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DISCUSSIO

7.1.- TECNIQUES MOLECULARS APLICADES A L’ESTUDI DEL RECEPTOR
D'INSULINA

La descripcio de la técnica de la Reaccié en Cadena de la Polimerasa (PCR) per
Saiki i cols al 1985 (88) ha facilitat molt I'obtencié d’ADN en quantitats optimes per tal de
poder-lo manipular i analitzar i ha permés aplicar ampliament aquesta metodologia per
I'estudi de gairebé qualsevol tipus d’ADN que es desitgi. Aixi, en aquest treball s’ha
emprat aquesta técnica per tal d’amplificar el gen del receptor d’insulina huma. Aquesta
amplificacié ha permés descartar grans aberracions en el gen, ja que totes les mostres
analitzades han presentat la mida corresponent i tots els fragments han pogut ser
amplificats sense problemes. Per tant la técnica de PCR és una tecnica rapida i eficag
per amplificar I'ADN i per detectar grans aberracions estructurals en el gen del receptor
d’insulina.

Per tal de detectar possibles mutacions en els diferents exons del gen del
receptor d’insulina es va posar a punt la técnica de Polimorfismes Conformacionals de
Cadena Senzilla (SSCP) descrita per Orita i cols. (89). Es van seguir les indicacions de
Teschauer i cols (81) per tal de millorar la técnica. Tot i que mitjangant aquesta tecnica
es van detectar variacions en la conformaci6 de diferents exons del gen del receptor
d’insulina que ja havien estat descrites anteriorment o no, també és cert que no es va
aconseguir trobar les condicions idonies per tal de detectar tots els canvis
conformacionals que es van confirmar més tard amb la seqlienciaci6 de I'ADN.

Aquesta tecnica només seria eficag com a tecnica de cribatge un cop se sap
gué és el que es va a buscar, ja que quan s'empra aquesta técnica per detectar
possibles noves variacions en un determinat fragment d’ADN, aquesta no ens déna una
fiabilitat del 100%. Hi ha molts factors que intervenen en el resultat tals com el tampo, la
temperatura, el percentatge de I'acrilamida, el voltatge, la composicié dels fragments a
estudiar, la longitud dels mateixos, etc, i de vegades es fa dificil tenir-los tots controlats
de manera que en cada experiment les condicions siguin exactament les mateixes.
Petites variacions poden afectar de forma important el resultat de I'electroforesi i fins i
tot no sén Utils les mateixes condicions per diferents variacions en un mateix tipus de
fragment.
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Per tant I'esfor¢ que ha requerit posar a punt aquesta técnica per I'estudi del gen
del receptor d’'insulina, que consta de 22 exons de diferent conformacio i de mides molt
variables, no ha compensat amb el rendiment que se n’ha obtingut, ja que les mutacions
gue es detecten en aquest gen no sén molt freqlients i a més se solen repetir molt poc
(els diferents pacients acostumen a ser portadors de mutacions diferents).

Per altra banda, I'inconvenient de la tecnica de SSCP és que homés indica una
conformacié diferent respecte a la conformacié estandard perd no dbéna cap tipus
d’'informaci6 sobre aquest canvi. Per tal de saber la significacié d’aquesta variacio es fa
necessaria la seqienciacio.

La seqienciacié directa dels productes de PCR és per nosaltres, la manera
meés rapida, segura i efica¢ de detectar i coneixer variacions en la sequéncia dels
fragments d’ADN estudiats. L'inconvenient d’aquesta técnica és el cost economic, tant
de I'equipament com el cost per mostra.

Per tal de poder estudiar I'estructura i la funcié dels receptors mutats, s’ha
utilitzat la mutagenesi dirigida. Aquest técnica, combinada amb la transformacio
d’aguest ADNc mutat en una E. Coli hoste, permet estudiar qualsevol tipus de mutacio i
permet obtenir la quantitat d’ADN necessari per efectuar els estudis adients.

Mitjancant els kits de mutagenesi emprats s’haurien hagut d’obtenir un elevat
nombre de colonies. En el nostre cas només s’ha obtingut un elevat nombre de colonies
amb la mutacio Leul40. La mutaci6é Val1028 es troba en una zona molt rica en GC i aixo
va provocar problemes alhora de mutar 'ADNc. En els experiments amb aquesta
mutacié no es van obtenir més que 12 coldnies. Per obtenir la mutacié splicing-
1239Aturada es va forcar el sistema de mutagénesi fent-lo treballar amb un insert més
gran del recomanat i Gnicament es van obtenir 5 colonies. Aquesta baixa frequiéncia de
mutagénesi no ha suposat cap impediment pels estudis posteriors, ja que l'obtencio
d’una Unica colonia mutada és suficient per poder obtenir ’ADN necessari per estudiar,
ja que aquesta colonia mutada es pot multiplicar i se’n pot fer un stock de glicerol.
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A pesar del baix nombre de colonies obtingudes, més de la meitat d'aquestes
eren portadores de la mutacié. Per tant el sistemes de seleccié de les colonies mutades
que incorporen els kits de mutagenesi han funcionat, ja que degut al metode
semiconservatiu de replicacié6 de I'ADN Unicament esperariem que un 50% de les
colonies obtingudes fossin mutants.

Els sistemes de mutagénesi emprats en aquest estudi utilitzen polimerases d'alta
fidelitat (T4 DNA polymerase, Pfu TurboO DNA polymerase), per tal de minimitzar les
males incorporacions i evitar I'aparicié de segones mutacions no desitjades. Tot i emprar
aguestes polimerases, hem detectat I'aparicié d’'una mutacié no esperada en un dels
experiments, concretament vam detectar la delecié d’'una base proxima a la regi6 que es
volia mutar, fent canviar completament I'efecte de la mutacié inserida. Aquest fet ens
indica que tot i I'alta fiabilitat dels enzims emprats, es fa necessaria la revisié de la
sequeéncia per tal d’assegurar que el que obtenim després de la mutagénesi és realment
el que volem.

Per tal d’analitzar in vitro les consequéncies fenotipiques d’aquestes mutacions
s’han transferit, de manera transitoria, els vectors portadors de ’ADNc mutat a cél-lules
en cultiu d'ovari de Hamster (CHO). El métode de transfeccié emprat ha estat la
transfeccié per lipofeccid (utilitzacié de lipids carregats positivament que sén capacos
d’unir-se tant a I'ADN com a la superficie cel-lular). Aquest métode ens ha permés
expressar I'’ADN desitjat en un sistema in vivo , de manera que hem pogut estudiar
I'efecte de diferents agents, com la insulina i la Metformina, sobre el comportament de la
proteina que ens interessa, en el nostre cas el receptor d’'insulina.

7.2.- TECNIQUES EMPRADES PER DETERMINAR LA FUNCIONALITAT DELS
RECEPTORS D’'INSULINA

Les técniques que s’han emprat per tal de determinar I'activitat i estructura dels
receptors recuperats de les cél-lules CHO, han permes imitar el cicle de senyalitzaci6 de
la insulina quan s’uneix al seu receptor.

Aixi doncs s’ha estudiat el nivell d’expressid dels receptors, tant I'expressié
total en el llisat cel-lular, que permet detectar problemes de sintesi o processament
post-transcripcional, com I'expressio a la superficie cel-lular (Biotinitzacié), que ens
déna la possibilitat de detectar problemes de transport dels receptors cap a la
membrana plasmatica quan es té la dada de I'expressio total, ja que en principi tots els
receptors expressats haurien d'anar cap a la superficie cel-lular un cop la cél-lula ha
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estat estimulada amb insulina. Per tal de determinar I'expressio total s’han emprat dos
anticossos diferents; el Carl 10 que esta dirigit contra el domini COOH-terminal, és molt
especific i dona una forta senyal, i I'anti IRa que esta dirigit contra la subunitat a i tot i
gue és especific pel receptor d’insulina, déna una senyal més débil que el Carl 10i a
més es detecten mudltiples bandes inespecifiques. Aquest Ultim anticos s’ha hagut
d’emprar per detectar el receptor amb la mutacié d’splicing (que no conté el domini
COOH-terminal). Les multiples bandes detectades poden ser degudes a qué la subunitat
a del receptor d'insulina és forca semblant a les subunitats a dels receptors de la
mateixa familia (receptor IGF-1, insulin receptor related receptor), en canvi el domini
COOH-terminal és molt més especific del receptor.

Per tal de detectar problemes d’estructura en la subunitat a dels receptors i
problemes d’afinitat per la insulina s’ha estudiat la uni6 de la insulina als receptors,
tant en el llisat cel-lular, in vitro, com en cél-lules en suspensio, in situ. En una situacié
normal el valor d’'unié in vitro (llisat cel-lular) juntament amb el de I'expressio total es
corresponen. Quan hi ha algun problema de processament del receptor aquests dos
valors presenten una discordancia, demostrant que no tots els receptors expressats
s6n capacos d'unir insulina. Aixi mateix la uni6 in situ es correspon amb I'expressio del
receptor a membrana (Biotinitzacio).

Per estudiar lactivitat intracel-lular dels receptors i la seva capacitat de
transmetre el senyal, s’ha estudiat si hi ha autofosforilacié del receptor com a
conseqiiencia de l'estimulacid per la insulina un cop unida al receptor. Les dades
obtingudes han permes detectar defectes en la capacitat d’'unio de I'’ATP pel receptor.
També s’ha estudiat si els receptors presentaven activitat enzimatica tirosina
guinasa a través de la fosforilacié de substrats exogens (péptid sintétic FYF i el Poly
Glu:Tyr 4:1). Les dades obtingudes han permeés analitzar la capacitat dels receptors per
interaccionar amb d’altres proteines intracel-lulars, mitjancant la seva fosforilacié, que
serien substrats del propi receptor i que s’encarregarien de transmetre el senyal iniciat
per la insulina cap al nucli.

Aquests assajos ens han permés caracteritzar els receptors mutats objecte
d’aquest treball, d’'una manera logica i seqlencial mimetitzant els aconteixements
naturals que es donen en la cél-lula i permetent coneixer en quins passos aquests
receptors presenten problemes.
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7.3.- PACIENTS AMB RESISTENCIA A LA INSULINA SUBSIDIARIS DE
PRESENTAR MUTACIONS EN EL GEN DEL RECEPTOR D’'INSULINA

S’ha estudiat aquesta série de pacients per tal d’intentar determinar la causa de
la resisténcia a la insulina que pateixen, o si més no, per tal de descartar o confirmar
lesions en el gen del receptor d’insulina.

7.3.1.- PACIENTS AMB RESISTENCIA A LA INSULINA D’ETIOLOGIA DESCONEGUDA

Dins d’aquest grup s’han estudiat una série de 9 pacients (6 del sexe femeni i 3
del sexe masculi) que presentaven resisténcia moderada o greu a la insulina perd que
no entraven a formar part de les sindromes estudiades en aquest treball.

La classificacié d’aquests pacients és controvertida ja que molts comparteixen
moltes caracteristiques amb la sindrome de resisténcia a la insulina Tipus A, com soén la
resisténcia a la insulina, I'hiperandrogenisme o I'acantosis nigricans. Els punts de
discrepancia es troben en la severitat d'aquestes caracteristiques o en la presencia o
no d'alguna altra caracteristica com pot ser el pes o problemes menstruals (en les
noies). Aquesta problematica en la classificacio porta de vegades a discrepancies
entre autors, ja que n’hi ha que inclouen dins de la sindrome de resisténcia Tipus A a
aquelles pacients que també presenten obesitat (90), mentre que la primera descripcio
d’aquesta sindrome corresponia a adolescents que no presentaven obesitat i si la resta
de caracteristiques (52,53).

En aquest treball s’ha respectat la descripcié inicial de resisténcia a la insulina

Tipus A i s’han exclos d’aquest grup les pacients que presentaven ovari poliquistic o
obesitat i s’ha agrupat en aquest altre grup de resisténcia idiopatica a la insulina.
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En aquest grup de pacients estudiats no es va detectar cap mutacié en el gen
del receptor d'insulina. Aquesta dada ha fet descartar que la possibilitat que la
resistencia a la insulina que pateixen sigui deguda a lesions en aguest gen.

7.3.2.- PACIENTS AMB OBESITAT

Es va incloure en aquest treball una pacient que presenta un obesitat molt
severa de la part superior del cos, ja que tot i que l'obesitat no és una sindrome
propiament genética de resisténcia a la insulina, s’ha descrit alguna mutacié en el gen
del receptor d’insulina en pacients amb aquest problema (91,92). Els estudis realitzats
confirmen que aguesta pacient no presenta mutacions en aquest gen i que per tant la
resisténcia severa que presenta a la insulina pot ser deguda a d’altres factors com pot
ser la propia obesitat 0 a lesions en d’altres gens relacionats amb I'obesitat.

7.3.3.- PACIENTS AMB LIPODISTROFIA

S’han inclés aquest estudi quatre pacients afectes de la sindrome de
Lipodistrofia. En aquesta sindrome tot i no pertanyer al grup de sindromes genétiques
de resisténcia a la insulina, Yokota i cols. al 1990 van descriure una mutacié en el gen
del receptor d'insulina d’'un pacient amb aquestes caracteristiques (93). Encara que no
van poder determinar I'efecte d’aquesta mutacié sobre el funcionament del receptor
transfectant cél-lules CHO, van creure que la mutacio podia ser la responsable de la
resisténcia a la insulina.

El resultat de l'estudi dels receptors en aquest tipus de pacients en aquest
treball, ha confirmat I'abséncia de mutacions en el gen del receptor d'insulina, i és
concordant amb la majoria d’estudis que s’ha fet en pacients amb Lipodistrofies on no
s’han detectat mutacions en aquest gen (94). Per tant en aquesta patologia les
mutacions en el gen del receptor d’insulina sén més una excepcio que la causa directa
de la resistencia a la insulina.

7.3.4.- PACIENTS AMB LA SINDROME DE LEPRECHAUNISME

La sindrome de Leprechaunisme es caracteritza per ser la més greu del grup
de sindromes geneétiques de resisténcia a la insulina. Els afectats per aquesta sindrome
presenten problemes de creixement intrauteri i seriosos problemes de la regulaci6 de
les glucemies post-natals entre d’altres. En aquest treball s’han estudiat els receptors
d’'una parella jove que havien perdut un fill recent nascut per problemes greus de
regulacié de la glucémia. Es va sospitar que el neonat podia patir Leprechaunisme un
cop aquest havia mort, i per tant es va fer I'estudi dels pares. El resultat de I'estudi
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molecular dels receptors dels progenitors va donar negatiu per mutacions en el gen del
receptor d'insulina.

Fins avui, s’han descrit diferents pacients amb la sindrome de Leprechaunisme,
la majoria dels quals presenten mutacions en homozigosi o sén heterozigots compostos
(58,62,64,83,95-97) (entre d'altres), també s’ha descrit algun pacient heterozigot per
una mutacioé i associat a uns nivells dARNm baixos (56,57,98) o associat a una
alteracio6 de les isoformes del receptor (99). Segons el nostre coneixement només s’ha
descrit un cas de Leprechaunisme on no s’han detectat mutacions en cap del 22 exons
que composa el gen del receptor dinsulina (ni en les seves immediates regions
introniques), ni en el promotor d’aquest gen (100). Per tant la raresa d'aquest cas i la
caracteristica que la majoria de casos sén homozigots o heterozigots compostos van
fer descartar la sospita del diagnostic de Leprechaunisme en el hado6 objecte d’aquest
estudi, ja que a més els clinics no van poder donar informacié concreta sobre si aquest
nado presentava o no els trets fenotipics caracteristics de la sindrome.

7.3.5.- PACIENTS AMB LA SINDROME DE RABSON MENDENHALL
Es van detectar dues mutacions diferents en heterozigosi en el pacient estudiat
amb la sindrome de Rabson-Mendenhall; Asn15Lys i Arg1000Aturada. L'estudi dels
receptors d’insulina en eritrocits va revelar que aquest pacient gairebé no presentava
receptors en aquest tipus cel-lular (figura 47).
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Figura 47.- Corba d’scatchard de la unié de la insulina en els receptors d’eritrocits en la familia

del pacient RM1. D; pacient RM1, _; pare del pacient RM1, _; mare del pacient RM1.

Aquest pacient té un familiar que presenta la mateixa sindrome amb les mateixes
mutacions (veure figura 46). El desenvolupament de la malaltia en aquests dos
pacients ha anat paral-lela, per tant a més de compartir el genotip (a nivell del gen del
receptor d’insulina) també comparteixen fenotip. Els receptors d’aquest familiar van
ser estudiats per Kadowaki i cols. (83) qui varen descriure i analitzar per primer cop
aquestes dues mutacions. El fet de presentar un codé d’aturada prematur en I'exé 17
just abans del lloc d'unié de I'ATP, en el domini tirosina quinasa, va fer pensar que
aquest receptor podria mantenir la capacitat d’ancorar-se a la membrana cel-lular, ja
que manté el domini transmembrana, i que mantindria la capacitat de lligar la insulina, ja
que la subunitat a no estava afectada. Van detectar un nivell d’expressié de I'al-lel
amb la mutacié Aturadal000 molt baix (~90% menys) comparat amb l'al-lel amb el cod6
Lysl5. En cas que aquest receptor fos expressat tampoc seria funcional el
mecanisme de transmissié del senyal iniciat
per la insulina, ja que li manca la sequéncia consens per la unio de I'ATP i per tant de
l'activacid enzimatica tirosina quinasa intrinseca, imprescindible per transmetre el

senyal (83).
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Fent estudis d’expressié amb la mutacié Lys15 (101), es va detectar que el
receptor amb aquesta mutacié uneix la insulina amb un percentatge molt més baix que
els receptors WT. Aquesta disminucio en la uni6 era deguda a dos factors; la mutacié
impedeix el processament post-transcripcional del receptor i a més impedeix també el
transport d’aquest cap a la membrana plasmatica. Estudis d'afinitat van revelar que
aguesta també estava molt disminuida respecte als receptors WT. Segons aquests
autors la Asnl15 seria I'aminoacid inicial, en I'extrem N-terminal, per formar una a-helix,
per tant en aquesta posicid6 una Lys trencaria aquesta formacié distorsionant
I'estructura terciaria.

Quon i cols. (102) fent estudis in vitro de caracteritzacié post-uni6 de la insulina
conclouen que els receptors Lysl5 sb6n capacos daconseguir un nivell
d’autofosforilaci6 normal perd requereixen d'una concentracié d’insulina molt més
elevada degut al problema de la baixa afinitat amb qué aquests receptors lliguen la
insulina.

Kusari i cols. (103) descriuen una altra pacient afecta d'una sindrome de
resisténcia severa a la insulina, heterozigota composta per dues mutacions en el gen
del receptor d’insulina; Arg1000Aturada i Arg993GIn. Aquesta pacient no té cap tipus
de relacié familiar amb els anteriors pacients citats.

Els estudis efectuats per Kusari i cols. sobre la mutaci6 AturadalO00 sén
coincidents amb els de Kadowaki i cols, corroborant la important disminucié de
I'expressio i el seu efecte.

El pacient estudiat en aquest treball, presenta una resisténcia a la insulina molt
important (veure taula 4). Els estudis d’'unié de la insulina en eritrocits, fets pel nostre
grup, denoten una practica inexisténcia de receptors en les membranes plasmatiques
d’aquestes cél-lules. Aquesta dada és corroborada pels resultats obtinguts pels altres
dos grups en quant a la preséncia de receptors a membrana. La severa resisténcia a la
insulina que presenta es pot explicar, doncs, pel baix nimero de receptors que
s'expressen a la membrana plasmatica i a la disminucioé en I'afinitat d’aquests degut a
I'efecte que exerceixen les mutacions Arg1000 i Lys15 en heterozigosi presents en el
gen del receptor de la insulina.
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7.3.6.- PACIENTS AMB LA SINDROME DE RESISTENCIA A LA INSULINA TIPUS A O

DE KAHN

En aquest treball s’han estudiat tres pacients amb la sindrome de resisténcia a la
insulina Tipus A, respectant la descripci6 d'aquesta sindrome (adolescents que
presenten resisténcia severa a la insulina (hiperinsulinisme), acantosis nigricans i
hiperandrogenisme en abséncia d'obesitat i anticossos) (52,53). Hi ha autors que
inclouen en aquesta sindrome pacients que presenten obesitat i postulen que les
mutacions en el gen del receptor d’insulina en la sindrome de resisténcia a la insulina
Tipus A no és un tret constant (44).

En aquestes tres pacients s’han descobert tres noves mutacions en el gen del
receptor d’insulina que afecten de diferent manera el funcionament normal del receptor:

7.3.6.1.- MUTACIONS QUE AFECTEN LA SINTESI DEL RECEPTOR | LA UNIO DE LA
INSULINA

La pacient Al, estudiada en aquest treball, esta afecta de la sindrome genética
de resisténcia a la insulina Tipus A i és heterozigota composta per mutacions en el gen
del receptor d'insulina (Val140Leu / Splice 21-Aturada 1239) (Article 1). La mutacié de
canvi de sentit en I'’ex6 2 afecta al codd 140 i canvia una Valina per una Leucina
(Vall40Leu). L'ex6 2 del receptor d’insulina s'extén des de I'aminoacid 7 fins el 191. En
aquesta regio s’hi troba el domini L1 (aminoacids 1-119) on es troben dues regions
implicades directament amb la unié de la insulina (aminoacids 1-68 i 83-95).

Els dos aminoacids involucrats en aquesta mutacié (Vall40Leu) pertanyen al
grup dels aminoacids neutres i hidrofobics pel que faria pensar que la substitucié de I'un
per laltre no faria variar considerablement I'estructura secundaria i terciaria de la
proteina, ni per tant la seva funcionalitat.

Els estudis efectuats per determinar I'efecte fenotipic d’aquesta mutacié ha
indicat que el receptor mutat s’expressa significativament menys que el receptor WT,
tant a membrana plasmatica com en el llisat cel-lular, i que I'afinitat d’aquests receptors
per la insulina és menor. Aquestes dades, contrariament al qué faria pensar la
naturalesa dels dos aminoacids, indiquen un possible problema de sintesi o de
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degradacié prematura del receptor mutat, aixi com un problema d’estructura o
conformacioé en la regi6é d'unioé de la insulina, ja que aquests receptors presenten una
menor afinitat pel seu lligand. D’altres mutacions que han estat descrites en el receptor
d’'insulina i que provoquen un efecte similar son la Gly31Arg que va ser descrita en
heterozigosi en un pacient amb la sindrome de Leprechaunisme (Gly31Arg / WT) (104).
Aquest aminoacid és el centre d’'un motiu de Gly en el domini L1 i per tant un aminoacid
molt conservat. En estudis d’expressié d'aquests receptors mutats Unicament es va
poder detectar el proreceptor, indicant problemes de processament post-
transcripcionals. També es van detectar problemes en el plegament de la proteina
donant lloc a un canvi conformacional i resultant en una abséncia d’unié d’insulina i per
tant abséncia d’autofosforilacié. S’ha predit que la Gly31 estaria ubicada en la regi6 de
transicio entre una hélix a i una lamina b (80) i que per tant seria molt important per
determinar el plegament i la conformacio6 de la subunitat a del receptor. Les mutacions
Asp59Gly i Leu62Pro s’han descrit en una pacient heterozigota composta, afecta de
la sindrome genética de resisténcia a la insulina Tipus A (Asp59Gly / Leu62Pro) (105).
Aquests receptors mostraven una dramatica disminucié en la unié de la insulina, efecte
similar al trobat en el pacient RM1 estudiat en aquest treball. Aquesta disminucio es pot
deure a un canvi en la conformacio del receptor degut a les mutacions, ja que estan
situades en motius de Gly en el domini L1, o bé degut a qué s6n aminoacids situats en
una regi6 que confereix especificitat per la uni6 del lligand (aminoacids 1-68) (105). La
mutacié Arg86Pro va ser trobada en homozigosi en un pacient afecte de la sindrome
de Leprechaunisme (Arg86Pro / Arg86Pro) (106). Aquest aminoacid no és conservat
entre membres de la mateixa familia de receptors, encara que es troba en una regi6
implicada en la uni6 de la insulina (aminoacids 83-95). Aquest receptor presenta
problemes de processament post-transcripcional en estudis de transfeccié, mentre que
es processa naturalment en fibroblasts del pacient. In vivo el receptor presenta una
autofosforilacié i una activitat tirosina quinasa constitutiva i és capag¢ d'activar el
transport de glucosa a pesar de no tenir afinitat per la insulina. Sembla ser que la
posicié6 86 actuaria com una frontissa entre els dos dominis d’'unié6 de la insulina
(aminoacids 1-68 i 83-95), per tant un canvi en aquest punt modificaria la conformacié
impedint generar un lloc d’alta afinitat per la insulina, mentre que estabilitzaria una
conformacio activa per I'activitat tirosina quinasa (106). In vitro tot i detectar aquesta
activacio constitutiva de I'activitat enzimatica, aquest receptor no é€s capac de fosforilar
els seus substrats en abséncia d'insulina (107). La mutacié Leu87Pro va ser
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descrita en heterozigosi en una pacient amb la sindrome de Leprechaunisme
(Leu87Pro / delecié de 1,3 Kpb entre els exons 4 i 6) (108). Aquesta mutacio es troba
en un dels presumptes llocs per la unié de la insulina (aminoacids 83-95). Els estudis
efectuats per determinar I'efecte d’aquesta mutacio van indicar que aquest receptor
mutat es dimeritzava més lentament que el WT, que s’expressava a la superficie
cel-lular de manera normal, que tenia una afinitat per la insulina menor que el WT i la
seva fosforilacié era normal tenint en compte la unié de la insulina. Degut a que el
receptor s’expressa en superficie de manera normal i I'inic que varia és I'afinitat per la
insulina, els autors postulen que aquest pot ser un lloc directe d’'unié de la insulina, a
més, estudis de mutagénesis d’aquesta posicié amb d’altres aminoacids han indicat que
només hi ha modificacio de I'afinitat per la insulina (108). La mutacié Deleci6 de I'ex6 2
respectant el marc de lectura es va detectar en heterozigosi en una pacient amb la
sindrome de resisténcia a la insulina Tipus A (Delecié de I'exd 2 respectant el marc
de lectura / Phe996lle) (109). Aquest receptor uneix la insulina un 13% respecte als
receptors normals i amb una afinitat lleugerament disminuida. Van detectar que els
nivells dARNm de l'al-lel normal d’aguest pacient s’expressaven d’una manera molt
pobre, mentre que I'al-lel amb la deleci6 s’expressava de manera normal. Els autors
desconeixen el mecanisme pel qual I'expressié de I'al-lel normal és inhibit, encara que no
és el primer cas en el que es dona aquesta situacié (68,83). També apunten a un
possible problema d'imprinting dels al-lels (22).

La mutacio Leul40 no es troba en cap de les zones presumptament importants
per la unié de la insulina, tot i que es troba en I'exd 2. Aixo indica que I'efecte sobre el
receptor no és directament sobre els punts d'unié de la insulina encara que I'afinitat esta
disminuida. Aquest residu, pero, €s molt conservat entre espécies i entre receptors de
la mateixa familia. Els receptors presenten una activitat enzimatica normal respecte als
nivells d'expressio, pel que es descarten problemes de transmissié del senyal. Per tant
aguesta mutaci6 afecta al nUmero de receptors expressats en superficie i a I'afinitat
d'aquests receptors pel seu lligand.

En general les mutacions que es troben en aquesta regidé (exé 2 del receptor)
afecten al processament i a la unié, tal i com s’ha vist més amunt, i tot i que hi ha
mutacions descrites que no es troben en els punts que es creuen critics per la unio,
també afecten a aquesta funcié. També s’ha descrit una mutacié situada en el domini
L1, laDelecié de la Lys121, detectada en heterozigosi en un pacient afecte de la
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sindrome de Leprechaunisme (Delecié de la Lys121/WT) (110), que no afecta a la
unioé de la insulina. Encara que es va detectar un increment de la fosforilacié basal
d'aquest receptor tot i que la fosforilacié depenent de la insulina era hormal, mentre que
a nivell d’activitat tirosina quinasa també es va detectar un increment d’activitat basal,
mentre que l'activitat estimulada per la insulina estava disminuida. L'efecte més greu
d’aguesta mutacio sobre I'accié de la insulina és que aquest receptor és incapac de
transmetre el senyal mitogénic (110). Aquest fet indicaria que per un correcte
reconeixement de la insulina pel receptor es requereix una conformacio de la subunitat
a, o al menys de I'ex6 2 correcte, i que no es coneixen exactament tots els punts
d’ancoratge de la insulina al receptor ni la significacio de les regions colindants en el fet
de la unié.

Per tant doncs la possibilitat d’estudiar diferents receptors mutats en la subunitat
a que es detecten en pacients amb resisténcia a la insulina, ajuda a la comprensio
global dels mecanismes i punts d’unié de la insulina i als requeriments conformacionals
gue existeixen per tal de que la insulina pugui iniciar el senyal que ha de ser transmeés a
través del receptor.

Aquest allel mutat detectat en la pacient A1 (Leuld40) és heretat del pare
(pacient 10/11.1) que tot i presentar els nivells d’'insulina alts, és normoglicémic i no
presenta cap simptoma de resisténcia a la insulina (veure taula 4). Aquest fet deu ser
degut a que tot i que la mutacié exerceix un efecte negatiu sobre la funcionalitat del
receptor, en el pare es deu mantenir un al-lel normal i aguest deu pal-liar I'efecte
destorbador de la mutacié (no es pot garantir ja que no s’ha sequenciat tot el gen, pero
és molt improbable que el pare presentés una altra mutacié en l'altre al-lel i no ho
expressés fenotipicament).
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7.3.6.2.- MUTACIONS QUE AFECTEN ALS LLOCS DE PROCESSAMENT DE L’ARNmM

El receptor d’insulina (al igual que la majoria de gens eucariotes) conté les
seqguéncies d’ADN codificants de manera discontinua seguint el model exo6-intro-exd, on
els exons representen les regions codificants. El processament (splicing) d’aquestes
sequencies per tal d’'unir les regions codificants requereix d’unes sequéncies consens
especifiques a cada extrem de cada ex6 (111) (figura 48).

5 donador acceptor 3
. GTPAGT-wmemememememememememememerceet QNQA!
exo intro exo

Figura 48.- Representacié de les seqiiencies consens donadora i acceptora d’splicing en els
introns. P=A/G, Q=T/C, N=qualsevol nucleotid

Les mutacions en les sequéncies consens per I'splicing poden donar lloc a
guatre situacions diferents: expulsié d’'un exo6 (56%), en el receptor d’insulina trobem els
seguents casos: la transici6 GT—AT en la primera base de la sequencia
donadora d’splicing de I'intré 14. Aquesta mutacio es va descriure en heterozigosi
en dos cosins afectats de la sindrome de resisténcia a la insulina Tipus A (G-A 5’ intro
14/ WT) (112). Aquesta mutacié provoca I'expulsio de I'exd 14, de manera que I'ex6 13
s'uneix al 15, i a més canvia el marc de lectura provocant una aturada prematura en el
codo 867. Per tant la proteina resultant d’aquest ARNm esta truncada en el domini
extracel-lular de la subunitat b, li manca el domini transmembrana d’ancoratge i el domini
intracel-lular. La transici6 GT—AT en la primera base de la seqiéncia donadora
d’'splicing en l'intr6 17 també és un altre exemple d’expulsié d'un exd. Aquesta
mutacio va ser descrita en heterozigosi en un pacient afecte d’'una miopatia congénita
(Congenital Fiber-Type Disproportion Myopathy) (G-A 5" intr6 17 / Arg1174Gly) (113).
Aquesta mutacio dona lloc a I'expulsié de I'exd 17, es déna un corriment de la pauta de
lectura després de I'ex6 16 en el cod6 979 i després de 36 aminoacids es crea una
aturada prematura en el cod6 1015. Per tant a aquest receptor li manca aproximadament
el 50% de la subunitat b amb tot el domini tirosina quinasa inclds i no presenta aquesta

activitat enzimatica (113,114).
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Una altra situacié és I'activacio d’un lloc d’splicing criptic (32%) com per exemple
latransici6 GT—AT del primer nucleotid de la sequencia donadora d’splicing
en I’'intr6 13 en el gen del receptor d’insulina. Aquesta mutacié va ser descrita en
heterozigosi en un pacient afecte de la sindrome de Leprechaunisme (G-A 5’ intré 13/
delecié Asn281) (115). Aquesta mutaci6 aboleix el lloc donador d’splicing en I'intr6 13, i
s'activa un lloc d’splicing criptic 27 pb dins I'exd 13 (aixi doncs aquest ex6 té 27 pb
menys que un exd 13 normal), aquesta delecié respecta el marc de lectura i per tant
manquen els aminoacids 859-867, situats en el domini extracel-lular de la subunitat b del
receptor. Els fibroblasts dels familiars portadors d’aquesta mutacié presenten una
disminucio en la unié de la insulina (115).

Les altres dues situacions que es poden trobar quan es déna una mutacié en un
lloc d’splicing son la creaci6 d'un pseudo-ex6 dins d’'un intré (11%), i la retencié d’'un
intr6é entrant a formar part de I'exé (6%) (116).

També es poden donar dues circumstancies diferents degut a la mateixa
mutacié com passa amb la mutacié del gen del receptor d’'insulina, transici6 AG—GG
en la primera base de la seqUéncia acceptora d’splicing en I'intr6 4. Aquesta
mutacio va ser descrita en heterozigosi en un pacient amb la sindrome de Rabson-
Mendenhall (G-A 3’ intr6 4 / delecio 8 pb en I'exé 12) (117). Es van detectar dos tipus
d’ARNm defectuosos; en un I'exd 5 havia estat expulsat i s’havia creat una aturada
prematura en el cod6 341 causant el trencament de la subunitat a, i en 'altre s’havia
activat un lloc d’splicing criptic 12pb endins de I'ex6 5, canviant una Asn per una Thr en
el codd 348 i eliminant quatre aminoacids, donant lloc a un receptor anormal. Tot i que
aquesta mutacio és d’origen matern, només es va detectar el tipus d’ARNm amb el lloc
criptic d’splicing en el pacient. Aquesta mutacié es troba en I'extrem C-terminal del
domini ric en Cys. Aquest receptor anormal s’expressa molt menys que un receptor
normal, uneix la insulina amb una afinitat molt més baixa i manté I'activitat enzimatica
tirosina quinasa (d’acord amb I'expressid) degut a que no té defectes en la subunitat b
(117,118).

Aquesta situacio on es donen dues anomalies també es ddna en la mutacié en
un lloc d’splicing descrita en aquest treball, la transici6 AG—AA en heterozigosi en
la segona base de la seqUéncia acceptora d’splicing de intr6 21 del gen
receptor d’insulina, descrita en les dues pacients germanes Al (G-A 3’ intr6 21 /
Vall40Leu) [
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A2( G-A 3’ intro 21 / WT) afectes de la sindrome de resisténcia a la insulina Tipus A
(Article 1).

Aquesta mutacié déna lloc a dos ARNms diferents, en un s'inactiva el lloc
acceptor d’splicing, degut a la propia mutacioé, i s’'activa un lloc d’splicing criptic dins de
la regi6 del ex6 22, de manera que part de la seqiiéncia exonica 22 queda eliminada, i
es crea un codé d'aturada just després d’aquest nou lloc d’splicing, de manera que I'exé
22 queda expulsat. En I'altre s’inactiven tant el lloc donador com I'acceptor d’splicing WT,
i s’activa un lloc donador criptic dins de la regi6 intronica, de manera que sequéncia
intronica queda retinguda dins I'ex6 21, i per I'altra part s'activa el mateix lloc acceptor
criptic que en la situacio anterior i per tant també li manca sequéncia exonica 22 i es
crea altre cop un codo d'aturada. La proteina resultant d'ambddés ARNm és la mateixa, ja
gue en els dos ARNm es crea un codé d’aturada prematura en la mateixa posicio; just
després de la Val1238 que és I'aminoacid limitrof entre els exons 21 i 22, per tant al
receptor resultant li manquen 117 aminoacids del domini COOH-terminal de la subunitat b

gue composen lI'exé 22.

Aquests receptors s’'expressen practicament com els receptors normals i
uneixen un 50% menys la insulina que els receptors RILWT, fet que fa sospitar de
I'existéncia de problemes de processament ja que no tots els receptors que
s'expressen so6n capacos d’unir la insulina. Aquests receptors no tenen la capacitat
d’autofosforilar-se com a resposta a I'estimul de la insulina i a conseqtiéncia d’'aixd no
retenen l'activitat enzimatica tirosina quinasa.

Aquesta mutacio és d’origen matern. Tot i que la mare també és heterozigota per
la mutacié no presenta resisténcia a la insulina, encara que presenta uns nivells basals
d’insulina lleugerament elevats (veure taula 4).

L'extrem COOH-terminal del receptor d’'insulina és especific d’aquest receptor i
difereix en la seva composicié aminoacidica de la resta de receptors tirosina quinasa.
Es interessant I'estudi de receptors truncats en aquesta regio per tal de determinar-ne
la funci@, aixi doncs diferents grups han fet estudis amb receptors d’insulina sintetitzats
amb delecions en aquesta regié. Maegawa i cols. (119) van estudiar les propietats d'un
receptor d'insulina truncat al qual li mancaven els 43 aminoacids finals (RID43).
Expressat en les cél-lules Rat 1, aquest receptor mantenia les propietats d’'unié de la
insulina, de I'autofosforilacié, d’endocitosi i reciclatge aixi com I'activitat tirosina quinasa.
Tot i aix0 el receptor era defectiu en transmetre les respostes metaboliques de la
insulina.
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Levy-Toledano i cols. (120) van estudiar un receptor al qual li mancaven el 113
Gltims aminoacids de la subunitat b (RID113). Aquests receptors van ser expressats de
manera estable en cél-lules CHO i en NIH-3T3. El processament post-transcripcional
d’aquest receptor mutat estava alterat, el trencament proteolitic del proreceptor en les
subunitats a i b estava frenat i encara que aquest receptor mutat s’expressava en la
superficie cel-lular, la degradacié de les subunitats madures estava accelerada. A més
aquest receptor era deficient en I'autofosforilacié i en I'endocitosi estimulades per la
insulina contrariament als receptors RID43. Van suggerir que els aminoacids compresos
entre el 1242 i el 1311 eren necessaris per diverses funcions associades al domini
intracel-lular del receptor; com sén l'autofosforilacié, l'activitat tirosina quinasa i
I'endocitosi del receptor.

Baron i cols. (121) van estudiar el domini acidic compres entre els aminoacids
1281 i 1291 mitjancant un anticos dirigit a aquesta regié. Aquest anticos va inhibir
l'autofosforilacid de les tirosines 1158, 1161 i 1162, llocs que s6n moduladors de
l'activitat del receptor. L'anticos també va disminuir I'activitat tirosina quinasa del
receptor mesurada mitjancant la fosforilacié del poly Glu:Tyr i de péptids sintétics.
També van observar que aquest anticos competia amb les histones (moduladors de
I’'activitat tirosina quinasa) per unir-se al receptor. Els autors proposen que aquesta
regio estaria involucrada en la uni6 de substrats del receptor i en la regulacié de
I'autofosforilaci6 i activitat tirosina quinasa. Per tant suggereixen que aquest domini
podria interaccionar amb proteines cel-lulars modulant la quinasa del receptor.

Gual i cols. (122) van emprar un anticos dirigit al domini 1301-1328 del receptor
d’insulina. Van comprovar que aquest anticos inhibia la fosforilacié induida per la
insulina de substrats tant endogens (Src i IRS-1) com exogens (Poly Glu:Tyr i péptids
sintetics) del receptor pero no l'autofosforilacio del propi receptor. Per tant I'anticos
interferia d’alguna manera amb el lloc enzimatic del receptor i aixi doncs I'extrem COOH-
terminal tindria algun tipus de paper regulador.

El receptor descrit pel nostre grup és I'inic d’aquestes caracteristiques trobat en
un pacient. El domini delecionat degut a la mutacié d’splicing comprén la major
part dels dominis que s’han estudiat en els treballs descrits més amunt i per tant és
d’esperar que a aquest receptor li manquin totes les activitats reguladores que s’han
descrit. Els resultats obtinguts dels estudis funcionals aixi ho corroboren, validant el fet
gue aguesta regio ha de tenir un paper regulador de I'activitat tirosina quinasa.

Donat que aquest receptor no presenta cap anomalia en la seva sequencia fins
passat el domini tirosina quinasa, no s’hauria de preveure cap problema en
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I'autofosforilacio, ja que les tirosines d’aquest domini estan intactes. L'estudi fet per
Tennagels i cols. (123), emprant només el domini tirosina quinasa amb les tirosines de
I'extrem COOH-terminal mutades a Fenilalanines, va donar com a resultat que el receptor
es podia fosforilar perd que no podia transmetre el senyal. D’alguna manera I'extrem
COOH-terminal interacciona amb el loop catalitic i permetria la interacci6 amb els
substrats cel-lulars, de manera que quan les tirosines COOH-terminals estan mutades hi
ha un canvi conformacional que impedeix la interaccié amb el loop catalitic.

El receptor mutat objecte del present estudi, no presenta autofosforilacio tot i
tenir el loop catalitic intacte, en contraposici6 amb els receptors estudiats per
Tennagels. Aquesta discrepancia pot ser deguda a qué els receptors de Tennagels tot i
estar mutats, conservaven I'extrem COOH-terminal, en canvi els receptors
RI.1239Aturada del present estudi no conserven aquest domini. Per tant per la correcta
fosforilacié del receptor i I'activacié enzimatica associada és necessari, a meés de les
tirosines de I'extrem COOH-terminal, la preséncia de tot el domini terminal.

L'abséncia de I'extrem COOH-terminal en el receptor IR.1239Aturada, donaria
problemes de processament del receptor i donaria lloc a un receptor amb una
conformacio alterada, que seria el causant de la inactivacio de I'autofosforilacio i de
I'activitat tirosina quinasa.

7.3.6.3.- MUTACIONS QUE AFECTEN AL DOMINI TIROSINA QUINASA

El domini tirosina quinasa comprén els exons 17-21 (aminoacids 978-1238) i és
el responsable de l'activitat enzimatica del receptor. En aquest domini €s on s’han
descrit la majoria de mutacions en el receptor d’insulina.

En aquest treball s’ha identificat una mutacié nova, en heterozigosi, en el domini
tirosina quinasa del receptor d’insulina en una pacient amb resisténcia a la
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insulina Tipus A (pacient A3, Alal028Val / WT) (Article 1). Ambdds aminoacids s6n
hidrofobics neutres, cosa que faria pensar que el canvi no modificaria de manera
important I'estructura del receptor ni per tant la seva funcié. Aquesta mutacié es troba
en el domini de reconeixement i unié de I'ATP (aminoacids 1003-1030) que és molt
conservada en les tirosines quinases, i a més el residu Val1028 és molt proxim al residu
Lys1030 que sembla ser clau per I'activitat tirosina quinasa del receptor.

Els estudis funcionals han determinat que les propietats de la subunitat a en
quant a la unié i afinitat per la insulina so6n equivalents a un receptor WT.
L'autofosforilacié d'aquest receptor mutat esta del tot inhibida, a ligual que Il'activitat
tirosina quinasa (4% respecte als receptors WT). Tot i que el canvi d'aminoacid és
conservatiu (els dos aminoacids sén del mateix grup), aquest deu provocar un canvi
prou significatiu en la conformacié de la seqiiéncia de reconeixement de I'’ATP impedint-
ne la unio.

La gran part de mutacions descrites en aquest domini afecten d’alguna manera a
I'activitat enzimatica tirosina quinasa, igual que la mutacié Val1028. Aixi doncs s’ha
descrit la mutacié Arg993GIn en heterozigosi en un pacient afecte de la sindrome de
resisténcia a la insulina Tipus A (Arg993GIn / Argl000Aturada) (103). L'alllel amb
aguesta mutacié presenta uns nivells d’autofosforilacié / activitat tirosina quinasa molt
reduits. La Phe996lle es va descriure en heterozigosi en una pacient afecta de
resisténcia a la insulina Tipus A (Phe996lle / Deleci6 ex6 2) (109). Aquest residu es
troba en el domini juxtamembrana i és un residu semiconservat. La Gly1008Va es va
descriure en heterozigosi en un pacient amb resisténcia a la insulina Tipus A
(Gly1008Vval / WT) (124). Aquesta mutacio es troba en la tercera Gly del motiu Gly1003-
Xaa-Gly1005-Xaa-Xaa-Gly1008 molt conservat en el domini tirosina quinasa ja que és el
lloc d'uni6 de I'ATP. L'efecte d’aquesta mutacié és I'abolicié de I'activitat tirosina quinasa
del receptor mutat impedint la transmissié del senyal. La Alal048Asp esta descrita en
heterozigosi en una pacient afecta de resisténcia a la insulina Tipus A (Alal048Asp /
WT) (125). L'activitat tirosina quinasa d’aquests receptors esta molt disminuida tot i que
I’ATP es pot unir normalment, indicant que aquest canvi d’aminoacid produeix un canvi
conformacional que afecta la regid6 de la tirosina quinasa impedint-li funcionar.
L'’Argl1092GIn es va descriure en homozigosi en un pacient amb la sindrome de
Leprechaunisme (Arg1092GIn / Arg1092GIn) (260). L’activitat tirosina quinasa en els
limfoblasts del pacient era un 90% inferior al de receptors WT. La uni6 de la insulina i
I'afinitat eren normals. Aquest residu es troba en un loop connector entre dos Idbuls de
subunitats b que interaccionen per donar una forma oberta o tancada, cosa que ha
suggerit que esta implicada en I'especificitat de substrat. L'Arg1131GIn va ser descrita
en heterozigosi en un pacient amb resisténcia a la insulina Tipus A (Arg1131GIn / WT)
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(127). Aquesta mutacid es troba en el loop catalitic del domini tirosina quinasa
(aminoacids 1131-1137). Aquests receptors mutats s’expressen a membrana i uneixen
insulina amb una afinitat equivalent a la dels receptors WT. La mutacié GIn1131 inhibeix
I'activitat tirosina quinasa i la capacitat de fosforilar els substrats endogens IRS-1 aixi
com també es detecta una disminucio de la PI3K fosforilada. L’Alal134Thr es va
descriure en heterozigosi en una pacient amb la sindrome genetica de resisténcia a la
insulina Tipus A (Alall134Thr / WT) (128). Aguests receptors mutats s’expressen i
uneixen la insulina normalment, perd sén incapacos d’'autofosforilar-se i de fosforilar
substrats endogens. El residu Alal134 és molt conservat en el lloc catalitic de moltes
tirosines quinases i per tant deu ser important pel manteniment de la funcié enzimatica.
L'’Arg1152GIn es va descriure en heterozigosi en un pacient amb Diabetis Mellitus Tipus
2 (Arg1152GIn / ?? (No es van estudiar tots els exons del gen del receptor d’insulina
en aquest pacient)) (47). Aquest receptor presentava autofosforilacié pero I'activitat
tirosina quinasa no responia a I'estimulacio per la insulina , per tant es creu que la regio
d'aquesta posicidé pot ser important per la interaccié amb els substrats intracel-lulars del
receptor (47). La Met1153lle es va descriure en heterozigosi en una pacient obesa
(Met1153lle / WT) (91). Aquesta mutaci6 es troba proxima al cluster de fosforilacié de
tirosines (residus 1158, 1162 i 1163). El receptor lle1153 no s'autofosforila i té inhibida
I'activitat tirosina quinasa, per tant no pot fosforilar els seus substrats intracel-lulars. A
meés la mutacié impedeix I'endocitosi del receptor, donant aixi un nimero normal de
receptors a membrana, aquests receptors sén resistents a la down regulation (134).
L'’Arg1174GIn es va descriure en heterozigosi en una pacient amb resisténcia a la
insulina Tipus A (Argl174GIn / WT) (90), aixi com també en un pacient amb una
miopatia congenita (Arg1174GIn / G-A 5" intr617) (114). Aquesta mutacio fa disminuir
molt I'autofosforilacié del receptor i fa que aquest sigui incapac de mediar la sintesi de
glicogen i la mitogenesi com a resposta a l'estimulacié per la insulina, tot i que la
fosforilacio del substrat IRS-1 no esta del tot inhibida. Aixo denota que I'RS-1 sol no és
capac de mediar les funcions metaboliques i mitogéniques de la insulina (113,114,130).
La Prol178Leu ha estat descrita en heterozigosi en una dona obesa amb la sindrome
de l'ovari poliquistic (Pro1178Leu / WT) (92) i també en una pacient amb resisténcia a
la insulina Tipus A (Pro1178Leu / WT) (94,130). Aquesta mutacio es troba en una
seqiiéncia molt conservada en moltes de les tirosines quinases (D**°-F**-G!%2...
AYT_pHTE_ENT) | activitat tirosina quinasa i la capacitat de transmetre el senyal iniciat
per la insulina es troba inhibida en aquest receptor. La Trp1200Ser es va descriure en
heterozigosi en una pacient amb la sindrome de resisténcia a la insulina Tipus A
(Trp1200Ser / WT) (131). Aguest mutant s’expressa i uneix la insulina normalment.
L'autofosforilacié del receptor mutat esta fortament disminuida aixi com també l'activitat
tirosina quinasa i la capacitat de transmetre el senyal iniciat per la insulina.
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Totes aquestes mutacions es troben en llocs considerats clau 0 no per I'activitat
enzimatica del receptor i provoquen el mateix tipus d’efecte; disminuir o anular aquesta
activitat. Aquest és I'efecte que s’esperaria d’'una mutacioé en aquesta regid, tot i que
s’han trobat mutacions en aquesta regié que actuen de maneres diferents com la
'’Arg1092Trp, descrita en heterozigosi en un pacient amb Leprechaunisme
(Arg1092Trp / Glull79Lys) que actua de forma totalment oposada ja que
I'autofosforilacié basal d’aquests receptors en fibroblasts del pacient era un 330% més
elevat que en els controls, mentre que la resposta a I'estimulacié per la insulina era
pobre. L’activitat tirosina quinasa basal també estava incrementada respecte als
receptors WT, tot i aix0 la sintesi de glicogen i la sintesi d’ADN com a consequéncia de
'estimulacié per la insulina estaven disminuides. Una explicaci6 és que aquestes
mutacions farien canviar la conformacié de la subunitat b de manera que el substrat es
pot segrestar perd no és fosforilat pel receptor. Per altra banda I'activacio cronica dels
receptors deu donar lloc a la desensibilitzacié d’algun pas més intern en la senyalitzacié
de la insulina.

O bé com 'Arg1000Aturada que a conseqiiéncia de la naturalesa de la propia
mutacié déna com a resultat una drastica disminucié de I'expressio de I'al-lel mutat i per
tant una drastica disminucié de receptors expressats a membrana plasmatica. Aquesta
mutacio s’ha descrit en tres pacients, dos d’ells cosins, afectes de la sindrome de
Rabson-Mendenhall (Arg1000Aturada / Lys15) (83) (un d’ells descrit pel nostre grup,
RM1) i en una pacient afecta de la sindrome de resisténcia a la insulina Tipus A
(Arg1000Aturada / Arg993GIn) (103).

També s’ha descrit 'Alal135Glu en heterozigosi en una pacient amb la sindrome
de resisténcia a la insulina Tipus A (Alal1135GIlu/ WT) (132). Aquesta mutacié impedeix
el processament proteolitic del proreceptor i per tant impedeix el transport a la
membrana pel que en superficie hi ha un nimero de receptors disminuit. Tal i com fan
les altres mutacions descrites en el domini tirosina quinasa, aquesta també inhibeix
aguesta activitat.

Les seglients mutacions es troben també en el domini tirosina quinasa i la
principal afectacié és I'expressio, la unié de la insulina, la degradacié dels proreceptors
o la interaccié amb diferents substrats intracel-lulars. L'Arg1174Trp esta descrita en
heterozigosi en un pacient afecte de la sindrome de Leprechaunisme (Arg1174Trp /
Cys274Tyr) (133). Aquest receptor mutat s’expressa menys que el receptor WT, uneix
la insulina de forma equivalent als receptors WT, no és autofosforilat per I'estimulacié de
la insulina ni presenta activitat tirosina quinasa i és degradat més rapidament. La
Glul1l79Asp es va descriure en heterozigosi en un pacient afecte de resisténcia a la
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insulina Tipus A (Glu1179Asp / WT) (134). Aquesta mutacio es troba en una seqiiencia
molt conservada. La uni6 de la insulina esta molt disminuida aixi com també l'activitat
tirosina quinasa. La degradacio dels proreceptors mutats és dues vegades més rapida
gue la dels proreceptors WT, mentre que a nivell de receptor es degraden a la mateixa
velocitat. La Trp1193Leu es va descriure en heterozigosi en una pacient afecta de
resisténcia a la insulina Tipus A (Trp1193Leu / WT) (134). L'efecte d’aquesta mutacié
sobre el funcionament del receptor és idéntica a la mutacié Asp1179. La Tyr1134Cys
va ser descrita en heterozigosi en un pacient amb Diabetis Mellitus Tipus 2
(Tyr1134Cys / WT) (135). Aquesta mutaci6 impedeix la unié del receptor amb la PI3-
gquinasa. Estudis de lligament de la mutacié amb la Diabetis Mellitus Tipus 2 van revelar
gue la mutacié no cosegrega amb la malaltia.

Tali com hem dit tot i que la majoria de mutacions descrites exerceixen la
mateixa disfuncio, també hem vist que n’hi ha d’altres que actuen de manera diferent.
Aquest fet ens indica que els estudis funcionals sén necessaris per determinar el tipus
d’efecte que fan les mutacions en aquest domini. Aquest domini del receptor d’insulina
ha pogut ser cristal-litzat (136) i per tant se’'n coneix I'estructura. També s’ha cristal-litzat
aquest domini activat (137) i per tant es pot veure gquins canvis conformacionals es
donen quan hi ha I'activacié del receptor. Toti que aquest fet permetria, mitjancant
modelacié per computacié, coneixer quins canvis es donen en la conformacié d’aquest
domini, en relacio a 'activacio, quan es déna una mutacio, el resultat de moment només
seria un possible model que s’hauria de confirmar experimentalment.

La mutacié Val1028 descrita en la pacient A3, és d’origen matern i la comparteix
amb dos germans. Tant la mare com els germans no presenten intolerancia a la glucosa,
tot i que presenten uns nivells d’insulina basals lleugerament elevats (veure taula 4).

Tant aquesta pacient (A3) com la pacient A2 presenten un fenotip de resistencia
a la insulina molt sever, mentre que a nivell de genotip sén igual que les seves mares
gue a efectes fenotipics sén normals (Unicament presenten uns nivells basals d’insulina
lleugerament elevats). Aquesta situacié no és nova, ja que en daltres pacients
resistents a la insulina i heterozigots per mutacions en el gen del receptor d’insulina, es
déna la mateixa situacio (veure taula 3 on s’enumeren les mutacions descrites). S’han
apuntat diferents hipotesis per poder explicar aquest fet:

P la possibilitat de qué es formessin hibrids entre els receptors WT i els mutats
faria que el 75% dels receptors fossin anomals (125,128). En molts casos
aguests receptors mutats es comporten com a dominants negatius abolint
I'expressi6 de I'al-lel normal.
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Mutacio

Alllel 1 Allel 2 WT/WT |, WT/Mutat WT / Mutat Mutat / Mutat

25% 75%

P la possibilitat de que hi hagi d’altres factors (tant genétics com ambientals)

gue de manera directa o indirecta modifiquin la sensibilitat per la insulina (112).

P la possibilitat de que es doni una situacié d’'imprinting (22) i que per tant es

doni una expressio6 diferent entre els progenitors i els fills.

La possibilitat de formacio de receptors hibrids WT/Mutat no és del tot clara ja
gue mentre Taouis i cols. (37) van estudiar I'efecte de la mutacié Leu323 en el receptor
d’insulina mitjangant la cotransfeccio de les cél-lules NIH-3T3 amb dos ADNc diferents
(el receptor mutat Leu323 i un receptor amb una delecié de 43 aminoacids en I'extrem C-
terminal) i van detectar la formacio d’hibrids entre els dos tipus de receptors, Levy-
Toledano i cols. (71) van investigar el mecanisme de I'efecte dominant negatiu de
mutacions en el domini tirosina quinasa del receptor co-transfectant cél-lules NIH-3T3
amb dos tipus d’ADNCc (el receptor mutat lle1153 i un receptor amb una deleci6 de 43
aminoacids en l'extrem C-terminal) i el resultat va ser que no es va detectar cap
receptor hibrid.

Agquests dos autors pertanyen al mateix grup, I'estudi és del mateix any, les
cél-lules emprades per la transfeccio van ser les mateixes i el receptor amb la delecio
va ser el mateix, per tant I'nic que varia és la mutaci6 propia del receptor a estudiar
(una en la subunitat a i I'altra en la subunitat b). Es coneix I'efecte dominant negatiu de
les mutacions en heterozigosi en el domini tirosina quinasa, en canvi no és tan freqiient
guan les mutacions sén en la subunitat a. En aquests estudis es detecten hibrids quan
la mutaci6 és a la subunitat a, perd no quan es troba en el domini tirosina quinasa, per
tant semblaria que en aquesta situacié el 50% dels receptors haurien de ser normals i
laltre 50% mutats, i que per tant I'efecte de la mutacié afectaria al 50% de la
funcionalitat dels receptors dels pacients. En canvi a nivell practic s’ha detectat que la
funcionalitat dels receptors en els pacients heterozigots per mutacions en el domini
tirosina quinasa és inferior a aquest 50%, mentre que en els progenitors que també soén
heterozigots per la mateixa mutacio, I'efecte d’aquesta, la majoria de vegades, és
imperceptible.
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Aixi doncs és possible que hi hagi factors ambientals o d’altres factors genétics
que afectin I'expressio d’aquests al-lels mutats de manera diferencial entre progenitors i
progeénie o fins i tot entre individus de la mateixa generacié (ja que de vegades no es
dbéna el mateix efecte fenotipic entre germans que comparteixen el mateix genotip)
(125,128,134).

Les funcions que es donen a través del receptor d’insulina un cop estimulat per
la insulina s6n molt diverses (en temps i en activitat) i sébn molt necessaries per
I'organisme. Aquest deu haver desenvolupat un sistema alternatiu per compensar la
manca d’activitat del receptor d'insulina, si més no parcialment, a través d'altres
receptors de la mateixa familia com el receptor del factor de creixement semblant a la
insulina (IGF-1IR), 0 a través de sistemes interns de transmissié del senyal iniciat per la
insulina (proteines substrat intracel-lulars) que encara es desconeixen. D’alguna
manera s’han de dur a terme aquestes funcions en els pacients o animals
d’experimentacio que no expressen el receptor d’insulina i que sobreviuen toti tenir
unes mancances metaboliques o mitogeniques importants (58,95,97,138).

Desenredar el complicat entramat que forma el receptor d’insulina amb els seus
substrats intracel-lulars descobrint les relacions que hi estableix i determinar el grau
d’associacio amb d’altres receptors afins, és i sera sens dubte un gran repte pel
coneixement del mecanisme d’acci6 de la insulina.

7.3.6.3.1.- ESTUDI DE L’EFECTE DOMINANT NEGATIU

En els experiments de cotransfeccioé de les cél-lules CHO amb els receptors
RI.Val1028 i RI.WT per tal de determinar la dominancia es van obtenir uns resultats
dispars. En dos experiments es donava una dominancia negativa del receptor
RI.Val1028 sobre el RI.WT, de manera que es detectava I'expressio dels dos tipus de
receptors (quan es trobaven cotransfectats), pero no es detectava autofosforilacié. En
uns altres dos experiments es detectava expressio dels receptors coexpressats i
l'autofosforilacio d’aquests es detectava com una banda amb la meitat d’intensitat que la
banda d'autofosforilacio del receptor RLWT, indicant que no hi havia dominancia
negativa (veure figura 41).

Aquesta situaci6 de dominancia negativa que s’expressa 0 no, podria
representar el que es troba quan s’estudien families amb mutacions en heterozigosi en
el domini tirosina quinasa. D’alguna manera hi deu haver algun factor que “regula” la
formacio d’heterodimers WT/Mutat, i I'expressié o no de I'efecte dominant negatiu de
l'al-lel mutat.
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Aquests experiments s’han dut a terme en les mateixes condicions i seguint el
mateix protocol, per tant semblaria que aquests factors “reguladors” serien d'origen
intracel-lular, tot i que les cél-lules emprades per I'estudi també sén les mateixes i es
troben en les mateixes condicions.

Tot i que aquesta situacio també es detecta in vivo, en aquests experiments els
resultats es podrien veure afectats per la menor concentraci6 d’ADN emprat en la
situacié d’heterozigosi (0,25my vs. 0,5my d’ADN que s'empra en les situacions
d’homozigosi) al cotransfectar les cél-lules, encara que es creu poc probable ja que no
es detecten aquestes diferéncies en els assajos d’expressio.

7.4.- VARIANT VAL985MET

Es va detectar una alteracié en I’ex6 17 en un dels controls emprats en la
tecnica de SSCP. La seqlenciacié d’aquesta mostra va revelar que aquest control
presentava la variant Val985Met en heterozigosi. Aquest control era una dona sana, no
presentava hiperinsulinisme, no era diabética ni tenia antecedents de diabetis a la
familia. Aquesta variacio ja havia estat descrita anteriorment i no es va procedir a fer
els estudis funcionals per determinar I'efecte sobre el receptor.

Al 1991 O’Rahilly i cols. (48) descriuen per primer cop aquest canvi. En un estudi
amb 30 pacients amb Diabetis Mellitus no Depenent d’Insulina (Diabetis Tipus 2) i 13
individus controls normoglicémics, detecten aquest canvi en heterozigosi en 1 individu
de cada grup.

Aquests autors postulen que donat que aquesta variant es troba en el domini
tirosina quinasa del receptor d’insulina i que aquest domini és molt conservat entre
espécies, aquest és un domini funcionalment important. Dins d’aquest domini la posicié
985 esta sempre ocupada per una Val, fins i tot en receptors relacionats amb el de la
familia del receptor d’insulina com soén el receptor insulin like growth factor | (IGF-1), i el
receptor insulin-receptor-related. Proposen que tot i que el canvi Val® Met és un canvi
bastant conservatiu (tots dos son aminoacids alifatics, no polars i hidrofobics amb la
diferencia que la Met conté sofre i té un pes molecular lleugerament més gran), pot
provocar canvis en l'estructura secundaria i per tant canvis en I'activitat biologica del
receptor.
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El grup de Elbein i cols. també descriu aquesta variant en un pedigree amb
antecedents familiars de Diabetis Mellitus Tipus 2 (85). Troba aquesta variant en
heterozigosi en individus de tres generacions del mateix pedigree, encara que la
preséncia de la variant en aquests individus no esta lligada al 100% amb la Diabetis
Tipus 2. Per tant la variant sembla tenir una baixa penetrancia respecte a la diabetis, ja
gue nomeés un 37,5% dels portadors expressaven el fenotip Diabetis Tipus 2. De tota
manera els individus portadors demostraven una relativa hiperglicemia comparada amb
els no portadors, per tant aquests autors van considerar que el canvi Val985Met pot
modificar la predisposicié genetica per la Diabetis Tipus 2, encara que la baixa
penetrancia els suggeria que també deuen ser necessaris d'altres factors per
I'expressio del fenotip diabétic ja que és una patologia d’etiologia multifactorial. Aquests
autors també refereixen uns resultats no publicats del Dr. D. Moller els quals revelen
gue aquest canvi no té efectes sobre el I'activitat i funcionalitat del receptor d’insulina
(R1.Met985) quan aquest és expressat in vitro.

‘t Hart i cols. al 1996 (86) en un extens estudi basat en la poblacié de Rotterdam
on estudien 161 individus amb Diabetis Tipus 2 i 538 individus control sans, detecten la
variant val985Met en heterozigosi, en 9 individus del grup amb Diabetis Tipus 2 (5,6%),
mentre que en el grup control troben 7 heterozigots per aquesta variant (1,3%). Les
caracteristiques cliniques de la poblaci6 total estudiada indica que tant els nivells de
glucosa en sérum com la prevaléncia de diabetis mellitus sén significativament més alts
en el grup Met985. Estimen que el risc relatiu de presentar diabetis amb el genotip
Met985 és del 4,49%. ‘t Hart i cols. conclouen que hi ha una associacié entre la variant
Met985, la hiperglicémia i la Diabetis Tipus 2 en la poblacié holandesa tot i que no
estableixen el mecanisme pel qual es déna aquesta associacio.

El grup de Strack i cols. (87) mitjancant estudis d’expressié del receptor Met985
en cél-lules HEK293 detecten que aquest receptor portador de la variant s’autofosforila
igual que el receptor WT, i tampoc detecten diferéncies entre els dos tipus de receptor
en quant la sensibilitat a la insulina. Donat que la posici6 985 és dins la regid
juxtamembrana i molt proxima a la Tyr972, que és el punt d’ancoratge dels substrats
intracel-lulars com els IRS, sembla possible que aquesta alteracié pugui afectar o
modular la interaccid del receptor amb els seus substrats. Per tal de comprovar aixo
Strack i cols. van fer estudis de cotransfeccio del receptor RI1.Met985 amb els substrats
IRS-1i Shc. El resultat va ser que es va detectar fosforilacié tant de I'IRS-1 com del Shc,
igual i fins i tot una fosforilacié lleugerament incrementada. També van estudiar la
fosforilacié de la PI3-quinasa sense detectar diferencies amb el RI.WT. Després dels
resultats obtinguts, aquest grup conclou que aquesta variant no modifica ni
I'autofosforilacié del propi receptor, ni tampoc els passos inicials de transmissié del
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senyal, per tant creuen molt improbable que aquesta variant causi resistencia a la
insulina. No descarten, pero la possibilitat que es doni algun tipus de maodificacié de la
interaccié amb els substrats IRS-1 i Shc donat I'increment de fosforilacio detectat.

El subjecte a qui s’ha detectat la variacié Val985Met en el present estudi és un
control sa i sense historia de resistencia a la insulina ni diabetis, tot i que no s’han
efectuat els estudis funcionals pertinents per determinar I'efecte d’aquesta sobre el
funcionament del receptor, el fenotip del control no déna cap indici que aquesta variacio
estigui associada a cap anomalia, per tant estaria d’acord amb els estudis citats mes
amunt on conclouen gue aquesta variacid no és responsable ni esta associada a
resistencia a la insulina ni a hipertensié.

7.5.- MECANISME D’ACCIO DE LA METFORMINA. EFECTE SOBRE ELS
RECEPTORS RI.WT | RI.VAL1028

La Metformina ha estat ampliament utilitzada amb éxit en el tractament de
pacients amb Diabetis Mellitus Tipus 2 (139) i en pacients amb la sindrome de I'ovari
poliquistic (140-143) com a antidiabétic oral i per disminuir I'hiperinsulinisme (144).
També s’ha descrit algun cas en el que aquest compost no ha ajudat a millorar la
resisténcia a la insulina (145).

La pacient A3 d’aquest treball presentava un hiperinsulinisme molt sever (veure
taula 4) degut a la preséncia d’'una mutacio en heterozigosi en el gen del receptor
d’insulina. Aquesta pacient no presentava Diabetis Mellitus Tipus 2, ni obesitat pero
presentava hiperandrogenisme funcional ovaric amb hiperinsulinisme i es va tractar amb
Metformina (el primer cas d’'una pacient afecta d’una sindrome geneética de resisténcia a
la insulina segons el nostre coneixement). El resultat va ser gairebé espectacular amb
una reduccié de I'hiperinsulinisme i de I'hiperandrogenisme molt important i amb I'aparicié
de la menarquia per primer cop (Article 2).

El mecanisme mitjancant el qual actua la Metformina no és del tot clar (82). La
Metformina incrementa la uni6 de la insulina als seus receptors, la fosforilacio i I'activitat
tirosina quinasa in vivo, perd aguestes accions deuen ser degudes a la reduccié de la
glucosa en plasma ja que no s’han pogut reproduir in vitro (139).
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El resultat obtingut de I'estudi efectuat amb els receptors RIL.WT, RI.Val/1028 i el
seu homoleg heterozigot RI.WT/Val1028 (representa la zigosi de la pacient A3) en les
cél-lules CHO, indiquen que la Metformina no afecta a I'expressié del receptor d’'insulina,
per tant no modifica el nombre de receptors que es troben a la membrana cel-lular i que
lligaran la insulina.

Els assajos d’'unié denoten que la Metformina per ella sola no incrementa la unio
de la insulina, aquest resultat concorda amb els obtinguts per d’altres autors (146-149).
Es detecta un augment de la uni6 al incubar les cél-lules amb insulina i amb
insulina+Metformina sense notar-se cap diferencia entre aquestes dues condicions, pel
gue es creu que 'augment és més degut a I'efecte de la insulina que de la Metformina.
Per tant la Metformina actuaria a través d’un mecanisme post-unio de la insulina tal i com
s’ha suggerit en d’altres treballs (75). Per tant a nivell intracel-lular hauria d’actuar sobre
la fosforilacié o sobre ['activitat tirosina quinasa. Segons els resultats obtinguts en
aquests treball la Metformina incrementa la fosforilacio dels receptors RI.WT sempre i
guan hi hagi hagut estimulacié amb insulina, mentre que no es déna aquest efecte en els
receptors RI.WT/Val1028.

No es té clar el perqué es ddna aquest efecte. Pot ser que hi hagi un efecte
dominant negatiu dels receptors RI.Val1028 sobre els RI.WT i bloquegi I'efecte de la
Metformina.

L'increment de fosforilacié dels receptors mitjancant [I'estimulaci6 amb
Metformina possiblement déna lloc a un increment de fosforilacié dels substrats interns.
Un increment en la fosforilacié del substrat IRS-1 ha estat descrit en rates resistents a
la insulina i tractades amb Metformina (150). Aquest fet no és estrany, ja que I'lRS-1 és
el primer substrat del receptor d’insulina i per tant un cop fosforilat pel receptor activa
les diferents vies bioquimiques que donaran lloc a les diferents accions de la insulina
(transport de glucosa, sintesi de glicogen, metabolisme lipidic, mitogenesi).

L'activitat enzimatica tirosina quinasa dels receptors tant RILWT com
RI.WT/Val1028 es detecta Unicament si hi ha estimulacié per la insulina. La Metformina
sola no activa aquest enzim. La incubacio de les cel-lules amb insulina+Metformina dona
un increment d’aquesta activitat tant en els receptors
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RI.WT, com en els RI.WT/Val1028. Aquests Ultims en aquestes condicions presenten
una activitat equivalent a la dels RL.LWT quan han esta estimulats Gnicament amb insulina.
Podriem dir que “recuperen” I'activitat normal. Aquest fet és forca sorprenent si es té en
compte la dada de fosforilacid, ja que sembla que I'activacié de la quinasa del receptor
en preséncia de la Metformina, no depén directament del grau de fosforilacid del
receptor.

Encara que aquests son estudis preliminars i tenint en compte que sén
necessaris més assajos per determinar-ne la fiabilitat, es pot concloure que la
Metformina requereix de la insulina per actuar. Que la seva accié és a través de la
gquinasa del receptor, i que aquesta quinasa ha de ser funcional, ja que en cap moment
'estimulaci6 amb Metformina ha modificat el comportament dels receptors quinasa
defectius R1.Val1028. Per tant aixd sembla suggerir que la Metformina potencia I'accio
de la insulina.

Per tant podem dir que I'efecte de la Metformina en la pacient tractada en aquest
treball (A3, WT/ Val028) ha estat a través dels receptors WT. Podriem dir que en
condicions normals aquest tipus de receptor, en aquesta pacient, es trobarien sota
I'efecte dominant negatiu de I'al-lel mutat Val1028 (ja que el quadre de resisténcia a la
insulina que presenta és molt sever), i que el tractament amb la Metformina d’alguna
manera anul-laria aquest efecte “reactivant” I'activitat dels receptors WT.
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CONCLUSIONS

1

Les técniques moleculars i bioquimiques emprades en aquest treball sén tils per
caracteritzar el receptor d’'insulina a nivell genétic i funcional.

S’ha confirmat el diagnostic clinic dels pacients amb les sindromes genétiques de
resisténcia a la insulina Rabson-Mendenhall i de Resisténcia a la Insulina Tipus A
estudiats en aquest treball, mitjangant la deteccié de noves mutacions en el gen del
receptor d’insulina.

La resisténcia a la insulina que pateixen els pacients amb obesitat, lipodistrofia i
resisténcia idiopatica a la insulina estudiats en aquest treball, no és deguda a
mutacions en el gen del receptor d’insulina.

Les mutacions que s’han descrit en el gen del receptor d’insulina en els diferents
pacients objecte d'estudi d'aquest treball, s6n responsables de lalteracié del
funcionament dels receptors portadors de les mateixes i per tant de la severa
resisténcia a la insulina que pateixen els pacients.

4.1 Els receptors amb la mutacié Leul40 s’expressen menys que els receptors WT,
uneix la insulina amb un percentatge menor que els WT i amb una afinitat
lleugerament disminuida.

4.2 La mutacio d'splicing-1239Aturada afecta al processament post-transcripcional,
impedeix 'autofosforilacié i aboleix I'activitat enzimatica tirosina quinasa del

receptor.

4.3 La mutacié Val1028 impedeix I'autofosforilacié del receptor i aboleix la seva
activitat enzimatica tirosina quinasa.
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5

L'efecte de les mutacions descrites sobre I'estructura/funcié del receptor sén les
seguents:

5.1 La posicié Vall40 en I'ex6 2 (aa 7-191) del receptor, tot i no pertanyer al domini
L1 (aminoacids 1-119) on es troben dues regions relacionades directament amb
la unié de la insulina (aminoacids 1-68 i 83-95), esta d’alguna manera implicada
en la unid ja que la substitucié de la Val per una Leu afecta a aquesta unié i a
I'afinitat.

5.2 Els receptors amb la mutacio splicing-1239Aturada tenen delecionat el domini
COOH-terminal i no presenten activitat. El domini COOH-terminal del receptor és
imprescindible per I'activitat de la subunitat b del receptor que és regulada per la

interaccid d’aquest domini amb els loops d'unié de I'ATP, activador i/o catalitic.

5.3 La posicié Ala1028 es troba dins de la seqgliéncia consens per la uni6 de I'ATP
(aa 1003-1030) i tot i que no és un dels aminoacids conservats, la substitucio
de I'Ala per una Val (ambdds hidrofobies neutres) modifica de manera drastica
la conformacié d’aquest domini impedint I'autofosforilacié del receptor.

La Metformina no modifica I'expressié del receptor ni la unié de la insulina. La
Metformina requereix de la insulina per actuar i el seu mode d’'accio seria a través
de I'estimulacié de la quinasa del receptor per fosforilar substrats interns (IRS-1/2)
potenciant I'accié de la insulina, sempre i quan la quinasa del receptor sigui
funcional.

Els receptors d’insulina mutats que es troben en pacients afectes de resisténcia a

la insulina, s6n un bon model per estudiar i comprendre I'estructura del receptor i el
mecanisme d’acci6 de la insulina.
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Ol dicwrs KR 47 47-4F Lapreigin & el ipaord 2565
Prwioa i irekand. AN rigie spirrnd TLIMICAL GEMETICS

Short Report

Identification of three novel mutations in the
insulin receptor gene in type A insulin
resistant patients

Raqué §, Megués O Ibafer L, Marces MY, Ferragut J, Carrascom A,
Potau M. ldemification of thres movel mulalions in the insulin recepsor
gene in type A insulin resssiaen patients,

Clin Genet 2000 57: 6768, © Munksgaard, 20

Type A insulin resistance syndrome is characierized by the association
of ovarian hyperandrogenism, scanthosis nigricans, and severe insulin
resslande. We have sdentified three novel muotans alkeles of 1he msalin
TECeplor pemst in 3 patients wilh type A syndrome, & severs form ol
insualin resistance. Two of the patients were sisters (A1, A2 1 of them
was 3 compound heterozygote for o mstation i the ¥-splice aceeplar
site of inron 21 (AT — AA)L and 2 missense mutation Valld0Leu in
exom 2, Her sigter was & simple heteroeygote for the Yosplice ascepron
mutation. The third patient (A3} was helerozygous for the missenss
mutation Alal28Val ia ¢xen 17, i the consensus ssquence far ATP

Suzanna Rigué®,

Carme Moguas®,

Lourdes |kanez’,

Maria Victoria Marcos®,

Juan Ferragui®,

Antonic Carrascosa® amd
Heus Potau®

*|pborslos Hormonal, Hospisal Unkversdas
Matarm-nkall Vel fHebon, erceiona,
* Dl BNciopia Calubor, Linkeorsilad
Aulirdma o8 Barsione, Belalem,

* Hospital nisssitad Sat Joan de D,
Bstadona, 2 Goreor Hospiokon de
Termzsa, Temassa, * Hosraw Son Dunda,
Wl Spen

binding.

Ta date. uneguivocal svidence for penetic lesions
underlying ssvere insulin resistance in humans re-
mains confined o those in the msulin receptor
(IM5R} geme. Type A ingulin resistance was ind-
tially characierized in voung female patients with
acanthosis nigricans. ovanan liyperandrogensm,
and virilizaton (1) Over 30 mutations have hesp
described in these patients, which ars clustered in
the tyragins kinpse domain of the insulin receptor.
(ther patients demonsirale fo muolations in the
INSE pene implying the pressnce of other critical
primary defects m insulin signaling (2), In this
tisdy, we howve characterized the INSE gene in 3
girls with type A insulm resistance syndrome from
twg unrelated Spanish famikies.

Ry wisih Fraie recapion pena - imsuin
PESEENCE - MSSENSE MAFEion = S0l
Endgion - Hm A syndiome
Cormaoondng ashon 5. Mo, Lot
g, Pignls Soberrani, Hosplal U
warskan Matemo-inkivd Vel O Hebeon, Pas-
g Vsl o Mebros 195120, (035
Barcalons, Spain. Fae + M ) 2146337,
-TU A o

Fiocorved 12 July 1999, rvised and acs
i P publealen 16 Sactecier 1055

Subjects and methads

Pavent Al presented at the age of 14 years with
acne, scanthosis nigricans, hyperandrogenism, and
hypennsulinism. suggestive of type A insulin resis-
Lxrce. Patient A, the sister of pavent Al pre-
sented af the age of 13 years with the same clinical
amt beochemical phenotype. Their parents were
ool consanguinesus, and they showed high serum
insubin levels {12350 ll/ml father, 213 pU/ml
mither) with normal basal glucese levels.

Pamenl AT wasza 1 5=year-old girl who j!d'-l:i-l:ﬂtl:ﬂ
wilh pomary amenosrhes, acanthosis pigrecans,
and high serum insuln levels with severs hyperan-
drogendsm. She was the thded chikd of unrelated
parents. Two brothers and her mother presenped

&7
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Riqué &1 al.

with high serum insufin levels. The father was no
available at the time of this study.

Gienomic DNA of the patients and their family
members was extracted from  peripberal blood
samples ad described (3). Exons 1-22 of the insulin
receptor gene werd amplified by polymerase chain

Spkoe malzkon . 31
Sphot ralabon s 21

E regction {PCR) according 1o Seino ot al. (4], and

= were analyzed by agarose pel electrophoresis 1o
confirm the integrity of PCR products. Affer single

- strand conformation pelymorphism (35CF) analy-
ExE sis as described by Teschauer et al. (5), PCR prod-

el were purified fior direct sequencs analysis on a
Perkin-Elmer 3.10 DNA sequencer according to
the manwlacierer’s mareetions

Teed el e Gasrolype (el vl ale

[B0-E) g
13E00 &
QU0+
Lred 1Y

Fasults

The biochemical characteristies and the insulin re-
ceptor gemorype of the patients are depected in
Table 1, 55CPF analysis revealed different confor-
mation patierns in the PCR products of exons 2
and 22 in patient Al, of exon 22 in patient Al and
of exon 17 in patsent A3, Sequence analysis in Al
revealed an alteration in exon 2 resulling io &
Valldl to Leu substitution (GTG-TTO) A muia-
tion m the second mucleatide of the consensus
sequence of the splice actepior site i miron 4|

kb
V25T 4 S H rgd

180000
#HaM+

Er.elu iRl

esd JOGTT

g‘ Egi (MG = AA) was also evident. A2 only presented
2 E with the splice mutation, Sequence anakysis of exon
E 17 of patient A3 showed GCOG — GTG substitution
& predicting 2 Alal023Val resdual change (Fig. 1)
4 % in the conmsepsus sequence for ATP binding.
i% r o+ Sereening of family members revealed & paternal
LEREFER inheritance for Leul40, and a maternal inheritance
i for the splice mutatton and Vall028. Two brothers
of patient A3 were found 1o be carriers of the
§ YVall028 mutation while the sister had neither
E E% At
+| B
B b
: HEHE o
I MMutntions in consensus splioe sequences of inlrons
5 % E. are known to result in aberrant splicing. Such
& muiations cause exon skipping, activation of coyp-
i E F E Tic sites, creation of a psendosxon within an intren.
: o 8 and intron retention to redefine exon-intron struc-
E i] 3%; i tures. In any of these situations, conformation of
E ~ B the A1/A2 mutant COOH-terminal recepror would
3 be modified. Studies of COOH-terminal tnzncated
1 = receplors indicate that the function of such recep-
g 1ors depends on the specific amino acids deleted
B Ens E and also proves that recepiors contain domaiss
5 E that function to enhance or mpair the actions of
i ! i otler regions within the same receptor structure
= =23 + (&),

g
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Movel mutations in the INSR gene

M ee s anrrcctre : B 5 ceoa El-ﬁlﬂﬂﬁl Cleaza s :!n 3K ey

MMM&W

g L Pastial muclecgide sequence of the three patignis insulin resepior DMA conlaining the (hree mowel mulalses described. A)
A1 the firsd position of codon 180 ere is a G =T subsiintion i one of che alleles that results in the missense mumos Vall40
PG TG == Leu (TTG) in heterozvgous stave, BY A O b & subsiibetion in cac allée in & splicing Goderan wquescs resalis o an
heteroaypous sphc: mutation. C) A& C by T subiination = e sevcnd pacleoiide of codon 1028 ressies in the misesse muLitian
Al 102K OGN = Val ¢GTG) in ome allele {socording to the numbenng system of Ehing e al. [#)

The novel mutateon Vall40Leu is bocalized in a
highly comserved region amoeng the members of the
msulinTGF-1 recepror family. Seweral other mnis-
wenze mtations have been deicribad in thes Mgl.M
(2 and are crucizl for the correct folding and
fusction of the protein. In general, these mutations
imipasr Wransporl of receplors 1o the cell surface and
decrease alfinity for insulin.

The Ala10ZEVal mutation is located in the fasube
anit of the insulin recepror, in the consensus se-
quence for ATP binding (aa 1003-1030), in the
tvromne kinawe domain, and o a highly conserved
position among the species, This suggests that this
mutation may impair the iyrosine kinass enzymatic
acuvity of the recepltor, rendering the recepior un-
able 1o transmit the insulin signal through the
cytoplasmatic messengers (T), Fatienls A2 and AJ
had the same insulin receptor genotype ns their
mvothess whe were not insulin resistant. This sug-
gests thar otber factors (eitver genetic or environ-
menial) may contobite Lo the pathogenssis of
imsulin resistance in such patients (B} It s unlikely
that these changes represent polymorphisms as they
were nol seen i oover [00 pormal chromosomes,

In comciusion, we have described thres movel
mutant alleles in human INSR gene: Leuldl, splice
aecepior of intron 21 (AA), and Vall028, Thess
mruLatiane are associated with high insulin levels in
these famibies. Further Tunctional studies of these
mtations in transfected c=lls wall clarily their rode
in the insulin receptor signal iransduction process.
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&S
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Effects of metformin on androgens and
insulin concentrations in type A insulin
resistance syndrome

Dwar Sir,
Imsudin receplar gene muotations have bﬁmd.ﬂ:lﬂ:lﬁli,u_q.lpc.ﬂ.
imsulin resistance syndrome, characterized by naulinac-
mia. acanthesis nigricans and hyperandrogentam [1].

Mon-obese women with polycystic ovary syndrome, & form
of functional ovarlan hyperandrogenism have an ntrinsic
form of insulin resistance that B umigue Lo the disorder [2].
Treatment with insulin-sensitizing agents, such as metformin,
beies bz shown to reduce insulin resistance, to sintistically sig-
mificantly decresse androgen concentrations and o imitiace
menstraal cyclicity in these patients [3]. These effects ane con-
sistent mlhr:':th:.rp-:-tm;u thai a:ww ard tnsulin
resistance an eetickogieal rode randrogenism
through stimulation of ovarian and adrenal sleroid

W report the resulis of a 10-month treatment with mei-
forenim (850 mg twice dxily) in a lean (body mass index, 20
H;n':l:l:l"}. girl aged 13 years & months with severe hirsobiso,
acne, clitoral hypertrophy, acanthasis nigricans amd pai
amenarrien. Basal kormonnl assessment showed high total se-
rum testosterone, 1T-hydroxyprogesterone, androstenodions,
imnmunoresctive insolin comsenltalionm and decreassd sex hor-

g plobalin concemrations. A& tumoral origin of the

hyperandrogenism was ridded out by appropriate imaging stsd-
g5, Shorl-term levprolide acetate stimulation (Procrin, Ab-
bastt, Madrid, Spain, 5040 g, 5.0}, elicited an increase in ovarian
17-hydreayprogesterone concentrations (306 mmol]) sagpes-
tive af functional cvarian eenl, A atandard oral
glocose tolerance test produced in peaks of more thas
A56T penod at all e poists, with sormal glecose tolerance.

Mualecular annlysis of the issufin recepior gene showed & bet-
erneypous novel missense muiation is exom 17 of the insulin re-
ceptor gene (AlallZs —Val) abolishing autophosphonilation
of the insslis peceptor feubiinil.

Hasal asdrogers and fasting insulin comcemtrations de-
creased significamily during ireatment wherens sex hosmone-
binding globulin concentrations imcreased (Table 1), Breast
development progressed and menarche ccourred i ihe Gith
manth of therapy. Mo side-effects were docamented

Metformin i a ndide h agend that in-
creasss peripheral ue af plocose, acling in the easly
steqs of Insulin alpmsl ramsdoction through potentiating, phos-
pheatidylincditod-3° kinase pathrway of insulin receptons [4] and
decreasimg ovarian and adrenal cytochrome P450ci? activity
31 treatment with metfarmin has been proved 1o
:dnﬁ! in Type 11 {non-issulin-de f "ﬁ?’ﬁ' meedlings

in & pregoant hyperandrogenic wonsan [5). Metformin,
troglitnzome (a thiazolldinedione derivative) and the o-chiro-
inceltod-contalming phosploghycan mediator of the action of
insailin, byperinsulinism and hyperandrogenism in
wormen willk [usctional evarian hypermndrogenism. The new
apenl L-TE3IE], mnnuly:ﬁ:ﬂuﬁn:lunm-p: ﬂfﬂ]‘ﬁ.ﬂ
metabolale, seems to not hymmuhrmgq.mtl::m ACTIvIE
af insulin receptors |7], Althaowgh this drug mighn bave I:-mer
ciad effects in issulin resistance states dise 10 insulin receptor
mutathons in the a-subnin, it aight be ineffective in byrosin ki-
nase domialn mutatioed of the insulin receptor in which this ac-
Niwaty i85 absles haad.

(hur mesiills show the usefolpess and safety of metformin
theerapy in an adolescent with type A insulin resistance vi-
drome associnted with severs hyperandrogenism,

Yours sncerely,
3. Rigue, L. Thifez, M.V Marces, A Carrsseosa, N, Potan

Tahde 1. Clinleal data, asdrogen and sex hormane-binding globulin comcentmations and fasting phecose and insulin eoncentralions
before and after 5 and 10 moaths of metformin treatment (A5 mg twice daily)

Tanmex birsatism  TT SHBG FAl 1T-0HF  A"%A phicose imsulin
biria stage score® mmok nmalil mmall el il pnold
Haszline 1] 20 &3 iz 135 104 1240 49 11275
5 months i 17 z1 LT fid 1o 109 41 SH1.E
10 munths W 1 i3 AR 4.3 1.2 e 43 Ll

* Ferriman and Crallwey score {normal = 8 TT, total testos-
terons; SHBG, sex hormome-bimding ghobuling FAL free an-
drogen Imdex [(equivalent o Inee vestosterone; normal =< 5);
17-OHE, 17-hsdroxyprogesterone; A-A, androstenedione.

Correspording awthor M, Potsu MDY, Hormosal Leboratory,
I-kl?ml Materno-Infamil Vall d"Hebron, Passeig Vall 4 Heb-
18129, E-8035 Barcebons, Spain

Normal values for sge-matched comtrol girls (mean + S0
r=d#) TT, 0T+ 03 omolfl; SHBG, 590+ 69 nmoll: 17-
OHF, 1Ez00M omolfl; A-A, 444+ 0.7nmoll  insulin,
1591076 pmal
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Measurement of T-cell autoreactivity
in autoimmune diabetes

Dhear Sir.

We gimcersly appland the orpanisers of the [DS-sponsoned,
firs intsenatsmpl T-cell workshop, who undertook and com-
pleted n very difficult task [1]. The purpose of this first T-cell
warkshop snd 1s less amisgious soccessacs, & W devclop ro-
ot 4 sques for the measurement of T-cell sulcimmunity
im Type | {inoslin-dependent) dishetes mellitus-prone subjects
[Z]. This would peosiche nirw mechanistic insight, mmprove stag-
img of prediabetes and, eventusldly, sllow us to meesure the &f-
fectiveness of intervention theragies well before onser of avert

st

In this search for better proceduore snd fechnology, we ol
are still hegimners. [ ok well over a decade 1o refine dishet=
aukoimmung i ifs presead, quite rolishle st Aus
toanivbodies could, ever, be mather lite markess of progres-
give pulosmminiy, and Che eloms 1o messere auboreactive T-
cells = a disease principally medisted by T-cells are mtbonad
and impariant.

En thi first worksBep, 29 laboratomes lested 24 diabiates-rel-
evant anfigens. It was probable that net all these astlgens
would e recognised cqually by the divers: sisdy cabarie of
patients, relatives sed unrelated comtrol subjects, hence the va-
riety of tzst amtigens. One inlelad goal wis 1o fnd, ina Misded
profecal, cultarns comdilions that allowed 8 distinctlios between
control sobjects and patienis (and perhaps relatives], with a
reasonihle sateet of antigens

Thu daty eventually peeemmbed were snzhzed with care.
T resuts of this analysis were disappobsting. Dets analysis
. biripver, always influenced by cerain basic ssesmptions
aibd B oltéh apen 10 dnlerpoelaions, When we recered Ehe
workahop dats, we oofcluded (hat, rather thas noog [L 2],
there were five laboratonies (numsers 3, B, 10, 15, 23) whi
onuld detect dise e -aeaodipted T-eell Pl b Tow bo sev-
e of the test antigess.

St of thes: responsss wold have been sscluded by the
waorkshop dats sralysis ceam, doe to their choice of & hard
cut-off Bor positive responses. 1n owr Bamds, the meis Simsl-
tion index af ovalbumin stimulated cells ples four standard de-
viations produced a cut-off for positive responses that distin-
sk positive palieal from negative conlon subject nespons-

Cormespomaing annhor: H. M. Dosch, MDD, of Pas-
districs, IR Frograsn, The Hesgital For Sick Chikdren, 535
Ulniversity Ave., Toronta, DioL, Canada, MSG IXB

o5 lo over bem ‘disbeies antigens” in Mizded studies of several
hundreed patients, relatives gnd heablihy eomtrols [3]

The Toronto-Pitisburgh collabomative feam supplied oo
seis of T-oell response data to the workshope those with and
these without & small interleukia 2 (TL2) supphenent. By b
lime: of the T-cell workshop, we had d evidence, thal
abmormal Tecell anergy wos common in dishetic pathents and
that T-zell responses wirs sl bul could be rescusd by exog-
emous [L2 im our sequme-free cultores [4] ‘This has since been
substanrimed [3, 5).

Dreatafrom IL2 lemented cultares were not evaluated by
the workshap commibties, becames of confidentislity rules: [L2
supplements would have ideotified our laboratory, Wi scknowl-
ek Khis ratsonade but eswe all are stilll searching for besic assay
shernutives, we here provide the dars sar from IL2-mupphe ol
ad cialhures, blinddly submifted 10 the workshop year ago.

Figure 1 shows. the propaontions of posizive elicin-
e by rhe tesi sntigens., Ineorposation of H-thymidiss in oeal-
humis-stmulated and non-stimalated cultures was not siatisti-
cally differest [p vabses = 0Uh). Im chis small data s=1 [AZ,
FCAGR and sore GATDGS pnnurllrl:-: wury most frequenthy

by chiaketio autoimmesnity.

Children wiihy recesi adu'!l}'p: | dlp‘l;-m:g (n = 1) penes-
Ml 4T positive musponsas (o the best {mat comn
letanes toxoid. TT). 16 were ohserved n the ﬁ'l.l-ﬂll’&l‘::s-
tive's (FINFL) groap (= 3) and 3 were generated by the seven
headthy contral sebjects (Fig. 1 insert). The distinction of pa:
tienes and healiyy canitrol subjeces was significant {p < 10007,
redative riak ILAT 55 % CI3.5-34.6]). O the three fms
relatives beated, two bad responses 1o masy of the test ant-
Bens, one Ol mol, the Tosmer Twa are prospeclively bollowed
w= part of a high risk relative’s cohort [6]. Seversl workshop
Ishorstories wsed first-degres relatives in their costrol grodg
Recangs nelaimns aftem show agns of diababic autoimmmnity,
tiix pould have contributed to a lock of dsginctioa berwesn pa-
thenns amd contral subjedts,

Sorumy-free culiiure systesns with small 112 supplements
may be promising technlques for the detection of discise-asio-
daved T-cull autargacdivities in auloimmune diabetes. In our
hands, T-cell mutcreactivity without 112 supplements i too
vasiable for snalvsis. Ciher Isharstorics wiich use seram sup-
plemunted cullury systoms mrn_ ':"ru'n'em o beypass some or
much of the IL2 throngh eyiniine re-
lessie fromn hystander T-cell (e g, i'-' &),

Sincerely Yours,
H.-M. Trasch, I, 1. Becker
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INDEX D'ABREVIATURES

A

ADN: Acid desoxiribonucléic.

A: Adenina.

A1/2/3: Pacients amb la sindrome de Resisténcia a la insulina Tipus A.
aa: aminoacids.

ADNCc: Acid desoxiribonucléic complementari.
ADNdc: Acid desoxiribonucléic de doble cadena.
Ala: Alanina.

AMPc: Adenina monofosforilada ciclica.

Ampr: Gen de resisténcia a I’Ampicilina.

APS: Persulfat amonic.

Arg: Arginina.

ARN: Acid ribonucleic.

ARNm: Acid ribonucléic missatger.

Asn: Asparragina.

Asp: Acid aspartic.

ATP: Adenina trifosfat.

B
Bad: Proteina que esta relacionada en processos d’apoptosis. També controla I'activitat

de la quinasa mTOR.

C

C: Citosina.

C/EBP: Enhancer binding protein. Potenciador de la unié de proteines.

c-Fos: Factor de transcripcio.

CHO: Cél-lules d’ovari de hamster.

CHO-IR.Val1028: Cel-lules d’ovari de hamster transfectades amb el receptor d’insulina

amb la mutaci6 Val1028.
CHO-IR.WT: Cél-lules d’ovari de hamster transfectades amb el receptor d’insulina normal.
CHO-RI.WT/Val1028: Cel-lules d'ovari de hamster transfectades amb els receptors
d’insulina normals i amb els portadors de la mutacié Val1028.

CL6: Ceél-lules d’ovari de hamster que expressen de manera estable el receptor d'insulina
huma.

C-Myc: Factor de transcripci6.

CRE: Element que respon a I'AMPc.

CREB: Proteines que s’uneixen a I'element que respon a '’AMPc.

Cys: Cisteina.
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D
D: Acid aspartic segons la nomenclatura aminoacidica d’una sola lletra.
DMSO: Dimetil sulfoxid.

E

E: Acid glutamic segons el codi aminoacidic d’una sola lletra.
EGF: Epidermal Growth Factor. Factor de creixement epidérmic.
Elk 1: Factor de transcripcio.

F

F: Fenilalanina segons el codi aminoacidic d’'una sola lletra.

FYF: Fenilalanina Tirosina Fenilalanina. Abreviacié de la seqléncia aminoacidica del
peptid substrat sintetic emprat pels assajos de I'activitat tirosina quinasa.

FSIVGTT: Mostrejat freqiient en un test de tolerancia a la glucosa intravenosa.

G

G: Guanina.

G+C: Guanina més Citocina.

Gab 1: Grb2-associated binder-1. Enllagador 1 associat a Grb-2

GDP: Guanina difosfat.

GH: Growth hormone. Hormona de creixement.

GIn: Glutamina.

Glu: Acid glutamic.

Gly: Glicina.

Grb-2/10: Growth factor receptor-bound protein 2/10. Proteina 2/10 unida al receptor del

factor de creixement.

GREs: Glucocorticoids response elements. Elements de resposta als glucocorticoids.

GSKa3: glycogen syntase kinase 3. Quinasa reguladora de la sintesi de glicogen i la
iniciacio de la traduccié del ARNm.

GTP: Guanina trifosfat.

H

HAIR-AN: HiperAndrogenisme, Resisténcia a la insulina, Acantosis Nigricans.

Hidr: Aminoacids hidrofobics.

HIR-A: isoforma del receptor d’'insulina huma que no conté els aminoacids que formen I'exé
11.

HIR-B: isoforma del receptor d’insulina huma que conté els aminoacids que formen I'ex6 11.

His: Histidina.

HRP: horseradish peroxidasa.
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|

IGF-I: Insulin like growth factor-1. Factor de creixement semblant a la insulina.

Ile: Isoleucina.

IPTG: Isopropil b-D-thiogalactopiranosid.

IRNF-1 i 2: Insulin receptor nuclear factors 1 i 2. Factors nuclears 1 i 2 del receptor
d’insulina.

IRS-1/2/3/4: Insulin receptor substrate-1/2/3/4. Substrat 1/2/3/4 del receptor d’insulina.

ITT: Mesura dels nivells sequencials de glucosa en plasma després de l'administracié

d’insulina intravenosa.

K
KDa: Quilodalton.
Kpb: Quiloparells de bases.

L
Leu: Leucina.

Lys: Lisina.

M

M: Mesura de la disponibilitat de glucosa mediada per la insulina in vivo.

MAPKAP-kinase 1/2: Quinases.

MEK: MAPK ERK-activating kinase. Quinasa activadora Mapk erk.

Met: Metionina.

min.: Minut.

MOCK: Cél-lules d’ovari de hamster que estan sotmeses a un cicle de transfeccié simulat
(sense ADN).

MmTOR: Mammalian target of Rampamycin. Quinasa regulada per la Bad.

N

NCBI: National Center for Biotechnology Information.

Neor: Gen de resisténcia a la Neomicina.

NF-1: Nuclear factor 1. Factor nuclear 1.

NGF: Necrosis growth factor. Factor de creixement necrotic.

NIH-3T3: Tipus especial de fibroblasts.

NPXY: N;Asparagina, P; fenilalanina, X; qualsevol aminoacid, Y; tirosina.

O

O/N: Over night. Tota la nit.
OGTT: Test de tolerancia oral a la glucosa.
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p110: Subunitat catalitica de la PI3K.

p21 Ras: Petita proteina G.

p42/p44Map quinasa: Mitogen activated protein kinase. Protein quinasa mitogen

activada.

p70S6: Quinasa regulada per mTOR.

p85: Subunitat reguladora de la PI3K.

p90 RSK: Quinasa.

pb: Parells de bases.

PCOS: Sindrome de I'ovari poliquistic.

PCR: Polymerase Chain Reaction. Reacci6 en cadena de la polimerasa.

PDGF: Platelet derived growth factor. Factor de creixement derivat de les plaquetes.

PDK1/2: Phosphatidyl-dependent protein kinases 1 i 2. Protein quinases depenents del
fosfatidil.

Pdtins(3,4,5)P3/(3,4)P2: Fosfatidilinositol 3 fosfat / 2 fosfat.

PFK2: 6-phosphofructo2-kinase. 6-Fosfofructo2-quinasa.

PH: Domini homoleg a la Plecstrina.

Phe: Fenilalanina.

P13-K: Fosfatidilinositol 3 quinasa.

PKB: Proteina quinasa B.

PKC: Proteina quinasa C.

PM: Pes molecular.

pRc.CMV: Vector pRc amb el promotor del citomegalovirus huma.

pRc.CMV.RI: Vector pRc.CMV portador del receptor d’'insulina.

Pro: Prolina.

PTB: Domini d’'uni6 a fosfotirosines.

pUC18.R1.Val1028: Vector pUC18 portador del receptor d’insulina amb la mutacio

Vall028.

R

Raf-1: Serin/treonin quinasa.

RI: Receptor d’insulina.

RID113: Receptor d’'insulina amb la delecio de 113 aminoacids terminals.

RID43: Receptor d’'insulina amb la delecio de 43 aminoacids terminals.
RI.1239Aturada: Receptor d’insulina portador de la mutacié d’splicing 1239Aturada.
RI.Leu140: Receptor d’insulina portador de la mutacié Leul40.

RI1.Val1028: Receptor d’insulina portador de la mutacié Val1028.

RI.WT: Receptor d’insulina normal.

RI.WT/Val1028: Receptor d'insulina heterozigot normal i amb la mutacio Val1028.
RM1: Pacient amb la sindrome de Rabson-Mendenhall.

RT: Retrotranscriptasa.
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S

SDS-PAGE: Gel electoforetic de poliacrilaminda amb sodi dodecil disulfat.
seg.: Segon.

Ser: Serina.

SH2/3:: Src homology 2/3.

Shc: Src homology collagen protein. Proteina Src homologa al colagen.
SHP2: Tirosin fosfatasa SHP2

SHPS-1: SHP substrate 1. Substrat 1 de la SHP.

Si: index de sensibilitat a la glucosa.

SIRPs: Signal regulatory proteins. Poteines reguladores del senyal.

Sos: Proteina anomenda Son of sevenless.

Spl: Factor de transcripcio.

SSCP: Single strand conformation polymorphisms. Polimorfirmes conformacionals de

cadena senzilla.

T
T: Timina.

TEMED: N,N,N’,N’-Tetrametilenediamina.
Thr: Treonina.

Trp: Triptofan.

Tyr: Tirosina.

U

UTR: Untranslated region. Regié que no es tradueix.

\%

Val: Valina.
VS.: Versus.
w

WT: Wild type. Forma normal o salvatge.

X
Xaa: Qualsevol aminodacid.
X-Gal: 5-Bromo 4-cloro-3-indolil b-D-galactopiranosid.

Y

YMXM: Y; tirosina, M; Metionina, X; qualsevol aminoacid.

YXXM: Y; tirosina, X; qualsevol aminoacid, M; Metionina.
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