% fetal calf
serum (Boehringer Mannheim). Cells (5.5 x 106) were plated in 10 ml of
this medium on collagen-coated dishes and maintained at 37°C under a
5% COj atmosphere. After 4 h, the medium was removed and cells were
washed three limes in DMEM in the absence of both serum and glucose.
Subsequently, 10 ml of DMEM without serum and with either 2 or 20 mM
glucose was added to the cells, which were maintained in this medium for
up to 24 h. Aliquots of 100 |il of medium were taken at different times and
láclate production was determined.

Statistical analysis

Enzyme activities and metabolite concentrations are expressed as the
means ±SEM. Analysis of statistical differences between data were per-
formed using the Student-Newman-Keuls test. Differences were consid-
ered statistically significant at P < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

In this study we used two transgenic lines that have inte-
grated the PEPCK/GK chimeric gene. The transgenic line
PEPCK/GK-6 (TgA) and the PEPCK/GK-47 (TgB) car-
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r i t - i l i i l i n u t -i aiu.l 20 i n t a c t copies, respect ively , of the
•traiisgene (data not shown). In live experiments described
below, we used Fl and F2 mice from these transgenic
lines and l i t termates as controls. Both fed control and fed
transgenic mice showed a 2.5 kb mRNA transcript that
hyhrydized w i t h a CK cDNA probe, resulting from'the ex-
pression of both the endogenous CK gene (1) and the
transgene. The levels of CK nmRNA noted in the liver of
led transgenic mice were about twice those found in con-
trols (Fig. I ) , Very low levels of GK mRNA were de-
lected in the l iver of starved control mice, whereas
starved t ransgenic mice expressed high levels of GK
m R N A t h a t were about 70% those of fed controls (Fig.
1). However, CK act iv i ty in the liver of fed transgenic
mice was higher, in both TgA (about 1.4-fold) and TgB
(about 2-fold), than in controls (Table 1). The enzyme
a c t i v i t y in the l iver of starved control mice was 80%
lower than in fed controls. Nevertheless, GK activity in
starved TgA and TgB mice was higher (about fourfold)
than in starved controls and similar'to fed controls (Table
I ) . These results indicate that the liver of starved trans-
genic mice was able to produce active enzyme..Alt-hmigh
hexokinase activity was lower in starved than in fed miise,
no signif icant differences were noted in this enzyme
t i v i t y be tween control and transgenic mice under the
same (ceding conditions (Table 1).

Starved control mice showed a 75% decrease in the in-
t r a c e l l u l a r concentrat ion of glucose 6-phosphate com-
pared w i t h led controls. In contrast , starved transgenic
mice had levels of this metabolite about 2.5-fold higher
than starved controls, and only a 25% decrease was
noted compared to fed controls (Table 2). Starved trans-
genic mice showed GK ac t iv i t y similar to that of fed con-
trols, so the fact that glucose 6-phosphate content was
lower than in fed controls might be the result of the low

Fed Starved

HGK

(S-actin

1. Expression of glucokinase in liver of transgenic mice. Total
R N A was obtained from fed and sUirved control and from trans-

genie mice from the lines PEPCK/CK-6 (TgA) and PEPCK7GK-47 (TgB),
us indicated in Materials and Methods. A representative Northern blol
hybridized w i t h the glucokinase cDNA probe is presented.

t.'llulur

TABLE 1. Hepatic ¿¡tueuse pliusphorvlatiun actirilie*'

Clui'ukmase Hetukina

Fee!
Control
TgA
TgB

Starved
Control
TgA
T g B

( i n U / i n g

21,5 ± 2.2
30.8 £ 3.7
41.5 ± 3,9

4.1 ± 1,1.
13,8 ± 1,4
18,9 ± 2.0

p rol)

2.11 ± 0,11
2,05 ±0.12
2,21 ± 0.14

1,32 ± 0,06
1.03 ± 0,07
1,17 ± 0,06

"Clucokinase and hexokinase activit ies were determined in liver extracts
obtained from fed and starved control and transgenic (Tg) mice frum the lines
PEPCK/CK-6 iTgA) and PEPCK/CK-47 (TgB), as indicated in Materials and
Methods. Results are means £*EM of 18 different animals in each group.

levels of blood glucose in starved mice, and thus less
substrate is available to GK. ,

We have previously shown that FTO-2B and H4UE
hepatoma cells, which are unable to store glycogen, when
"infected wi th a retroviral vector carnying a PEPCK/GK
chimeric gene express GK and accumulate high levels of
the polysaccharide (9). Similarly, fed transgenic mice ex-
pressing the PEPCK/GK chimeric gene accumulate more
gtycogen (about twofold)"lhan control mice (Table 2).
Very low levels of glycogen were stored in the liver of
starved control mice. However, starved transgenic mice
showed levels of glycogen to s imi la r to those of fed con-
trols (Table 2), probably r e su l t ing from the increase of
glucose 6-phosphate. The decrease in insulin and in the
glucagon blood levels during starvation has been shown
to keep glycogen synthase phosphorylated and inactive.
However, glucose 6-phosphate is an allosteric activator of
glycogen synthase as well as being a substrate for glyco-
gen synthesis (24). Furthermore, an effect on the expres-
sion of key genes regulating glycogen synthesis mediated
by specific transcription factors, which might be activated
by the increase in glucose 6-phosphate, cannot be ruled
out. Nevertheless, the expression of the PEPCK/GK
chimeric gene led to the recovery of glucose storage in
starved conditions and indicated that GK activity is rate
limiting for glycogen synthesis in hepatic cells.

The L-type pyruvate kinase (L-PK) is a regulatory en-
zyme of glycolysis. L-PK activi ty in starved controls was
about 50% of that found in fed controls. However, in
starved transgenic mice L-PK act iv i ty was also higher
(about twofold) than in starved controls and similar to fed
controls (Table 2)- In addition, an increase in L-PK ac-
t ivi ty was also noted in fed transgenic mice compared to
controls. These results suggest that the increase in glu-
cose 6-phosphate in starved animals led to activation of
L-PK, and they agree wi th previous reports postulating
that the main insulin effect on glucose-dependent activa-
tion of L-PK is to stimulate GK synthesis (5). The activa-
tion of L-PK led to an increase in the hepatic láclate
concentration (Table 2). In addition, when hepatocytes
from transgenic mice were cultured for up to 24 h in
DMEM without serum and in the presence of 20 mM glu-
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TABLE 2.'Hepatic glucose storage and utilization"

Fed
Control
TgA
TgB .

Starved
Control
TgA
TgB

. Glucose 6-P

232
346
391

65
152
178

, nmol/g liver

+
±
-f.

±

±
i

22
36
28

8
14
18

Glycogen

49
' 97

116

5
30
35

, mg/g liver

+
+
*

£
±
¿

5
7
11

1
4
6

Pyruvale kinase, U/mg pro!

0,23
0,40
0,51

0,12
0,23
0,26

-Í-
*
-t-

±

4̂;

0,03
0,03
0,04

0,01
0,02
0,02

i
' Láclate,

0,26
0,36
0,47

0,10
0,20
0,23

p.mol/g livej

± 0,03
±0.02
± 0,04

±0,01
± 0,01
±0,02

"Glucose storage and utilization in the liver of transgenic mice expressing glucokinase. The concentration of glucose 6-phosphate, glycogen. glucose and láclale,
and also the act ivi ty of pyruvale kinase were measured in liver extracts obtained from fed and starved control and transgenic (lines TgA and TgB) mice, as indicated
in Materials and Methods. Results are means +SEM of 18 different animals in each group.

cose, an increase (about threefold) in láclate production
was detected compared to hepatocytes from controls (Fig.
24). However, when incubated with 2 mM glucose, no
significant difference in lactate production between hepa-
tocytes from control and transgenic mice was noted (Fig.
2B), as this concentration of glucose is much lower than
the Km of GK (6-12 mM) (1,.2). This increase in lactate
production by hepatocytes from transgenic mice incu-
bated with 20 mM glucose might also be related to the
fact that these hepatocytes express GK, and in the pres-
ence of glucose this enzyme acquires a more active con-
formation because of its kinetic cooperativity with glucose
(1.2)..

The changes in glucose metabolism in the l iver of
transgenic mice expressing the PEPCK/GK chimeric gene
were also reflected in serum parameters. Transgenic mice
showed a" 30% decrease in the serum concentration of
gluco'se and a 40% reduction in insulin levels compared
with their nontransgenic siblings (Table 3). These re-
sults indicate that the increase in liver GK activity was
able to increase'glucose uptake and thus reduce gly-
cemia. The overexpression of GK-in the liver of these
transgenic mice mimicked a situation of high insulin sen-
sitivity that led to increased glucose uptake from blood.
In response to the reduction in glycemia, a decrease in

insulin secretion by pancreatic P cells is established that
diminishes circulating insulin. Similarly, we recently re-
ported that the expression in transgenic mice of a
PEPCK/c-myc chimeric gehe leads to glucose uptake and
utilization (25). In starved c-Myc transgenic mice, an in-
crease in both the expression and activity of glucokinase
and pyruvate kinase was observed. These changes in liver
metabolism were also parallel to a marked reduction in
blood glucose and insulin (25). In contrast, we have also
reported the opposite situation in transgenic mice o'verex-
pressing the PEPCK gene in the liyer (26). These mice
show increased gluconeogenesis, w¡hich leads to a high
hepatic glucose production, which in turn causes hyper-
glycemia and hyperinsul inemia. Thus, taken together
these findings demonstrate that liver glucose metabolism
can significantly determine the blood glucose and insulin
set points in fed and starved mice, and is consistent with
the key role of the liver in-whole-body glucose homeosta-
sis.

When an intraperitoneal glucose tolerance test was
performed with mice starved 24 hk transgenic animals
from either line TgA or TgB showed a marked reduction
(about 40%) in the blood glucose levlels compared to con-
trol (Fig. 3). The increase in circulating glucose levels
was transient and gradually returned to basal levels, by
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Figure 2. Lactate production by hepatocytes from control (O, Con) and transgenic (•, TgB; and *, TgAJ) mice.
Primary cultures of hepatocytes from fed mice were incubated in DMEM with 20 mM (A) or 2'mM (B) glucose.
At the indicated times an aliquot of the incubation medium was removed and the concentration of lactate was
determined, as described in Materials and Methods. Results are means ±SEM of four different experiments.
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120 min ¡n transgenic mice and by 180 min in control.
This increased glucose disposal noted in the transgenic
mice overexpressing the PEPCK/GK chimeric gene most
likely resulted from increased glucose uptake and utiliza-
tion in the liver. Thus, the metabolic capacity of the liver
may enable it to control glucose homeostasis. Increased
peripheral glucose uptake in transgenic mice expressing
the glucose transporter GLUT4 in skeletal muscle and/or
adipose tissue (27, 28) or GLUT1 in skeletal muscle (29)
also leads to enhanced glucose tolerance in vivo. The
skeletal muscle comprises a large body mass, and has
been considered to be the main site of disposal of blood
glucosei Thus, an increase in glucose transporters in this
tissue is expected to lead to glucose uptake. This process
is defective in the muscle of patients with noninsulin-de-
pendent diabetes (NIDDM) (30). However, no severe de-
fect'in glucose homeostasis is noted in mice deficient in
GLUT4, nor do they develop NIDDM (31). Because the
GLUT4 null mice have compensated for the lack of the
glucose transporter in the skeletal muscle and adipose
.tissue and no increase in GLUT1 in these tissues is ob-
served (31), a key role for the liver might be suggested.
Patients wi th maturity-onset diabetes of the young
(MODY) have heterozygous point mutations in the GK
gene, and this leads to reduced enzymatic activity and
decreased insulin secretion (32, 33). However, it is un-
clear whether abnormal liver glucose metabolism contrib-
utes to the MODY disease. A decrease in GK activity in
the P cells of transgenic mice leads to a decreased insu-
lin secretory response to glucose, but these mice did .not
show changes in fasting plasma glucose or glucose toler-
ance (34). In contrast, the disruption of GK function both
in P cells and in. l iver of heterozygous transgenic mice
was associated with decreased tolerance to glucose and
abnormal liver glucose metabolism (35). These mice de-
velop a phenotype similar to MODY, which indicates that
this disease results from abnormal glucose metabolism in
both islets and liver (35). All these findings, together
with the results obtained in our transgenic mice overex-
pressing GK, support the hypothesis that this enzyme ex-
erts a central role in the control of glucose homeostasis in
vivo.

TABLE 3. Plasma levels of glucose and immunoreactive insulin

Fed
Control
TgA
TgB

Starved
Control
TgA
TgB

Glucose, mg/dl

164 ± 12
112 ± 10
105 ± 9

89 ± 8
66 ±8
61 ±7

Insulin, ng/dl

2,9 ± 0,4
1,7 ± 0,3
1,5 ± 0,3

1,1 ± 0,3
0,7 ± 0,2
0,6 ± 0,2

"Serum glucose and insulin concentrations in transgenic mice expressing'-
the PEPCK/GK chimeric gene. The levels of serum glucose and insulin from fed
and starved control and transgenic mice were determined as described in Mate-
rials and Methods. Results are means ±SEM of at least 18 different animals in
each group.
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Figure 3¿ Intraperitoneal glucose tolerance test. Overnight-starved
transgenic (^, TgA and 9, TgB) and control mice (O, Con) were given
an i.p. injection of 1 mg of glucose per g body weight. Blood samples were
taken from the tail vein of the same animals at the times indicated. Glucose
was determined as indicated in Materials and Methods. Results are means
±SEM of 10 transgenic from each line and 10 control mice.
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