
7.- DISCUSSIÓ
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DISCUSSIÓ

7.1.- TÈCNIQUES MOLECULARS APLICADES A L’ESTUDI DEL RECEPTOR

D’INSULINA

La descripció de la tècnica de la Reacció en Cadena de la Polimerasa (PCR) per

Saiki i cols al 1985 (88) ha facilitat molt l’obtenció d’ADN en quantitats òptimes per tal de

poder-lo manipular i analitzar i ha permès aplicar àmpliament aquesta metodologia per

l’estudi de gairebé qualsevol tipus d’ADN que es desitgi. Així, en aquest treball s’ha

emprat aquesta tècnica per tal d’amplificar el gen del receptor d’insulina humà. Aquesta

amplificació ha permès 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 tècnica de PCR és una tècnica ràpida i eficaç

per amplificar l’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 tècnica 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 tècnica. Tot i que mitjançant aquesta tècnica

es van detectar variacions en la conformació 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 idònies per tal de detectar tots els canvis

conformacionals que es van confirmar més tard amb la seqüenciació de l’ADN.

Aquesta tècnica només seria eficaç com a tècnica de cribatge un cop se sap

què és el que es va a buscar, ja que quan s’empra aquesta tècnica per detectar

possibles noves variacions en un determinat fragment d’ADN, aquesta no ens dóna una

fiabilitat del 100%. Hi ha molts factors que intervenen en el resultat tals com el tampó, la

temperatura, el percentatge de l’acrilamida, el voltatge, la composició dels fragments a

estudiar, la longitud dels mateixos, etc, i de vegades es fa difícil 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 l’electroforesi i fins i

tot no són útils les mateixes condicions per diferents variacions en un mateix tipus de

fragment.



Estudi Molecular i Funcional del Receptor d’Insulina en Síndromes de Resistència a la Insulina. Discussió

138

Per tant l’esforç que ha requerit posar a punt aquesta tècnica per l’estudi del gen

del receptor d’insulina, que consta de 22 exons de diferent conformació i de mides molt

variables, no ha compensat amb el rendiment que se n’ha obtingut, ja que les mutacions

que es detecten en aquest gen no són molt freqüents i a més se solen repetir molt poc

(els diferents pacients acostumen a ser portadors de mutacions diferents).

Per altra banda, l’inconvenient de la tècnica de SSCP és que només indica una

conformació diferent respecte a la conformació estàndard però no dóna cap tipus

d’informació sobre aquest canvi. Per tal de saber la significació d’aquesta variació es fa

necessària la seqüenciació.

La seqüenciació directa dels productes de PCR és per nosaltres, la manera

més ràpida, segura i eficaç de detectar i conèixer variacions en la seqüència dels

fragments d’ADN estudiats. L’inconvenient d’aquesta tècnica és el cost econòmic, tant

de l’equipament com el cost per mostra.

Per tal de poder estudiar l’estructura i la funció dels receptors mutats, s’ha

utilitzat la mutagènesi dirigida. Aquest tècnica, combinada amb la transformació

d’aquest ADNc mutat en una E. Coli hoste, permet estudiar qualsevol tipus de mutació i

permet obtenir la quantitat d’ADN necessari per efectuar els estudis adients.

Mitjançant els kits de mutagènesi emprats s’haurien hagut d’obtenir un elevat

nombre de colònies. En el nostre cas només s’ha obtingut un elevat nombre de colònies

amb la mutació Leu140. La mutació Val1028 es troba en una zona molt rica en GC i això

va provocar problemes alhora de mutar l’ADNc. En els experiments amb aquesta

mutació no es van obtenir més que 12 colònies. Per obtenir la mutació splicing-

1239Aturada es va forçar el sistema de mutagènesi fent-lo treballar amb un insert més

gran del recomanat i únicament es van obtenir 5 colònies. Aquesta baixa freqüència de

mutagènesi no ha suposat cap impediment pels estudis posteriors, ja que l’obtenció

d’una única colònia mutada és suficient per poder obtenir l’ADN necessari per estudiar,

ja que aquesta colònia mutada es pot multiplicar i se’n pot fer un stock de glicerol.
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A pesar del baix nombre de colònies obtingudes, més de la meitat d’aquestes

eren portadores de la mutació. Per tant el sistemes de selecció de les colònies mutades

que incorporen els kits de mutagènesi han funcionat, ja que degut al mètode

semiconservatiu de replicació de l’ADN únicament esperaríem que un 50% de les

colònies obtingudes fossin mutants.

Els sistemes de mutagènesi emprats en aquest estudi utilitzen polimerases d’alta

fidelitat (T4 DNA polymerase, Pfu Turbo DNA polymerase), per tal de minimitzar les

males incorporacions i evitar l’aparició de segones mutacions no desitjades. Tot i emprar

aquestes polimerases, hem detectat l’aparició d’una mutació no esperada en un dels

experiments, concretament vam detectar la deleció d’una base pròxima a la regió que es

volia mutar, fent canviar completament l’efecte de la mutació inserida. Aquest fet ens

indica que tot i l’alta fiabilitat dels enzims emprats, es fa necessària la revisió de la

seqüència per tal d’assegurar que el que obtenim després de la mutagènesi és realment

el que volem.

Per tal d’analitzar in vitro les conseqüències fenotípiques d’aquestes mutacions

s’han transferit, de manera transitòria, els vectors portadors de l’ADNc mutat a cèl·lules

en cultiu d’ovari de Hàmster (CHO). El mètode de transfecció emprat ha estat la

transfecció per lipofecció (utilització de lípids carregats positivament que són capaços

d’unir-se tant a l’ADN com a la superfície cel·lular). Aquest mètode ens ha permès

expressar l’ADN desitjat en un sistema in vivo , de manera que hem pogut estudiar

l’efecte de diferents agents, com la insulina i la Metformina, sobre el comportament de la

proteïna que ens interessa, en el nostre cas el receptor d’insulina.

7.2.- TÈCNIQUES EMPRADES PER DETERMINAR LA FUNCIONALITAT DELS

RECEPTORS D’INSULINA

Les tècniques que s’han emprat per tal de determinar l’activitat i estructura dels

receptors recuperats de les cèl·lules CHO, han permès imitar el cicle de senyalització de

la insulina  quan s’uneix al seu receptor.

Així doncs s’ha estudiat el nivell d’expressió dels receptors, tant l’expressió

total en el llisat cel·lular, que permet detectar problemes de síntesi o processament

post-transcripcional, com l’expressió a la superfície cel·lular (Biotinització), que ens

dóna la possibilitat de detectar problemes de transport dels receptors cap a la

membrana plasmàtica quan es té la dada de l’expressió total, ja que en principi tots els

receptors expressats haurien d’anar cap a la superfície cel·lular un cop la cèl·lula ha
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estat estimulada amb insulina. Per tal de determinar l’expressió total s’han emprat dos

anticossos diferents; el Carl 10 que està dirigit contra el domini COOH-terminal, és molt

específic i dóna una forta senyal, i l’anti IRα que està dirigit contra la subunitat α i tot i

que és específic pel receptor d’insulina, dóna una senyal més dèbil que el Carl 10 i a

més es detecten múltiples bandes inespecífiques. Aquest últim anticòs s’ha hagut

d’emprar per detectar el receptor amb la mutació d’splicing (que no conté el domini

COOH-terminal). Les múltiples bandes detectades poden ser degudes a què la subunitat

α del receptor d’insulina és força semblant a les subunitats α dels receptors de la

mateixa família (receptor IGF-1, insulin receptor related receptor), en canvi el domini

COOH-terminal és molt més específic del receptor.

Per tal de detectar problemes d’estructura en la subunitat α dels receptors i

problemes d’afinitat per la insulina s’ha estudiat la unió de la insulina als receptors,

tant en el llisat cel·lular, in vitro, com en cèl·lules en suspensió, in situ. En una situació

normal el valor d’unió in vitro (llisat cel·lular) juntament amb el de l’expressió total es

corresponen. Quan hi ha algun problema de processament del receptor aquests dos

valors presenten una discordància, demostrant que no tots els receptors expressats

són capaços d’unir insulina. Així mateix la unió in situ es correspon amb l’expressió del

receptor a membrana (Biotinització).

Per estudiar l’activitat intracel·lular dels receptors i la seva capacitat de

transmetre el senyal, s’ha estudiat si hi ha autofosforilació del receptor com a

conseqüència de l’estimulació per la insulina un cop unida al receptor. Les dades

obtingudes han permès detectar defectes en la capacitat d’unió de l’ATP pel receptor.

També s’ha estudiat si els receptors presentaven activitat enzimàtica tirosina

quinasa a través de la fosforilació de substrats exògens (pèptid sintètic FYF i el Poly

Glu:Tyr 4:1). Les dades obtingudes han permès analitzar la capacitat dels receptors per

interaccionar amb d’altres proteïnes intracel·lulars, mitjançant la seva fosforilació, 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 permès caracteritzar els receptors mutats objecte

d’aquest treball, d’una manera lògica i seqüencial mimetitzant els aconteixements

naturals que es donen en la cèl·lula i permetent conèixer en quins passos aquests

receptors presenten problemes.
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7.3.- PACIENTS AMB RESISTÈNCIA A LA INSULINA SUBSIDIARIS DE

PRESENTAR MUTACIONS EN EL GEN DEL RECEPTOR D’INSULINA

S’ha estudiat aquesta sèrie de pacients per tal d’intentar determinar la causa de

la resistència 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 RESISTÈNCIA A LA INSULINA D’ETIOLOGIA DESCONEGUDA

Dins d’aquest grup s’han estudiat una sèrie de 9 pacients (6 del sexe femení i 3

del sexe masculí) que presentaven resistència moderada o greu a la insulina però que

no entraven a formar part de les síndromes estudiades en aquest treball.

La classificació d’aquests pacients és controvertida ja que molts comparteixen

moltes característiques amb la síndrome de resistència a la insulina Tipus A, com són la

resistència a la insulina, l’hiperandrogenisme o l’acantosis nigricans. Els punts de

discrepància es troben en la severitat d’aquestes característiques o en la presència o

no d’alguna altra característica com pot ser el pes o problemes menstruals (en les

noies). Aquesta problemàtica en la classificació porta de vegades a discrepàncies

entre autors, ja que n’hi ha que inclouen dins de la síndrome de resistència Tipus A a

aquelles pacients que també presenten obesitat (90), mentre que la primera descripció

d’aquesta síndrome corresponia a adolescents que no presentaven obesitat i si la resta

de característiques (52,53).

En aquest treball s’ha respectat la descripció inicial de resistència a la insulina

Tipus A i s’han exclòs d’aquest grup les pacients que presentaven ovari poliquístic o

obesitat i s’ha agrupat en aquest altre grup de resistència idiopàtica a la insulina.
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En aquest grup de pacients estudiats no es va detectar cap mutació en el gen

del receptor d’insulina. Aquesta dada ha fet descartar que la possibilitat que la

resistència a la insulina que pateixen sigui deguda a lesions en aquest 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 síndrome

pròpiament genètica de resistència a la insulina, s’ha descrit alguna mutació en el gen

del receptor d’insulina en pacients amb aquest problema (91,92). Els estudis realitzats

confirmen que aquesta pacient no presenta mutacions en aquest gen i que per tant la

resistència severa que presenta a la insulina pot ser deguda a d’altres factors com pot

ser la pròpia obesitat o a lesions en d’altres gens relacionats amb l’obesitat.

7.3.3.- PACIENTS AMB LIPODISTROFIA

S’han inclòs aquest estudi quatre pacients afectes de la síndrome de

Lipodistròfia. En aquesta síndrome tot i no pertànyer al grup de síndromes genètiques

de resistència a la insulina, Yokota i cols. al 1990 van descriure una mutació en el gen

del receptor d’insulina d’un pacient amb aquestes característiques (93). Encara que no

van poder determinar l’efecte d’aquesta mutació sobre el funcionament del receptor

transfectant cèl·lules CHO, van creure que la mutació podia ser la responsable de la

resistència a la insulina.

El resultat de l’estudi dels receptors en aquest tipus de pacients en aquest

treball, ha confirmat l’absència de mutacions en el gen del receptor d’insulina, i és

concordant amb la majoria d’estudis que s’ha fet en pacients amb Lipodistròfies on no

s’han detectat mutacions en aquest gen (94). Per tant en aquesta patologia les

mutacions en el gen del receptor d’insulina són més una excepció que la causa directa

de la resistència a la insulina.

7.3.4.- PACIENTS AMB LA SÍNDROME DE LEPRECHAUNISME

La síndrome de Leprechaunisme es caracteritza per ser la més greu del grup

de síndromes genètiques de resistència a la insulina. Els afectats per aquesta síndrome

presenten problemes de creixement intrauterí i seriosos problemes de la regulació de

les glucèmies 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

regulació de la glucèmia. Es va sospitar que el neonat podia patir Leprechaunisme un

cop aquest havia mort, i per tant es va fer l’estudi dels pares. El resultat de l’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 síndrome de Leprechaunisme,

la majoria dels quals presenten mutacions en homozigosi o són heterozigots compostos

(58,62,64,83,95-97) (entre d’altres), també s’ha descrit algun pacient heterozigot per

una mutació i associat a uns nivells d’ARNm baixos (56,57,98) o associat a una

alteració 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 d’insulina (ni en les seves immediates regions

intròniques), ni en el promotor d’aquest gen (100). Per tant la raresa d’aquest cas i la

característica que la majoria de casos són homozigots o heterozigots compostos van

fer descartar la sospita del diagnòstic de Leprechaunisme en el nadó objecte d’aquest

estudi, ja que a més els clínics no van poder donar informació concreta sobre si aquest

nadó presentava o no els trets fenotípics característics de la síndrome.

7.3.5.- PACIENTS AMB LA SÍNDROME DE RABSON MENDENHALL

Es van detectar dues mutacions diferents en heterozigosi en el pacient estudiat

amb la síndrome de Rabson-Mendenhall; Asn15Lys i Arg1000Aturada. L’estudi dels

receptors d’insulina en eritròcits 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 unió de la insulina en els receptors d’eritròcits en la familia

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

Aquest pacient té un familiar que presenta la mateixa síndrome 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 codó d’aturada prematur en l’exó 17

just abans del lloc d’unió de l’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 α no estava afectada. Van detectar un nivell d’expressió de l’al·lel

amb la mutació Aturada1000 molt baix (∼90% menys) comparat amb l’al·lel amb el codó

Lys15. En cas que aquest receptor fos expressat tampoc seria funcional el

mecanisme de transmissió del senyal iniciat

per la insulina, ja que li manca la seqüència consens per la unió de l’ATP i per tant de

l’activació enzimàtica tirosina quinasa intrínseca, imprescindible per transmetre el

senyal (83).
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Fent estudis d’expressió amb la mutació Lys15 (101), es va detectar que el

receptor amb aquesta mutació uneix la insulina amb un percentatge molt més baix que

els receptors WT. Aquesta disminució en la unió era deguda a dos factors; la mutació

impedeix el processament post-transcripcional del receptor i a més impedeix també el

transport d’aquest cap a la membrana plasmàtica. Estudis d’afinitat van revelar que

aquesta també estava molt disminuïda respecte als receptors WT. Segons aquests

autors la Asn15 seria l’aminoàcid inicial, en l’extrem N-terminal, per formar una α-hèlix,

per tant en aquesta posició una Lys trencaria aquesta formació distorsionant

l’estructura terciària.

Quon i cols. (102) fent estudis in vitro de caracterització post-unió de la insulina

conclouen que els receptors Lys15 són capaços d’aconseguir un nivell

d’autofosforilació normal però requereixen d’una concentració d’insulina molt més

elevada degut al problema de la baixa afinitat amb què aquests receptors lliguen la

insulina.

Kusari i cols. (103) descriuen una altra pacient afecta d’una síndrome de

resistència severa a la insulina, heterozigota composta per dues mutacions en el gen

del receptor d’insulina; Arg1000Aturada i Arg993Gln. Aquesta pacient no té cap tipus

de relació familiar amb els anteriors pacients citats.

Els estudis efectuats per Kusari i cols. sobre la mutació Aturada1000 són

coincidents amb els de Kadowaki i cols, corroborant la important disminució de

l’expressió i el seu efecte.

El pacient estudiat en aquest treball, presenta una resistència a la insulina molt

important (veure taula 4). Els estudis d’unió de la insulina en eritròcits, fets pel nostre

grup, denoten una pràctica inexistència de receptors en les membranes plasmàtiques

d’aquestes cèl·lules. Aquesta dada és corroborada pels resultats obtinguts pels altres

dos grups en quant a la presència de receptors a membrana. La severa resistència a la

insulina que presenta es pot explicar, doncs, pel baix número de receptors que

s’expressen a la membrana plasmàtica i a la disminució en l’afinitat d’aquests degut a

l’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 SÍNDROME DE RESISTÈNCIA A LA INSULINA TIPUS A O

DE KAHN

En aquest treball s’han estudiat tres pacients amb la síndrome de resistència a la

insulina Tipus A, respectant la descripció d’aquesta síndrome (adolescents que

presenten resistència severa a la insulina (hiperinsulinisme), acantosis nigricans i

hiperandrogenisme en absència d’obesitat i anticossos) (52,53). Hi ha autors que

inclouen en aquesta síndrome pacients que presenten obesitat i postulen que les

mutacions en el gen del receptor d’insulina en la síndrome de resistència 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 SÍNTESI DEL RECEPTOR I LA UNIÓ DE LA

INSULINA

La pacient A1, estudiada en aquest treball, està afecta de la síndrome genètica

de resistència 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 mutació de

canvi de sentit en l’exó 2 afecta al codó 140 i canvia una Valina per una Leucina

(Val140Leu). L’exó 2 del receptor d’insulina s’extèn des de l’aminoàcid 7 fins el 191. En

aquesta regió s’hi troba el domini L1 (aminoàcids 1-119) on es troben dues regions

implicades directament amb la unió de la insulina (aminoàcids 1-68 i 83-95).

Els dos aminoàcids involucrats en aquesta mutació (Val140Leu) pertanyen al

grup dels aminoàcids neutres i hidrofòbics pel que faria pensar que la substitució de l’un

per l’altre no faria variar considerablement l’estructura secundària i terciària de la

proteïna, ni per tant la seva funcionalitat.

Els estudis efectuats per determinar l’efecte fenotípic d’aquesta mutació ha

indicat que el receptor mutat s’expressa significativament menys que el receptor WT,

tant a membrana plasmàtica com en el llisat cel·lular, i que l’afinitat d’aquests receptors

per la insulina és menor. Aquestes dades, contràriament al què faria pensar la

naturalesa dels dos aminoàcids, indiquen un possible problema de síntesi o de
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degradació prematura del receptor mutat, així com un problema d’estructura o

conformació en la regió d’unió 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 són la Gly31Arg que va ser descrita en

heterozigosi en un pacient amb la síndrome de Leprechaunisme (Gly31Arg / WT) (104).

Aquest aminoàcid és el centre d’un motiu de Gly en el domini L1 i per tant un aminoàcid

molt conservat. En estudis d’expressió d’aquests receptors mutats únicament es va

poder detectar el proreceptor, indicant problemes de processament post-

transcripcionals. També es van detectar problemes en el plegament de la proteïna

donant lloc a un canvi conformacional i resultant en una absència d’unió d’insulina i per

tant absència d’autofosforilació. S’ha predit que la Gly31 estaria ubicada en la regió de

transició entre una hèlix α i una làmina β (80) i que per tant seria molt important per

determinar el plegament i la conformació de la subunitat α del receptor. Les mutacions

Asp59Gly i Leu62Pro s’han descrit en una pacient heterozigota composta, afecta de

la síndrome genètica de resistència a la insulina Tipus A (Asp59Gly / Leu62Pro) (105).

Aquests receptors mostraven una dramàtica disminució en la unió de la insulina, efecte

similar al trobat en el pacient RM1 estudiat en aquest treball. Aquesta disminució es pot

deure a un canvi en la conformació del receptor degut a les mutacions, ja que estan

situades en motius de Gly en el domini L1, o bé degut a què són aminoàcids situats en

una regió que confereix especificitat per la unió del lligand (aminoàcids 1-68) (105). La

mutació Arg86Pro va ser trobada en homozigosi en un pacient afecte de la síndrome

de Leprechaunisme (Arg86Pro / Arg86Pro) (106). Aquest aminoàcid no és conservat

entre membres de la mateixa família de receptors, encara que es troba en una regió

implicada en la unió de la insulina (aminoàcids 83-95). Aquest receptor presenta

problemes de processament post-transcripcional en estudis de transfecció, mentre que

es processa naturalment en fibroblasts del pacient. In vivo el receptor presenta una

autofosforilació i una activitat tirosina quinasa constitutiva i és capaç d’activar el

transport de glucosa a pesar de no tenir afinitat per la insulina. Sembla ser que la

posició 86 actuaria com una frontissa entre els dos dominis d’unió de la insulina

(aminoàcids 1-68 i 83-95), per tant un canvi en aquest punt modificaria la conformació

impedint generar un lloc d’alta afinitat per la insulina, mentre que estabilitzaria una

conformació activa per l’activitat tirosina quinasa (106). In vitro tot i detectar aquesta

activació constitutiva de l’activitat enzimàtica, aquest receptor no és capaç de fosforilar

els seus substrats en absència d’insulina (107). La mutació Leu87Pro va ser
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descrita en heterozigosi en una pacient amb la síndrome de Leprechaunisme

(Leu87Pro / deleció de 1,3 Kpb entre els exons 4 i 6) (108). Aquesta mutació es troba

en un dels presumptes llocs per la unió de la insulina (aminoàcids 83-95). Els estudis

efectuats per determinar l’efecte d’aquesta mutació van indicar que aquest receptor

mutat es dimeritzava més lentament que el WT, que s’expressava a la superfície

cel·lular de manera normal, que tenia una afinitat per la insulina menor que el WT i la

seva fosforilació era normal tenint en compte la unió de la insulina. Degut a què el

receptor s’expressa en superfície de manera normal i l’únic que varia és l’afinitat per la

insulina, els autors postulen que aquest pot ser un lloc directe d’unió de la insulina, a

més, estudis de mutagènesis d’aquesta posició amb d’altres aminoàcids han indicat que

només hi ha modificació de l’afinitat per la insulina (108). La mutació Deleció de l’exó 2

respectant el marc de lectura es va detectar en heterozigosi en una pacient amb la

síndrome de resistència a la insulina Tipus A (Deleció de l’exó 2 respectant el marc

de lectura / Phe996Ile) (109). Aquest receptor uneix la insulina un 13% respecte als

receptors normals i amb una afinitat lleugerament disminuïda. Van detectar que els

nivells d’ARNm de l’al·lel normal d’aquest pacient s’expressaven d’una manera molt

pobre, mentre que l’al·lel amb la deleció s’expressava de manera normal. Els autors

desconeixen el mecanisme pel qual l’expressió de l’al·lel normal és inhibit, encara que no

és el primer cas en el que es dóna aquesta situació (68,83). També apunten a un

possible problema d’imprinting dels al·lels (22).

La mutació Leu140 no es troba en cap de les zones presumptament importants

per la unió de la insulina, tot i que es troba en l’exó 2. Això indica que l’efecte sobre el

receptor no és directament sobre els punts d’unió de la insulina encara que l’afinitat està

disminuïda. Aquest residu, però, és molt conservat entre espècies i entre receptors de

la mateixa família. Els receptors presenten una activitat enzimàtica normal respecte als

nivells d’expressió, pel que es descarten problemes de transmissió del senyal. Per tant

aquesta mutació afecta al número de receptors expressats en superfície i a l’afinitat

d’aquests receptors pel seu lligand.

En general les mutacions que es troben en aquesta regió (exó 2 del receptor)

afecten al processament i a la unió, 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 crítics per la unió,

també afecten a aquesta funció. També s’ha descrit una mutació situada en el domini

L1, la Deleció de la Lys121, detectada en heterozigosi en un pacient afecte de la
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síndrome de Leprechaunisme (Deleció de la Lys121 / WT) (110), que no afecta a la

unió de la insulina. Encara que es va detectar un increment de la fosforilació basal

d’aquest receptor tot i que la fosforilació depenent de la insulina era normal, 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 disminuïda. L’efecte més greu

d’aquesta mutació sobre l’acció de la insulina és que aquest receptor és incapaç de

transmetre el senyal mitogènic (110). Aquest fet indicaria que per un correcte

reconeixement de la insulina pel receptor es requereix una conformació de la subunitat

α, o al menys de l’exó 2 correcte, i que no es coneixen exactament tots els punts

d’ancoratge de la insulina al receptor ni la significació de les regions colindants en el fet

de la unió.

Per tant doncs la possibilitat d’estudiar diferents receptors mutats en la subunitat

α que es detecten en pacients amb resistència a la insulina, ajuda a la comprensió

global dels mecanismes i punts d’unió de la insulina i als requeriments conformacionals

que existeixen per tal de que la insulina pugui iniciar el senyal que ha de ser transmès a

través del receptor.

Aquest al·lel mutat detectat en la pacient A1 (Leu140) és heretat del pare

(pacient 10/11.1) que tot i presentar els nivells d’insulina alts, és normoglicèmic i no

presenta cap símptoma de resistència a la insulina (veure taula 4). Aquest fet deu ser

degut a què tot i que la mutació exerceix un efecte negatiu sobre la funcionalitat del

receptor, en el pare es deu mantenir un al·lel normal i aquest deu pal·liar l’efecte

destorbador de la mutació (no es pot garantir ja que no s’ha seqüenciat tot el gen, però

és molt improbable que el pare presentés una altra mutació en l’altre al·lel i no ho

expressés fenotípicament).



Estudi Molecular i Funcional del Receptor d’Insulina en Síndromes de Resistència a la Insulina. Discussió

150

7.3.6.2.- MUTACIONS QUE AFECTEN ALS LLOCS DE PROCESSAMENT DE L’ARNm

El receptor d’insulina (al igual que la majoria de gens eucariotes) conté les

seqüències d’ADN codificants de manera discontínua seguint el model exó-intró-exó, on

els exons representen les regions codificants. El processament (splicing) d’aquestes

seqüències per tal d’unir les regions codificants requereix d’unes seqüències consens

específiques a cada extrem de cada exó (111) (figura 48).

    5’ donador     acceptor 3’

GTPAGT-------------------------------QNQAG

exó intró exó

 Figura 48.- Representació de les seqüències consens donadora i acceptora d’splicing en els

introns. P=A/G, Q=T/C, N=qualsevol nucleòtid

Les mutacions en les seqüències consens per l’splicing poden donar lloc a

quatre situacions diferents: expulsió d’un exó (56%), en el receptor d’insulina trobem els

següents casos: la transició GT AT en la primera base de la seqüència

donadora d’splicing de l’intró 14. Aquesta mutació es va descriure en heterozigosi

en dos cosins afectats de la síndrome de resistència a la insulina Tipus A (G-A 5’ intró

14 / WT) (112). Aquesta mutació provoca l’expulsió de l’exó 14, de manera que l’exó 13

s’uneix al 15, i a més canvia el marc de lectura provocant una aturada prematura en el

codó 867. Per tant la proteïna resultant d’aquest ARNm està truncada en el domini

extracel·lular de la subunitat β, li manca el domini transmembrana d’ancoratge i el domini

intracel·lular. La transició GT AT en la primera base de la seqüència donadora

d’splicing en l’intró 17 també és un altre exemple d’expulsió d’un exó. Aquesta

mutació va ser descrita en heterozigosi en un pacient afecte d’una miopatia congènita

(Congenital Fiber-Type Disproportion Myopathy) (G-A 5’ intró 17 / Arg1174Gly) (113).

Aquesta mutació dóna lloc a l’expulsió de l’exó 17, es dóna un corriment de la pauta de

lectura després de l’exó 16 en el codó 979 i després de 36 aminoàcids es crea una

aturada prematura en el codó 1015. Per tant a aquest receptor li manca aproximadament

el 50% de la subunitat β amb tot el domini tirosina quinasa inclòs i no presenta aquesta

activitat enzimàtica (113,114).
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Una altra situació és l’activació d’un lloc d’splicing críptic (32%) com per exemple

la transició GT AT del primer nucleòtid de la seqüència donadora d’splicing

en l’intró 13 en el gen del receptor d’insulina. Aquesta mutació va ser descrita en

heterozigosi en un pacient afecte de la síndrome de Leprechaunisme (G-A 5’ intró 13 /

deleció Asn281) (115). Aquesta mutació aboleix el lloc donador d’splicing en l’intró 13, i

s’activa un lloc d’splicing críptic 27 pb dins l’exó 13 (així doncs aquest exó té 27 pb

menys que un exó 13 normal), aquesta deleció respecta el marc de lectura i per tant

manquen els aminoàcids 859-867, situats en el domini extracel·lular de la subunitat β del

receptor. Els fibroblasts dels familiars portadors d’aquesta mutació presenten una

disminució en la unió de la insulina (115).

Les altres dues situacions que es poden trobar quan es dóna una mutació en un

lloc d’splicing són la creació d’un pseudo-exó dins d’un intró (11%), i la retenció d’un

intró entrant a formar part de l’exó (6%) (116).

També es poden donar dues circumstàncies diferents degut a la mateixa

mutació com passa amb la mutació del gen del receptor d’insulina, transició AG GG

en la primera base de la seqüència acceptora d’splicing en l’intró 4. Aquesta

mutació va ser descrita en heterozigosi en un pacient amb la síndrome de Rabson-

Mendenhall (G-A 3’ intró 4  / deleció 8 pb en l’exó 12) (117). Es van detectar dos tipus

d’ARNm defectuosos; en un l’exó 5 havia estat expulsat i s’havia creat una aturada

prematura en el codó 341 causant el trencament de la subunitat α, i en l’altre s’havia

activat un lloc d’splicing críptic 12pb endins de l’exó 5, canviant una Asn per una Thr en

el codó 348 i eliminant quatre aminoàcids, donant lloc a un receptor anormal. Tot i que

aquesta mutació és d’origen matern, només es va detectar el tipus d’ARNm amb el lloc

críptic d’splicing en el pacient. Aquesta mutació es troba en l’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 l’activitat enzimàtica

tirosina quinasa (d’acord amb l’expressió) degut a que no té defectes en la subunitat β

(117,118).

Aquesta situació on es donen dues anomalies també es dóna en la mutació en

un lloc d’splicing descrita en aquest treball, la transició AG AA en heterozigosi en

la segona base de la seqüència acceptora d’splicing de intró 21 del gen

receptor d’insulina, descrita en les dues pacients germanes A1 (G-A 3’ intró 21 /

Val140Leu) i
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A2( G-A 3’ intró 21 / WT) afectes de la síndrome de resistència a la insulina Tipus A

(Article 1).

Aquesta mutació dóna lloc a dos ARNms diferents, en un s’inactiva el lloc

acceptor d’splicing, degut a la pròpia mutació, i s’activa un lloc d’splicing críptic dins de

la regió del exó 22, de manera que part de la seqüència exònica 22 queda eliminada, i

es crea un codó d’aturada just després d’aquest nou lloc d’splicing, de manera que l’exó

22 queda expulsat. En l’altre s’inactiven tant el lloc donador com l’acceptor d’splicing WT,

i s’activa un lloc donador críptic dins de la regió intrònica, de manera que seqüència

intrònica queda retinguda dins l’exó 21, i per l’altra part s’activa el mateix lloc acceptor

críptic que en la situació anterior i per tant també li manca seqüència exònica 22 i es

crea altre cop un codó d’aturada. La proteïna resultant d’ambdós ARNm és la mateixa, ja

que en els dos ARNm es crea un codó d’aturada prematura en la mateixa posició; just

després de la Val1238 que és l’aminoàcid limítrof entre els exons 21 i 22, per tant al

receptor resultant li manquen 117 aminoàcids del domini COOH-terminal de la subunitat β

que composen l’exó 22.

Aquests receptors s’expressen pràcticament com els receptors normals i

uneixen un 50% menys la insulina que els receptors RI.WT, fet que fa sospitar de

l’existència de problemes de processament ja que no tots els receptors que

s’expressen són capaços d’unir la insulina. Aquests receptors no tenen la capacitat

d’autofosforilar-se com a resposta a l’estímul de la insulina i a conseqüència d’això no

retenen l’activitat enzimàtica tirosina quinasa.

Aquesta mutació és d’origen matern. Tot i que la mare també és heterozigota per

la mutació no presenta resistència 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 específic d’aquest receptor i

difereix en la seva composició aminoacídica de la resta de receptors tirosina quinasa.

És interessant l’estudi de receptors truncats en aquesta regió per tal de determinar-ne

la funció, així doncs diferents grups han fet estudis amb receptors d’insulina sintetitzats

amb delecions en aquesta regió. Maegawa i cols. (119) van estudiar les propietats d’un

receptor d’insulina truncat al qual li mancaven els 43 aminoàcids finals (RI∆43).

Expressat en les cèl·lules Rat 1, aquest receptor mantenia les propietats d’unió de la

insulina, de l’autofosforilació, d’endocitosi i reciclatge així com l’activitat tirosina quinasa.

Tot i això el receptor era defectiu en transmetre les respostes metabòliques de la

insulina.
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Levy-Toledano i cols. (120) van estudiar un receptor al qual li mancaven el 113

últims aminoàcids de la subunitat β (RI∆113). Aquests receptors van ser expressats de

manera estable en cèl·lules CHO i en NIH-3T3. El processament post-transcripcional

d’aquest receptor mutat estava alterat, el trencament proteolític del proreceptor en les

subunitats α i β estava frenat i encara que aquest receptor mutat s’expressava en la

superfície cel·lular, la degradació de les subunitats madures estava accelerada. A més

aquest receptor era deficient en l’autofosforilació i en l’endocitosi estimulades per la

insulina contràriament als receptors RI∆43. Van suggerir que els aminoàcids compresos

entre el 1242 i el 1311 eren necessaris per diverses funcions associades al domini

intracel·lular del receptor; com són l’autofosforilació, l’activitat tirosina quinasa i

l’endocitosi del receptor.

Baron i cols. (121) van estudiar el domini acídic comprès entre els aminoàcids

1281 i 1291 mitjançant un anticòs dirigit a aquesta regió. Aquest anticòs va inhibir

l’autofosforilació de les tirosines 1158, 1161 i 1162, llocs que són moduladors de

l’activitat del receptor. L’anticòs també va disminuir l’activitat tirosina quinasa del

receptor mesurada mitjançant la fosforilació del poly Glu:Tyr i de pèptids sintètics.

També van observar que aquest anticòs competia amb les histones (moduladors de

l’activitat tirosina quinasa) per unir-se al receptor. Els autors proposen que aquesta

regió estaria involucrada en la unió de substrats del receptor i en la regulació de

l’autofosforilació i activitat tirosina quinasa. Per tant suggereixen que aquest domini

podria interaccionar amb proteïnes cel·lulars modulant la quinasa del receptor.

Gual i cols. (122) van emprar un anticòs dirigit al domini 1301-1328 del receptor

d’insulina. Van comprovar que aquest anticòs inhibia la fosforilació induïda per la

insulina de substrats tant endògens (Src i IRS-1) com exògens (Poly Glu:Tyr i pèptids

sintètics) del receptor però no l’autofosforilació del propi receptor. Per tant l’anticòs

interferia d’alguna manera amb el lloc enzimàtic del receptor i així doncs l’extrem COOH-

terminal tindria algun tipus de paper regulador.

El receptor descrit pel nostre grup és l’únic d’aquestes característiques trobat en

un pacient. El domini delecionat degut a la mutació d’splicing comprèn 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 així ho corroboren, validant el fet

que aquesta regió ha de tenir un paper regulador de l’activitat tirosina quinasa.

Donat que aquest receptor no presenta cap anomalia en la seva seqüència fins

passat el domini tirosina quinasa, no s’hauria de preveure cap problema en
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l’autofosforilació, 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

l’extrem COOH-terminal mutades a Fenilalanines, va donar com a resultat que el receptor

es podia fosforilar però que no podia transmetre el senyal. D’alguna manera l’extrem

COOH-terminal interacciona amb el loop catalític i permetria la interacció amb els

substrats cel·lulars, de manera que quan les tirosines COOH-terminals estan mutades hi

ha un canvi conformacional que impedeix la interacció amb el loop catalític.

El receptor mutat objecte del present estudi, no presenta autofosforilació tot i

tenir el loop catalític intacte, en contraposició amb els receptors estudiats per

Tennagels. Aquesta discrepància pot ser deguda a què els receptors de Tennagels tot i

estar mutats, conservaven l’extrem COOH-terminal, en canvi els receptors

RI.1239Aturada del present estudi no conserven aquest domini. Per tant per la correcta

fosforilació del receptor i l’activació enzimàtica associada és necessari, a més de les

tirosines de l’extrem COOH-terminal, la presència de tot el domini terminal.

L’absència de l’extrem COOH-terminal en el receptor IR.1239Aturada, donaria

problemes de processament del receptor i donaria lloc a un receptor amb una

conformació alterada, que seria el causant de la inactivació de l’autofosforilació i de

l’activitat tirosina quinasa.

7.3.6.3.- MUTACIONS QUE AFECTEN AL DOMINI TIROSINA QUINASA

El domini tirosina quinasa comprèn els exons 17-21 (aminoàcids 978-1238) i és

el responsable de l’activitat enzimàtica del receptor. En aquest domini és on s’han

descrit la majoria de mutacions en el receptor d’insulina.

En aquest treball s’ha identificat una mutació nova, en heterozigosi, en el domini

tirosina quinasa del receptor d’insulina en una pacient amb resistència a la
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insulina Tipus A (pacient A3, Ala1028Val / WT) (Article 1). Ambdós aminoàcids són

hidrofòbics neutres, cosa que faria pensar que el canvi no modificaria de manera

important l’estructura del receptor ni per tant la seva funció. Aquesta mutació es troba

en el domini de reconeixement i unió de l’ATP (aminoàcids 1003-1030) que és molt

conservada en les tirosines quinases, i a més el residu Val1028 és molt pròxim al residu

Lys1030 que sembla ser clau per l’activitat tirosina quinasa del receptor.

Els estudis funcionals han determinat que les propietats de la subunitat α en

quant a la unió i afinitat per la insulina són equivalents a un receptor WT.

L’autofosforilació d’aquest receptor mutat està del tot inhibida, a l’igual que l’activitat

tirosina quinasa (4% respecte als receptors WT). Tot i que el canvi d’aminoàcid és

conservatiu (els dos aminoàcids són del mateix grup), aquest deu provocar un canvi

prou significatiu en la conformació de la seqüència de reconeixement de l’ATP impedint-

ne la unió.

La gran part de mutacions descrites en aquest domini afecten d’alguna manera a

l’activitat enzimàtica tirosina quinasa, igual que la mutació Val1028. Així doncs s’ha

descrit la mutació Arg993Gln en heterozigosi en un pacient afecte de la síndrome de

resistència a la insulina Tipus A (Arg993Gln / Arg1000Aturada) (103). L’al·lel amb

aquesta mutació presenta uns nivells d’autofosforilació / activitat tirosina quinasa molt

reduïts. La Phe996Ile es va descriure en heterozigosi en una pacient afecta de

resistència a la insulina Tipus A (Phe996Ile / Deleció exó 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 resistència a la insulina Tipus A

(Gly1008Val / WT) (124). Aquesta mutació 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’unió de l’ATP. L’efecte d’aquesta mutació és l’abolició de l’activitat tirosina quinasa

del receptor mutat impedint la transmissió del senyal. La Ala1048Asp està descrita en

heterozigosi en una pacient afecta de resistència a la insulina Tipus A (Ala1048Asp /

WT) (125). L’activitat tirosina quinasa d’aquests receptors està molt disminuïda tot i que

l’ATP es pot unir normalment, indicant que aquest canvi d’aminoàcid produeix un canvi

conformacional que afecta la regió de la tirosina quinasa impedint-li funcionar.

L’Arg1092Gln es va descriure en homozigosi en un pacient amb la síndrome de

Leprechaunisme (Arg1092Gln / Arg1092Gln) (260). L’activitat tirosina quinasa en els

limfoblasts del pacient era un 90% inferior al de receptors WT. La unió de la insulina i

l’afinitat eren normals. Aquest residu es troba en un loop connector entre dos lòbuls de

subunitats β que interaccionen per donar una forma oberta o tancada, cosa que ha

suggerit que està implicada en l’especificitat de substrat. L’Arg1131Gln va ser descrita

en heterozigosi en un pacient amb resistència a la insulina Tipus A (Arg1131Gln / WT)
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(127). Aquesta mutació es troba en el loop catalític del domini tirosina quinasa

(aminoàcids 1131-1137). Aquests receptors mutats s’expressen a membrana i uneixen

insulina amb una afinitat equivalent a la dels receptors WT. La mutació Gln1131 inhibeix

l’activitat tirosina quinasa i la capacitat de fosforilar els substrats endògens IRS-1 així

com també es detecta una disminució de la PI3K fosforilada. L’Ala1134Thr es va

descriure en heterozigosi en una pacient amb la síndrome genètica de resistència a la

insulina Tipus A (Ala1134Thr / WT) (128). Aquests receptors mutats s’expressen i

uneixen la insulina normalment, però són incapaços d’autofosforilar-se i de fosforilar

substrats endògens. El residu Ala1134 és molt conservat en el lloc catalític de moltes

tirosines quinases i per tant deu ser important pel manteniment de la funció enzimàtica.

L’Arg1152Gln es va descriure en heterozigosi en un pacient amb Diabetis Mellitus Tipus

2 (Arg1152Gln / ?? (No es van estudiar tots els exons del gen del receptor d’insulina

en aquest pacient)) (47). Aquest receptor presentava autofosforilació però l’activitat

tirosina quinasa no responia a l’estimulació per la insulina , per tant es creu que la regió

d’aquesta posició pot ser important per la interacció amb els substrats intracel·lulars del

receptor (47). La Met1153Ile es va descriure en heterozigosi en una pacient obesa

(Met1153Ile / WT) (91). Aquesta mutació es troba pròxima al clúster de fosforilació de

tirosines (residus 1158, 1162 i 1163). El receptor Ile1153 no s’autofosforila i té inhibida

l’activitat tirosina quinasa, per tant no pot fosforilar els seus substrats intracel·lulars. A

més la mutació impedeix l’endocitosi del receptor, donant així un número normal de

receptors a membrana, aquests receptors són resistents a la down regulation (134).

L’Arg1174Gln es va descriure en heterozigosi en una pacient amb resistència a la

insulina Tipus A (Arg1174Gln / WT) (90), així com també en un pacient amb una

miopatia congènita (Arg1174Gln / G-A 5’ intró17) (114). Aquesta mutació fa disminuir

molt l’autofosforilació del receptor i fa que aquest sigui incapaç de mediar la síntesi de

glicogen i la mitogènesi com a resposta a l’estimulació per la insulina, tot i que la

fosforilació del substrat IRS-1 no està del tot inhibida. Això denota que l’IRS-1 sol no és

capaç de mediar les funcions metabòliques i mitogèniques de la insulina (113,114,130).

La Pro1178Leu ha estat descrita en heterozigosi en una dona obesa amb la síndrome

de l’ovari poliquístic (Pro1178Leu / WT) (92) i també en una pacient amb resistència a

la insulina Tipus A (Pro1178Leu / WT) (94,130). Aquesta mutació es troba en una

seqüència molt conservada en moltes de les tirosines quinases (D1150-F1151-G1152----

A1177-P1178-E1179). L’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 síndrome de resistència a la insulina Tipus A

(Trp1200Ser / WT) (131). Aquest mutant s’expressa i uneix la insulina normalment.

L’autofosforilació del receptor mutat està fortament disminuïda així com també l’activitat

tirosina quinasa i la capacitat de transmetre el senyal iniciat per la insulina.



Estudi Molecular i Funcional del Receptor d’Insulina en Síndromes de Resistència a la Insulina. Discussió

157

Totes aquestes mutacions es troben en llocs considerats clau o no per l’activitat

enzimàtica del receptor i provoquen el mateix tipus d’efecte; disminuir o anular aquesta

activitat. Aquest és l’efecte que s’esperaria d’una mutació en aquesta regió, tot i que

s’han trobat mutacions en aquesta regió que actuen de maneres diferents com la

l’Arg1092Trp, descrita en heterozigosi en un pacient amb Leprechaunisme

(Arg1092Trp / Glu1179Lys) que actua de forma totalment oposada ja que

l’autofosforilació basal d’aquests receptors en fibroblasts del pacient era un 330% més

elevat que en els controls, mentre que la resposta a l’estimulació per la insulina era

pobre. L’activitat tirosina quinasa basal també estava incrementada respecte als

receptors WT, tot i això la síntesi de glicogen i la síntesi d’ADN com a conseqüència de

l’estimulació per la insulina estaven disminuïdes. Una explicació és que aquestes

mutacions farien canviar la conformació de la subunitat β de manera que el substrat es

pot segrestar però no és fosforilat pel receptor. Per altra banda l’activació crònica dels

receptors deu donar lloc a la desensibilització d’algun pas més intern en la senyalització

de la insulina.

O bé com l’Arg1000Aturada que a conseqüència de la naturalesa de la pròpia

mutació dóna com a resultat una dràstica disminució de l’expressió de l’al·lel mutat i per

tant una dràstica disminució de receptors expressats a membrana plasmàtica. Aquesta

mutació s’ha descrit en tres pacients, dos d’ells cosins, afectes de la síndrome de

Rabson-Mendenhall (Arg1000Aturada / Lys15) (83) (un d’ells descrit pel nostre grup,

RM1) i en una pacient afecta de la síndrome de resistència a la insulina Tipus A

(Arg1000Aturada / Arg993Gln) (103).

També s’ha descrit l’Ala1135Glu en heterozigosi en una pacient amb la síndrome

de resistència a la insulina Tipus A (Ala1135Glu / WT) (132). Aquesta mutació impedeix

el processament proteolític del proreceptor i per tant impedeix el transport a la

membrana pel que en superfície hi ha un número de receptors disminuït. Tal i com fan

les altres mutacions descrites en el domini tirosina quinasa, aquesta també inhibeix

aquesta activitat.

Les següents mutacions es troben també en el domini tirosina quinasa i la

principal afectació és l’expressió, la unió de la insulina, la degradació dels proreceptors

o la interacció amb diferents substrats intracel·lulars. L’Arg1174Trp està descrita en

heterozigosi en un pacient afecte de la síndrome 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 l’estimulació de

la insulina ni presenta activitat tirosina quinasa i és degradat més ràpidament. La

Glu1179Asp es va descriure en heterozigosi en un pacient afecte de resistència a la
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insulina Tipus A (Glu1179Asp / WT) (134). Aquesta mutació es troba en una seqüència

molt conservada. La unió de la insulina esta molt disminuïda així com també l’activitat

tirosina quinasa. La degradació dels proreceptors mutats és dues vegades més ràpida

que 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

resistència a la insulina Tipus A (Trp1193Leu / WT) (134). L’efecte d’aquesta mutació

sobre el funcionament del receptor és idèntica a la mutació Asp1179. La Tyr1134Cys

va ser descrita en heterozigosi en un pacient amb Diabetis Mellitus Tipus 2

(Tyr1134Cys / WT) (135). Aquesta mutació impedeix la unió del receptor amb la PI3-

quinasa. Estudis de lligament de la mutació amb la Diabetis Mellitus Tipus 2 van revelar

que la mutació no cosegrega amb la malaltia.

Tal i com hem dit tot i que la majoria de mutacions descrites exerceixen la

mateixa disfunció, també hem vist que n’hi ha d’altres que actuen de manera diferent.

Aquest fet ens indica que els estudis funcionals són 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 l’estructura. També s’ha cristal·litzat

aquest domini activat (137) i per tant es pot veure quins canvis conformacionals es

donen quan hi ha l’activació del receptor. Tot i que aquest fet permetria, mitjançant

modelació per computació, conèixer quins canvis es donen en la conformació d’aquest

domini, en relació a l’activació, quan es dóna una mutació, el resultat de moment només

seria un possible model que s’hauria de confirmar experimentalment.

La mutació Val1028 descrita en la pacient A3, és d’origen matern i la comparteix

amb dos germans. Tant la mare com els germans no presenten intolerància 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 resistència

a la insulina molt sever, mentre que a nivell de genotip són igual que les seves mares

que a efectes fenotípics són normals (únicament presenten uns nivells basals d’insulina

lleugerament elevats). Aquesta situació no és nova, ja que en d’altres pacients

resistents a la insulina i heterozigots per mutacions en el gen del receptor d’insulina, es

dóna la mateixa situació (veure taula 3 on s’enumeren les mutacions descrites). S’han

apuntat diferents hipòtesis per poder explicar aquest fet:

 la possibilitat de què es formessin híbrids entre els receptors WT i els mutats

faria que el 75% dels receptors fossin anòmals (125,128). En molts casos

aquests receptors mutats es comporten com a dominants negatius abolint

l’expressió de l’al·lel normal.
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 25% 75%

 

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

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

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

doni una expressió diferent entre els progenitors i els fills.

La possibilitat de formació de receptors híbrids WT/Mutat no és del tot clara ja

que mentre Taouis i cols. (37) van estudiar l’efecte de la mutació Leu323 en el receptor

d’insulina mitjançant la cotransfecció de les cèl·lules NIH-3T3 amb dos ADNc diferents

(el receptor mutat Leu323 i un receptor amb una deleció de 43 aminoàcids en l’extrem C-

terminal) i van detectar la formació d’híbrids entre els dos tipus de receptors, Levy-

Toledano i cols. (71) van investigar el mecanisme de l’efecte dominant negatiu de

mutacions en el domini tirosina quinasa del receptor co-transfectant cèl·lules NIH-3T3

amb dos tipus d’ADNc (el receptor mutat Ile1153 i un receptor amb una deleció de 43

aminoàcids en l’extrem C-terminal) i el resultat va ser que no es va detectar cap

receptor híbrid.

Aquests dos autors pertanyen al mateix grup, l’estudi és del mateix any, les

cèl·lules emprades per la transfecció van ser les mateixes i el receptor amb la deleció

va ser el mateix, per tant l’únic que varia és la mutació pròpia del receptor a estudiar

(una en la subunitat α i l’altra en la subunitat β). Es coneix l’efecte dominant negatiu de

les mutacions en heterozigosi en el domini tirosina quinasa, en canvi no és tan freqüent

quan les mutacions són en la subunitat α. En aquests estudis es detecten híbrids quan

la mutació és a la subunitat α, però no quan es troba en el domini tirosina quinasa, per

tant semblaria que en aquesta situació el 50% dels receptors haurien de ser normals i

l’altre 50% mutats, i que per tant l’efecte de la mutació afectaria al 50% de la

funcionalitat dels receptors dels pacients. En canvi a nivell pràctic 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 són

heterozigots per la mateixa mutació, l’efecte d’aquesta, la majoria de vegades, és

imperceptible.
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Així doncs és possible que hi hagi factors ambientals o d’altres factors genètics

que afectin l’expressió d’aquests al·lels mutats de manera diferencial entre progenitors i

progènie o fins i tot entre individus de la mateixa generació (ja que de vegades no es

dóna el mateix efecte fenotípic 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 són molt diverses (en temps i en activitat) i són molt necessàries per

l’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 família com el receptor del factor de creixement semblant a la

insulina (IGF-1IR), o a través de sistemes interns de transmissió del senyal iniciat per la

insulina (proteïnes substrat intracel·lulars) que encara es desconeixen. D’alguna

manera s’han de dur a terme aquestes funcions en els pacients o animals

d’experimentació que no expressen el receptor d’insulina i que sobreviuen tot i tenir

unes mancances metabòliques o mitogèniques 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’associació amb d’altres receptors afins, és i serà sens dubte un gran repte pel

coneixement del mecanisme d’acció de la insulina.

7.3.6.3.1.-  ESTUDI DE L’EFECTE DOMINANT NEGATIU

En els experiments de cotransfecció de les cèl·lules CHO amb els receptors

RI.Val1028 i RI.WT per tal de determinar la dominància es van obtenir uns resultats

dispars. En dos experiments es donava una dominància negativa del receptor

RI.Val1028 sobre el RI.WT, de manera que es detectava l’expressió dels dos tipus de

receptors (quan es trobaven cotransfectats), però no es detectava autofosforilació. En

uns altres dos experiments es detectava expressió dels receptors coexpressats i

l’autofosforilació d’aquests es detectava com una banda amb la meitat d’intensitat que la

banda d’autofosforilació del receptor RI.WT, indicant que no hi havia dominància

negativa (veure figura 41).

Aquesta situació de dominància negativa que s’expressa o no, podria

representar el que es troba quan s’estudien famílies amb mutacions en heterozigosi en

el domini tirosina quinasa. D’alguna manera hi deu haver algun factor que “regula” la

formació d’heterodímers WT/Mutat, i l’expressió o no de l’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 cèl·lules emprades per l’estudi també són les mateixes i es

troben en les mateixes condicions.

Tot i que aquesta situació també es detecta in vivo, en aquests experiments els

resultats es podrien veure afectats per la menor concentració d’ADN emprat en la

situació d’heterozigosi (0,25µg vs. 0,5µg d’ADN que s’empra en les situacions

d’homozigosi) al cotransfectar les cèl·lules, encara que es creu poc probable ja que no

es detecten aquestes diferències en els assajos d’expressió.

7.4.- VARIANT VAL985MET

Es va detectar una alteració en l’exó 17 en un dels controls emprats en la

tècnica de SSCP. La seqüenciació 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 diabètica ni tenia antecedents de diabetis a la

família. Aquesta variació ja havia estat descrita anteriorment i no es va procedir a fer

els estudis funcionals per determinar l’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 normoglicèmics, 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

espècies, aquest és un domini funcionalment important. Dins d’aquest domini la posició

985 està sempre ocupada per una Val, fins i tot en receptors relacionats amb el de la

família del receptor d’insulina com són el receptor insulin like growth factor I (IGF-I), i el

receptor insulin-receptor-related. Proposen que tot i que el canvi Val→Met és un canvi

bastant conservatiu (tots dos són aminoàcids alifàtics, no polars i hidrofòbics amb la

diferència que la Met conté sofre i té un pes molecular lleugerament més gran), pot

provocar canvis en l’estructura secundària i per tant canvis en l’activitat biològica 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

presència de la variant en aquests individus no està lligada al 100% amb la Diabetis

Tipus 2. Per tant la variant sembla tenir una baixa penetrància respecte a la diabetis, ja

que només un 37,5% dels portadors expressaven el fenotip Diabetis Tipus 2. De tota

manera els individus portadors demostraven una relativa hiperglicèmia comparada amb

els no portadors, per tant aquests autors van considerar que el canvi Val985Met pot

modificar la predisposició genètica per la Diabetis Tipus 2, encara que la baixa

penetrància els suggeria que també deuen ser necessaris d’altres factors per

l’expressió del fenotip diabètic ja que és una patologia d’etiologia multifactorial. Aquests

autors també refereixen uns resultats no publicats del Dr. D. Moller els quals revelen

que aquest canvi no té efectes sobre el l’activitat i funcionalitat del receptor d’insulina

(RI.Met985) quan aquest és expressat in vitro.

‘t Hart i cols. al 1996 (86) en un extens estudi basat en la població 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

característiques clíniques de la població total estudiada indica que tant els nivells de

glucosa en sèrum com la prevalència de diabetis mellitus són 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 associació entre la variant

Met985, la hiperglicèmia i la Diabetis Tipus 2 en la població holandesa tot i que no

estableixen el mecanisme pel qual es dóna aquesta associació.

El grup de Strack i cols. (87) mitjançant estudis d’expressió del receptor Met985

en cèl·lules HEK293 detecten que aquest receptor portador de la variant s’autofosforila

igual que el receptor WT, i tampoc detecten diferències entre els dos tipus de receptor

en quant la sensibilitat a la insulina. Donat que la posició 985 és dins la regió

juxtamembrana i molt pròxima a la Tyr972, que és el punt d’ancoratge dels substrats

intracel·lulars com els IRS, sembla possible que aquesta alteració pugui afectar o

modular la interacció del receptor amb els seus substrats. Per tal de comprovar això

Strack i cols. van fer estudis de cotransfecció del receptor RI.Met985 amb els substrats

IRS-1 i Shc. El resultat va ser que es va detectar fosforilació tant de l’IRS-1 com del Shc,

igual i fins i tot una fosforilació lleugerament incrementada. També van estudiar la

fosforilació de la PI3-quinasa sense detectar diferències amb el RI.WT. Després dels

resultats obtinguts, aquest grup conclou que aquesta variant no modifica ni

l’autofosforilació del propi receptor, ni tampoc els passos inicials de transmissió del
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senyal, per tant creuen molt improbable que aquesta variant causi resistència a la

insulina. No descarten, però la possibilitat que es doni algun tipus de modificació de la

interacció amb els substrats IRS-1 i Shc donat l’increment de fosforilació detectat.

El subjecte a qui s’ha detectat la variació Val985Met en el present estudi és un

control sa i sense història de resistència a la insulina ni diabetis, tot i que no s’han

efectuat els estudis funcionals pertinents per determinar l’efecte d’aquesta sobre el

funcionament del receptor, el fenotip del control no dóna cap indici que aquesta variació

estigui associada a cap anomalia, per tant estaria d’acord amb els estudis citats mes

amunt on conclouen que aquesta variació no és responsable ni està associada a

resistència a la insulina ni a hipertensió.

7.5.- MECANISME D’ACCIÓ DE LA METFORMINA. EFECTE SOBRE ELS

RECEPTORS RI.WT I RI.VAL1028

La Metformina ha estat àmpliament utilitzada amb èxit en el tractament de

pacients amb Diabetis Mellitus Tipus 2 (139) i en pacients amb la síndrome de l’ovari

poliquístic (140-143) com a antidiabètic oral i per disminuir l’hiperinsulinisme (144).

També s’ha descrit algun cas en el que aquest compost no ha ajudat a millorar la

resistència a la insulina (145).

La pacient A3 d’aquest treball presentava un hiperinsulinisme molt sever (veure

taula 4) degut a la presència d’una mutació en heterozigosi en el gen del receptor

d’insulina. Aquesta pacient no presentava Diabetis Mellitus Tipus 2, ni obesitat però

presentava hiperandrogenisme funcional ovàric amb hiperinsulinisme i es va tractar amb

Metformina (el primer cas d’una pacient afecta d’una síndrome genètica de resistència a

la insulina segons el nostre coneixement). El resultat va ser gairebé espectacular amb

una reducció de l’hiperinsulinisme i de l’hiperandrogenisme molt important i amb l’aparició

de la menàrquia per primer cop (Article 2).

El mecanisme mitjançant el qual actua la Metformina no és del tot clar (82). La

Metformina incrementa la unió de la insulina als seus receptors, la fosforilació i l’activitat

tirosina quinasa in vivo, però aquestes accions deuen ser degudes a la reducció de la

glucosa en plasma ja que no s’han pogut reproduir in vitro (139).
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El resultat obtingut de l’estudi efectuat amb els receptors RI.WT, RI.Val/1028 i el

seu homòleg heterozigot RI.WT/Val1028 (representa la zigosi de la pacient A3) en les

cèl·lules CHO, indiquen que la Metformina no afecta a l’expressió 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’unió denoten que la Metformina per ella sola no incrementa la unió

de la insulina, aquest resultat concorda amb els obtinguts per d’altres autors (146-149).

Es detecta un augment de la unió al incubar les cèl·lules amb insulina i amb

insulina+Metformina sense notar-se cap diferència entre aquestes dues condicions, pel

que es creu que l’augment és més degut a l’efecte de la insulina que de la Metformina.

Per tant la Metformina actuaria a través d’un mecanisme post-unió 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 fosforilació o sobre l’activitat tirosina quinasa. Segons els resultats obtinguts en

aquests treball la Metformina incrementa la fosforilació dels receptors RI.WT sempre i

quan hi hagi hagut estimulació amb insulina, mentre que no es dóna aquest efecte en els

receptors RI.WT/Val1028.

No es té clar el perquè es dóna aquest efecte. Pot ser que hi hagi un efecte

dominant negatiu dels receptors RI.Val1028 sobre els RI.WT i bloquegi l’efecte de la

Metformina.

L’increment de fosforilació dels receptors mitjançant l’estimulació amb

Metformina possiblement dóna lloc a un increment de fosforilació dels substrats interns.

Un increment en la fosforilació 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 l’IRS-1 és

el primer substrat del receptor d’insulina i per tant un cop fosforilat pel receptor activa

les diferents vies bioquímiques que donaran lloc a les diferents accions de la insulina

(transport de glucosa, síntesi de glicogen, metabolisme lipídic, mitogènesi).

L’activitat enzimàtica tirosina quinasa dels receptors tant RI.WT com

RI.WT/Val1028 es detecta únicament si hi ha estimulació per la insulina. La Metformina

sola no activa aquest enzim. La incubació de les cèl·lules amb insulina+Metformina dóna

un increment d’aquesta activitat tant en els receptors
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RI.WT, com en els RI.WT/Val1028. Aquests últims en aquestes condicions presenten

una activitat equivalent a la dels RI.WT quan han esta estimulats únicament amb insulina.

Podríem dir que “recuperen” l’activitat normal. Aquest fet és força sorprenent si es té en

compte la dada de fosforilació, ja que sembla que l’activació de la quinasa del receptor

en presència de la Metformina, no depèn directament del grau de fosforilació del

receptor.

Encara que aquests són estudis preliminars i tenint en compte que són

necessaris més assajos per determinar-ne la fiabilitat, es pot concloure que la

Metformina requereix de la insulina per actuar. Que la seva acció és a través de la

quinasa del receptor, i que aquesta quinasa ha de ser funcional, ja que en cap moment

l’estimulació amb Metformina ha modificat el comportament dels receptors quinasa

defectius RI.Val1028. Per tant això sembla suggerir que la Metformina potencia l’acció

de la insulina.

Per tant podem dir que l’efecte de la Metformina en la pacient tractada en aquest

treball (A3, WT/ Va1028) ha estat a través dels receptors WT. Podríem dir que en

condicions normals aquest tipus de receptor, en aquesta pacient, es trobarien sota

l’efecte dominant negatiu de l’al·lel mutat Val1028 (ja que el quadre de resistència a la

insulina que presenta és molt sever), i que el tractament amb la Metformina d’alguna

manera anul·laria aquest efecte “reactivant” l’activitat dels receptors WT.
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CONCLUSIONS

1 Les tècniques moleculars i bioquímiques emprades en aquest treball són útils per

caracteritzar el receptor d’insulina a nivell genètic i funcional.

2 S’ha confirmat el diagnòstic clínic dels pacients amb les síndromes genètiques de

resistència a la insulina Rabson-Mendenhall i de Resistència a la Insulina Tipus A

estudiats en aquest treball, mitjançant la detecció de noves mutacions en el gen del

receptor d’insulina.

3 La resistència a la insulina que pateixen els pacients amb obesitat, lipodistròfia i

resistència idiopàtica a la insulina estudiats en aquest treball, no és deguda a

mutacions en el gen del receptor d’insulina.

4 Les mutacions que s’han descrit en el gen del receptor d’insulina en els diferents

pacients objecte d’estudi d’aquest treball, són responsables de l’alteració del

funcionament dels receptors portadors de les mateixes i per tant de la severa

resistència a la insulina que pateixen els pacients.

4.1 Els receptors amb la mutació Leu140 s’expressen menys que els receptors WT,

uneix la insulina amb un percentatge menor que els WT i amb una afinitat

lleugerament disminuïda.

4.2 La mutació d’splicing-1239Aturada afecta al processament post-transcripcional,

impedeix l’autofosforilació i aboleix l’activitat enzimàtica tirosina quinasa del

receptor.

4.3 La mutació Val1028 impedeix l’autofosforilació del receptor i aboleix la seva

activitat enzimàtica tirosina quinasa.
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5 L’efecte de les mutacions descrites sobre l’estructura/funció del receptor són les

següents:

5.1 La posició Val140 en l’exó 2 (aa 7-191) del receptor, tot i no pertànyer al domini

L1 (aminoàcids 1-119) on es troben dues regions relacionades directament amb

la unió de la insulina (aminoàcids 1-68 i 83-95), està d’alguna manera implicada

en la unió ja que la substitució de la Val per una Leu afecta a aquesta unió i a

l’afinitat.

5.2 Els receptors amb la mutació splicing-1239Aturada tenen delecionat el domini

COOH-terminal i no presenten activitat. El domini COOH-terminal del receptor és

imprescindible per l’activitat de la subunitat β del receptor que és regulada per la

interacció d’aquest domini amb els loops d’unió de l’ATP, activador i/o catalític.

5.3 La posició Ala1028 es troba dins de la seqüència consens per la unió de l’ATP

(aa 1003-1030) i tot i que no és un dels aminoàcids conservats, la substitució

de l’Ala per una Val (ambdós hidrofòbies neutres) modifica de manera dràstica

la conformació d’aquest domini impedint l’autofosforilació del receptor.

6 La Metformina no modifica l’expressió del receptor ni la unió de la insulina. La

Metformina requereix de la insulina per actuar i el seu mode d’acció seria a través

de l’estimulació de la quinasa del receptor per fosforilar substrats interns (IRS-1/2)

potenciant l’acció de la insulina, sempre i quan la quinasa del receptor sigui

funcional.

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

la insulina, són un bon model per estudiar i comprendre l’estructura del receptor i el

mecanisme d’acció de la insulina.
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ÍNDEX D’ABREVIATURES
A

ADN: Àcid desoxiribonuclèic.

A: Adenina.

A1/2/3: Pacients amb la síndrome de Resistència a la insulina Tipus A.

aa: aminoàcids.

ADNc: Àcid desoxiribonuclèic complementari.

ADNdc: Àcid desoxiribonuclèic de doble cadena.

Ala: Alanina.

AMPc: Adenina monofosforilada cíclica.

Ampr: Gen de resistència a l’Ampicilina.

APS: Persulfat amònic.

Arg: Arginina.

ARN: Àcid ribonucleic.

ARNm: Àcid ribonuclèic missatger.

Asn: Asparragina.

Asp: Àcid aspàrtic.

ATP: Adenina trifosfat.

B

Bad: Proteïna que està relacionada en processos d’apoptosis. També controla l’activitat

de la quinasa mTOR.

C

C: Citosina.

C/EBP: Enhancer binding protein. Potenciador de la unió de proteïnes.

c-Fos: Factor de transcripció.

CHO: Cèl·lules d’ovari de hàmster.

CHO-IR.Val1028: Cèl·lules d’ovari de hàmster transfectades amb el receptor d’insulina

amb la mutació Val1028.

CHO-IR.WT: Cèl·lules d’ovari de hàmster transfectades amb el receptor d’insulina normal.

CHO-RI.WT/Val1028: Cèl·lules d’ovari de hàmster transfectades amb els receptors

d’insulina normals i amb els portadors de la mutació Val1028.

CL6: Cèl·lules d’ovari de hàmster que expressen de manera estable el receptor d’insulina

humà.

C-Myc: Factor de transcripció.

CRE: Element que respon a l’AMPc.

CREB: Proteïnes que s’uneixen a l’element que respon a l’AMPc.

Cys: Cisteïna.
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D

D: Àcid aspàrtic segons la nomenclatura aminoacídica d’una sola lletra.

DMSO: Dimetil sulfòxid.

E

E: Àcid glutàmic segons el codi aminoacídic d’una sola lletra.

EGF: Epidermal Growth Factor. Factor de creixement epidèrmic.

Elk 1: Factor de transcripció.

F

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

FYF: Fenilalanina Tirosina Fenilalanina. Abreviació de la seqüència aminoacídica del

pèptid substrat sintètic emprat pels assajos de l’activitat tirosina quinasa.

FSIVGTT: Mostrejat freqüent en un test de tolerància a la glucosa intravenosa.

G

G: Guanina.

G+C: Guanina més Citocina.

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

GDP: Guanina difosfat.

GH: Growth hormone. Hormona de creixement.

Gln: Glutamina.

Glu: Àcid glutàmic.

Gly: Glicina.

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

factor de creixement.

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

GSK3: glycogen syntase kinase 3. Quinasa reguladora de la síntesi de glicogen i la

iniciació de la traducció del ARNm.

GTP: Guanina trifosfat.

H

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

Hidr: Aminoàcids hidrofòbics.

HIR-A: isoforma del receptor d’insulina humà que no conté els aminoàcids que formen l’exó

11.

HIR-B: isoforma del receptor d’insulina humà que conté els aminoàcids que formen l’exó 11.

His: Histidina.

HRP: horseradish peroxidasa.
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I

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

Ile: Isoleucina.

IPTG: Isopropil β-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 seqüencials de glucosa en plasma després de l’administració

d’insulina intravenosa.

K

KDa: Quilodàlton.

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: Cèl·lules d’ovari de hàmster que estan sotmeses a un cicle de transfecció simulat

(sense ADN).

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

N

NCBI: National Center for Biotechnology Information.

Neor: Gen de resistència a la Neomicina.

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

NGF: Necrosis growth factor. Factor de creixement necròtic.

NIH-3T3: Tipus especial de fibroblasts.

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

O

O/N: Over night. Tota la nit.

OGTT: Test de tolerància oral a la glucosa.

P
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p110: Subunitat catalítica de la PI3K.

p21 Ras: Petita proteïna G.

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

activada.

p70S6: Quinasa regulada per mTOR.

p85: Subunitat reguladora de la PI3K.

p90 RSK: Quinasa.

pb: Parells de bases.

PCOS: Síndrome de l’ovari poliquístic.

PCR: Polymerase Chain Reaction. Reacció 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. Proteín 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 homòleg a la Plecstrina.

Phe: Fenilalanina.

PI3-K: Fosfatidilinositol 3 quinasa.

PKB: Proteïna quinasa B.

PKC: Proteïna quinasa C.

PM: Pes molecular.

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

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

Pro: Prolina.

PTB: Domini d’unió a fosfotirosines.

pUC18.RI.Val1028: Vector pUC18 portador del receptor d’insulina amb la mutació

Val1028.

R

Raf-1: Serín/treonín quinasa.

RI: Receptor d’insulina.

RI∆113: Receptor d’insulina amb la deleció de 113 aminoàcids terminals.

RI∆43: Receptor d’insulina amb la deleció de 43 aminoàcids terminals.

RI.1239Aturada: Receptor d’insulina portador de la mutació d’splicing 1239Aturada.

RI.Leu140: Receptor d’insulina portador de la mutació Leu140.

RI.Val1028: Receptor d’insulina portador de la mutació Val1028.

RI.WT: Receptor d’insulina normal.

RI.WT/Val1028: Receptor d’insulina heterozigot normal i amb la mutació Val1028.

RM1: Pacient amb la síndrome de Rabson-Mendenhall.

RT: Retrotranscriptasa.
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S

SDS-PAGE: Gel electoforètic de poliacrilaminda amb sodi dodecil disulfat.

seg.: Segon.

Ser: Serina.

SH2/3:: Src homology 2/3.

Shc: Src homology collagen protein. Proteïna Src homòloga al colagen.

SHP2: Tirosín fosfatasa SHP2

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

Si: Índex de sensibilitat a la glucosa.

SIRPs: Signal regulatory proteins. Poteïnes reguladores del senyal.

Sos: Proteïna anomenda Son of sevenless.

Sp1: Factor de transcripció.

SSCP: Single strand conformation polymorphisms. Polimorfirmes conformacionals de

cadena senzilla.

T

T: Timina.

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

Thr: Treonina.

Trp: Triptòfan.

Tyr: Tirosina.

U

UTR: Untranslated region. Regió que no es tradueix.

V

Val: Valina.

vs.: versus.

W

WT: Wild type. Forma normal o salvatge.

X

Xaa: Qualsevol aminòacid.

X-Gal: 5-Bromo 4-cloro-3-indolil β-D-galactopiranosid.

Y

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

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