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Presentacio.

La diabetis de tipus 1 és el resultat de la destruccié autoimmune de les cél-lules R dels
illots de Langerhans, la qual cosa déna lloc a I'absencia d’insulina. La disminucié de les
concentracions seriques de I’hormona causa el desenvolupament d’hiperglucemia. En tals
casos, la terapia substitutoria amb insulina és la més estesa. No obstant, aquesta resulta
imperfecta, ja que els nivells circulants d’insulina que s’obtenen resten molt lluny dels
nivells que observariem en cas d’un correcte funcionament de les cel-lules B; alhora que no
evita I'aparicio de greus complicacions secundaries associades. Alternativament a aquesta
terapia, doncs, s’han realitzat trasplantaments de pancrees i illots. Aquestes aproximacions
pretenen eliminar les injeccions diaries d’insulina; no obstant aix0, i donada la possible
destruccio autoimmune dels illots trasplantats, els pacients requereixen immunosupressio
cronica. A meés, els donants sobn molt limitats i aixd fa que no puguin tractar-se un gran
nombre de pacients. Per aquesta rad, actualment s’esta investigant molt activament sobre
el desenvolupament de noves aproximacions de terapia génica en el tractament d’aquesta

malaltia.

El mascul esquelétic és el principal teixit responsable de I’eliminacié de la glucosa després
d’una ingesta. A causa de I'abséncia d’insulina en diabetis de tipus 1 el mascul és incapag
de captar la glucosa de la sang, el que contribueix al desenvolupament d’hiperglucémia.
Per altra banda, la capacitat del muscul esquelétic de produir proteines de manera

sistémica fa del muscul un teixit diana per a la produccié de proteines terapéutiques.

Aixi doncs, en el nostre laboratori ens vam proposar estudiar si la produccié constitutiva
d’insulina, juntament amb un increment de la captacio i la utilitzacié de glucosa per part
del muscul, podrien contrarestar el desenvolupament d’hiperglucemia diabetica. Per tal de
provar aquesta hipotesi, es van obtenir ratolins doble transgénics que expressaven
especificament a muscul esquelétic els gens de la insulina i la glucoquinasa, gracies a la
utilitzacié del promotor del gen de la cadena lleugera de la miosina. Després de la
induccié de diabetis experimental en aquests animals es van realitzar analisis dels
parametres serics i estudis d’expressié génica, de metabolisme hepatic i muscular. Els
resultats obtinguts mostraven que, a diferencia dels ratolins control, els ratolins doble

transgénics mostraven una normalitzacio de les alteracions diabétiques. Aixo indicava que



Presentacio.

I’expressié d’insulina i glucoquinasa podria constituir una nova aproximacio de terapia

génica per a la diabetis de tipus 1.

Entre els diferents vectors no virals per a transferir gens a muscul esquelétic,
I’electrotransferencia de DNA plasmidic en solucid és un dels métodes més atractius, ja
gue és de facil manipulacié i d’elevada eficiéncia. En aquest treball, hem utilitzat unes
condicions d’electrotransferéncia que permeten transfectar aproximadament el 80% de les

fibres del muscul amb un elevat nivell d’expressié i un minim de dany tissular.

Aixi doncs, per desenvolupar una nova terapia per a la diabetis tipus 1 es van
electrotransferir els gens de la insulina i la glucoquinasa als musculs tibialis anterior,
quadriceps i gastrognemius de ratolins diabétics. Després de I'electrotransferéncia, es va
observar que I'expressié d’insulina i glucoquinasa per part dels musculs significava la
normalitzacio de la glucemia, la recuperacio dels nivells d’insulina circulants, aixi com un
augment del metabolisme muscular i hepatic de la glucosa, el qual contribuia a millorar
I’estat general de I'animal. En aquest sentit, al contrari dels ratolins diabétics control, els
ratolins electrotransferits amb els gens de la insulina i la glucoquinasa van mostrar una
normalitzacio dels parametres sérics, un major increment de pes corporal, una tolerancia

normal a una sobrecarrega de glucosa i una normalitzacié del consum de menjar i aigua.

Per tant, aquests resultats suggereixen que la manipulacié genética del muscul esquelétic
per produir insulina i incrementar la captacid i la utilitzacié de glucosa mitjancant
I’expressio de I'enzim hepatic glucoquinasa, podria esdevenir una terapia alternativa als

tractaments actuals per a la diabetis de tipus 1.



Introduccio.

1. CONTROL DE LA HOMEOSTASI DE LA GLUCOSA.

La glucosa és la principal font d’energia que utilitzen les cél-lules. Aquest fet fa que la
regulacié de la seva concentracié en sang sigui essencial per a I’organisme, ja que
alteracions poden donar lloc a estats hiperglucémics o hipoglucémics extrems que
poden esdevenir critics per a la supervivéncia. La regulacié de la concentracié de
glucosa en sang i, en altim terme, de I'equilibri energétic es realitza a través de la
secreci6 coordinada d'insulina i glucagé per part del pancrees. Aquestes hormones son

claus en el control de la utilitzacio i la producci6é de glucosa per part de I’'organisme.

Durant el periode postpandrial tenim tres processos que actuen sinergicament per a
garantir el manteniment de I’homeostasi de la glucosa. En primer terme, I’estimulacié
de la produccié i la secreci6 d'insulina per part de les cél-lules R del pancrees. En segon
lloc, I'augment de la captacié de glucosa per part dels teixits periférics (fetge, mascul i
teixit adip6s), promogut per I'increment dels nivells de glucosa i insulina en sang. I, en
altim terme, la reduccié de la produccio hepatica de glucosa, resultat de la inhibici6 de
la secrecid de glucag6 en el pancrees. En deja, I'increment de glucagé i altres factors
hormonals i nerviosos mantenen la normoglicémia a través d’un increment de la
produccié hepatica de glucosa mitjangant I'estimulacié de la gluconeogénesi i de la
glucogenolisi. Per tant, qualsevol alteracié que afecti la funcionalitat de les cél-lules R,
del fetge, del muscul o del teixit adipds pot donar lloc a trastorns en I’lhomeostasi de la
glucosa, al desenvolupament d’intolerancia a la glucosa o, fins i tot, a diabetis mellitus

(DeFronzo,1997).

El primer pas en la utilitzacié de la glucosa per part de la cél-lula és el transport del
sucre a través de la membrana plasmatica. Aquest procés és realitzat a través d’'una
familia de proteines transportadores de glucosa (GLUT1-GLUT5 i GLUT7) que estan
estructuralment relacionades i que sén producte de gens unics (Muecler,1994; Wright,
1991). Un cop a linterior cel-lular, un grup de proteines citoplasmatiques —Iles
hexoquinases— s’encarregaran de dur a terme la fosforilacio de la glucosa a glucosa-6-
fosfat. Aquestes permetran que la glucosa incorporada dins la cél-lula pugui ser
metabolitzada cap a la formacié de glucogen, o bé intervenir en diferents vies

metaboliques com la glucolisi o la via de les pentoses fosfat.
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2. EL MUSCUL ESQUELETIC

2.1. El paper del muscul esquelétic en la homeostasi de la glucosa.

Entre els diferents teixits periférics implicats en la captacié de glucosa, el muscul
esquelétic és el que té més rellevancia ja que constitueix el 40% de la massa corporal i
s’ha descrit que la seva contribuci6 en la captacié de glucosa circulant és
aproximadament del 75% (De Fronzo, 1997). La captaci6 de glucosa per part del
muscul esquelétic es realitza per difusié facilitada a través d’un transportador, de
manera tant dependent com independent d’insulina. L'entrada de glucosa dins la
cel-lula muscular es realitza a través de les proteines transportadores GLUT4 i GLUT1.
S'ha demostrat que el muscul expressa nivells relativament elevats de transportador
GLUT4 (responsable del transport de glucosa estimulat per insulina) i nivells baixos de
transportador GLUT1 (localitzat en la membrana plasmatica i responsable de la
captacié basal de glucosa independent d’insulina). En condicions basals, el GLUT4 es
localitza en vesicules intracel-lulars i es transloca a la membrana plasmatica en resposta
a insulina (Figura 1). Aguesta translocaci6 sembla ser el principal mecanisme
mitjancant el qual la insulina estimula la captacié de glucosa per part del muscul (Rea

& James, 1997).

Un cop dins la cél-lula, la glucosa es rapidament transformada en glucosa-6-fosfat a
través de la reaccié catalitzada per membres de la familia de les hexoquinases.
S’aconsegueix aixi que els nivells de glucosa intracel-lulars siguin inferiors als
extracel-lulars i s’afavoreix I'’entrada de glucosa dins la cél-lula. Les hexoquinases I i Il
(HKI i HKII) son els isoenzims predominants en el teixit muscular. La HKII és
responsable de la fosforilacié de la glucosa en la captacio estimulada per insulina. Tant
I’activitat enzimatica com els nivells de mMRNA de HKII en el muscul esquelétic
disminueixen quan els nivells d’insulina son baixos, o bé quan la senyal de la insulina
esta alterada. Tot aix0 fa que la HKII, juntament amb el GLUT4, constitueixin el primer
pas en la utilitzacio de glucosa estimulada per insulina (Figura 1). D’altra banda, la
HKI és la responsable de la fosforilacio basal de la glucosa i, juntament amb el GLUT1,
controlen la captacié de glucosa no insulino-dependent. Estudis en animals transgénics

que sobreexpressen HKII indiquen, almenys en condicions de hiperinsulinémia i
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hiperglucemia, que la fosforilacioé de glucosa és el pas limitant en la captaci6 de glucosa

per part del mascul (Chang,1996)

La major part de la glucosa que entra a les fibres musculars en resposta a la insulina és
convertida en glucogen per poder ser utilitzada en periodes de contraccio (Figura 1).
La glucogen sintasa (GS) és una enzima clau en el control de la sintesi de glucogen
regulada per insulina. S’ha demostrat en animals transgénics que sobreexpressen GS en
muscul esquelétic que el transport de glucosa no és estrictament el pas limitant per a la
sintesi de glucogen (Mandarino, 1995). Els resultats obtinguts amb aquests animals
recolzen la hipotesi que I'activacié de la GS, aixi com un augment del transport de
glucosa, contribueixen a I’'acumulacié de glucogen en resposta a insulina en el mascul
esquelétic. La sintesi de glucogen esta alterada en diabetis tipus 2 i en individus

predisposats a desenvolupar diabetis de tipus 2 (De Fronzo. 1997).

tlnsullna

PANCREES

MUSCUL

GLUCOSA ESQUELETIC

Figura 1. Paper del muscul esquelétic en la homeostasi de la glucosa. En situacio postpandrial,
I'increment de la insulinemia produiex un augment de la captacio i la utilitzacioé de glucosa per
part del mascul esquelétic. L’increment de la concentracié d’insulina dona lloc a la translocacio
del transportador de glucosa GLUT4 i a I'activacié i sobreexpressio de la HKII. Un cop dins de
la cel-lula, la glucosa és convertida en glucosa-6-P i emmagatzemada en forma de glucogen o
metabolitzada principalment cap a la via glucolitica.
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2.2. Estructura del mascul esquelétic.

El mascul esquelétic és el responsable dels moviments de I’esquelet i de certs organs,
com el globus ocular i la llengua. Aquest tipus de muscul també sol anomenar-se
muscul voluntari ja que pot controlar-se de forma conscient. Estructuralment esta
constituit per les fibres musculars, les quals es mantenen unides entre si per un teixit
de col-lagen de sosteniment anomenat endomisi. Les fibres musculars sén cel-lules molt
allargades, cilindriques, contractils, i que contenen nombrosos nuclis aplanats situats
immediatament sota la membrana plasmatica. Aquestes s’agrupen en feixos allargats
anomenats fascicles, els quals també estan continguts en un altre teixit de col-lagen lax
(perimisi). Quasi tots els musculs consten de molts fascicles i el conjunt de la massa
muscular esta envoltada per una beina de teixit de col-lagen densa anomenada epimisi.
En I’epimisi podem trobar grans vasos sanguinis i nervis que hi penetren i que es

divideixen per ramificar-se pel muascul en el perimisi i I’endomisi. (Figura 2).

Perimisi

Vasos

Endomisi

Fibra
Muscular

Epimisi Fascicle

Endomisi

Figura 2. Estructura del muascul esquelétic.

Tot i tenir un aspecte general semblant, les fibres musculars s6n heterogenies, i es
poden distingir en fibres de contraccio lenta (tipus I) i rapida (tipus Il). Les necessitats
metaboliques de cada fibra son diferents, de manera que les fibres lentes tenen un
metabolisme aerdbic, mentre que el de les fibres rapides sera preferentment anaerobic.
Les fibres de tipus | son petites transversalment i presenten un alt contingut
mitocondrial. També posseeixen una elevada quantitat de mioglobina, fet que justifica

el color vermell d’aquests tipus de fibra i que, a més a més, disposin d’una rica
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irrigacié sanguinia. Al contrari, les fibres de tipus Il s6n més grans transversalment,
tenen un baix contingut mitocondrial i la seva dotacié de mioglobina es relativament
escassa, igual que la seva irrigacid. No obstant aquestes fibres son riques en glucogen i

enzims glucolitics.

3. LADIABETIS MELLITUS.

La diabetis mellitus engloba un grup de malalties metaboliques caracteritzades pel
desenvolupament d’hiperglucemia. Aquesta és el resultat d’un defecte en la secrecio
d’insulina, en I'accié de la insulina o per ambdues causes. Varis processos patogénics
poden estar implicats en el desenvolupament de la diabetis. D’una banda, poden ser
processos de naturalesa autoimmunitaria contra les cél-lules 3 del pancrees que porten
a la destruccié d’aquestes cél-lules i donen lloc a una absoluta deficiencia d’insulina.
D’altra banda, la diabetis és el resultat d’anomalies produides tant en les cél-lules
productores d’insulina com en les cél-lules diana de I’hormona, especialment en el
muscul esquelétic, en el fetge i en el teixit adipds. Tals anomalies desencadenen

I’aparicio de resisténcia a I’accio de la insulina.

El desenvolupament d’hiperglucémia cronica esta associada tant a I'aparicié dels
simptomes clinics caracteristics de la malaltia, com al desenvolupament de
complicacions secundaries a llarg termini. Els simptomes clinics caracteristics de la
diabetis inclouen: polidria, polidipsia, pérdua de pes, i algunes vegades polifagia i
visié borrosa. També poden acompanyar la hiperglucemia cronica alteracions en el

creixement i susceptibilitat a certes infeccions.

Les complicacions secundaries estan associades a I’aparicié de disfuncions i de fallides
de varis organs a llarg termini; especialment en ulls, ronyons, nervis, cor i vasos
sanguinis. Aguestes complicacions sén: retinopatia amb peérdua de visié; nefropatia
que pot conduir a trastorns renals; neuropatia periférica amb risc de desenvolupar
Ulceres a peus i amputacions; neuropatia autobnoma, que causa alteracions de tipus
gastrointestinal, genitourinari i cardiovascular, aixi com disfuncions sexuals.
Actualment, s’han proposat quatre mecanismes segons els quals la hiperglucemia

estaria relacionada amb el desenvolupament de les complicacions a llarg termini: (1)
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increment de la via metabolica del poliol, (2) increment del nivell de glucosilacié de
proteines i macromolécules intracel-lulars, (3) activacio de la proteina quinasa C i (4)

increment de la via metabolica de les hexosamines (Brownlee, 2001).

En els ultims anys, s’ha observat que la incidéncia mundial d’aquest tipus de malaltia
incrementa i que aquest augment pot estar Iligat a canvis produits en I'estil de vida de
la societat. Es preveu que I'any 2010 la poblacié diabética hagi augmentat un 46%
respecte al nombre de pacients observats en el 2000; és a dir, que es produeixi un
increment de 150 a 220 milions de pacients amb diabetis (Zimmet 2001). Actualment, la
diabetis de tipus 1 amb un 5-10%, i la diabetis de tipus 2 amb un 90-95% son les dues
formes de diabetis que presenten major prevalenca.

La diabetis de tipus 2 (DM2) apareix normalment en individus majors de 40 anys, tot i
gque actualment ja s’estan detectant un gran nombre de casos en nens (Ludwig, 2001).
Aquest tipus de diabetis es caracteritza pel desenvolupament d’una resisténcia a I’accié
de la insulina per part del fetge i dels teixits periféerics (muscul i adipés), i/o0 una
insuficient secrecié d’insulina per part de les cel-lules B pancreatiques per tal de
mantenir els nivells de glucosa en sang dins de la normalitat. La DM2 esta relacionada
amb una forta predisposicié genética, no obstant, aquesta és molt complexa i no esta
clarament definida. Multiples interaccions geniques i ambientals estan implicades amb
el desenvolupament de la DM2, les quals determinaran si la malaltia tindra lloc i a

quina edat (Bell, 2001).

Els individus amb DM2 passen per una série de fases abans que la diabetis es faci
evident. Inicialment, els nivells d’insulina plasmatica s’incrementen com a
consequéncia de la resistencia a I’hormona, pero es manté I’euglicémia. En una segona
fase, la hiperglucemia postpandrial esta present malgrat la hiperinsulinemia. |
finalment, la secrecio d’insulina disminueix davant la continua resistencia a I’lhormona
i a causa, també, de la mort de les cél-lules B. Aixo dona lloc a una diabetis oberta
(Lowe, 2001). En aquest tipus de diabetis també hi ha una alteracié del metabolisme
lipidic, produint-se un augment de la lipolisi en el teixit adipds i un augment de la
concentracié d’acids greixosos a nivell plasmatic. No obstant, a diferencia de la diabetis
de tipus 1, en aquest cas no té lloc el desenvolupament d’una cetoacidémia, almenys en

estadis inicials.
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La resisténcia a I'acci6 de la insulina per part dels teixits diana pot deure’s a una
disminucié del nombre de receptors, aixi com a mutacions en el propi receptor que
disminueixen la seva afinitat per ’lhormona. D’igual manera, alteracions en la via de

senyalitzacio de la insulina també poden produir I'aparicié de resisténcia (Bell, 2001).

Pel que fa al tractament, en estadis inicials els pacients amb diabetis de tipus 2 no
depenen de I'aportacié exdgena d’insulina. Ara bé, poden arribar a requerir
I’'administracié de I’hormona en estadis avancats de la malaltia sind aconsegueixen
controlar els nivells de glucosa en sang mitjancant la dieta o I'administracié

d’antidiabétics orals (Moller, 2001).

4. LA DIABETIS MELLITUS DE TIPUS 1.

La diabetis de tipus 1 (DM1) es caracteritza per la perdua de les cel-lules productores
d’insulina. Segons quin sigui I'origen de la pérdua de cel-lules B parlem de diabetis de
tipus 1 (DM1), o bé de diabetis de tipus 1 idiopatica. La DM1 presenta una major
incidencia i és intercedida per un procés autoimmune contra les cél-lules R
pancreatiques. La diabetis de tipus 1 idiopatica presenta una incidéncia molt menor i es
caracteritza per un fort component hereditari, no hi ha indicis de reaccio
autoimmunitaria contra les cél-lules B i no esta associada a la regié d’antigens

leucocitaris humans (HLA).

La pérdua de cel-lules [} condueix a una manca total d’insulina que dona lloc a
hiperglucemia i també a I'aparicié de cetoacidemia. L’abséncia d’insulina redueix la
captacio i la metabolitzaci6 de glucosa per part del fetge i dels teixits periférics
sensibles a la insulina (muscul, teixit adip6s), la qual cosa incrementa els nivells de
glucosa en sang. De la mateixa manera, els nivells sanguinis de glucagd son més
elevats que els d’insulina; aixo incrementa la produccio hepatica de glucosa per
I’activacio de les vies metaboliques glucogenolitiques i gluconeogéniques. L’aparicié
de cetoacidemia és el resultat de la mobilitzacio d’altres substrats per obtenir energia.
Els acids greixosos es mobilitzen des del teixit adipds i s6n oxidats en el fetge per
produir cossos cetonics els quals, quan s’alliberen a la sang, incrementen la seva

concentracio i donen lloc a una cetoacidémia.
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En aquest tipus de diabetis, la terapia substitutoria amb insulina és imprescindible, no
només per evitar el desenvolupament d’hiperglucémia sind també per a evitar
I’aparicié de cetoacidosi espontania que pot portar al coma diabetic, o fins i tot a la

mort del pacient.

La DM1 és la segona malaltia infantil cronica més comuna —després de I'asma— a
Europa i Nord América (Hawa, 2001). Generalment, és diagnosticada als joves i esdevé
una de les formes més severes de la malaltia. Actualment, pero, la incidencia de DM1
diagnosticada a I’edat adulta és més elevada del que préviament s’havia assumit. S’ha
observat que individus diagnosticats inicialment com a DM2, en realitat
desenvolupaven una forma de DM1 menys severa i amb una progressiéo molt més lenta

anomenada “latent autoimmune diabetis of adults” (LADA) (Mathis 2001).

Els factors genétics i ambientals s6n determinants per a I'inici i la progressio del procés
patologic de la DM1. Mentre que els factors genétics predisposen a desenvolupar la
malaltia, els factors ambientals poden activar els diferents mecanismes autoimmunes

en individus genéticament susceptibles.

4.1. Factors genetics.

Hi ha varies evidéncies que demostren que la DM1 presenta una base genética:

1. La freqténcia d’aparicié de la malaltia és 15 vegades superior en aquell sector de
poblacié que presenta antecedents familiars de diabetis (poblacié d’alt risc) que en
la poblacié general (6% poblacid alt risc vs. 0,4% poblacié general) (Thompson
1988, Spielman 1980).

2. El nivell de concordanca de diabetis entre bessons dizigotics (DZ) i monozigotics
(MZ), en els quals els factors ambientals abans i després del naixement son els
mateixos, és més elevat en bessons MZ (Salvetti, 2000).

3. La freqléncia d’'aparicié d’autoanticossos, els quals s’associen al risc de
desenvolupar diabetis, s6n superiors en la poblacié que presenta antecedents
familiars de la malaltia. Estudis realitzats en bessons MZ i DZ han mostrat una
freqliéncia d’aparicié d’autoanticossos més elevada en el cas dels bessons MZ

(Field, 2002).
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Analisis realitzades en models murins i en humans demostren que la DM1 no és tracta
d’una malaltia monogénica amb un patré hereditari tipic mendelia, siné que és un
desordre complex i poligénic. Mitjancant analisi de Iligament i analisi d’associacions,
s’han identificat més de 20 regions gendomiques anomenades intervals de
susceptibilitat, les quals mostren diferents graus de relacio amb el desenvolupament de
la malaltia. Entre les diferents regions identificades, la IDDML1 i la IDDM2 sén les que

presenten una major contribucié al desenvolupament de la malaltia (Field, 2002).

La regié IDDML1 va ser el primer locus susceptible relacionat amb el desenvolupament
de la diabetis de tipus 1, amb una contribucio del 42%. Aquesta esta localitzada dins el
complex major de histocompatibilitat (MHC) i codificada per les proteines del HLA de
classe | i classe Il (proteines implicades en la presentacio d’antigens a limfocits T- CD8+*
i CD4+, respectivament). Les molécules de classe | s’expressen en la majoria de cél-lules
i son codificades per gens dins el locus HLA-A, -B, -C. Per contra, les molécules de
classe 1l son expressades principalment en les cél-lules presentadores d’antigens
(macrofags, cél-lules dendritiques) i sén codificades per gens dins dels locus HLA - DP,
-DQ, -DR. Inicialment, es va determinar que el locus HLA-B de la regié del MHC de
classe | era responsable del desenvolupament de la malaltia (Singal 1973). No obstant,
estudis més recents han determinat que I’associacié més important vindria donada per
polimorfismes existents dins els locus HLA-DRBI, DQAI i DQBI en la regi6 de classe Il.
S’ha observat que alguns haplotips del MHC (conjunt d’al-lels de MHC presents en
I'individu) poden tenir un efecte predisposant o bé protector sobre el risc de
desenvolupar la malaltia. La combinacié dels alllels DQAI*0501-DQBI*0201 i
DQAI*0301-DQBI*0302, juntament amb els al-lels DRBI*03 i DRBI*04, és molt freqtent
dins de la poblacié caucasica amb DM1. Tanmateix, s’ha observat que la preséncia dels
al-lels DQAI*0102-DQBI*0602, DRBI*0403 i DRBI*0406 confereixen proteccié enfront
del desenvolupament de la malaltia. Varis estudis suggereixen que la preséncia o
abséncia de certs aminoacids en les cadenes DRR, DQo i DQR tindrien un paper
important a I’hora de determinar la predisposicié a la diabetis (Kelly 2001). La
preséncia d’aquests tipus de gens predisposants també poden influenciar I'inici clinic
de la malaltia. La freqtiencia de genotips d’alt risc HLA és menor en pacients diabétics

LADA (Field 2002).
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Estudis realitzats en individus caucasics han mostrat una relacié positiva entre certs
polimorfismes dins la regié génica de la insulina en el cromosoma 11p15.5 i el
desenvolupament de DM1 (Bell 1984, Julier 1991, Bain 1992, Lucassen 1993). La
influéncia d’aquest locus en el desenvolupament de la malaltia és del 10% i ha estat
identificat com a IDDM2. Dins el locus de la insulina s’ha observat que, en la regi6 5’
flanquejant del gen de la insulina, hi ha una regié formada per un nombre variable de
repeticions en tandem (VNTR) constituides per un core de 14 a 15 pb, nombre de
repeticions que estaria estretament relacionat amb aquesta associacio (Bennet 1995).
S’han identificat tres al-lels diferents en aquesta regié en funcié del nombre de
repeticions del tandem: I'al-lel de classe I, que conté entre 34 i 45 repeticions i esta
associat a un major risc (entre 2 i 5 vegades superior) de desenvolupar la malaltia.
L’al-lel de classe Il, que té aproximadament 80 repeticions i la seva associacio a la
malaltia no ha estat clarament definida. I, finalment, I'al-lel de classe Ill, que conté

entre 141 i 209 repeticions i s’ha observat que presenta un efecte protector dominant.

Alguns estudis suggereixen que la variacié en el nombre de repeticions de la regi6
VNTR tindria un efecte modulador sobre el nivell d’expressié del gen de la insulina. En
pancrees fetals i adults s’ha observat que els al-lels de classe | estan associats a uns
nivells de transcripcié més elevats que en el cas dels al-lels de classe I1l, mentre que en
el timus la relacié seria inversa (Vafadis 1997, Pugliese 1997). Un elevat nivell
d’expressié d’insulina en el timus facilitaria la induccié de la tolerancia a I’hormona
mitjancant la delecié de limfocits T especifics per a la insulina. Aix0, podria explicar
I’efecte protector dels al-lels de classe Il davant el desenvolupament de DML1.
Tanmateix, un nivell reduit d’expressié d’insulina en el timus produiria que limfocits T
autoreactius per a la insulina no fossin delecionats. Aquest fet, juntament amb
I’elevada expressio d’insulina en el pancrees en d’individus homozigotics per I'al-lel de
classe I incrementaria el risc de desenvolupar un procés d’autoimmunitat pancreatica.
En estudis realitzats a ratolins NOD (non-obese diabetic), en els quals s’incrementava
I’expressié d’insulina a timus, s’ha observat una reduccio en el desenvolupament de

DM1 (French 1997).

4.2. Factors Ambientals.
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Varies evidéncies suggereixen que els factors ambientals sén importants en el
desenvolupament de la malaltia ja que actuen sobre la penetrancia dels gens
susceptibles de diabetis:

1. L’area geografica pot ser determinant en el grau d’incidencia de la malaltia en
poblacions linguisticament i étnicament molt relacionades i amb un background
genetic similar (p. ex. Finlandia mostra una incidencia de 35 casos per cada 100.000
habitants mentre que Estonia tan sols presenta una tercera part de la incidéncia del
poble finés) (Zimmet, 2001).

2. El grau de concordanca en el desenvolupament de diabetis en bessons monozigots
és d’aproximadament el 50% (Salvetti, 2000).

3. Els gens susceptibles, que predisposen a un risc elevat de desenvolupar la malaltia
—com alguns haplotips de la regi6 de HLA de classe Il—, no manifesten una

penetrancia del 100% dins la poblacio6 afectada.

S’ha especulat molt sobre quins poden ser els diferents factors ambientals que estan
implicats en el desenvolupament de la diabetis de tipus 1. Entre els possibles candidats
podem destacar: les infeccions virals, els factors de la dieta (alletament prematur amb
llet de vaca, nitrosamines, vitamina D), les drogues (antibidtics com la bafilomicinai la

concanamycina A) i I’estrés (Zimmet 2001).

4.2.1. Infeccions Virals.

Els virus poden causar la destruccié de la cél-lula B, bé per una interacci6 directa amb
la propia cél-lula B, bé induint de forma indirecta un atac autoimmune. Aquest Ultim
podria ser motivat per varis mecanismes, com per exemple: (1) I’activacio policlonal de
limfocits T, (2) I’existéncia d’una reaccié creuada amb proteines cel-lulars en la resposta
contra un antigen viral (molecular mimicry), (3) I'expressié de molécules de MHC en les
cél-lules diana, (4) I'expressié d’antigens amagats o la generacié de neoantigens

(Robles, 2001).

La infeccio congénita amb el virus de la rubéola ha estat directament relacionada amb
un increment en el risc de desenvolupar desordres autoimmunes. Es considera que el
20% dels infants amb rubeola congénita desenvoluparan DML1, o, fins i tot, altres

malalties autoimmunes com la tiroiditis autoimmune (Robles, 2001). Estudis recents
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mostren que determinants antigenics existents en el virus de la rubeola i en I'acid
glutamic descarboxilasa (GAD) poden ser reconeguts per les mateixes cél-lules T de
pacients amb DML, el que suggereix que I'existéncia d’homologia molecular podria ser

el mecanisme d’inducci6 de la malaltia (Ou, 2000).

També s’ha observat una associacié entre el desenvolupament de DM1 i les infeccions
enterovirals (Roivainen, 1998; Nairn, 1999; Sadeharju 2001). Mitjancant la técnica de
RT-PCR s’ha detectat la preséncia de RNA enteroviral en les cel-lules sanguinies en un
percentatge elevat de pacients diabétics recentment diagnosticats (Yin, 2002). Tot i que
hi ha diversos virus de la familia dels enterovirus que han estat implicats en el
desenvolupament de DM1, molts estudis han trobat una associacié directa amb la
infeccio amb Cocsakie virus. Els Cocsakie virus B4 i B5 han estat aillats de pancrees de
pacients amb un inici agut de DM1. També s’ha observat que aquests virus sén capacos
d’induir diabetis en soques de ratoli susceptibles. Igualment, s’ha observat que la
infeccié amb el serotip B4 déna lloc a un increment de I'expressio de GAD 65 (Jaeckel,
2002).

Altres virus que s’han relacionat amb el desenvolupament de DM1 soén els
citomegalovirus (CMV), els retrovirus i el virus d’Epstein-Barr (EBV). Aquests ultims
porten antigens especifics que poden reaccionar a la cadena 8 de HLA-DQ (Classe II).
De la mateixa manera, s’han identificat virus diabetogénics en ratolins i rates. El virus
de la encefalomiocarditis (EMC) en ratoli i el virus de kilham (KRV) en rata. Ambdds

infecten només a soques susceptibles (Jaeckel, 2002).

4.2.2. Factors de la dieta.

Estudis epidemiologics en humans han associat un increment del risc de desenvolupar
diabetis mellitus de tipus 1 a la substitucio prematura de la llet materna per llet de vaca
dins els tres primers mesos de vida (Gerstein, 1994; Norris 1996). S’ha suggerit que un
elevat consum de llet de vaca durant la infantesa pot predisposar el nen al
desenvolupament d’autoanticossos associats a la diabetis alhora que en promou la
progressio (Virtanen, 1998). A més, estudis realitzats en models animals de diabetis
espontania als qui s’administraven proteines de la llet mitjancant I'aigua de beguda,

han mostrat que aquestes poden ser diabetogéniques (Johnson, 2000).
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L’existencia de certes regions d’homologia entre les proteines de la llet i els antigens de
I’illot s’han relacionat amb el mecanisme a través del qual realitzarien el seu efecte
immunologic. En periode neonatal, I'intesti pot ser permeable al pas d’antigens a la
sang i generar la produccié d’anticossos. Entre les diferents proteines de la llet,
I’'albimina sérica bovina (BSA) i la R-caseina podrien ser responsables del
desenvolupament de DM1 en humans i ratolins. Una resposta contra la BSA pot
produir una reaccid creuada amb components de la cél-lula 3. Existeix una regi6é dins
de la proteina BSA, anomenada ABBOS, que avarca des de I’'aminoacid 152 fins al 168,
la qual presenta una elevada homologia amb la subunitat 3 de la proteina DR i DQ del

MHC de classe Il (Schrezenmeir, 2000).

La ingestio de nitrosamines i una disminucié del consum de vitamina D son altres
factors de la dieta relacionats amb la patogeneicitat de la DM1. Les nitrosamines estan
presents, normalment, en el fum del tabac i en carns fumades, mentre que s’ha
observat que la vitamina D pot tenir un efecte modulador de la reactivitat del sistema

immunitari (Gorus 2001).

4.2.3. Toxines.

Petites quantitats de bafilomycina Al (bafAl) poden causar una reduccié de la
tolerancia a la glucosa i una alteracio dels illots pancreatics en ratolins (Myers, 2001).
La BafAl i les substancies relacionades son produides per espécies de Streptomyces.
Aquestes especies son la font de la streptozotocina, un agent usat per a produir
diabetis experimental en ratolins. Les Streptomyces s6n ubiqiies en la terra i algunes
poden infectar tubercles com patates o canya de sucre (Myers, 2001). D’aqui que una
repetida exposicié a la toxina produida per les Streptomyces en la dieta podria ser

diabetogenica en humans genéticament susceptibles.

4.2.4. Estres.

L’estrés té un efecte cooperant més que promotor en el desenvolupament de la

malaltia. Aquest presenta un efecte modulador en el sisterma immunitari i incrementa

els nivells de glucosa en sang. L'augment de la glucémia és produit per una
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estimulacio en I'alliberacié d’hormones contrareguladores, aixi com la induccié de

certa resisténcia a I’acci6 de la insulina (Pickup 1997).

4.3. Patogenesi.

En el desenvolupament de la DM1 podem distingir dues fases ben diferenciades: (1)
insulitis; quan una barreja de limfocits i altres cél-lules immunitaries envaeixen els
illots, i (2) diabetis, quan la major part de les cél-lules 3 han estat destruides i no hi ha
prou producci6 d’insulina per regular els nivells de glucosa en sang, el que déna lloc a
la hiperglucémia (Thomas, 2000). Un cop iniciat el procés autoimmune contra els illots,
el temps de progressio de la destruccio de les cel-lules B pot ser més o menys rapid. Hi
ha individus en qué el periode d’insulitis pot durar mesos, mentre que en altres casos

poden passar anys abans que es desenvolupi una diabetis oberta (Kukreja, 1999).

4.3.1. Iniciacio de la diabetis de tipus 1.

La patogénia de la DM1 s’ha estudiat extensament, no obstant, els mecanismes
relacionats amb la iniciacio i la progressio de la resposta immunitaria encara no estan
plenament identificats. En algun moment determinat, cél-lules presentadores
d’antigens (APC’s) capten i processen autoantigens derivats de les cél-lules B, els quals
son posteriorment presentats a limfocits T autoreactius. S’ha suggerit que aquest
primer contacte entre els autoantigens i els limfocits T es realitza en els noduls limfatics
gue drenen les cel-lules 3 pancreatiques. Una vegada preactivats, els limfocits T es
dirigeixen cap als illots, on, per segona vegada, es posen en contacte amb I'antigen;

aixo els reactiva i desenvolupa la resposta immunitaria (Mathis, 2001).

L’efecte d’algun factor ambiental o bé d’algun procés fisioldgic produit al poc temps de
néixer poden ser les causes de I'alliberament dels autoantigens, els quals son captats
per les APC’s. S’ha descrit que es produeix una onada d’apoptosi de cél-lules B a les
dues setmanes després del naixement, la qual pot estar associada a un procés de
remodelacié tissular (Trudeau, 2000). Igualment, la infeccié de certs tipus de virus
poden produir la lisi de les cel-lules R infectades o un increment en la expressio

d’autoantigens (Jaeckel, 2002).
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GADG65, insulina i IA-2 sén els tres principals autoantigens relacionats amb el
desenvolupament de la DM1. GAD65 és una isoforma de Iacid glutamic
descarboxilasa. Varis estudis donen un paper important a aquest autoantigen en el
desenvolupament de la DML1. Aixi, s’ha observat que cel-lules CD4+ Thl GAD-
reactives aillades de ratolins NOD indueixen diabetis en ratolins NOD scid
(Zekzer,1998). Ratolins NOD transgénics han demostrat que I’'expressié o la supressio
de la proteina GADG65 en les cél-lules 3 és determinant per al desenvolupament de
DML1 (Yoon, 1999). IA-2 (també coneguda com ICA512) és un membre de la familia de
les proteines transmembrana amb activitat tirosina fosfatasa. Aquesta proteina es
localitza en les vesicules secretores de les cél-lules 3 i estaria implicada en la secrecio
d’insulina (Notkins, 2002). Entre els diferents autoantigens coneguts, la insulina és
I’Gnica proteina especifica de la cel-lula B. Estudis realitzats en ratolins NOD donen un
paper important a la insulina en el desenvolupament de la diabetis. Igualment, s’ha
identificat un clon de cél-lula T CD8+* especific contra la cadena B de la insulina, el qual

causa diabetis en ratolins NOD neonatals (Wong, 1999).

4.3.2. Tipus cel-lulars implicats en el desenvolupament de la diabetis de tipus 1.

Varis tipus cel-lulars del sistema immunitari han estat implicats en I’inici i la progressié
de la insulitis entre els quals, els macrofags, els limfocits B i T, les cél-lules dendritiques
i les cél-lules NK-T jugarien un paper important. Aquests poden actuar com a cél-lules
presentadores d’antigens (APC), com a cel-lules efectores o bé com a reguladors de la

resposta immunitaria.

Els macrdfags tenen un paper important com a APC’s i com a cél-lules efectores en la
destruccid de la cél-lula 3. La infiltracié d’aquestes cel-lules precedeix la infiltracio de la
resta de cél-lules del sistema immunitari (limfocits T, cél-lules NK i limfocits B). S’ha
observat que la inactivacié dels macrdfags amb silica resulta una quasi completa
prevencio de la insulitis i la diabetis (Yoon, 2001). Varis estudis demostren que els
macrofags tenen un paper essencial en el desenvolupament i en I'activacié de les
cél-lules T citotoxiques que destrueixen les cél-lules 3 pancreatiques. Els illots
trasplantats en ratolins NOD defectius en macrofags no sén destruits per les cél-lules T.
Aix0 indica que, en un ambient defectiu de macrofags, els limfocits T perden la seva

capacitat per diferenciar-se en cél-lules T citotoxiques que poden destruir cél-lules R.
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No obstant, quan aquestes cél-lules T son transferides a ratolins NOD normals,
recuperen el seu potencial citotoxic i indueixen el desenvolupament de diabetis (Jun,
1999). Tanmateix, els macrofags també tindrien un paper important com a cel-lules
efectores en la destruccid de les cél-lules 3 mitjancant la secrecié de citoquines com la

IL-1B8, TNF-a i INF-y, 0 bé mitjancant la produccié de radicals lliures (Yoon, 2001).

Les cél-lules dendritiques sén un altre dels tipus cel-lulars amb un paper important
com a APC’s. Aquestes estan entre les primeres cel-lules presents en el procés
inflamatori pancreatic en ratolins NOD i sén abundants en la insulitis humana

(Kukreja, 1999).

S’ha descrit que els limfocits B tindrien una doble funcié en la patogénesi de la DML1.
Aquests poden actuar bé com a cel-lules presentadores d’antigens a limfocits T, i com a
cel-lules efectores mitjancant I’expressio d’autoanticossos contra els autoantigens, els
quals induirien una resposta citotoxica mitjangada per anticos. S’ha observat que la
eliminacio de limfocits B mitjancant el tractament amb anticossos anti-p elimina

completament el desenvolupament de la insulitis (Noorchashm, 1997).

Varies observacions han donat un paper principal als limfocits T en el
desenvolupament de la DML1. Aixi, les analisi immunohistologiques mostren que la
majoria de cel-lules leucocitaries en els illots son cél-lules T, que la malaltia no es
desenvolupa en ratolins NOD timectomitzats o atimics i que la diabetis pot ser
transferida mitjangant la injeccié de limfocits T de ratolins diabetics en ratolins sans
(Mathis, 2001). Existeixen dos subtipus de cel-lules T: cél-lules T CD8*citotoxiques (Tc) i
cél-lules T CD4+ helper (Th), les darreres de les quals tenen un paper principal com a
cel-lules efectores. Similarment, les cél-lules Th es poden diferenciar en Thl o Th2, en
funcié del tipus de citoquines que expressen i el tipus de resposta immune que
indueixen. Les cél-lules Thl estan relacionades amb una resposta immune del tipus
cel-lular, com és el cas de la diabetis. Estudis de transferéncia de clons limfocitaris
CD4+ o CD8* han demostrat que aquests dos subtipus cel-lulars estan implicats en la
patogénesi de la malaltia, essent necessaria I'actuacié de tots dos per a un
desenvolupament optim (Nagata, 1992). Els limfocits T CD8* o CD4+ responen
especificament contra antigens sintetitzats per les cel-lules 8 els quals seran presentats

mitjancant les proteines del MHC de classe | o de classe Il, respectivament. Varis
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estudis suggereixen que el mecanisme efector de les cél-lules T sera diferent en funcié
del subtipus cel-lular. La mort cel-lular provocada pels limfocits T CD8+ es produeix
pel reconeixement directe d’un antigen presentat per la propia cél-lula 3, mentre que en
el cas dels lifocits T CD4, la mort cel-lular es produira per un mecanisme indirecte lligat
a la proximitat de les cel-lules B respecte a les cél-lules T. Les cél-lules presentadores
d’antigens activaran els limfocits T-CD4+ els quals induiran la mort de les cel-lules 3

mitjancant la secrecié de mediadors solubles (Yoon, 2001).

Les cel-lules NK-T (Natural Killer-T) també podrien tenir un paper molt important en
la regulacio de la resposta autoimmune. Aquestes es diferencien de la resta de limfocits
derivats del timus en quée expressen marcadors cel-lulars caracteristics de les cel-lules
NK (Natural Killer), aixi com un receptor de cél-lules T (TCR) quasi-invariable. Despreés
de I'estimulaci6 a través del TCR, les cél-lules NK-T expressarien grans quantitats de
IL-4, induint aixi la diferenciacio i el creixement de cél-lules Th2 i regulant
indirectament la resposta immune mitjancada per cél-lules Thl. Estudis realitzats en
ratolins NOD han mostrat una marcada reduccio en el nombre de cél-lules NK-T aixi

com en la seva capacitat funcional (Chatenoud,2002).

4.3.3. Mecanismes de destruccio de les cel-lules R.

L’activacié de les cél-lules efectores, bé pel reconeixement directe d’un autoantigen
presentat per la propia cel-lula 3, bé, indirectament, a través d’APC’s, donara lloc a
I’activacid de varis mecanismes que induiran la mort de la cél-lula . Aquests
mecanismes inclouen factors com la perforina, les citoquines, els radicals Iliures i els
lligants de mort cel-lular produits per cél-lules T (CD4+ o CD8+), els macrofags o per

cel-lules B (Figura 3) (Thomas, 2000).

La perforina és una glicoproteina de 534 aa, I’expressio de la qual esta principalment
confinada a les cél-lules CD8* i a les cél-lules NK. La insercié de complexes de perforina
tubulars dins la membrana plasmatica de la cél-lula 8 condueix a la lisi cel-lular per
osmosi. S’ha descrit que els ratolins NOD deficients en perforina desenvolupen
insulitis, perd que, no obstant, la incidencia de diabetis és significativament menor i

forca més tardana (Kagi, 1997).
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Fas és un lligant de mort cel-lular que ha estat relacionat amb el desenvolupament de la
DML1. Varis treballs indiquen que Fas tindria un paper principal com a mecanisme
efector de la mort de la cél-lula B. S’ha descrit que ratolins NOD Ipf/Ipf (defectius en
Fas) no desenvolupen insulitis o diabetis, ni de manera espontania ni per transferéncia
adoptiva d’esplenocits de NOD o clons de cel-lules T (Wong, 1996; Chervonsky, 1997).
No obstant, estudis de transferéncia d’illots de ratolins NOD Ipf/Ipf a ratolins NOD

normals donen un paper menor a Fas com a mecanisme efector (Thomas, 2000).

Varis estudis realitzats en ratolins NOD han mostrat una associacié entre el
desenvolupament de la DM1 i un increment de [I'expresssi6é de citoquines
proinflamatories (IL-1, TNF-a i INF-a) i citoquines Thl (INF-y, TNF-B, IL-2 i IL-12). En
canvi, I’expressio de citoquines Th2 (IL-4, IL-10) ha estat associada a un efecte
protector. No obstant aix0, s’ha observat que tant clons cel-lulars Thl com Th2 poden
transmetre diabetis a ratolins NOD. Aix0 suggereix, que el paradigma Th1/Th2 no és
absolut. S’ha descrit que I'efecte citotoxic de les citoquines pot ser mitjangat
directament sobre les cél-lules B per la induccio de radicals lliures (cas de INF-y, IL-1,
TNF-a, TNF-B) o perque les sensibilitza davant la destruccio produida per les cel-lules
T. S’ha descrit que INF-y pot induir un increment de la expressiéo de MHC de classe |,
aixi com IL-1 —i, possiblement, també TNF-a, INF-y— poden ser els responsables d’un

increment de I'expressi6 de Fas per part de la cél-lules B (Rabinovich, 1998).
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Figura 3. Mecanismes de destrucci6 de la cel-lula 3: A, Mecanisme de destrucci6 directe de les
cél-lules B. Autoantigens que son processats i presentats com a péptids acomplexats amb
molécules de MHC de classe | sobre la superficie de les cel-lules B sén reconeguts per limfocits T
CD8+ citotoxics especifics d’antigen. La interaccié produida donara lloc a una sobreexpressié
del nombre de molécules co-estimuladores (e.g. FAS/FASL). Una série d’esdeveniments en la
via de senyalitzacio produira la induccio de la mort de la cél-lula B per apoptosi a través d’un o
varis mecanismes efectors (e.g. FAS/FASL, Perforina/Granzime). B, Mecanisme indirecte de
destruccié de la cél-lula B. Autoantigens que son fagocitats, processats i presentats com a
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péptids en un complex amb molécules de MHC de classe Il sobre la superficie de APC’s (e.g.
macrofags i cél-lules dendritiques) son reconeguts per limfocits T CD4+ especifics d’antigen. A
causa de la interaccié es sobrexpressaran molécules co-estimuladores (e.g. CD28/CD80) i es
promocionara I'alliberacié d’una varietat de citoquines (e.g. Interferd y (INF-y), tumor necrosis
factor o (TNF-a)), i NO (0xid nitric) de cél-lules T CD4+ i APC'’s, el que produira I'apoptosi de
les cél-lules R adjacents.

4.4. Models animals per a I’estudi de la diabetis de tipus 1A.

L’aparicio dels simptomes clinics en la DM1 té lloc quan més del 80% de la massa de la
cél-lula 3 ha estat destruida i la major part dels processos inicials de la malaltia ja s’han
produit. Aquest fet dificulta I’estudi de la patologia. Per aquest motiu, s’han obtingut i
estudiat varis models animals amb la finalitat de conéixer i dissenyar noves estratégies
per al tractament de la malaltia. Actualment, els més utilitzats son models animals de
diabetis espontania i de diabetis induida experimentalment mitjancant la injeccio de

toxics especifics contra les cél-lules 3.

4.4.1. Models de diabetis espontania: Ratolins NOD (non-obese diabetic).

La linia de ratolins NOD deriva d’una sublinia de ratoli Jcl:ICR i va ser establerta al
Japo en els laboratoris Shionogi Aburahi el 1980. Aquesta linia presenta un fenotip
molt semblant a I'observat en la diabetis autoimmune humana: poldipsia, polidria,

glucosuria severa, hiperglucémia i deficiéncia d’'insulina (Makino, 1980).

Estudis histopatologics descriuen la preséncia d’infiltracié leucocitaria (limfocits T
CD4, CD8, macrofags i cel-lules NK) en els illots del pancrees a partir de les 3 setmanes
d’edat, un fet també caracteristic en el desenvolupament de la malaltia en humans. Els
NOD expressen una Unica molecula de MHC de classe Il, I-Ad7, que els fa susceptibles
a desenvolupar diabetis. Aquesta és estructuralment i funcionalment homologa a la
molecula de MHC de classe Il humana HLA-DQ8, relacionada amb un alt risc de
desenvolupar la malaltia. De la mateixa manera, els principals autoantigens en els

NOD també sén GAD, (pro)insulina i IA-2 (Adorini, 2002).

La remissié espontania s’observa rarament i els animals moren entre 1 0o 2 mesos
després de I'inici de la malaltia, a no ser que se’ls tracti amb terapia substitutoria

d’insulina. L’edat d’inici i la penetrancia de la malaltia és diferent en funcié del sexe.
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Les femelles desenvolupen la malaltia a les 10 setmanes d’edat, mentre que els mascles
ho fan a les 20 setmanes. La incidéncia acumulativa de la malaltia en condicions
d’estabulacio lliures de patdogens (SPF) a les 30 setmanes de edat és del 70-80% en les

femelles, mentre que en els mascles és, aproximadament, del 20% (Kikutani, 1992).

S’ha descrit que existeixen terapies efectives en la prevencio i el tractament de la
diabetis autoimmune, les quals han tingut éxit en aquest model animal perd que, no
obstant, han fallat quan s’han provat en humans. Aix0 indica, que no és facil
extrapolar els resultats dels models animals als humans. Aquest fet s’ha associat a
I’elevada consanguinitat que presenten els ratolins NOD, mentre que la poblacio

humana és molt heterogénia (Adorini, 2002).

Tot i que la incidencia de la malaltia es veu afectada per factors ambientals i respon a
immunomanipulacions, aquests no sén una limitacié en I'Gs dels ratolins NOD per a
I'estudi de la patogénesi de la diabetis autoimmune. Per altra banda, una gran
guantitat d’informacié sobre la patogénesi de la DM1 s’ha obtingut mitjangant la
manipulacié genética de ratolins NOD. L’expressi6 de diferents transgens
—especificament, en les cél-lules 3 pancreatiques sota el control del promotor del gen

de la insulina de rata (RIP)— hi han contribuit substancialment (Kay, 2000).

4.4.2. Models de diabetis experimental: Tractament amb estreptozotocina (Stz).

La Streptozotocina (Stz) [2-deoxy-2-(3-methyl-3-nitrosurea) 1-D-glucopyranosa] és un
antibiotic d’ampli espectre produit per Streptomyces achromogenes. El seu efecte
diabetogenic va ser detectat pels Laboratoris Upjohn quan testaven potencials

antibiotics contra aquest microorganisme.

La Stz danya les cél-lules B d’una manera selectiva, ja que entra a I’interior cel-lular a
través del transportador GLUT2. S’ha proposat que, un cop dins, la Stz pot realitzar el
seu efecte toxic mitjancant diferents mecanismes: (1) metilacié de DNA, (2) generacio
de radicals lliures i (3) produccié d’oxid nitric. La generaci6 d’ions carboni (CHs*) a
partir de la descomposicié del radical nitr6s de la molécula de Stz produira el
trencament del DNA per I'alquilacié de bases. La fragmentaciéo del DNA induira la

reparacié del mateix mitjancant I'activacié de I'enzim poli(ADP-ribosa) sintetasa.

22



Introduccio.

L’activacié d’aquest enzim disminuira el contingut de NAD+ intracel-lular i produira
una disminucié en la produccié d’energia depenent de NAD+ i el metabolisme proteic,
el que provocara, finalment, la mort cel-lular. S’ha observat que inhibidors de la
poli(ADP-ribosa) sintetasa protegeixen la cel-lula B de la depleci6 de NAD+ i de la
mort cel-lular produida per la Stz (Wilson, 1984).

L’estrés oxidatiu produit per la formaci6 de radicals lliures té un efecte important en la
toxicitat de la Stz. S’ha observat que el tractament amb el toxic incrementa la produccio
de peroxid d’hidrogen, mentre que I'administracié intravenosa prévia de superoxid
dismutasa confereix una proteccié enfront la toxicitat produida per la Stz (Robbins,
1980). Actualment, existeix certa controversia respecte al paper del NO com a mitjancer
de la toxicitat de la Stz. Estudis in vitro han mostrat que el NO té un efecte toxic i que
aquest pot ser produit per les propies cél-lules (Turk, 1993; Kwon, 1994). No obstant,
resultats més recents posen en dubte que in vivo hi hagi una produccié de NO per part

de la propia cel-lula B que indueixi la mort cel-lular (Papaccio, 2000).

El protocol d’administracié de la Stz en ratolins té també un paper important en el
mecanisme d’induccié de diabetis. Si s’administra intraperitonealment una Unica dosi
de Stz a una elevada concentracié6 (>160 mg/kg de pes viu), el toxic destrueix
rapidament les cel-lules 3 dels illots per una accio citotoxica directa, el que produeix la
pérdua de més del 90% de la insulina pancreatica i I'aparicié d’hiperglucéemia.
Alternativament, es poden realitzar multiples administracions de dosis baixes de Stz
(40-50 mg/kg de pes viu). En aquest cas, es redueix I'accié citotoxica de la Stz pero
s’indueix una resposta inflamatoria contra les cel-lules B. La infiltracio limfocitaria
(insulitis) destrueix les cél-lules B dels illots i causa una severa diabetis. Aquest metode

d’administracié és 'anomenat “multiple low dose streptozotocin” (MLDStz).

L’edat, el sexe i la soca de ratoli juguen un paper important en la susceptibilitat de
desenvolupar insulitis i hiperglucemia mitjangant el metode de MLDStz. S’ha observat
que, amb una dosi de 40 mg/kg de pes viu, les soques de ratoli CD1 i C57BI/KsJ]
presenten una major predisposicié a desenvolupar insulitis i hiperglucémia, mentre
que les soques de ratolins BALB/c, C57BI6/SIL, DBA/2) i C3H/He so6n resistents a
aquesta dosi. Tanmateix, aquestes soques més resistents desenvolupen una clara

hiperglucemia al incrementar la dosi de Stz fins a 50 mg/Kg de pes viu, sense
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presentar diferéncies significatives en el grau d’insulitis (Rossini, 1977). Resultats
recents relacionen la reducci6 o sobreexpressio de IL-4 i IL-10 (citoquines del tipus Th-
2) amb la susceptibilitat o resisténcia a desenvolupar un major o menor grau d’insulitis

en el model MLDStz (Muller, 2002).

5. TRACTAMENT DE LA DIABETIS MELLITUS DE TIPUS 1.

Actualment, s’han desenvolupat dues aproximacions terapéutiques per la malaltia: (1)

la terapia substitutoria amb insulina i (2) el trasplantament de pancrees o illots.

5.1. Terapia substitutoria amb insulina.

La terapia substitutoria més convencional consisteix en I'administracié subcutania
d’insulina exogena. L’objectiu d’aquesta terapia és mantenir la normoglicemia. Per
aconseguir-ho es requereix que el perfil insulinémic del pacient diabetic sigui igual al
que tindria un individu normal, és a dir, uns nivells basals d’insulina superposats amb

uns pics d’insulina postpandrials.

Per tal de mimetitzar els perfils d’insulinemia normals, la insulina exogena
s’administra en forma de dues preparacions; les preparacions d’accié rapida i les
d’accié lenta. Les preparacions d’insulina d’accié rapida, el que s’anomena regular
insulin, estan constituides per molécules d’insulina en solucié, les quals sén
rapidament absorbides. Aquest tipus de preparacions son utilitzades per cobrir els
requeriments pandrials d’insulina i presenten el seu inici d’acci6 als 20-30 minuts, un
pic a les 1-2h i una duraci6 de 6-8 hores després de la seva administracié subcutania.
La tendéncia de la insulina a associar-se en forma d’hexamers en condicions
fisiologiques dificulta la seva absorcié i esdevé un dels principals obstacles per
aconseguir un perfil fisiologic normal després de la injeccié subcutania (Dimitriadis,
1983). Per aquest motiu, mitjancant la modificacié de la seqliéncia d’aminoacids de la

insulina, s’han obtingut diferents analegs de curta duracio en els quals s’ha reduit la
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seva associacié a altres molécules d’insulina, el que permet obtenir una absorcié més

rapida (Brange,1997; Bolli GB, 1999).

Les preparacions d’accié lenta sén utilitzades per suplir la falta d’insulina durant els
periodes nocturns. Aquestes es produeixen en acomplexar la insulina amb protamina
(NPH) o zenc (lente insulin), de manera que aquestes preparacions contenen agregats
d’insulina soluble de diferents mides, els quals es van alliberant més lentament un cop
son administrats subcutaniament. Les insulines d’accid lenta presenten un perfil
d’accié més sostingut, amb un inici d’acci6 a les 1-2 hores, un pic a les 4-8 hores i una
duracio de fins a 12-18 hores post injeccio (Pickup,1997). Les preparacions de llarga
duracié d’insulina tenen tres defectes farmacocinétics i farmacodinamics importants:
(1) el pic d’alliberacié d’insulina, 4-5 hores post injeccié subcutania, coincideix amb
I'interval de temps en qué menys requeriments d’insulina sén necessaris, el que
incrementa el risc d’hipoglucémia, (2) a les 5-6 hores després del pic d’accié hi ha una
eliminacio rapida de la insulina que coincideix amb el periode en que es produeix el
fenomen del dawn (moment de menor sensibilitat a la insulina), moment en queé es
requereix una major quantitat d’insulina per evitar la aparicié d’una hiperglucémia en
dejd, i (3), la variabilitat existent en I'absorcié de la insulina després de la injeccio
subcutania. Actualment, s’han desenvolupat diversos analegs d’insulina per a les

preparacions de llarga duracié amb la finalitat d’oferir un millor perfil insulinémic.

Normalment, s’administren preparacions combinades d’insulina rapida i lenta, les
quals es presenten en unes proporcions predeterminades. No obstant, tot i intentar
mimetitzar el perfil endogen d’insulina, encara estan allunyats del que seria el perfil
fisiologic d’un individu normal, alhora que produeixen en molts casos l'aparicié

d’estadis d’hiperglucemia i hipoglucemia.

La insulina pot ser injectada subcutaniament de manera rutinaria en bracos, cames,
abdomen i natges. La rotacio del lloc de injeccié és important amb la finalitat d’evitar

I’aparicio de lipohipertrofia i lipoatrofia (American Diabetes Association, 2001).

Els pacients diabétics poden utilitzar diversos régims d’administracié d’insulina per
obtenir uns nivells d’insulina en sang que permetin mantenir un bon control de la

glucemia. Entre els diferents régims establerts, la terapia intensiva amb insulina s’ha
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descrit com el regim més adequat per assolir una glucemia més proxima a la
normalitat. Aquesta esta centrada en aconseguir la normoglucémia mitjancant 3 0 més
injeccions diaries d’insulina, o mitjancant I'implant d’una bomba d’insulina. S’ha
descrit que aquest tipus de terapia permet aconseguir un bon control de la glucémia,
aixi com una reducci6 entre el 35% i el 70% de la progressio i el desenvolupament de
les complicacions cliniqgues més severes associades a la diabetis. No obstant, aquest
tipus de tractament no és aplicable a la majoria de pacients, com nens 0 ancians, ja que
requereix un control exhaustiu. A més a més, duu associat un elevat risc d’aparicio

d’episodis hipoglucémics (DCCT, 1993).

5.2. Trasplantament de pancrees i illots.

Els trasplantaments de pancrees i illots pretenen proporcionar una font endogena

controlada d’insulina i altres hormones de les cél-lules dels illots.

5.2.1. Trasplantament de pancrees.

El trasplantament de pancrees és I'Gnic dels tractaments existents que és capac de
restaurar el metabolisme normal durant llargs periodes de temps. Aquest esta associat
a una normalitzacié de I’homeostasi de la glucosa i a un estat d’independéencia a la
insulina que milloren la qualitat de vida del pacient. No obstant aquests beneficis van
acompanyats d’importants riscs: (1) el procediment quirdrgic encara és molt complicat
técnicament i esta associat a un elevat index de mortaldat i (2) es requereix d’un
tractament d’immunosupressié cronica el qual comporta un elevat risc de patir
infeccions i desenvolupar tumors. De la mateixa manera, estudis realitzats sobre els
avantatges del trasplantament de pancrees respecte al desenvolupament de les
complicacions secundaries han demostrat que, tot i els beneficis obtinguts, aquest
Gnicament té un efecte estabilitzador de les complicacions secundaries si tenim en
compte que aquestes ja estan molt avancades quan es realitza el trasplantament
(Landgraf, 1996). Per aquest motiu, el trasplantament de pancrees és una opcid que
normalment es duu a terme tard, quan apareixen complicacions renals importants i es

requereix un trasplantament de ronyo6 (Pipeleers, 2002).
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5.2.2 Trasplantament d’illots.

El trasplantament d’illots ha esdevingut actualment una de les alternatives més segures
al trasplantament de pancrees. Estudis en models animals han mostrat que mitjangant
I’Gs de tecniques quirdrgiques més senzilles, aquests es poden implantar en varis llocs
de I'organisme (melsa, fetge, capsules suprarenals, etc.), la qual cosa permet obtenir un
millor alliberament d’insulina a nivell periféric. Durant els ultims anys diversos
pacients diabétics han estat sotmesos a aquest trasplantament. No obstant, un baix
nombre de pacients han desenvolupat insulino independencia durant llargs periodes
de temps. Tot i aixi, aquest tractament suposa una recuperacié de la produccio
endogena d’insulina; el que comporta una millor homeostasi de la glucosa amb un
menor nombre d’episodis d’hipoglucémia, una normalitzacié de la hemoglobina
glicosilada, aixi com, un potencial retard en les complicacions secundaries associades
(Pippelers,2002; Oberholzer, 2001). Recentment, el grup d’Edmonton ha realitzat el
trasplantament d’illots a varis pacients diabétics de tipus 1 amb un nou régim
immunosupressor lliure de glucocorticoids, cosa que ha permes obtenir un elevat

percentatge d’éxit (assoliment d’insulino independéncia) (Shapiro,2000).

La manca de donants d’illots apropiats, el requeriment d’immunosupressié per tal
d’evitar el rebuig de I'implant, aixi com la recidiva de la malaltia s6n actualment els
principals problemes per a I'aplicacio clinica del trasplantament d’illots en el

tractament de la DM1.

Un dels problemes que agreugen la manca de donants d’illots és I'abséncia d’un
metode optim per a la seva purificacid. En els estudis d’Edmonton es van requerir de 2
a 4 pancrees en cada trasplantament, ja que el nombre d’illots necessari per assolir la
insulino independéncia era d’un minim de 9000 illots trasplantats per pacient. Aquest
nombre representa el 50% d’illots que trobem en un pancrees (Shapiro, 2000). Per
aquest motiu, actualment s’esta investigant el desenvolupament d’un procediment
optim de purificacio d’illots i la seva manipulacioé genetica per evitar el rebuig. També
s’esta investigant I'obtenci6é d’una font alternativa de cél-lules productores d’insulina,
aixi com la generaci6 d’una linia de cel-lula R i la diferenciaciéo de cél-lules mare

embrionaries o adultes cap a cél-lules 3 (Soria, 2000; Ramiya, 2000).
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La vulnerabilitat dels illots trasplantats a un atac autoimmunitari és una de les majors
barreres per a I'aplicacié clinica del trasplantament d’illots. Per aquest motiu es
requereix d’un regim immunosupressor general. Inicialment, en el trasplantament
d’illots s’utilitzaven inhibidors de la calcineurina (ciclosporina i tacrolimus) i esteroids.
No obstant, aquestes drogues tenen efectes diabetogenics a causa de la seva toxicitat
sobre la cél-lula B i de la seva induccié de resisténcia a la insulina. S’ha proposat la
inducci6 de tolerancia immunitaria o [I'immunoaillament (macrocapsules o
microcapsules) com a meétodes alternatius a desenvolupar a fi de protegir els illots
transplantats del atac autoimmunitari, i eliminar la necessitat d’'un régim

immunosupressor general (Oberholzer, 2001).

6. TERAPIA GENICA.

6.1. Introducci6 a la terapia génica.

La terapia génica és una estratégia clinica basada en la modificacié del genoma cel-lular
mitjan¢ant la introduccié de material genétic fora (DNA o RNA) per tal de corregir o

alleugerir els simptomes d’una malaltia (Mulligan,1993; Crystal,1995).

Existeixen dues categories de terapia génica en funci6 de I’estrategia que se segueixi en
I’alliberaci6é del material geneétic a I'interior cel-lular. La primera és la terapia génica ex
vivo, on les ceél-lules del teixit que es vol modificar genéticament sén obtingudes
mitjancant una biopsia i cultivades in vitro. Un cop en cultiu, aquestes es modifiquen
genéticament mitjancant I’Gs del vector adequat i posteriorment es reimplanten de nou
en I'individu. La segona és la terapia génica in vivo, on les cél-lules sén modificades
genéticament in situ mitjancant els vectors recombinants. Aquest tipus d’estrategia
implica un major coneixement de la farmacocinética classica respecte a la
biodisponibilitat del vector, al desti i a la distribucié dels components del vector, aixi

com a les relacions dosi-resposta (Anderson,1998).

Un cop transferit el material genétic, el producte del nou gen pot actuar sobre la propia

cél-lula modificada, sobre les cél-lules veines o bé entrar en circulacié sanguinia per

28



Introduccio.

actuar sobre cél-lules distants (Blau, 1995). EI material genétic pot ser introduit per
addicionar nous gens o per augmentar la dosi genica (Dellorusso,2002), per a

reemplacar gens alterats, o bé per a silenciar I’expressioé de certs gens (Aoki, 2003).

El principal problema de la terapia génica resideix, fonamentalment, en el
desenvolupament d’un sistema de transferéencia (o vector) que ens permeti alliberar el

material genétic a I’interior cel-lular de manera segura, eficient i especifica.

Els vectors de terapia génica han de superar una série d’obstacles abans que el gen
d’interes tingui I’efecte desitjat. Inicialment, el vector ha d’arribar a la superficie de la
cél-lula desitjada. Després de contactar amb la cél-lula, els vectors han d’unir-se i entrar
al seu interior; generalment aquest és un procés mitjancat per un receptor especific el
qual pot limitar I’entrada a I'interior cel-lular. Un cop dins la cél-lula, el material
geneétic ha de ser alliberat i evitar la seva degradacié pels lisosomes. Finalment, el
material genetic ha de translocar-se al nucli préeviament a que es pugui produir
I’expressid dels gens. En el cas dels vectors retrovirics, aguest ultim procés implica un
pas addicional previ en el citoplasma que implica la transcripcié reversa del RNA del
vector a DNA (Afione,1995).

Actualment no s’ha descrit cap vector de terapia génica que pugui ser utilitzat
ampliament per al tractament de totes les malalties, sind que el tipus de malaltia a
tractar, les caracteristiques del teixit afectat i els tipus cel-lular que s’ha de transferir
seran determinants a I’hora d’elegir el tipus de vector que es vol fer servir. Per a la seva
utilitzacié, els vectors de terapia genica han de poder ser produits facilment al
laboratori en grans quantitats i en elevades concentracions, han de tenir la capacitat de
contenir gens amb les seves sequiéncies reguladores, alhora que han de ser estables dins
de la cél-lula hoste de manera que no es dilueixi en dividir-se aquesta. Tanmateix,
propietats intrinseques del vector com la seva immunogenicitat, el seu tropisme
cel-lular o la capacitat de transferir cél-lules quiescents o en divisid, sobn importants en
el moment d’elegir entre diferents tipus de vectors pel tractament d’'una mateixa

malaltia (Bosch, 2002).

Els vectors recombinants que actualment s’utilitzen en protocols de terapia génica els
podem classificar com a vectors virals o no-virals, en funcié que aquests utilitzin o no

els virus com a sistema de transferéncia de gens.
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6.1.1. Vectors virals.

El cos huma ha desenvolupat varis sistemes de defensa per tal de protegir-se contra els
perills ambientals; per exemple la incorporacié de DNA exogen. No obstant, els virus
han desenvolupat multiples mecanismes per a superar aquestes barreres i ser capagos
d’incorporar el seu material genétic dins les cél-lules humanes. Per aquest motiu, des
dels inicis de la terapia génica, molts dels esforcos s’han centrat en la utilitzacié dels

virus com a vectors de terapia génica per incorporar gens terapéutics a pacients.

En el cas dels vectors virals, aquests han estat modificats per tal que, en infectar la
cél-lula diana, tinguin una transduccidé abortiva. En aquest cas, la capside virica
d’aquests vectors conté un genoma viric que ha estat manipulat genéticament, de
manera que nomeés mantenen la capacitat d’infectar la cél-lula i introduir el material

genetic pero sense poder replicar-se per produir nous virus recombinants (Kay, 2001).
Durant els altims anys, diversos tipus de virus existents a la natura s’han modificat per
tal de poder-los utilitzar com a vectors de terapia génica. La taula 1 resumeix algunes

de les seves propietats més caracteristiques.

Taula 1. Vectors virals per a la terapia génica.

Vectors

Avantatges

Desavantatges

Adenovirus

Elevada eficiencia.

Gran capacitat de DNA. (36 Kb)
Pot infectar cel-lules quiescents
i en divisio.

Elevada producci6 de virus

i expressio del transgen.

Expressio transitoria.
Provoca resposta immunologica.
Tropisme promiscu, infeccié no

controlada.

Virus adenoassociats (AAV)

Estabilitat elevada.
Pot infectar cel-lules quiescents
i en divisio.

Probablement no patogenic

Poca capacitat pel DNA exogen
(4.8 Kb).
Dificil de produir.

Limitada efectivitat a causa dels

i de baixa immunogenicitat. anticossos preexistents contra
AAV.
Retrovirus (MMLV) Expressio estable. Unicament infecta cél-lules en
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divisio.

Integracio aleatoria en el genoma

de I’hoste.

Limitada capacitat de DNA (8Kb)

Lentivirus Pot infectar cél-lules quiescents Calen més estudis per garantir la

i en divisio. no patogenicitat.
Expressié estable durant llargs S’integra dins el genoma hoste

periodes de temps.

Herpes virus Pot infectar cél-lules quiescents Neurotoxicitat mal caracteritzada

i en divisio. Expressi6 transitoria

Gran capacitat de DNA (50 Kb).

6.1.2. Vectors no virals.

Els vectors no virals presenten com a principal avantatge la seva seguretat. No obstant,
tenen I'inconvenient de no ser tant eficients com els vectors virals a I’hora de transferir
gens. Tanmateix, la seva facil manipulacio, el baix cost que suposa la seva produccio i
I’alta flexibilitat en la mida del transgen que és alliberat, han fet dels vectors no-virals
un dels sistemes de transferéncia genica més atractius per a la seva utilitzacio en

terapia genica.

Entre les diferents aproximacions existents, la injeccio directa de DNA plasmidic en
solucié és la més senzilla i segura. Wolff i col-laboradors varen observar que les
cel-lules musculars podien captar i expressar un determinat gen quan el seu DNA
codificant era injectat en el muscul esquelétic (Wolff, 1990). La injecci6 de DNA
plasmidic en solucié pot ser administrada directament sobre un teixit concret, o bé
sistémicament via intravenosa. Durant els Ultims anys, multiples teixits com el muscul
esquelétic, el fetge o la pell han estat transferits mitjancant la injecci6 de DNA en
solucid. Les majors limitacions d’aquesta aproximacié son la baixa eficiéncia en la
transferencia del DNA i la baixa expressidé del transgen, ja que I'expressié queda
localitzada en la zona on ha estat injectat el DNA un cop administrat directament sobre
el teixit, aixi com la seva rapida eliminacié quan s’administra sistémicament. Per
aquest motiu, s’han desenvolupat diverses manipulacions fisiques i quimiques que han

permés augmentar I'eficiéncia de transferéncia de DNA a la cél-lula diana com la
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utilitzacié d’ultrasons, la injeccié hidrodinamica, el gene-gun, I’electrotransferéncia de

DNA en solucid, els lipids cationics o polimers cationics, etc.

L’electrotransferéncia ha estat ampliament utilitzada per introduir gens in vitro.
Aquesta consisteix en I'aplicaci6 d’'un camp electric a les cél-lules per tal de
promocionar el transit de molecules de DNA cap a I'interior cel-lular. Sota la influéncia
d’'un camp eléctric, la distribucid dels ions adjacents a la membrana plasmatica és
modificada, el resultat és una série d’alteracions de la membrana que predisposen la
formacio de porus (Figura 4). Un cop establerts els porus, les molécules carregades i els
ions poden travessar la membrana i entrar dins la cél-lula per un procés de difusio
passiva, 0 bé per un procés electroforétic o electrosmatic per accié del camp eléctric.

(Neumann, 1999).

L’eficiéncia de I’electrotransferencia ve determinada pel grau de permeabilitzacio de la
membrana. Els parametres principals que governen I'eficiéncia de I’electrotransferéncia
inclouen la mida cel-lular, la intensitat i la duracié del camp electric i la frequéncia i el
nombre de polsos aplicats. La forca del camp eléctric determina quina és I'area de
membrana permeabilitzada, mentre que la duracié del camp i el nhombre de polsos
afecten la persisténcia dels porus en la membrana. Aquests parametres han de ser
optimitzats per a cada teixit per tal de minimitzar el dany cel-lular produit per
I'alteracié del contingut cel-lular (Gehl, 1999; Somiari, 2000). Un altre factor
determinant en I'eficiéncia de I'electrotransferéncia és la composicié de la solucié de
DNA injectada. Aquesta influenciara el transport electroosmotic, aixi com la capacitat
de formacié dels porus a la membrana. Les solucions normalment utilitzades sén el
PBS o la soluci6 salina, ja que ambdues sén isotoniques, estables, i no toxiques. A més,
s’ha descrit que la disminuci6 de la concentracié salina del DNA en solucié a injectar
permet obtenir un increment tres vegades superior en I'eficiéncia d’electrotransferéncia

respecte a les condicions salines normalment utilitzades (150 mM) (Lee, 2002).
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Figura 4. Efecte de I'electrotransferéncia sobre la membrana plasmatica. L’aplicacié d’un
camp eléctric a la cél-lula genera la produccié de porus transitoris a la membrana plasmatica, els
quals permeten el pas d’ions i molécules de DNA cap a I'interior cel-lular.

Encara que minim, la reduccié del dany cel-lular és actualment un dels objectius
principals en [I'aplicacié clinica de [I'electrotransferéncia. El dany tissular esta
directament associat al grau de permeabilitat cel-lular produit, el qual, al seu torn, ve
determinat per les caracteristiques del camp eléctric administrat. Per aquest motiu,
s’estan estudiant diverses aproximacions; la generacié de nous electrodes (Liu, 2002b),
el pretractament amb enzims com la hialuronidasa (McMahon, 2001), o bé la co-injeccio
de poloxamers surfactants com el 188, que permeten reduir la intensitat del camp
electric, aixi com facilitar la recuperacié tissular. Aquesta técnica ha estat molt
utilitzada per a la transferéncia de gens a muscul esquelétic (Maruyama, 2000), a fetge
(Heller, 2000), a testicles (Yamazaki, 2000), a pell (Johnson, 1998), a cornia (Sakamoto,
1998), a cor (Harrison, 1998) i a tumor mamari (Lohr,2001). La majoria de protocols
d’electrotransferéncia utilitzen la injeccio local del DNA plasmidic. No obstant aixo,
s’ha descrit que la transferéncia de gens al fetge és més efectiva quan es realitza
I'electrotransferéncia després de I'administracié sistemica del DNA a través de la vena

cabdal. (Liu, 2002a).
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6.2. Terapia genica per a la diabetis mellitus de tipus 1.

El tractament actual de la diabetis de tipus 1 se centra en corregir la manca d’insulina
amb I"'administraci6 subcutania d’insulina recombinant, o bé amb el trasplantament de
pancreas o illots. No obstant, aquests tractaments son imperfectes. La terapia
substitutoria d’insulina no ofereix uns perfils fisiologics de secrecié d’insulina normals,
no prevé el desenvolupament de complicacions secundaries a llarg termini, i la
reducciéo de la hiperglucémia a normoglucémia esta associada a un elevat risc
d’hipoglucémia. Per altra banda, la font limitada d’organs i illots per trasplantar, aixi
com el requeriment d’un régim d’inmunosupressioé cronica, no compensen els beneficis
obtinguts amb el trasplantament. Per aquest motiu, s’han desenvolupat varies
aproximacions de terapia génica centrades en proporcionar un millor control de la
glucemia, les quals puguin suplir i/o millorar els tractaments actuals. En aquest sentit,
la modificacio genética de cel-lules extrapancreatiques per qué produeixin insulina, o
bé, per qué incrementin la captacio i la utilitzacio de glucosa sén dues de les estratégies

desenvolupades a fi d’assolir una millor homeostasi de la glucosa.

6.2.1. Producci6 d’insulina per cel-lules extrapancreatiques.

La produccié d’insulina per part de céel-lules extrapancreatiques ha estat una de les
aproximacions més utilitzades per suplir la manca d’insulina caracteristica de la DML1.
En aquest sentit, en el nostre laboratori varem demostrar que era possible produir
insulina de manera regulada a fetge (Valera, 1994b). La insulina pot ser produida
directament per la transferencia del seu propi gen (Muzzin, 1997; Gros, 1999; Abai,
1999; Riu, 2002), o bé per la introduccié d’un gen exogen que indueixi la reprogramacio

de cél-lules mare en cél-lules productores d’insulina (Ferber, 2000; Kojima 2003).

Aquesta aproximaci6 te I'avantatge que les cél-lules extrapancreatiques productores
d’insulina no estan subjectes a I’atac autoimmune caracteristic de la malaltia (Lipes,
1996). No obstant, també presenta certes limitacions, com el fet que no totes les cél-lules
presenten les proteases especifiques de la cel-lula R necessaries per al processament de
la proinsulina en insulina madura. Tot i aixi, la modificacié del gen de la proinsulina a
fi que aquesta pugui ser processada per altres proteases —com la endoproteasa

furina—, ha permés la produccié d’insulina madura per part de les cél-lules
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extrapancreatiques. La furina reconeix un motiu de 4 aminoacids (Arg-Xaa-Lys/Arg-
Arg), els quals poden ser produits a les unions entre el péptid C i la cadena A i B de la
proinsulina mitjancant manipulacié genetica; aixd0 fa que obtinguem un correcte
processament de I’hormona (Groskreutz, 1994). Una avantatge d’aquesta aproximacié
és que el processament de la insulina produeix peptid-C, el qual és secretat
conjuntament amb I’hormona. Varis estudis indiquen que I'administracié de péptid-C
en pacients diabetics t¢é un efecte fisioldogic important sobre les complicacions
secundaries associades al desenvolupament de la malaltia, tant a nivell renal com
neuronal (Ido, 1997; Wahren,2000). Alternativament, es pot variar la composicié del
péptid-C substituint-lo per un péptid que proporcioni I’estructura tridimensional de la
insulina, de manera que no sigui necessaria la seva proteolisi. S’ha descrit que la
substitucié del peéeptid-C per I'heptapéptid (Gly-Gly-Gly-Pro-Gly-Lys-Arg) permet
obtenir una insulina recombinant amb una activitat bioldgica substancialment superior
a I’'observada en la proinsulina humana i lleugerament inferior a la de la insulina (Lee,
2000).

Durant els altims anys, varis tipus de cél-lules somatiques han estat modificades
geneticament per tal que expressin insulina de manera regulada. En aquest cas, la
insulina produida hauria de corregir totalment la deficiencia de I’hormona
mimetitzant-ne adequadament els nivells fisiologics, el que podria reemplacar

completament la terapia substitutoria actual.

Diverses aproximacions han estat utilitzades a fi d’assolir una produccié regulada
d’insulina. La més senzilla consisteix en la transferencia del gen de la proinsulina en
una cél-lula diana que tingui les mateixes caracteristiques que les cel-lules 3, com les
cel-lules K o les cél-lules neuroendocrines (Cheung, 2000; Hughes,1993; Stewart, 1994).
No obstant, la necessitat de desenvolupar métodes més efectius de transferéncia genica
a les cél-lules K i I'increment de la producci6 de I’hormona adrenocorticotropa (ACTH)
per part de les cel-lules neuroendocrines dificulten la seva utilitzacié. Una alternativa a
aquesta aproximacidé ha estat la utilitzacié6 de promotors hepatics regulables per
glucosa iZo insulina. En aquest sentit, promotors com el de la piruvat quinasa hepatica
(LPK) o el de la proteina Spot 14 (S14) han estat utilitzats per tal d’obtenir una
expressio i una produccid d’insulina en resposta als nivells de glucosa en sang (Thulé,

2000; Lee, 2000). No obstant, aquesta aproximacié no evita el risc d’aparicio
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d’hipoglucemia, el que fa necessari la utilitzacié de promotors génics que a la vegada
siguin regulats pels nivells d’insulina circulants. S’ha descrit que la transcripcié del gen
de la fosfoenol piruvat carboxiquinasa (PEPCK) és sensible als nivells de glucago i
d’insulina; activant-la i inhibint-la, respectivament. Estudis in vivo realitzats en el
nostre laboratori en ratolins transgénics que expressaven el gen de la insulina sota el
control del promotor de la PEPCK, han demostrat que la insulina pot ser produida i
regulada fisioldogicament per teixits extrapancreatics. De la mateixa manera, hem
observat que en ratolins transgenics diabetics I'expressié d’insulina per part del fetge
permetia contrarestar les alteracions diabétiques produides a nivell hepatic, i, a la
vegada, reduir parcialment el desenvolupament de la hiperglucémia (Valera, 1994b).
Igualment, estudis in vitro en cél-lules d’hepatoma que expressen el gen de la insulina
humana mutada sota el control del promotor de la PEPCK, han mostrat un augment de
la secrecié d’insulina 15 minuts després de la induccié amb dibutyril AMP ciclic més
dexametasona (Gros, 1997). A més a més, la insulina produida era bioldgicament activa
ja que aquesta bloquejava I’'expressié endogena de la PEPCK, i induia un increment de
la captacio i la utilitzacié de glucosa (Gros, 1997). Recentment, s’han descrit nous
promotors com el de la glucosa-6-fosfatasa (G-6Pasa), promotors quimeérics que
combinen elements reguladors induibles per glucosa (GIRE) del promotor de la LPK i
elements reguladors inhibits per insulina com el del promotor de la insulin-like growth-
factor-binding protein (IGFBP-1), els quals permeten obtenir una producci6é d’insulina
regulada per la propia hormona i els nivells de glucosa circulant (Chen,2000, Thulé,
2000).

No obstant, tot i que aquesta aproximacié sembla ser efectiva, no és perfecta. El
principal problema resideix en l'interval de temps requerit entre la regulaci
transcripcional del gen i la produccié de la insulina. El temps d’alliberacié de la
insulina és crucial per a I’0ptima regulacié de I’lhomeostasi de la glucosa, ja que un
alliberament tarda de la insulina pot conduir a una intolerancia de la glucosa i a
I'aparicié d’episodis hipoglucémics. S’ha descrit que quan el gen de la insulina és
regulat sota el promotor de la LPK, els increments de la insulina modificada en el
plasma dels ratolins eren posteriors als increments observats en ratolins normals
després d’una descarrega de glucosa (Lee, 2000). Per tant, és necessari el
desenvolupament d’un sistema que, a la vegada, ens permeti regular tant la

transcripci6 com la secreci6 de I'hormona. En aquest sentit, actualment s’estan
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desenvolupant molts esforcos per tal d’aconseguir un millor control de la secrecio
d’insulina induida per glucosa en cél-lules endocrines manipulades genéticament o bé

mitjangant I’Us de farmacs en hepatocits (Riviera, 2000)

Tot aix0 ha fet que, actualment, s’estiguin desenvolupant noves estrategies per tal
d’obtenir un millor perfil insulinémic que proporcioni una millor homeostasi de la
glucosa. Una d’aquestes aproximacions es basa en la manipulacié de céllules
extrapancreatiques per que produeixin uns nivells basals d’insulina, els quals poden
combinar-se amb un tractament substitutori convencional. En aquest cas,
I’administracié d’insulina exdgena supliria els pics d’insulina post pandrials, mentre
que la produccié basal d’insulina proporcionaria els nivells d’insulina requerits entre
ingestes; aixo milloraria el control de la glucémia i evitaria el desenvolupament de les

complicacions a llarg termini.

Durant els altims anys, varis teixits extrapancreatics com el fetge i el muscul esquelétic
han estat proposats com a teixits diana per a la produccié basal d’insulina (Gros, 1999;
Abai, 1999; Riu, 2002, Martinegni, 2002; Dong, 2002). En aquest sentit, en el nostre
laboratori hem aprofitat la capacitat del muscul esqueléetic de produir proteines
terapeutiques de manera sistéemica a fi d’assolir els nivells basals desitjats. Aixi doncs,
la manipulacié genética del mascul esquelétic per qué produeixi insulina ens permetra
obtenir uns nivells basals de I’lhormona, i contrarestar-ne aixi la disminucié associada
al desenvolupament de diabetis. Per aquest motiu, varem obtenir uns ratolins
transgenics que expressaven el gen de la insulina humana en el muscul esquelétic sota
el control del promotor de la cadena lleugera de la miosina (MLC) (Riu, 2002). Estudis
previs han demostrat que les cel-lules musculars sén capaces de produir insulina

funcional (Gros, 1999).

Els estudis realitzats en els ratolins transgénics diabétics han demostrat que la
produccié d’insulina per part del muascul permet mantenir uns nivells elevats
d’insulina en sang i reduir parcialment la hiperglucémia (Riu, 2002). EI muscul
esqueletic presenta uns nivells elevats de receptor d’insulina (Lamothe,1998;
White,1994), aixi doncs la insulina produida pel muscul té un efecte autocri/paracri
sobre el propi muascul que incrementa la captacio i la utilitzacié de la glucosa i

contribueix aixi a la reduccié de la hiperglucemia. L’expressié d’insulina incrementa
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I’expressié i la translocacio del transportador GLUT4 a la membrana plasmatica, aixi
com l'activitat i I'expressio de la HKII. Aix0, permet incrementar I’entrada de glucosa
cap a l'interior cel-lular. No obstant, la limitacié observada en aquest model és la
inhibicié de la HK Il per part de la glucosa-6-P, fet que evita assolir la completa
normalitzaci6 de la glucémia (Riu, 2002). A més a més, s’ha observat que la
suplementaci6 de la terapia convencional amb una produccié basal d’insulina per part
del muascul permet obtenir una millor tolerancia a la glucosa, aixi com un millor

metabolisme lipidic (Riu, 2002; Dong, 2002).

6.2.3 Increment de la captacié i la utilitzacié de glucosa per les cel-lules

extrapancreatiques.

Altres estratégies de terapia genica per a la DM1 estan centrades en la manipulacié
genetica de cél-lules extrapancreatiques per tal que captin més glucosa mitjangant un
increment de la seva fosforilacio. S’ha descrit que els principals teixits responsables de
I’eliminacié de glucosa després d’una ingesta son el fetge i el muascul esquelétic
(Defronzo, 1997). No obstant, en cas de diabetis, I'abséncia d’insulina provoca que la
captaci6 de glucosa d’aquests teixits sigui menor, el que contribueix al
desenvolupament d’hiperglucemia.

A fi de recuperar la capacitat d’eliminaci6 de glucosa dels teixits extrapancreatics, en el
nostre laboratori hem obtingut ratolins transgénics que expressaven |'enzim
glucoquinasa al fetge i al muscul esquelétic. La GK és un enzim que regula la
fosforilacio de la glucosa a glucosa-6-P i que és expressada en el fetge, en les cél-lules 3
pancreatiques i en les cél-lules neuroendocrines del tracte intestinal i I’hipotalam
(Jetton, 1994; Matschinsky, 1996). A diferéncia de la resta d’hexoquinases, la GK no és
inhibida per la glucosa-6-P i presenta una Km molt més elevada per la glucosa, fet que
li confereix una major capacitat de fosforilacié del sucre a altes concentracions, aixi
com, en els teixits en els quals és expressada normalment, controlar el flux de glucosa
en relacié a les concentracions circulants (Matchinsky, 1990; lynedjian, 1993; Printz,
1993). S’ha descrit que I'expressio de la GK in vitro en cel-lules que son absents de
I’expressié de la GK enddgena —com cél-lules d’hepatoma o de muscul—, condueix a
incrementar tant la captacio i la utilitzacié de glucosa com la sintesi de glucogen, el que
suggereix que aquest enzim controla el metabolisme de la glucosa (Valera, 1994a;

Baqué, 1998).
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En el nostre laboratori hem observat que la sobreexpressid del gen de la GK al fetge
sota el control del promotor del gen de la PEPCK en ratolins transgénics diabétics,
permet assolir uns nivells practicament normalitzats de glucosa, de triglicerids, d’acids
greixosos i de cossos cetonics. A més, I'expressid de gens relacionats amb la
gluconeogeénesi i la cetogénesis en aquests animals sén similars als observats en els
ratolins normals (Ferre, 1996a). De la mateixa manera, la transfeccio del gen de la GK a
hepatdcits mitjancant adenovirus déna lloc a un increment del flux glucolitic, aixi com
a un increment dels nivells de sintesi de glicogen i acids greixosos. Aquest increment
en la utilitzacié hepatica de glucosa s’ha associat a una marcada reduccid dels nivells
de glucosa en sang i a una millor tolerancia a la glucosa. Al mateix temps s’ha observat
que la terapia combinada de baixes dosis d’insulina, juntament amb la expressio de la
GK al fetge, proporciona un millor control de la glucémia en ratolins diabétics que en
ratolins tractats Unicament amb insulina (Morral, 2002). Tanmateix, tot i que la
sobreexpressio hepatica de la GK permet assolir una normalitzacio de la glucémia, la
seva aplicacio en terapia genica és limitada a causa de I'acumulacio de glucogen i greix

en el fetge (Morral, 2002; Ferre, 2003).

Com alternativa al fetge, en el nostre laboratori hem proposat el muscul esquelétic com
a teixit diana per a I’expressio de la GK hepatica per tal d’incrementar el grau de
fosforilaci6 de la glucosa; aixd0 n’ha augmentat la captacié i ha normalitzat les
alteracions diabetiques. En aquest sentit, hem desenvolupat aquesta nova aproximacio
terapéutica mitjangant la utilitzacié de ratolins transgenics que expressen GK sota el
control del promotor del MLC (Otaegui, 2000), aixi com via el trasplantament de
cel-lules de mioblasts C,C1, modificades genéticament amb el gen de la GK a ratolins

diabétics (Otaegui, 2002).

Els estudis realitzats en els ratolins transgénics mostren que I’expressio de la GK en el
muscul esquelétic déna lloc a un increment de les concentracions de glucosa-6-P i de
glucogen, una reduccié dels nivells d’insulina i de glucosa en sang, aixi com un
increment en els nivells de lactat i un major diposit del sucre després de la realitzacié
d’un test de tolerancia a la glucosa. A més a més, en diabetis, tot i I'increment de la
captacidé de glucosa per I'expressié de glucoquinasa, aquesta només permet reduir
parcialment la hiperglucémia. L’abséncia d’insulina dona lloc a una disminucid dels

nivells de GLUT4 i al transport insulino-depenent, el que redueix el flux d’entrada de
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glucosa cap a l'interior de la cel-lula muscular (Burcelin, 1993; Napoli, 1995 i Kahn,
1992). Igualment, el tractament amb insulina durant la diabetis incrementa els nivells
de GLUT4 en el muscul esquelétic, el que produeix una major entrada de glucosa dins
la cél-lula (Kahn, 1992; Burcelin, 1993). Aixi mateix, aquests animals tenen una rapida i
forta resposta hipoglucémica a la insulina quan I’hormona és injectada, fet que indica
que aquests sén meés sensibles al tractament amb insulina que els controls tractats

(Otaegui, 2000).

De forma similar al que vam observar en els ratolins transgénics, I'expressio de GK en
les cél-lules de mioblast C2C12 ddna lloc a un increment del consum de glucosa, de la
produccio de lactat i de la sintesi de glucogen. A més a més, aquest consum de glucosa
és dependent de la concentracio de glucosa en el medi de cultiu (Otaegui, 2002). Al
mateix temps, estudis realitzats en ratolins diabétics mostren que el trasplantament de
miotubs C2C12 GK previament a la inducci6 de diabetis experimental permet
contrarestar el desenvolupament d’hiperglucémia, polidipsia i polifagia. De la mateixa
manera, el trasplantament d’aguests miotubs en ratolins que presenten una oberta

diabetis dona lloc a una disminucio de la hiperglucemia (Otaegui, 2002).

Tots aquest resultats suggereixen que la manipulacié de les cél-lules musculars per
expressar GK permet incrementar la captacié de glucosa per part d’aquest teixit. No
obstant, la disminucié del transport de glucosa cap a I'interior cel-lular és el principal
escull per corregir completament el desenvolupament d’hiperglucemia en aquests

animals.
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L’elevada capacitat del muscul esquelétic per captar glucosa, aixi com per produir
proteines de manera sistemica, fan d’aquest teixit una diana per al desenvolupament
de noves aproximacions de terapia génica en el tractament de la diabetis de tipus 1. Els
estudis realitzats en ratolins transgénics MLC/GK diabétics suggereixen que
I’increment en la fosforilacié de la glucosa, esta limitat pel transport del sucre cap a
I’interior cel-lular. En canvi, en els ratolins transgénics MLC/hlns, la captacio de
glucosa esta limitada, no pel transport del sucre dins de la cél-lula, siné per la inhibicié
que presenta la HKII pel seu producte la glucosa-6-P. Aixi doncs, I'objectiu d’aquest
treball ha estat estudiar si la produccié d’insulina, juntament amb un increment de la
captacio de glucosa per part del muscul mitjangant I'’expressié de GK, podia ser
suficient per disminuir la hiperglicemia diabética i superar aixi les limitacions

observades de manera individual en les dues aproximacions anteriors.

Aquest objectiu general es va dividir en els seglients objectius concrets:

1. Estudi de la coexpressio de la insulina i de la glucoquinasa en el muscul esquelétic

d’animals transgeénics en la contrarestacio de la hiperglucémia diabética.

1.1. Obtenir un animal doble transgénic que expressi alhora insulina humana

madura i glucoquinasa en el mdscul esquelétic.

1.2. Estudiar si la produccié constitutiva d’insulina humana madura, juntament
amb l'increment de la captaci6 de glucosa, mitjancant I’expressié de
glucoquinasa, en ceélllules musculars pot contrarestar les alteracions

metaboliques que resulten de la inducci6 de diabetis experimental.

2. Desenvolupar una nova aproximacié de terapia génica no-viral per la diabetis

mellitus de tipus 1.

2.1. Determinar la capacitat de transferir gens a muscul esquelétic amb la
tecnica d’electrotransferéncia de DNA plasmidic en solucié en animals sans i

diabetics.
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2.2. Estudiar in vivo la capacitat del muscul esqueletic de reduir la
hiperglucémia diabética mitjancant I’electrotransferéncia conjunta dels gens de

la insulina i de la glucoquinasa en animals diabétics.



Resultats.

1.1. OBTENCIO DE RATOLINS DOBLE TRANSGENICS QUE EXPRESSEN
ELS GENS QUIMERICS MLC/hIns i MLC/GK.

En la primera part d’aquest treball vam estudiar si la manipulacié genetica del muscul
esquelétic per tal que produis insulina i incrementeés la captacio de glucosa mitjancant
I’expressio de I'enzim glucoquinasa, podia corregir el desenvolupament de I’estat
diabétic i esdevenir aixi una nova terapia per al tractament de la malaltia. Amb aquest
objectiu, es van obtenir ratolins doble transgénics que expressaven especificament a

muscul esquelétic els gens de la insulina i de la glucoquinasa.

1.1.1. Obtenci6 dels ratolins doble transgénics MLC/hIns+GK.

L’obtencid dels ratolins doble transgénics es va realitzar a partir de I’encreuament de
dues linies de ratolins transgénics que expressaven constitutivament a muscul
esqueletic els gens de la glucoquinasa (Otaegui, 2000), o bé el de la insulina humana
(Riu, 2002) sota el control del promotor de la cadena lleugera de la miosina (MLC).
Com a resultat dels encreuaments es van obtenir quatre grups de ratolins: ratolins
control, ratolins Gnicament transgenics pel gen de la insulina humana (Tg Ins) o pel de
la glucoquinasa (Tg GK) i ratolins doble transgenics (Tg Ins+GK); els quals havien

incorporat ambdods gens (Figura 1).

'_\—_ﬂ"

MLC/GK - X MLC/hInsf—
(Tg GK) (Tg Ins)

oo Mo Mo Mo

Con Tg GK | Tg Ins. Tg Ins+G.K

Figura 1. Obtencié dels ratolins doble transgénics MLC/Ins+GK. Esquema representatiu de la
descendéncia obtinguda dels encreuaments realitzats entre les linies de ratolins transgénics
MLC/hlIns i MLC/GK per tal d’obtenir ratolins doble transgénics MLC/hIns+GK.
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Per identificar quins dels ratolins obtinguts en la descendéncia havien incorporat en el
seu genoma, alhora, els gens de la insulina i de la glucoquinasa, es va realitzar un
analisi del DNA genomic dels ratolins mitjangant Southern Blot. Els ratolins que havien
incorporat el gen quiméric de la insulina humana presentaven una banda de 1.5 Kb
(Figura 2). Aguesta banda, el resultat de la digestié del DNA genomic amb I’enzim de
restriccio Hind Il1, corresponia al fragment de DNA del promotor de la MLC i del gen
de la insulina humana. Els ratolins que havien incorporat el gen quiméric de la
glucoquinasa presentaven una banda de 2.3 Kb. Aquesta banda corresponia al
fragment codificant per a la glucoquinasa i era el resultat de la digesti6 del DNA

genomic amb I’enzim de restriccid EcoR I.

A Promotor +1 MLC3' UT MLC1/3
MLC >f> hins PolyA SV40  Enh.
| Sonda (450 pb) |
Hind 111 Hind 111
1.5Kb
Promotor +1 MLC3' UT  MLC 1/3
MLC i; GK cDNA PolyA SV40  Enpnh.
| Sonda |
EcoR | EcoR |
2.3Kb
B
X Con TglIns Tg GK Tg Ins+GK X Con TglIns Tg GK Tg Ins+GK
- e <2,3Kb
1,6 Kb>» W - <15Kb 1,6> ww
Digesti6 Hind IlI Digesti6 EcoR |

Figura 2. Analisi del DNA genomic dels ratolins doble transgenics. (A) Esquema dels gens
quimeérics MLC/hIns i MLC/GK. (B) Southern blot representatiu dels fragments obtinguts de
I'analisi del DNA genomic dels ratolins doble transgenics. Es van digerir 10 pg de DNA amb els
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enzims de restriccié Hind 1l (detecci6 d’Insulina) o EcoR | (deteccié de GK). Els productes de la
digestid es van separar mitjancant una electroforesi en gel d’agarosa i es van transferir a una
membrana de nitrocel.lulosa. Posteriorment, es van hibridar amb les sondes d’insulina o
glucoquinasa tal i com s’indica en els Materials i Métodes.

1.1.2. Analisi de I’expressi6 del transgen.

Per comprovar si en els ratolins doble transgénics es mantenia I’expressié dels gens
quimerics MLC/hIns i MLC/GK, es va obtenir RNA total de muscul esquelétic de les
diferents linies de ratolins de 8 setmanes d’edat. L’expressié d’insulina i de
glucoquinasa a muscul es va analitzar per Northern Blot. Un cop I’'RNA es va transferir
a la membrana, aquesta es va hibridar utilitzant com a sonda el cDNA de la
glucoquinasa i el cDNA de la insulina humana. Unicament es va detectar preséncia
d’mRNA del gen de la insulina humana en els ratolins Tg Ins i en els Tg Ins+GK,
mentre que I’expressio del gen de la insulina en els ratolins control i els Tg GK era
absent (Figura 3). Respecte a I'expressio de la glucoquinasa, Unicament s’observa la

preséncia d’'mRNA en els ratolins Tg GK i en els ratolins Tg Ins+GK (Figura 3).

2 B B NS

- - ol

.- - 8 B W s 18S

Control Tg GK Tg Ins Tg Ins+GK

Figura 3. Analisi de I’expressi6 dels gens quimeérics MLC/hlns i MLC/GK en els ratolins doble
transgénics. Es van utilitzar 15 ug de RNA total de muscul esquelétic de ratolins control, Tg Ins,
Tg GK i Tg Ins+GK. Es va mesurar I'expressié per Northern Blot, tal i com s’indica a Materials i
Metodes.

1.1.3. Corba de tolerancia a la Glucosa.

Per determinar si I’expressio conjunta del gen de la insulina i la glucoquinasa per part

del muscul esqueletic tenia algun efecte sobre el metabolisme de la glucosa in vivo, es
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va realitzar un test de tolerancia al sucre a ratolins control i doble transgenics de 2-3
mesos d’edat. Per aix0, els ratolins es van dejunar durant 16 h, i posteriorment se’ls va
administrar un bolus intraperitoneal de glucosa i es va anar mesurant els nivells de
glucosa en sang al llarg del temps. A I'inici del test, els nivells basals de glucémia en els
ratolins control i doble transgenics no eren significativament diferents. Seguidament a
I'administracio de glucosa, la glucémia dels animals va incrementar en tots els grups.
No obstant, els ratolins doble transgénics van mostrar, al llarg del test, uns nivells de
glucosa en sang inferiors als dels ratolins control. Aquest resultat suggeria que la
produccio6 d’insulina i glucoquinasa per part del muscul millorava, molt probablement,
la captaci6 i I'eliminacio de glucosa circulant, el que donava lloc a una resposta més

eficient davant de canvis en la concentracio de glucosa en sang (Figura 4).
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Figura 4. Corba de tolerancia a la glucosa dels animals doble transgénics que expressaven
insulina i glucoquinasa a muscul esquelétic. Ratolins doble transgénics (Tg Ins+GK) i control
(Con) dejunats van ser anestesiats i sotmesos a un test de tolerancia a la glucosa. Aquest es va
realitzar mitjangant una injecci6 intraperitoneal del sucre (0.5 mg/g de pes viu) a temps 0. Els
resultats s6n la mitjana + SEM de 8 ratolins per grup. *p < 0.05 vs Con.
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1.2. EFECTE DE L’EXPRESSIO D’INSULINA | DE GLUCOQUINASA EN EL
MUSCUL ESQUELETIC SOBRE EL DESENVOLUPAMENT DE DIABETIS
EN ANIMALS TRACTATS AMB ESTREPTOZOTOCINA.

Donat que els animals doble transgénics presentaven una resposta millorada davant de
canvis en la concentracié de la glucosa en sang, es va estudiar si I’expressio d’insulina i
glucoquinasa per part del muscul esquelétic podia revertir I’estat diabétic. Amb aquest
objectiu es va induir diabetis experimental mitjangant I’administracié de 5 dosis de 45
mg/kg d’estreptozotocina (Stz). Aquest tractament doéna lloc a la destruccié de les

cél-lules 3 del pancrees amb el consequient desenvolupament de diabetis.

1.2.1. Efecte de la coexpressido de la insulina i la glucoquinasa en el

desenvolupament de la hiperglucemia diabetica.

El desenvolupament d’hiperglucémia és un dels trets principals de la diabetis. Per
aquest motiu, es va analitzar si I'expressié conjunta d’insulina i de glucoquinasa per

part del muscul esquelétic era capac de revertir-la.

Es van comparar les glucémies en alimentacio assolides pels ratolins transgénics (Tg
Ins i Tg GK) i els ratolins doble transgenics (Tg Ins+GK) 6 setmanes després del
tractament amb Stz. Els ratolins transgénics i doble transgénics varen presentar uns
nivells de glucosa en sang significativament inferiors als observats en els ratolins
control diabétics (Stz Con) (Figura 5). No obstant, tot i que els Tg Ins i els Tg GK
tractats amb Stz presentaven una reduccio dels nivells de glucosa en sang, aquests
animals romanien hiperglucemics. En canvi, es va observar que la reduccié de la
glucéemia era molt més important en els ratolins que expressaven conjuntament els
gens de la insulina i de la glucoquinasa en el muscul ja que assolien uns nivells de
glucosa en sang practicament normalitzats (Figura 5). La correcci6 de la hiperglucémia
en els ratolins doble transgénics va ser evident al llarg de tot I'estudi; fins a 4 mesos

després del tractament amb Stz (Figura 6).
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Figura 5. Efecte de la coexpressié d’insulina i de glucoquinasa en el muscul esquelétic. Es va
analitzar la glucémia en alimentacié de ratolins control sans i de ratolins control, de transgenics
(Tg Ins i Tg GK) i de doble transgenics (Tg Ins+GK) sis setmanes després de la induccié de
diabetis amb Stz. Els resultats sén la mitjana £SEM de 8 animals per grup. *p<0.05 vs Stz-Con.
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Figura 6. Evolucié de la glucémia en alimentacié en els ratolins doble transgénics Tg Ins+GK. El
resultats son la mitjana +SEM de 10 animals per grup. *p<0.05 vs Stz-Con.
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També es va estudiar quin era I'efecte de la coexpressié d’insulina i de glucoquinasa
respecte al desenvolupament d’hiperglucémia en animals dejunats. Aixi, es va
determinar la glucemia dels diferents grups d’animals després de 12 hores de dejuni.
Els ratolins control tractats amb Stz eren clarament hiperglucémics. En canvi, els
ratolins transgénics que expressaven insulina o glucoquinasa presentaven una practica
normalitzacié de la glucémia. Els ratolins doble transgenics varen presentar una
completa correccié de la hiperglucémia assolint uns nivells de glucémia equivalents a
la dels ratolins control sans (Figura 7). La reversio de la hiperglucémia en deju es va

mantenir al llarg dels 4 mesos posteriors a la induccié de diabetis amb Stz (Figura 8).

Aquests resultats suggerien que la insulina i la glucoquinasa actuaven de manera
cooperativa en el muascul esquelétic augmentant la capacitat d’aquest d’eliminar la
glucosa circulant. Aixd permetia revertir el desenvolupament de la hiperglucémia

diabética tant en alimentacié com en dejuni.
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Figura 7. Efecte de la coexpressié d’insulina i de glucoquinasa en el muscul esquelétic sobre la
glucemia en deju d’animals diabétics. Es va analitzar la glucemia en dejuni de ratolins control
sans i de ratolins control, transgénics (Tg Ins i Tg GK) i doble transgenics (Tg Ins+GK) sis
setmanes després de la induccié de diabetis amb Stz. La glucémia es va determinar després
d’un dejuni de 12h. Els resultats sén la mitjana £SEM de 8 animals per grup. *p<0.05 vs Stz-Con.
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Figura 8. Evolucié de la glucemia en deju en els ratolins doble transgénics (Tg Ins+GK). Els
resultats son la mitjana £SEM de 10 animals per grup. *p<0.05 vs. Stz-Con.

1.2.2. Els ratolins doble transgenics no desenvolupaven hipoglucémia.

Un dels principals problemes del tractament substitutori amb injeccions multiples
d’insulina és I'aparicio d’episodis d’hipoglucémia. S’ha descrit que la terapia intensiva
amb insulina, tot i permetre obtenir un millor control de la glucémia, duu associat un
elevat risc d’episodis d’hipoglucémia (DCCT, 1993). Per tal d’examinar si I’expressio
conjunta d’insulina i de glucoquinasa donava lloc a episodis d’hipoglucémia, es van
dejunar els animals durant un periode de 24 hores. Durant aquest periode es va
observar una reduccié dels nivells de glucosa en sang en tots els grups.
Transcorregudes les primeres 12 hores del dejuni, es va observar que la glucémia
assolida pels ratolins doble transgénics no era significativament diferent a la que
presentaven els ratolins sans i en cap moment posterior (fins a les 24 hores) es va
observar una situacié d’hipoglucémia (Figura 9). En canvi, els ratolins controls tractats
amb Stz presentaven una glicémia a les 24 hores de deju caracteristica d’un estat

diabétic (Figura 9).
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Figura 9. Evolucié de la glucemia durant un dejuni de 24 hores en els ratolins doble transgénics
(Tg Ins+GK). El resultats son la mitjana +SEM de 10 animals per grup. *p<0.05 vs Stz-Con i Con.
# p<0.05 vs Stz-Con.

1.2.3. Estudi de la insulinémia en els animals tractats amb Stz.

Estudis realitzats amb ratolins Tg Ins van mostrar que la produccié d’insulina per part
del muscul esqueletic permetia contrarestar la disminucié dels nivells circulants de
I’hormona com a consequéncia del desenvolupament de I'estat diabétic (Riu, 2002). Per
aixo, varem determinar la insulinémia per radioinmunoassaig en mostres de sérum
procedents de ratolins control sense tractar amb Stz, i en mostres procedents de
ratolins controls i doble transgénics diabétics. Els ratolins control tractats varen
presentar una disminucié d’aproximadament el 70% de la seva insulinémia, mentre
que els ratolins doble transgénics varen presentar, Gnicament, una disminuci6 del 30%
respecte als nivells observats en els ratolins control sans, assolint uns nivells 2 vegades
superiors als dels ratolins control tractats amb Stz (Figura 10). Aquest increment de la
insulinémia en els ratolins doble transgenics es devia, molt probablement, a la
produccio d’insulina per part del muscul esquelétic i s’assolien valors que eren similars

als observats en els ratolins Tg Ins (Riu, 2002).
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Figura 10. Nivells d’insulina en sang dels ratolins control, dels doble transgénics tractats amb
Stz i dels ratolins control sense tractar. Els nivells d’insulina en sang es van determinar per
radioimmunoassaig, tal i com s’indica en els Materials i Métodes. Els resultats son la
mitjanazSEM de 10 animals per grup *p< 0.05 vs Con.

1.2.4. Estudi d’altres parametres sérics en els animals tractats amb Stz.

Posteriorment es va estudiar si la normalitzaci6 en la glucémia i la millora de la
insulinémia també estava acompanyada de la normalitzacié d’altres parametres serics
gue normalment estan alterats en diabetis. La reduccié dels nivells d’insulina en sang
ddéna lloc a una alteracié del metabolisme lipidic, tant en el fetge com en el teixit
adip6s. En el teixit adipds, I'abséncia d’insulina produeix un augment de la lipolisi, el
que incrementa els nivells circulants d’acids greixosos lliures. Similarment, la falta
d’insulina déna lloc a una reduccié de la captacié de triglicérids per part del teixit
adipo6s i n’incrementa els nivells sérics. Per altra banda, els acids greixosos lliures son
oxidats en el fetge per tal de produir cossos cetonics, els quals s’alliberen a la sang i
donen lloc a cetoacidémia. Per aquesta rad, es van determinar els nivells de triglicérids,
d’acids greixosos lliures (NEFAS) i de R-hidroxidbutirat en mostres de sérum de
ratolins control sense tractar i de ratolins control i doble transgeénics tractats amb Stz.
Els animals control tractats amb Stz varen presentar uns nivells molt elevats de cossos
cetonics, d’acids greixosos i de triglicerids. En canvi, els ratolins doble transgénics
presentaven una practica normalitzacié dels diferents parametres sérics (Taula 1).

Aquests resultats suggerien que, molt probablement, la produccié d’insulina per part
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del muscul actuaria sobre el teixit adipos i el fetge, fet que evitaria el desenvolupament

de les alteracions metaboliques caracteristiques de la diabetis.

Taula 1. Determinacio dels parametres sérics.

NEFAS B-hidroxidbutirat  Triglicerids

(mM) (mmol/l) (mg/dl)
Control 0,81+0,05 0,57+0,07 119,5+13
Stz-Control 1,22+ 0,02 0,95+0,09 299,5+23
Stz- Tg Ins+GK  0,79+0,08 * 0,60+0,05 * 125,9+12*

Taula 1. Es va determinar la concentracié de R-hidroxidbutirat, d’acids greixosos lliures i de
triglicerids en el serum dels ratolins control sense tractar i en el dels ratolins control i doble
transgénics tractats amb Stz, tal com s’indica en els Materials i Métodes Els resultats sén la
mitjana £ SEM de 10 animals per grup.*p<0.05 vs Stz-Con .

1.2.5. Test de tolerancia a la glucosa.

Amb la finalitat d’estudiar com responien els ratolins doble transgénics a canvis bruscs
en la glucémia basal, es va realitzar un test de tolerancia a la glucosa tres mesos
després de la inducci6 de diabetis amb Stz. Préviament a I'administracié del bolus de
glucosa es van dejunar els animals durant 16 hores. A I'inici de I’experiment, ja
s’observaven diferéncies significatives en la glucemia basal. Els ratolins control tractats
amb Stz eren clarament hiperglicémics (326+14 mg/dl), mentre que els ratolins dobles
transgenics tractats amb Stz presentaven una glucémia similar a la dels ratolins control
normal (Stz-Tg Ins+GK: 11544 mg/dl vs. Con: 102+12 mg/dl). Als 15 minuts
d’administrar el bolus de glucosa, la glucémia va incrementar en els tres grups
d’animals. Durant el temps que va durar I’experiment, els ratolins control tractats amb
Stz no van recuperar mai els seus nivells basals i van presentar sempre uns nivells
superiors al limit de deteccié de I'aparell. En canvi, els ratolins doble transgénics

tractats amb Stz, a I'igual que els ratolins control, varen disminuir la seva glucémia fins
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a assolir, 3 hores després de I'administracié de la glucosa, uns nivells equivalents als

observats a I'inici de I’experiment (Figura 11).
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Figura 11. Test de tolerancia intraperitoneal de glucosa. Ratolins doble transgénics i controls
tractats amb Stz i ratolins controls no tractats dejunats van ser sotmesos a un test de tolerancia a
la glucosa. Aquest es va realitzar mitjangant una injeccio intraperitoneal del sucre (1 mg/g de
pes viu) a temps 0. Els resultats son la mitjana = SEM de 6 ratolins per grup. *p<0.05 vs Stz-Con
& Con. #p<0,05 vs Stz-con.

1.2.6. Consum d’aigua i de menjar.

Donat que I'expressio d’insulina i de glucoquinasa en els ratolins doble transgénics
produia una recuperacio de la insulinémia, aixi com una practica normalitzacio de la
glucéemia i altres parametres sérics, es va estudiar quin era el seu efecte sobre I'estat
general dels animals. Per aixd es va determinar el consum d’aigua (polidipsia) i de
menjar (polifagia) en els ratolins control normals i en els ratolins control i doble
transgénics tractats amb Stz. Un mes després de la induccio de diabetis, els ratolins
control tractats amb Stz havien incrementat, aproximadament, 8 vegades el seu
consum d’aigua, mentre que el consum d’aigua en els ratolins doble transgénics era
normal (Figura 12A). Durant el temps que va durar I’experiment, es va observar que el
consum d’aigua dels ratolins doble transgenics es mantenia dins de la normalitat, a
diferéncia dels ratolins control tractats, en els quals la polidipsia va continuar

incrementant (Figura 12A). Paral-lelament al consum d’aigua, es va mesurar el consum
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de menjar dels ratolins control i doble transgénics, aixi com dels ratolins controls sense
tractar. De la mateixa manera que en el consum d’aigua, un mes després del tractament
amb Stz, el consum de menjar dels ratolins controls diabétics havia incrementat
aproximadament unes 3 vegades respecte al consum de menjar d’un ratoli control sa i
va continuar augmentant a mesura que s’anava desenvolupant la hiperglucemia
(Figura 12B). En canvi, en els ratolins doble transgénics el consum de menjar era

practicament normal durant tot el temps que va durar I’experiment (Figura 12B).
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Figura 12. Evolucié del consum d’aigua (A) i de menjar (B) en els ratolins doble transgénics
tractats amb Stz. El consum d’aigua i de menjar es va determinar en animals individualitzats, tal
com s’indica en els Materials i Metodes. Els resultats sén la mitjana +SEM de 6 animals per grup.
*p<0.05. vs Stz-Con. Cond, Stz-ConM, Stz-Tg Ins+GK

1.2.7. Efecte de I'expressié local d’insulina i de glucoquinasa sobre el

metabolisme de la glucosa en el muscul esqueletic.

Els resultats obtinguts en la glucemia i en la insulinemia suggerien que els transgens
d’insulina i de glucoquinasa s’expressaven durant la diabetis. Per aixo, es va obtenir
RNA total de muscul esquelétic i es va analitzar I'expressié d’ambdés transgens en

ratolins control i doble transgénics tractats amb Stz, i en els ratolins control sense
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tractar. Transcorreguts 4 mesos des de la induccié de diabetis, els ratolins doble
transgéenics continuaven expressant uns nivells elevats d’insulina i de glucoquinasa

similars als observats en els ratolins doble transgénics sense tractar (Figura 13).
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Figura 13. Expressié dels gens quimerics MLC/Insulina i MLC/Glucoquinasa en muscul
esquelétic d’animals tractats amb Stz. Es van utilitzar 15 ug de RNA total de muscul de ratolins
controls i doble transgénics tractats amb Stz i ratolins controls sense tractar. Es va mesurar
I'expressié de la insulina i de la glucoquinasa per Northern blot tal i com s'indica en els Materials i
Metodes.

L’abséncia d’insulina déna lloc a una disminucié de la captaci6 de glucosa per part del
muscul esquelétic. Aquest fet es deu, en part, a una reduccié del transport de glucosa
com a consequéncia d’un descens dels nivells de proteina del transportador de glucosa
GLUT-4. Per aquest motiu, es va analitzar el contingut de proteina GLUT-4 a muscul a
partir d’'una preparacié de membranes totals. Al cap de 4 mesos de la inducci6 de la
diabetis, el contingut de proteina GLUT4 havia disminuit en els ratolins control tractats
amb Stz, mentre que en el cas dels ratolins doble transgeénics els nivells observats eren

practicament equivalents als dels ratolins control normal sense tractar (Figura 14).
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Figura 14. Expressi6 del transportador GLUT-4 en muscul esquelétic. Es van obtenir
membranes totals a partir de muasculs quadriceps i gastrogmemis de ratolins control sans i
ratolins control i doble transgénics diabétics. Les proteines de membrana es van carregar a un
gel i, després de la transferéncia, es va determinar el contingut de GLUT-4 per immunodeteccid,
tal i com s’indica als Materials i Métodes.

Posteriorment, es va estudiar si I’expressié constitutiva d’insulina i de glucoquinasa
podia contrarestar les alteracions produides en les vies metaboliques relacionades amb
la utilitzacié i I'emmagatzemament de glucosa en el muscul esquelétic. Per aquest
motiu, es van estudiar els nivells de glucosa-6-fosfat (G-6-P) i de glucogen a muscul
dels ratolins control i Tg Ins+GK tractats amb Stz, i dels ratolins control normals. Els
ratolins control tractats amb Stz presentaven una disminucié d’aproximadament un
30% en la concentracio de G-6-P respecte els ratolins control. En canvi, els ratolins Tg
Ins+GK tractats amb Stz presentaven una recuperacié dels nivells de G-6-P i assolien
una concentracio similar a I’observada en els ratolins control sans (Taula 2). De la
mateixa manera, el muscul dels animals Tg Ins+GK tractats amb Stz presentava una
major acumulacié de glucogen que els ratolins control diabétics i es van detectar uns
nivells de glucogen similars als observats en els ratolins control sense tractar (Taula 2).
Tot aix0 suggeria que I’expressio constitutiva d’insulina i de glucoquinasa per part del
muscul esquelétic afavoria el restabliment de les vies metaboliques implicades en la

utilitzacid i en I'acumulacio de la glucosa.

Taula 2. Determinacio dels nivells de G-6-P i glucogen a muscul esquelétic.

Glucosa-6-fosfat Glucogen

(umol/g) (mg/g)
Control 0,35+ 0,03 2,15+ 0,22
0,24+ 0,03 1,35+ 0,24

Stz-Control
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Stz-Tg Ins+GK 0,36+ 0,03 * 1,98+ 0,22*

Les determinacions dels nivells de metabolits del metabolisme de la glucosa a nivell muscular
es van realitzar en extractes de muscul de ratolins control (Control), de ratolins controls tractats
amb Stz (Stz-Control) i de ratolins transgénics tractats amb Stz (Stz-Dtransg.), tal i com s’indica
en I'apartat de Materials i Métodes. Els resultats sén la mitjana +SEM de 6 animals en cada grup.
* p<0.05 vs Stz-Control.

1.2.8. L’efecte de I’expressio d’insulina i de glucoquinasa sobre el metabolisme

hepatic de la glucosa.

Amb la finalitat de determinar si la insulina produida pel muscul esquelétic podria
estar actuant sobre la resta de I’organisme, es va estudiar la utilitzacié i I'acumulacio de
glucosa en el fetge dels ratolins tractats amb Stz. Per aquest motiu, es va examinar el
nivell d’expressio dels enzims claus en el control del flux de les vies metaboliques
involucrades en la utilitzacié i en la produccio de glucosa en el fetge, els quals sén

regulats per insulina.

L’abséncia d’insulina en I'estat diabétic i, per tant, I'increment de la relacié
glucag6/insulina déna lloc a un augment en I'activitat de la via gluconeogénica que
provoca un increment de la producci6 hepatica de glucosa. La P-
enolpiruvatcarboxiquinasa (PEPCK) és el principal enzim regulador de la via
gluconeogénica i la seva expressi6 és major durant la diabetis. Per tant, es va
determinar si la produccié d’insulina en els ratolins Tg Ins+GK diabétics podia revertir
la induccid de I'expressié de la PEPCK a fetge. Com es pot observar en la Figura 15, els
ratolins control tractats amb Stz varen presentar una expressio molt elevada de la
PEPCK, mentre que els nivells d’expressiod observats en els ratolins Tg Ins+GK eren

practicament similars als d’un ratoli control sa (Figura 16).

El transport i la fosforilacié de la glucosa son els passos inicials en la utilitzaci6 de la
glucosa per part del fetge. S’ha descrit que la fosforilacio de la glucosa per la GK és la
responsable de regular la utilitzacié del sucre per part d’aquest teixit. Durant la

diabetis, I'expressio de la GK és molt baixa i, per tant, el fetge és incapa¢ de
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metabolitzar la glucosa sanguinia. Per aquest motiu, es va analitzar a partir del RNA
total del fetge els nivells d’expressio de la GK hepatica. Els ratolins control tractats amb
Stz varen presentar uns nivells d’expressio de la GK molt disminuits. En canvi, els
ratolins Tg Ins+GK diabétics van presentar una recuperacio dels nivells d’expressio de

I’enzim (Figura 15).

Aquests resultats suggerien que la insulina produida pel muascul esquelétic podia
actuar en el fetge i que incrementava la utilitzacio i inhibia la produccié hepatica de

glucosa.

. . - PEPCK

- GK

LA A AA A B

Con Con Tg Ins+GK

Stz

Figura 15. Expressié de PEPCK i GK a fetge. Per Northern blot del RNA total del fetge, es va
determinar I’expressio de gens dels enzims claus en la captacio i la utilitzacié de glucosa, aixi
com dels gens dels enzims implicats en la produccié hepatica del sucre (PEPCK). Aquesta
analisi va realitzar-se tant en ratolins control sans com en ratolins control i doble transgénics
tractats amb Stz. Es mostra un Northern blot representatiu hibridat amb les sondes especifiques
per a PEPCK i GK.
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2.1. ELECTROTRANSFERENCIA DE DNA A MUSCUL ESQUELETIC.

Mitjancant la utilitzacié de ratolins doble transgenics es va observar que I’'expressio
conjunta d’insulina i de glucoquinasa per part del muscul esqueléetic podia ser una
bona aproximacio terapéutica per al tractament de la diabetis de tipus 1. Amb aquesta
finalitat es va procedir a aplicar aquesta nova aproximacio a ratolins diabetics
mitjancant la utilitzaci6 d’estratégies de terapia génica no-viral. Entre els diferents
meétodes existents, I’electrotransferéncia de DNA plasmidic en solucié és una de les
técniques més eficaces per a la transferéncia de gens a muascul esquelétic. Per aquest
motiu, préviament a la transferéncia dels gens de la insulina i de la glucoquinasa, es va
procedir a estudiar quina de les condicions d’electrotransferencia que s’havien descrit

en la bibliografia oferia una eficiéncia més elevada.

2.1.1. Comparacio de les condicions d’electrotransferéncia.

Es van comparar les condicions d’electrotransferéncia descrites per Mir L et al . (Mir,
1998.) i McMahon JM et al. (McMahon, 2001.), utilitzant com a control de transferéncia
la injeccié directe de DNA plasmidic en solucié. En la primera aproximacio, la
transferencia de DNA a muscul esquelétic era optima quan, posteriorment a la injeccié
del DNA plasmidic, s’aplicava un camp eléctric de 200V/cm, 8 polsos, 20 ms-1 per pols
i 2 Hz de frequéncia. En canvi, en la segona aproximacié s’obtenia una major eficiéncia
de transfeccié quan, previament a I’electrotransferéncia es tractava el mascul amb una
solucio de hialuronidasa. A continuaci6 s’injectava el DNA plasmidic i s’aplicava un
camp electric de 175V/cm, 10 polsos, 20 ms i 1 Hz de freqlencia. Ens referirem a

aquest darrer métode com +Hial, mentre que al primer I'anomenarem - Hial.

Per tal de decidir quina de les dues condicions seria la que utilitzariem per a la
transferéncia de DNA a mauscul esquelétic es van considerar tres parametres: (1) el
nivell de fibres musculars transfectades, (2) el dany tissular provocat i, (3) els nivells de
proteina produida. En els diferents estudis realitzats es va transferir el gen de la 3-
galactosidasa (R-gal) o la proteina verda fluorescent (GFP) sota el control del promotor

del citomegalovirus (CMV).
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Per determinar el nivell de fibres transfectades i el dany tissular produit en cadascuna
de les condicions estudiades, es va transferir el plasmid que contenia el gen CMV/GFP
a varis grups de 3 ratolins de 8 setmanes d’edat. En totes les condicions analitzades la
gquantitat de DNA plasmidic injectada va ser de 75 ug i el mascul injectat va ser el
Tibialis anterior. S’utilitza el Tibialis anterior perqué és senzill d’injectar percutaniament,
perqué el dany muscular produit pel procediment d’injecci6 no afectava
significativament la locomocié del ratoli i perqué els eléctrodes podien ser col-locats
adequadament a ambdues bandes del muscul. Cinc dies després de la injeccié de DNA,
els ratolins van ser sacrificats i els musculs es van extreure i incloure en parafina per al
seu posterior estudi histologic. Mitjancant la deteccio per fluorescencia de la proteina
GFP es va poder observar el nivell de fibres musculars que havien estat transfectades
amb cadascuna de les condicions. Unicament es va detectar fluorescéncia de la proteina
GFP en els musculs dels ratolins que havien estat electrotransferits, no obstant aixo, el
nombre de fibres transfectades era significativament diferent segons les condicions del
camp eléctric utilitzat. Els musculs electrotransferits sense hialuronidasa mostraven,
aproximadament, un 30% de fibres positives per la proteina GFP, mentre que amb
hialuronidasa el nombre de fibres transfectades eren, aproximadament, el 80% (Figura

15).

Els talls seriats dels musculs transferits amb el plasmid que contenia el gen CMV/GFP
van ser tenyits mitjangant hematoxilina-eosina per analitzar el dany muscular produit.
Aquesta tincié permet estudiar la morfologia de la cél-lula muscular i el grau
d’infiltracio inflamatoria associat a les diferents condicions de I’estudi. La morfologia
de les cél-lules musculars en el cas de la injecci6 de DNA en solucid i
I’electrotransferéncia amb hialuronidasa eren similars a les d’un muscul sense tractar;
fibres musculars amb nuclis periférics pero que, tanmateix, presentaven un grau minim
d’infiltracio limfocitaria (Figura 16). No obstant, aquesta infiltracié havia desaparegut
completament 15 dies després de la transferéncia del DNA (resultats no mostrats). En
canvi, en el cas de I'electroporacio sense hialuronidasa, aproximadament el 80% de les
fibres musculars presentaven nuclis centrals juntament amb una infiltracié limfocitaria
severa. En aquest cas, I'elevat dany tissular es devia, molt probablement, al camp
electric aplicat, que és el factor determinant del grau de permeabilitzacié de la

membrana (Figura 16).
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Figura 15. Electrotransferéncia del tibialis anterior amb un plasmid CMV/GFP. Es va determinar
el nivell de fibres musculars transfectades en cadascuna de les diferents condicions estudiades.
Els musculs van ser fixats i inclosos en parafina per a realitzar-ne un estudi histologic
mitjancant la deteccio per fluorescéncia de la proteina GFP (A) Muscul control sense injectar. (B)
Muscul injectat amb DNA plasmidic en solucié. (C) Mduscul electrotransferit sense
hialuronidasa (D) muscul electrotransferit amb hialuronidasa (Seccié transversal) (E) muscul
electrotransferit amb hialuronidasa (Secci6 longitudinal). Amplificacio: X40.
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Control no ' ! Injeccio DNA
injectat ) L .| plasmidic

+ Hialuronidasa

Figura 16: Analisi histologica dels musculs tibialis electrotransferits. Es mostren talls
representatius dels musculs transferits amb el plasmid CMV/GFP tenyits amb hematoxilina-
eosina: (A) Muscul control sense injectar. (B) Muscul injectat amb DNA plasmidic en solucié.
(C) Mdascul electrotransferit sense hialuronidasa. (D) Muscul electrotransferit amb
hialuronidasa. Amplificacio: X100.

Paral-lelament es va estudiar la quantitat de proteina produida després de
I’electrotransferéncia amb o sense un tractament previ amb hialuronidasa. Per tal raé es
va transferir el plasmid amb el gen CMV/R-gal a varis grups de 3 ratolins de 8
setmanes d’edat. De manera similar a I’experiment anterior, la quantitat de DNA
plasmidic injectada va ser de 75 ug i el muascul injectat va ser el tibialis anterior. Al cap
de 5 dies després de la injeccio del DNA, els ratolins van ser sacrificats i els musculs es

van homogeneitzar per mesurar la quantitat de proteina 3-gal produida.
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A tots els animals als quals se’ls va injectar DNA hi havia produccié de la proteina R3-
gal, la qual era més elevada en els grups d’animals que havien estat electrotransferits.
Aquests resultats es corresponien amb els treballs descrits anteriorment on s’indicava
que I'aplicacié d’un camp eléctric incrementava entre 10 i 100 vegades I'eficiéncia de la
transferencia de DNA, fet que permetia al muscul esquelétic produir una major
quantitat de proteina (Mir, 1999; Bettan 2000). En comparar la quantitat de proteina
Bgal en els musculs electrotransferits es va observar 10 vegades més quantitat de

proteina R-gal quan es realitzava I’electrotransferéncia amb hialuronidasa.
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Figura 14. Quantitat de proteina 3-gal en muscul esquelétic després de la injeccio de la solucio
de DNA plasmidic + Electrotransferencia. Es va determinar la quantitat de proteina R-gal
produida en els musculs tibialis anterior dels ratolins control als quals se’ls va electrotransferir el
plasmid amb el gen CMV/R-gal. La quantitat de proteina 3 gal es va determinar a partir
d’homogenats musculars, tal i com es descriu en els Materials i Métodes. Els resultats sén la
mitjana £SEM de 6 musculs per a cada condicid. H, hialuronidasa. E, electrotransferéncia.

Per tant, I'electrotransferéncia amb hialuronidasa permetia: (1) transferir una major
area muscular, (2) produir un minim dany tissular, i (3) obtenir una major quantitat de
proteina produida. Per aquest motiu, en estudis posteriors es va decidir utilitzar la

técnica d’electrotransferéncia amb pretractament amb hialuronidasa.
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2.1.2. Estudi de l'efecte de la induccid6 de diabetis sobre I'eficiencia de

transferéncia de DNA a muscul esquelétic.

Posteriorment, es va estudiar si la induccié d’un estat diabétic podia afectar I'eficiéncia
de I'electrotransferéncia de DNA al muscul esquelétic. Per aquest motiu, es va injectar
el plasmid que contenia el gen CMV/R3-gal a ratolins control sans i a ratolins control als
quals se’ls havia induit diabetis experimental mitjancant la injeccié intraperitoneal de
Stz. Dotze dies després de la induccio de I’estat diabétic, es van injectar 75 pg de DNA
al mascul tibialis anterior dels dos grups de ratolins. En aquell moment, els ratolins
diabetics presentaven uns nivells de glucosa en sang superiors als dels ratolins control
normal (Figura 17 A). Al cap de 5 dies de la injeccié del DNA, els ratolins van ser
sacrificats i els musculs van ser obtinguts i homogeneitzats per mesurar la quantitat de
proteina 3-gal produida. Com es pot observar en la Figura 17 B, els nivells de proteina
produits en els ratolins control i en els ratolins diabétics no eren significativament
diferents. Aquest fet indicava que, en [I'estat diabétic, [I'eficiencia de

I’electrotransferencia no es veia afectada.
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Figura 17; Estudi de I'efecte de la induccié de diabetis sobre I'eficiencia de I’electrotransferéncia
de DNA al muscul esquelétic. (A) Evolucié de la glucemia. La diabetis va ser induida mitjancant
el tractament de 5 dosis baixes de Stz a ratolins de 2 mesos d’edat. Els resultats son la mitjana
+SEM de 3 animals per grup. (B) Nivells de proteina B-gal produida. La quantitat de proteina 3-
gal es va determinar 5 dies després de I'electrotransferéncia a partir d’homogenats musculars,
tal i com es descriu als Materials i Métodes. Els resultats son la mitjana +SEM de 6 musculs per a
cada condicid.
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2.2. ELECTROTRANSFERENCIA A MUSCUL ESQUELETIC DELS GENS
QUIMERICS CMV/hins i CMV/GK EN ANIMALS TRACTATS AMB
ESTREPTOZOTOCINA.

Els estudis realitzats en ratolins doble transgénics (MLC/hins+GK) van demostrar que
I’expressié d’insulina i de glucoquinasa per part del muscul esqueléetic permetia
normalitzar la glucémia, recuperar practicament els nivells d’insulina circulants, aixi
com millorar significativament el metabolisme general dels ratolins diabétics. Aixo
indicava que la transferéncia dels gens de la insulina i de la glucoquinasa a muscul
podia esdevenir una terapia alternativa als tractaments actuals de la DM1. Entre les
diferents técniques de terapia génica no virals per a la transferéncia de gens a muascul,
I’electrotransferéncia de DNA plasmidic era la que oferia una millor eficiéncia, aixi com
una baixa toxicitat i una fina regulacio de la dosi a administrar. Per aquest motiu, es va
procedir a electrotransferir els gens de la insulina mutada i de la glucoquinasa al

muscul esquelétic de ratolins control diabétics.

2.2.1. Evolucio de la glucemia.

En primer lloc es va estudiar si un cop iniciat el procés diabétic, la transferencia dels
gens de la insulina i de la glucoquinasa en el muscul esquelétic podia revertir el

desenvolupament de la hiperglucémia.

Amb aquesta finalitat, es va induir diabetis experimental mitjancant 5 dosis de 45
mg/kg durant 5 dies consecutius a ratolins control de 8 setmanes d’edat, i es va
mesurar I’evolucié de la seva glucemia. Quan els ratolins tractats amb Stz presentaven
una glucémia entre 250-300 mg/dl, es van dividir en dos grups i van ser
electrotransferits. EI grup control va ser electrotransferit amb el plasmid que contenia
el gen CMV/R-gal (Stz-Con), mentre que el segon grup va ser electrotransferit amb els
plasmids que contenien els gens CMV/GK i CMV/Ins (Stz-Ins+GK). En tots dos grups,
els musculs tibialis anterior, quadriceps i gastrocnemius van ser electrotransferits amb 75
ug de DNA plasmidic. Aixi, es va injectar a cada animal 225ug del plasmid que
contenia el gen CMV/hlIns i 225 pg del plasmid que contenia el gen CMV/GK. A
continuacio, es va mesurar I’evolucio dels nivells de glucosa en sang a tots els grups

d’animals. Els ratolins control van continuar desenvolupant una hiperglucémia severa
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(Figura 18). En canvi, els ratolins que expressaven els gens de la insulina i de la
glucoquinasa en el muscul esquelétic van disminuir la seva glucémia durant les dues
setmanes posteriors a I'administracio del DNA. No obstant, tot i ser practicament
normoglicemics, els nivells de glucosa en sang obtinguts eren significativament
diferents als nivells observats en els ratolins control sans (Figura 18). Aixo feia pensar
que la “dosi génica” d’insulina i glucoquinasa no era suficient per contrarestar la
hiperglucemia diabética. Per aquest motiu, 15 dies després de la primera
electrotransferéncia es va realitzar una segona electrotransferéncia a una part dels
ratolins que ja havien estat electrotransferits préviament (Figura 18). Tots els ratolins
que van ser electrotransferits per segona vegada varen disminuir la seva glucémia fins
assolir uns nivells de glucosa en sang completament normoglucemics. Aquests animals
varen mantenir la normoglucémia fins a unes 3 setmanes després de rebre el segon
tractament, moment en qué van ser sacrificats (Figura 18). A diferéncia dels ratolins
que varen rebre una segona electrotransferéncia, els ratolins que Unicament havien
rebut una sola dosi, tot i no assolir uns nivells de glucosa en sang completament

normoglicemics, van mantenir una glucémia proxima a la normoglicemia (Figura 18).

Aquests resultats ens suggerien que, una vegada iniciat el procés diabetic, la
modificacié genética de les cel-lules musculars per tal de produir insulina i incrementar
la captacié de glucosa circulant podia revertir el desenvolupament de la hiperglucémia
diabetica en alimentacio, i fins i tot, disminuir els nivells de glucosa en sang fins a uns

valors completament normoglucemics.
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Figura 18. Glucémia en alimentacié dels animals electrotransferits amb els gens CMV/hins i
CMV/GK. El resultats sén la mitjana +SEM de 10 animals per grup. *p<0.05 vs Stz-Con & Con.
#p<0.05 vs Stz-Con. E, electrotransferéncia.

Paral-lelament, es va estudiar si I’expressié d’insulina i de glucoquinasa en els animals
electrotransferits podia revertir el desenvolupament de la hiperglucémia en dejd. Per
aquest motiu es va analitzar la glucemia 35 dies després del tractament amb Stz i
posteriorment a un dejuni de 12 hores. Com es pot observar en la Figura 19, els ratolins
control tractats amb Stz presentaven una clara hiperglucémia en deja, mentre que la
glucémia observada en els ratolins electrotransferits amb els plasmids codificants per a
la insulina i per a la glucoquinasa era similar a la glucémia observada en els ratolins
control sans. Tanmateix, es va observar que el grup de ratolins que havien estat
electrotransferits dues vegades amb els plasmids codificants per a la insulina i per a la
glucoquinasa presentaven una glucémia normalitzada, amb uns nivells similars als

dels ratolins control sans.
Aquests resultats suggerien que la modificacié genética de les cél-lules musculars per
tal de produir insulina i incrementar la captacié de glucosa no produia I'aparicié

d’hipoglucémia durant un periode de deju.
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Figura 19. Glucémia en deju dels animals electrotransferits amb els gens de la insulina i de la
glucoquinasa. El resultats son la mitjana +SEM de 10 animals per grup. (*) p<0.05 vs Stz-Con. E,
electrotransferéncia.

2.2.2. Estudi de la insulinémia en els animals tractats amb Stz.

Posteriorment, es va estudiar si la produccié d’insulina per part dels musculs dels
ratolins diabetics permetia recuperar els nivells d’insulina en sang. Aixi doncs, es va
analitzar la concentracié d’insulina a partir de mostres de serum procedents de ratolins
control normals, i ratolins tractats amb Stz i electrotransferits amb els gens de la

insulina i de la glucoquinasa.

L’analisi de la insulinémia es va realitzar mitjancant RIA per determinar els nivells
totals d’insulina circulant (humana + ratoli), i mitjancant ELISA per determinar els

nivells circulants d’insulina de ratoli.

Els nivells totals d’insulina circulant en els ratolins control tractats amb Stz eren
inferiors als nivells observats en els ratolins control sans (Figura 20). En canvi, els
ratolins electrotransferits una o dues vegades amb els plasmids codificants per la
insulina i per a la glucoquinsasa, tot i presentar una insulinémia entre un 30 i 20 %
inferior a I'observada en els ratolins control sans, aquestes eren entre 2 i 3 vegades
superiors a la dels ratolins control diabétics (Figura 20). Al mateix temps, en
determinar els nivells d’insulina de ratoli, es va observar que tots els ratolins tractats
amb Stz mostraven una reduccié entre el 65 i 70% respecte els nivells observats en els

ratolins control sans (Figura 20).
Aquests resultats ens van suggerir que la diferéncia dels valors d’insulina circulant

observada entre la insulina total i la insulina de ratoli, molt probablement, corresponia

a la insulina humana produida pel muscul esquelétic.
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Figura 20. Nivells d’insulina en sang en els ratolins electrotransferits amb els plasmids
CMV/hins i CMV/GK. Les determinacions d’insulina total i insulina de ratoli es van realitzar
per radioimmunoassaig i Elisa respectivament, tal i com s’indica en els Materials i Métodes. Els
resultats son la mitjana + SEM de 10 ratolins per grup. (*) p<0,05 vs Stz-Con.

2.2.3. Estudi d’altres parametres serics en els animals tractats amb Stz.

Donat que els animals electrotransferits amb la insulina i la glucoquinasa presentaven
normalitzacié de la glucémia i un increment en la insulinémia, es van determinar
també els nivells circulants d’acids greixosos i triglicérids. Els ratolins control tractats
amb Stz van presentar una concentracié d’acids greixosos lliures 2 vegades superior a
la dels ratolins control normals. En canvi els ratolins diabétics que expressaven insulina
i glucoquinasa en el muscul presentaven uns nivells mes similars als observats en els
ratolins control sans (Taula 3). De la mateixa manera, els ratolins electrotransferits amb
els gens de la insulina i de la glucoquinasa van presentar una disminucié dels nivells
de triglicérids respecte als observats en els ratolins control diabétics, els quals assolien

uns nivells similars als dels ratolins control sans (Taula 3).

Aquests resultats suggerien que, a I'igual que haviem observat en els ratolins Tg

Ins+GK, la producciéo d’insulina per part dels musculs electrotransferits permetia
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restablir el metabolisme general de I'animal, la qual cosa evitava I'aparici
d’alteracions en els nivells sérics de triglicérids i acids greixosos associats al

desenvolupament de la diabetis (Taula 3).

Taula 3. Determinaci6 dels acids greixosos lliures i triglicérids circulants.

NEFAS Triglicerids
(mM) (mg/dl)
Controls 0,8 +0,04 122+20
Stz-Controls 1,7+ 0,03 215426
Stz- Ins+GK (2E) 1,3+0,04 144+16

Es va determinar la concentracié d’acids greixosos lliures i de triglicerids en el serum dels
ratolins control sense tractar, dels ratolins control diabétics Stz-Con i Stz-Ins+GK com s’indica
en els Materials i Métodes. Els resultats s6n la mitjana £ SEM de 10 animals per grup.

2.2.4. Test de tolerancia a la glucosa.

Es va realitzar un test de tolerancia a la glucosa dues setmanes després d’haver
realitzat el tractament amb Stz als ratolins control, als ratolins una vegada
electrotransferits amb la insulina i la glucoquinasa i als ratolins sans. Aixi doncs,
préviament a l'inici del test es van dejunar els animals durant 16 hores. Abans
d’administrar el bolus de glucosa ja hi havien diferencies significatives en els nivells de
glucosa en sang. Els ratolins controls tractats amb Stz presentaven una clara
hiperglucemia en deju (Figura 21) En canvi, els ratolins diabétics electrotransferits amb
la insulina i la glucoquinasa presentaven una glucemia similar a I’observada en els
ratolins control sans (Figura 21). Després de I'administracié de la glucosa, la glucemia
dels animals va incrementar en tots els grups. No obstant, I’'augment de la glucémia va
ser major en el grup dels ratolins control diabétics, mantenint durant tot el test uns
nivells de glucosa molt superiors als observats en els ratolins control sans i

electrotransferits amb insulina i GK. En canvi, els ratolins electrotransferits amb els
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gens de la insulina i de la glucoquinasa van recuperar la seva glucemia basal després
d’administrar la sobrecarrega de glucosa. D’aquesta manera, quinze minuts després de
I’'administracié del sucre, la glucémia dels ratolins diabétics electrotransferits amb la
insulina i la glucoquinasa era similar a la dels ratolins control sans (Figura 21). A més a
més, aquest grup de ratolins varen presentar una glucémia equivalent a I’observada en
els ratolins control normals durant tot el test (Figura 21). Aquests resultats suggerien
que I'expressié d’insulina i de glucoquinasa per part del muascul esquelétic, apart
d’incrementar la captacié de glucosa per aquest teixit, també contribuia a millorar

I’estat general dels ratolins.
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Figura 21. Test intraperitoneal de tolerancia a la glucosa. Ratolins control, insulina i
glucoquinasa diabetics, i ratolins control normals dejunats van ser sotmesos a un test de
tolerancia a la glucosa. Aquest es va realitzar mitjancant una injeccié intraperitoneal del sucre (1
mg/g de pes viu) a temps 0. Els resultats son la mitjana + SEM de 6 ratolins per grup. (*) p<0.05
vs Stz-Con.

2.2.5. Efecte de I'expressié de la insulina i de la glucoquinasa sobre el

metabolisme de la glucosa en el muscul esqueléetic d’animals tractats amb Stz.

Donat que els animals diabétics que expressaven insulina i glucoquinasa en el muscul

esquelétic presentaven una reduccié de la hiperglucémia, es va estudiar quin era el seu
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efecte sobre el metabolisme de la cél-lula muscular. Amb aquesta finalitat es va
determinar: (1) I’expressioé de gens claus implicats en el metabolisme de la glucosa, (2)

I'index de captacio de glucosa, i (3) com era afectada la massa muscular.

2.2.5.1. Efecte de I’expressio de la insulina i de la glucoquinasa sobre I’expressid de gens

claus del metabolisme muscular.

En sacrificar els animals 40 dies després del tractament amb Stz, es va analitzar
I’expressio d’insulina i de glucoquinasa a muscul esquelétic dels ratolins que varen ser
electrotransferits amb els dos gens. Per aquest motiu, es va obtenir el RNA total de tots
els musculs esquelétics manipulats. Es va analitzar I'expressié d’insulina i de
glucoquinasa en els ratolins control i en els ratolins diabétics 30 dies després de la
primera electrotransferéncia, i 15 dies després de la segona. Unicament es va observar
la preséncia de transgens d’insulina i de glucoquinasa en els musculs dels animals que
havien estat electrotransferits. No obstant, es va advertir que I’expressio dels gens de la
insulina i de la GK en els ratolins una vegada electrotransferits era molt inferior a
I'observat en els animals que van ser electrotransferits dues vegades. Aquests resultats
suggerien que la menor expressio d’insulina i de glucoquinasa apreciada en els ratolins
una vegada electrotransferits es devia, molt probablement, a la pérdua de DNA

plasmidic en els musculs d’aquests animals.
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Figura 22. Expressié de la insulina i de la glucoquinasa en el muascul esquelétic. Es va
determinar el nivell d’expressié de la insulina i de la glucoquinasa en els ratolins
electrotransferits amb els plasmids CMV/hins i CMV/GK 30 i 15 dies després de
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I'electrotransferéncia. Els nivells d’expressié es van determinar a partir del RNA total dels
musculs esquelétics tibialis anterior, quadriceps i gastrocnemius de ratolins control tractats amb Stz
i electrotransferits una o dues vegades amb els plasmids codificants per a la insulina i per a la
glucoquinasa. Es presenta un Northern blot respresentatiu hibridat amb les sondes de cDNA
especifiques per a la insulina i per a la glucoquinasa.

Posteriorment, es va analitzar quin era I’efecte de la insulina produida sobre I'expressio
de gens claus implicats en la captacié i fosforilacié de la glucosa per part del muscul
esquelétic. El transportador de glucosa GLUT-4 i la hexoquinasa Il (HKII) son les
principals isoformes de proteines implicades en el transport i la fosforilacié de glucosa
en teixits sensibles a la insulina, I’expressié dels quals es regulable per I’hormona. Els
nivells d’expressié del transportador de glucosa, aixi com de la HKII, havien disminuit
en els ratolins control tractats amb Stz. En canvi, els nivells d’expressié de la HKII i el
GLUT-4 observats en els musculs dels ratolins diabétics que expressaven els gens de la
insulina i de la glucoquinasa eren similars als dels ratolins control normals. Aquests
resultats suggerien que I’expressio d’insulina per part del muscul esqueletic afavoria el
restabliment dels nivells d’expressié del gens implicats en el transport i la fosforilacié

de la glucosa.

- - - @ ww Glut4
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Figura 23. Expressié de Glut 4 i HKII en els musculs electrotransferits amb els gens de la
insulina i de la glucoquinasa. Es va determinar, mitjancant I’analisi per Northern blot del RNA
total del muscul I'expressié de gens clau en la captacié i en la utilitzacié de glucosa en el muascul
de ratolins diabétics control i electrotransferits amb els plasmids codificants per a la insulina i
per a la glucoquinasa, i de ratolins control normals. Es presenta un Northern blot representatiu
hibridat amb les sondes de cDNA especifiques per GLUT 4 i HKII.
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2.2.5.2. Efecte de I’expressio de la insulina i de la glucoquinasa sobre I’'index de captacio

de glucosa del muscul esqueletic.

La reduccio6 de la glucémia observada en els animals electrotransferits indicava, d’una
banda, que I'efecte de la insulina restablint I’expressié del GLUT 4 i HKII conjuntament
amb I’expressio de la GK, portava, molt probablement, a un increment en la captacio
de glucosa. Aixi doncs, es va determinar I'index de captacié de glucosa en els musculs
que havien estat electrotransferits amb els plasmids CMV/hins i CMV/GK a partir de
la incorporacié de glucosa radioactiva en el muscul esquelétic. Per aquest motiu, es va
induir diabetis experimental a ratolins control i se’ls va electrotransferir amb els gens
de la insulina i de la glucoquinasa. Al cap de 5 dies de I'electrotransferéncia de DNA,
els animals que expressaven insulina i glucoquinasa en el muascul esquelétic van
presentar una reduccio de la seva glucemia (de 424 + 27 mg/dl a 223 + 66 mg/dl),
mentre que els ratolins control continuaven clarament hiperglucemics (de 432 + 36

mg/dl a 435 + 39 mg/dl) (Figura 24).

En determinar la captacié de glucosa en el muscul esquelétic, es va observar que la
captacio en els musculs dels ratolins diabétics electrotransferits amb els gens de la
insulina i de la glucoquinasa era, aproximadament, 3 vegades superior a la observada
en els ratolins diabeétics control (Figura 24). Aquests resultats demostraven que
I’expressié d’insulina i de glucoquinasa en el muscul esquelétic incrementava la
captacié de glucosa per part d’aquest teixit, el qual recuperava la capacitat d’eliminar

glucosa de la sang i reduia aixi la hiperglucémia diabetica.
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Figura 24. index d’utilitzacié de la glucosa. Es va determinar I'index de captacio de glucosa a
partir de glucosa marcada radioactivament tal i com s’indica en els Materials i Métodes. Els
resultats s6n la mitjana £SEM de 6 musculs per grup.

2.2.5.3. L’efecte de I’expressid de la insulina i de la glucoguinasa sobre la massa

muscular modificada geneticament.

En diabetis, la disminucié progressiva d’insulina, déna lloc a un increment de la
proteolisi muscular per tal de subministrar precursors gluconeogénics per al fetge.
Aix0 porta a una reduccié gradual de la massa muscular. Per aquest motiu, es va
estudiar si I’expressié d’insulina i de glucoquinasa en el muscul esquelétic podia
revertir la perdua de massa muscular associada a I’estat diabétic. Per tal d’analitzar la
pérdua de massa muscular es va determinar el pes dels musculs tibialis anterior,
gastrocnemius i quadriceps a I'inici i al final de I’experiment. Al cap de 7 setmanes de la
induccié de diabetis, els ratolins control tractats amb Stz havien perdut un 3% de la
seva massa muscular (de 0.75 = 0.05 g a 0.732 = 0.03 g), mentre que els animals
diabétics electrotransferits amb insulina i glucoquinasa i els ratolins control sans
I’lhavien incrementat. Tanmateix, el major increment (al voltant del 36%) va ser
observat en els ratolins control sans (de 0.75 £ 0.05 g a 1.02 + 0.03g), mentre que els
ratolins diabetics que havien estat una o dues vegades electrotransferits amb la
insulina i la glucoquinasa havien incrementat la seva massa muscular al voltant d’un
20% (de 0.75 + 0.05 g a 0.89 £ 0.05 g) i un 30% (de 0.75 £ 0.05 g a 0.97 £ 0.02 g),

respectivament.

2.2.6. L’efecte de I'expressio de la insulina i de la glucoquinasa per part del

muscul esquelétic sobre el metabolisme hepatic en animals tractats amb Stz.

La reduccié dels nivells d’insulina com a resultat del desenvolupament de diabetis
ddna lloc a un increment de la produccio hepatica de glucosa i a una disminucio en la
captacio del sucre per part dels hepatocits. Els enzims PEPCK i GK, regulats per la
insulina, sén enzims claus en la regulacié del flux de les vies metaboliques implicades
en la producci6 i en la captacié de la glucosa en el fetge. En abséncia d’insulina,

I’expressid de la PEPCK es troba incrementada, mentre que I'expressio de la GK resta
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disminuida. Amb la finalitat d’estudiar si la insulina produida pel muscul en els
ratolins electrotransferits tenia algun efecte sobre el metabolisme de la glucosa a fetge,
es van analitzar els nivells d’expressio de la PEPCK i la GK en els ratolins diabétics

electrotransferits amb insulina i glucoquinasa.

A causa de la disminucio de la insulinémia, I’expressio de la PEPCK en els ratolins
controls tractats amb Stz estava molt incrementada. En canvi, els ratolins diabétics
electrotransferits amb els gens de la insulina i de la glucoquinasa presentaven uns
nivells d’expressié de la PEPCK similars als nivells observats en els ratolins control
sans (Figura 25). Per altra banda, I’'abséncia d’insulina produia que en els ratolins
diabétics I'expressio de la GK es trobés molt disminuida. En canvi, els ratolins
electrotransferits amb els gens de la insulina i de la glucoquinasa van presentar un
increment en els nivells d’expressio de la GK superiors als observats en els ratolins

control diabetics (Figura 25).
Aquest resultats suggerien que la insulina produida en el muscul esqueletic actuava en

el fetge incrementant la captacio i la utilitzacid de glucosa per part d’aquest teixit,

alhora que inhibia la produccié hepatica de glucosa.
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Figura 25. Expressié de PEPCK i GK en el fetge. Es va determinar mitjancant I’analisi per
Northern blot de RNA total de fetge I'expressié de gens clau en la captacié i en la utilitzacié
hepatica de glucosa en els ratolins diabétics control i electrotransferits amb insulina i
glucoquinasa i en els ratolins control normals. Es presenta un Northern blot representatiu
hibridat amb les sondes de cDNA especifiques per a PEPCK i per a GK.

73



Resultats.

2.2.7. Evolucio de I'increment del consum d’aigua, de menjar i de pes corporal.

Un increment en el consum d’aigua (polidipsia) i de menjar (polifagia), aixi com la
pérdua de pes corporal son tres dels simptomes clinics més caracteristics associats al
desenvolupament de I'estat diabétic. Per aquest motiu, es va analitzar I'evolucio
d’aquests simptomes en els ratolins control tractats amb Stz electrotransferits amb

insulina i glucoquinasa en relacio als ratolins control diabeétics.

Els ratolins control tractats amb Stz van desenvolupar una clara polidipsia i polifagia.
Al cap de 20 dies després de la induccié de diabetis, el consum d’aigua ja havia
incrementat aproximadament 4 vegades respecte al consum d’un ratoli control sense
tractar (Figura 26). Paral-lelament a I'increment del consum d’aigua, el consum de
menjar en aquest grup de ratolins havia augmentat 2 vegades respecte al consum d’un
ratoli control normal (Figura 26). En canvi, 20 dies després de la induccié de diabetis
amb Stz, els ratolins que expressaven insulina i glucoquinasa en el mascul esqueletic
varen presentar un consum d’aigua i de menjar practicament normal (Figura 26). No
obstant, els ratolins electrotransferits una sola vegada varen presentar una tendencia a
incrementar gradualment, tant el consum d’aigua com de menjar, mentre que el
consum d’aigua i de menjar en els ratolins electrotransferits per segona vegada estava

practicament normalitzada (Figura 26).
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Figura 26. Evolucié del consum d’aigua (A) i de menjar (B) en els ratolins control diabétics
electrotransferits amb els plasmids insulina i glucoquinasa i en els ratolins control normals. El
consum d’aigua i de menjar es va determinar en animals individualitzats tal i com s’indica en
els Materials i Metodes. Els resultats son la mitja +SEM de 10 animals per grup. (*) p<0.05. vs Stz-
con. Con U, stz-Con B stz-Ins+GK (1E) B Stz-Ins+GK (2E)

El desenvolupament de I'estat diabétic va associat a un important trastorn en el
metabolisme general de I'individu, el qual déna lloc a una severa alteracié del seu pes
corporal. Amb la finalitat d’estudiar si una millora de I'estat diabetic mitjangant la
producci6 d’insulina i I'increment de la captacio de glucosa per part del mascul podia
evitar I'aparicié d’alteracions en el pes corporal del ratolins diabétics, es va analitzar
I'lincrement del pes en els diferents grups d’animals durant el temps en qué es va

realitzar I’experiment.

Tots els grups van incrementar el seu pes corporal, no obstant, els ratolins control
normals van mostrar un increment del 28% (de 25 +0,27 g a 32,5£0,78 g), essent el grup
que va presentar I'augment més important. D’altra banda, els ratolins tractats amb Stz
van presentar un menor augment del seu pes corporal. En aquest cas, els ratolins
control d’aquest grup van presentar, amb tan sols un 6%, (de 25 0,27 g a 26,1 + 0,86 Q)
un menor augment del seu pes corporal. En canvi, els ratolins electrotransferits una o
dues vegades amb els plasmids codificants per a la insulina i per a la glucoquinasa, van
incrementar el seu pes corporal entre un 12 i 13 % (de 25 +0,27 g a 28,2 0,54 g; de 25
+0,27 g a 28,4 +0,48 g).
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La diabetis de tipus 1 es produeix com a conseqguiencia de la destruccié autoimmune de
les cél-lules 3 dels illots de Langerhans, la qual cosa ddna lloc a I’'abséncia d’insulina.
La terapia substitutoria amb insulina és el tractament més estés per a corregir la manca
de I’normona i evitar aixi el desenvolupament de la hiperglucémia i les complicacions
secundaries associades. No obstant, aquesta terapia no és perfecta ja que no
s’assoleixen els nivells fisiologics d’insulina adequats per mantenir una correcta
homeostasi de la glucosa. A més, els réegims substitutoris actuals estan associats a un

elevat risc d’aparicio d’episodis hipoglucemics.

Per aquest motiu, actualment s’estan dissenyant noves terapies per al tractament de la
diabetis de tipus 1. Entre les diferents estratégies existents, s’esta investigant molt
activament la manipulacié de cél-lules extrapancreatiques; bé per produir una font
endogena d’insulina madura, bé per incrementar la captacié de glucosa per part
d’aquests teixits, el que condueix a una disminucié de la hiperglucéemia diabética. En
aquest sentit, en el nostre laboratori hem estudiat aquestes dues aproximacions
mitjancant la manipulacié genetica del muscul esquelétic; ja sigui per tal que expressi
insulina o glucoquinasa. En ambdés casos s’ha observat que I'expressié individual
d’aquests gens permet contrarestar parcialment la hiperglucémia diabética (Otaegui,

2000; Riu, 2002).

Per tal d’obtenir una millor contrarestacio de I'estat diabetic, en aquest treball hem
estudiat si I’expressio conjunta de la insulina i de la glucoquinasa per part del muascul
esquelétic permet superar les limitacions observades en la reducci6 de la

hiperglucemia quan aquests gens son expressats individualment.

Amb la finalitat d’estudiar aquesta nova aproximacio es van obtenir ratolins doble
transgenics (Tg Ins+GK) mitjancant I'encreuament de les dues linies de major expressié
dels transgens dels ratolins Tg Ins i Tg GK. En aquest estudi hem observat que aquests
animals han incorporat en el seu genoma el gen quimeric de la insulina i el de la GK i
que expressen tant insulina madura com GK en muscul esquelétic. A més a més, la
coexpressio d’aquests dos gens ofereix una millor resposta davant de canvis bruscs en
la concentracié de glucosa circulant qguan aquests sGn sotmesos a un test de tolerancia
al sucre. Aquest fet coincideix amb altres treballs on s’incrementa I’'expressioé de gens

claus implicats en el transport de la glucosa com GLUT 4 (Treadway, 1994; Ren, 1995;
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Liu, 1993), o de la fosforilacié de la glucosa, com la GK (Otaegui, 2000). En aquests
estudis s’ha observat que la sobreexpressié de GLUT 4 o I'expressié de GK a muscul
millora la resposta per tal de normalitzar la glucémia davant canvis bruscs en la

concentracié de glucosa en sang.

Aixi doncs, els estudis realitzats en els ratolins Tg Ins+GK sans indiquen que
I’expressié d’insulina i GK per part del mascul esquelétic ofereix una millor resposta a
una sobrecarrega de glucosa. Per aguest motiu, en aquest treball també hem estudiat si
durant la diabetis, I’expressio d’insulina i de glucoquinasa incrementa la capacitat del
muscul esquelétic per eliminar la glucosa circulant, i reduir aixi la hiperglucémia. Aixi
doncs, despreés de la induccié de diabetis amb Stz, els ratolins control presenten una
marcada hiperglucémia a mesura que es desenvolupa I'estat diabétic. En canvi, els
ratolins doble transgénics Ins+GK presenten una practica normalitzacioé de la glucémia
en alimentacid, aixi com normoglucémia en dejd. La reduccié de la hiperglucémia
observada en aquests animals ens indica que la coexpressié d’insulina i de GK
incrementa la capacitat de captacié i d’eliminacié de glucosa per part del muascul.
Préviament, els estudis realitzats en els ratolins Tg Ins han mostrat que la fosforilacio
de la glucosa és la principal limitacié per a la reduccio de la hiperglucémia (Riu, 2002).
La baixa Km de la HKII (10-100 uM), aixi com la seva inhibici6 per la glucosa-6-P, s6n
els principals factors que disminueixen la capacitat del muascul de normalitzar la
glucémia en aquests animals (Wilson, 1984; Printz, 1993b; lynedjian, 1993). En canvi, en
els ratolins doble transgenics, I'expressié de GK permet superar aquesta limitacio ja
gue aquest enzim presenta una elevada Km per la glucosa i no és inhibit per la glucosa-
6P. D’altra banda, els estudis realitzats en els ratolins Tg GK mostren que el transport
de la glucosa cap a I'interior de la cél-lula muscular és la principal limitacio per a la
completa reduccié de la hiperglucemia (Otaegui, 2000). L’abséncia d’insulina en
aquests animals déna lloc a una disminucié dels nivells de GLUT4 i del transport de
glucosa insulino-depenent, el que redueix el flux d’entrada de glucosa cap a I'interior
de la cel-lula muscular (Burcelin, 1993; Napoli, 1995 i Kahn, 1992). En canvi, en els
ratolins doble transgénics, I’'expressié d’insulina per part del muscul evita la reduccié
del transport de glucosa cap a I'interior cel-lular ja que permet mantenir el contingut de
GLUT 4 a la membrana. Aixi doncs, la coexpressié d’insulina i glucoquinasa en el
muscul compensa les limitacions observades en els Tg Ins i Tg GK. Per tant, la

coexpressio dels dos gens converteix aquest teixit en una “bomba” d’eliminacié de
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glucosa, on la major o menor captacié de sucre vindra determinada per I'activitat
glucoquinasa en relacié als nivells de glucosa en sang. Aixo elimina la necessitat de
produir insulina de manera regulada, essent Unicament necessaria una produccié basal
de I’hormona per mantenir actiu el transport de glucosa cap a l'interior cel-lular.
Aquest fet és més evident quan, en realitzar un test de tolerancia a la glucosa, aquests
animals son capacos de contrarestar I'augment de la glucéemia i d’assolir altra vegada

els seus nivells basals al final del test.

El desenvolupament d’hipoglucemia és actualment el factor limitant per mantenir un
estricte control de la glucémia en pacients diabétics de tipus 1 tractats amb terapia
substitutoria amb insulina (DCCT, 1993). La hipoglucemia nocturna és particularment
perillosa ja que el pacient no és conscient de la seva situacié i sovint no es desperta, la
qual cosa pot produir consequéncies fatals. Per aix0, s’ha estudiat si la producci6 d’uns
nivells basals d’insulina per part del muscul, juntament amb un increment de la
captacié de glucosa per part d'aquest teixit, pot provocar I'aparicié d’episodis
hipoglucémics. En aquest sentit, després d’un dejuni de 24 hores, els ratolins Tg
Ins+GK no desenvolupen hipoglucémia i presenten sempre uns nivells de glucosa
circulant similars als observats en els ratolins control sans. EI no desenvolupament
d’hipoglucémia vé determinat pel fet que la captacio de glucosa per part del mascul va
disminuint a mesura que avanca el dejuni i, per tant, dismineix la glucémia. Aixo
coincideix amb els resultats obtinguts previament en miotubs C,C1,GK. Aquests
miotubs expressen I’enzim GK i s’ha observat que la captacié de glucosa per part de la
GK depén de les concentracions extracel-lulars del sucre (Otaegui, 2002). Igualment,
aquests resultats també sén observats en cel-lules d’hepatoma i en cel-lules musculars
humanes que expressen GK (Valera, 1994a; Baqué, 1998), aixi com en hepatocits de
ratolins transgénics que sobreexpressen I'enzim GK (Ferre, 1996a). Per tant, la glucosa
proporciona una regulacié a curt termini de I'activitat GK i, en ultim terme, de la
captacio de glucosa a través de la cooperativitat existent entre la GK i la glucosa. A més
a més, els resultats en els animals doble transgenics ens indiquen que la produccio
basal d’insulina per part del mascul esta dins d’un rang fisiologic que permet mantenir

la normoglucémia, alhora que evita I’aparicié d’episodis d’hipoglucemia.

En la diabetis de tipus 1, I'abséncia d’insulina comporta una reduccié del transport

insulino-dependent i la utilitzacid de glucosa en el muscul esquelétic (Postic, 1994;
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Prinzt, 1993). No obstant, el tractament amb insulina normalitza el metabolisme de la
glucosa en aquest teixit. Aixi, en aquest treball, també hem analitzat si la insulina
produida pel muascul esquelétic actua sobre la propia cel-lula muscular restaurant el
metabolisme de la glucosa. S’ha observat que el contingut del transportador de glucosa
GLUT 4 en les membranes es manté normal en els ratolins Tg Ins+GK, mentre que
aquest és molt menor en els ratolins control diabétics. Aquests resultats indiquen que
la insulina produida per part del mascul esquelétic té un efecte autocri/paracri sobre la
propia cel-lula muscular que incrementa el transport de la glucosa cap a l'interior
cel-lular. Aixi, es supera la primera limitacié observada en la captacio i la utilitzacié de
glucosa per part del muscul en diabetis. Per tant, també s’ha analitzat si I’expressio de
glucoquinasa en el muscul permet recuperar la capacitat de fosforilacié de la glucosa
del muscul esquelétic i restaurar completament el metabolisme de la glucosa en aguest
teixit. En aquest cas, s’ha observat que I'expressio de GK en els ratolins Tg Ins+GK
permet normalitzar les concentracions de glucogen i glucosa-6P musculars. Aixo ens
indica, que I'expressid conjunta d’insulina i de GK normalitza el transport i la
fosforilacio de glucosa de les cel-lules musculars en condicions diabeétiques. Aixi, la
captacio6 i la utilitzacié de la glucosa en el muscul es veu incrementada per I’'expressio
de insulina i glucoquinasa, el que contribueix a reduir la hiperglucémia. Un paper clau
en el transport i la fosforilacid de la glucosa en la regulacié del metabolisme de la
glucosa a muscul s’observa també en els ratolins transgéenics que sobreexpressen GLUT
4 (Burcelin, 1993; Lombardi, 1997) o glucoquinasa en aquest teixit (Otaegui, 2000). No
obstant, en cap d’aquests models transgénics s’ha observat una normalitzacié de I'estat

diabetic.

Experiments previs han mostrat que la insulina produida per teixits extrapancreatics
pot sortir a la circulacié i tenir un efecte endocri sobre la resta del organisme
(Mitanchez,1998; Muzzin, 1997; Falqui, 1999; Riu, 2002;). En aquest estudi també hem
observat que la insulina produida pel muscul esqueletic és alliberada al torrent
sanguini i manté uns nivells serics practicament normalitzats. Aixo ens indica que, tot i
que el muscul esquelétic és un dels teixits periférics que expressa un major nombre de
receptors de I’hormona (Lamothe,1998; White, 1994), aquest és capa¢ de produir
suficient quantitat d’insulina per qué pugui sortir a la circulacié i compensar aixi la

disminuci6 associada al desenvolupament de diabetis.
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També hem observar que la insulina produida en els ratolins doble transgenics és
bioldgicament activa, ja que afecta altres teixits, com el fetge i el teixit adipds. En
diabetis, I’'absencia d’insulina déna lloc a una inhibicio de la captaci6 i de la utilitzacio
de la glucosa per part del fetge i a un increment de la produccié hepatica del sucre
(Pilkis,1992). Aquest fet es tradueix en una disminucio de la via gluconeogénica i un
augment del flux metabolic de la via glucolitica. La GK i la PEPCK son enzims
reguladors claus d’aquestes vies metaboliques, I'expressié dels quals és regulada per la
insulina (lynedian, 1993; Hall, 2000). Aixi doncs, s’ha observat que I'expressié de la GK
es troba incrementada en els ratolins Tg Ins+GK, mentre que I'expressié de la PEPCK
és menor. Aquests resultats ens indiquen que la insulina produida pel muscul dels
ratolins Tg Ins+GK esta actuant sobre el metabolisme hepatic de la glucosa. Per una
banda, I'estimulacio6 de I’expressid de la GK esta incrementant la captacid i la utilitzacio
del sucre en el fetge, mentre que la inhibicié de I’expressio de la PEPCK redueix, al
mateix temps, la produccié hepatica de glucosa. Aixi doncs, I'accié de la insulina
produida pel mduascul sobre el metabolisme hepatic de la glucosa contribueix,
igualment, a la normalitzacié de la glucémia en aquests animals. De manera similar,
ratolins transgénics que sobreexpressen gens claus implicats en la regulacié de les vies
metaboliques relacionades amb la captacio i la utilitzacié de glucosa per part del fetge
presenten el metabolisme hepatic de la glucosa normalitzat (Ferre, 1996a, Morral,

2002).

Paral-lelament a I'acci6 de la insulina sobre el metabolisme hepatic de la glucosa,
aquesta també contribueix a normalitzar els diferents parametres sérics que es troben
alterats en la diabetis. L’abséncia d’insulina produeix un augment de la lipolisi en el
teixit adipds, el que incrementa els nivells circulants d’acids greixosos lliures. D’igual
forma, la captaciéo de triglicérids per part del teixit adipd6s disminueix, el que
contribueix d’aquesta manera a incrementar els seus nivells sérics. D’altra banda, els
acids greixosos lliures son oxidats en el fetge per produir cossos cetonics, els quals
s’alliberen a la sang i donen lloc a la cetoacidémia (Miles, 1980). En aquest sentit, els
ratolins Tg Ins+GK presenten uns nivells normalitzats d’acids greixosos lliures, aixi
com de triglicérids i cossos cetonics. Tot aquests resultats ens indiquen que la insulina
produida és bioldogicament activa i que esta actuant sobre el teixit adipos i el fetge, el

gue dodna lloc a la restauracio del metabolisme lipidic en aquests teixits. Aix0, permet
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contrarestar les alteracions dels parametres serics associades al desenvolupament de

diabetis.

El desenvolupament d’hiperglucémia esta associada a I'aparicié dels principals
simptomes clinics de la diabetis. Aquests es caracteritzen per un increment en el
consum d’aigua (polidipsia) i de menjar (polifagia), aixi com un augment de I’excrecio
d’orina (polidria). En aquest treball hem estudiat si la correccidé de la hiperglucémia
observada en els animals doble transgenics també prevé [I'aparicio d’aquests
simptomes. En aquest sentit, el consum d’aigua i de menjar en els ratolins doble
transgénics és similar al consum observat en un ratoli sa, mentre que els ratolins
diabétics presenten una marcada polidipsia i polifagia. Per altra banda, s’ha observat
que el nivell d’excrecié d’orina en els ratolins doble transgénics és molt menor que
I’observat en els ratolins diabetics control, ja que I'interval de temps requerit en canviar
les gabies dels animals és superior. Aixi doncs, aquests resultats ens indiquen que
I’expressié d’insulina i glucoquinasa per part del muscul esquelétic, a més a més de
contrarestar el desenvolupament de la hiperglucemia diabética, prevé I'aparicié dels
principals simptomes clinics associats a la malaltia. Al mateix temps, aquests resultats
ens suggereixen que, mitjancant I’expressio d’insulina i de glucoquinasa, podem assolir

un correcte control de la glucémia.

Aixi doncs, els resultats obtinguts mitjangant la utilitzacié de ratolins doble transgenics
demostren que I'expressio d’insulina i glucoquinasa per part del mascul esquelétic pot
esdevenir una nova aproximacio de terapia génica per al tractament de la diabetis
mellitus de tipus 1. Per aquest motiu, en aquest estudi també hem analitzat si la
transferencia dels gens de la insulina i la GK en el mascul esquelétic in vivo durant el

procés diabetic pot revertir el desenvolupament de la malaltia.

Entre els diferents vectors existents per a transferir gens a muscul esquelétic,
I’electrotransferencia de DNA plasmidic en soluci6 és actualment la tecnica que ofereix
una major eficiéncia de transfeccid, aixi com un major nivell d’expressié en aguest
teixit. A més a més, I'electrotransferencia ofereix la possibilitat de transferir el DNA a
muscul produint un minim dany tissular. EI dany muscular, aixi com la infiltraci

limfocitaria associada, poden induir una resposta inflamatoria contra el plasmid
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injectat i, per tant, reduir el nivell i el temps d’expressié del gen. Per aquest motiu,
I’establiment d’unes condicions adequades d’electrotransferéncia permetran preservar
les fibres transfectades de la destruccio i, a la vegada, assolir uns nivells i un temps
d’expressié majors. Durant els Uultims anys, s’han descrit molts protocols
d’electrotransferéncia associats, tots ells, a un major guany d’eficiencia de transfeccid i
de nivell d’expressio en relacié a un minim dany tissular. Per aquest motiu, préviament
a la transferéncia dels gens de la insulina i la glucoquinasa al muscul esquelétic dels
ratolins diabetics, hem estudiat quina de les condicions descrites recentment és la que
ens permet transferir el DNA de forma més eficient. Per altra banda, la utilitzacié
d’unes condicions d’electrotransferencia que ens permetin obtenir uns nivells elevats
d’expressié ens faciliten, al mateix temps, poder regular més acuradament la dosi

génica d’insulina i glucoquinasa a administrar.

En aquest treball hem comparat dues condicions diferents d’electrotransferéncia, de les
quals una d’elles permet transfectar aproximadament el 80% de les fibres del muscul
electrotransferit. A més a mes, en aquestes condicions s’obté un elevat nivell
d’expressié als 5 dies de la realitzacio de I'electrotransferéncia. Les condicions
utilitzades en aquest estudi requereixen la realitzacié d’un pretractament del muscul
esquelétic amb I'’enzim hialuronidasa (McMahon, 2001). Aquest enzim degrada I’acid
hialuronic del teixit conjuntiu que envolta les fibres musculars i permet que el DNA
injectat pugui accedir a una major area muscular. Igualment, el tractament amb
hialuronidasa permet reduir el voltatge del camp eléectric a aplicar i eliminar, d’aquesta
manera, el dany tissular produit per I'administracié del camp electric. Aixi doncs, el
petit dany tissular observat en aplicar aquestes condicions d’electrotransferéncia es
deu, principalment, al procediment d’injeccié més que a I'aplicacié del camp eléctric,
dany que desapareix dues setmanes després de la realitzacio del tractament. També
hem estudiat si la induccié de diabetis mitjancant el tractament amb Stz pot afectar
I’eficiéncia de I'electrotransferéncia de DNA a muscul. La conclusié ha estat que el
tractament amb Stz no modifica I'eficiéncia de I’electrotransferéncia i que es produeix
la mateixa quantitat de proteina que en els ratolins sans als 5 dies de

I’electrotransferéncia de DNA.
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Una vegada establertes les condicions d’electrotransferéncia hem analitzat si
I'aproximacioé estudiada mitjancant la utilitzacid6 de ratolins transgénics pot ser
aplicable mitjangant terapia genica a ratolins diabétics. EI muscul esqueletic
constitueix, aproximadament, el 40 % de la massa corporal. A diferéncia dels ratolins
transgeénics, en els quals totes les fibres musculars expressen els gens de la insulina i la
GK, en els ratolins electrotransferits nomeés s’expressen tals gens en els musculs tibialis
anterior, quadriceps i gastrognemius. Aixi doncs, en aquest estudi mostrem que la
transferencia dels gens de la insulina i la GK a, aproximadament, un 8% de la massa
muscular, és suficient per a contrarestar, o fins i tot revertir, el desenvolupament de la

hiperglucemia diabética tant en alimentacié com en dejuni.

L’assoliment de la normoglicémia en els ratolins diabétics electrotransferits amb els
gens de la insulina i GK depén de la “dosi de gen” administrada. Aixi, els ratolins
diabétics dues vegades electrotransferits assoleixen una glucémia similar a la dels
ratolins control sans, mentre que els ratolins només una vegada electrotransferits
presenten una glucemia lleugerament superior. Tot i aixi, en aquest ultim cas els nivells
de glucosa en sang son similars als obtinguts amb el tractament substitutori amb
insulina actual (Pickup, 1997). lgualment, s’ha observat que la glucémia dels animals
nomeés una vegada electrotransferits incrementa gradualment al llarg del temps, el que
relaciona aquest increment de la glucémia en aquests animals amb una disminucio6 en
el nivell d’expressié dels dos gens. Aquests resultats ens suggereixen que, per tal
d’assolir la normoglucémia, es requereix superar un llindar minim d’expressio de la
insulina i la GK, aixi com la readministraci6 de DNA per tal que I’expressié dels dos
gens sigui sempre superior a aquest minim requerit i poder mantenir la
normoglucémia de manera perllongada. De la mateixa manera, la disminucidé de
I’expressié dels dos gens pot deure’s a varies causes; com ara la progressiva perdua del
DNA plasmidic de les cel-lules electrotransferides o bé a la inactivacié del promotor del

CMV.

La reduccié de la hiperglucémia esta associada a un increment de la captacié de
glucosa per part de les fibres musculars que han estat electrotransferides. Per aixo, en
determinar I'index de captacié de glucosa dels musculs electrotransferits amb els gens

de la insulina i la glucoquinasa, s’ha observat que la capacitat d’incorporacié de
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glucosa marcada radioactivament és, aproximadament, 3 vegades superior a
I’observada en els muasculs d’un ratoli diabétic control. Aix0, al mateix temps, esta
relacionat amb el fet que I’expressié d’insulina per part d’aquestes cél-lules indueix una
major sensibilitzacié de la maquinaria implicada en el transport i en la fosforilacié de
glucosa. Aixi doncs, els nivells d’expressié del transportador de glucosa GLUT 4 i de la
hexoquinasa Il en els musculs electrotransferits és superior als nivells observats en els
musculs d’un ratoli diabétic control. Alhora, I'augment de la captacié de glucosa
permet millorar la resposta d’aquests animals davant canvis sobtats en la concentracio
de glucosa circulant en realitzar un test de tolerancia a la glucosa. Aixi doncs, després
de I'administracio del sucre, els ratolins electrotransferits amb els gens de la insulina i
la glucoquinasa presenten al llarg del test una glucemia similar a I'observada en els
ratolins control sans. Aquests resultats suggereixen que la modificacié d’aquest 8% de
la massa muscular és suficient per establir un bon control de la glucémia i poder
restablir la normoglucémia davant canvis sobtats en els nivells de glucosa circulants.
Per altra banda, la restauracié del metabolisme muscular evita la degradacié d’aquest
teixit per tal de subministrar precursors gluconeogenics, el que permet mantenir la

massa muscular en els animals que han estat modificats.

En aquest treball també s’observa que la modificacié genética de la massa muscular
amb els gens de la insulina i la glucoquinasa és suficient per a produir prou quantitat
d’insulina per que aquesta arribi a la sang i eviti aixi la hipoinsulinémia associada al
desenvolupament de diabetis. A més a més, la insulina produida és bioldgicament
activa i té un efecte endocri sobre altres teixits com el fetge. Per tant, la insulina
produida té un efecte sobre el metabolisme hepatic de la glucosa, la qual cosa
augmenta I’expressié de I’'enzim GK en el fetge, aixi com la captacié de glucosa per

part d’aquest teixit, fet que també contribueix a disminuir I’hiperglucemia diabetica.

L’increment de la captacio i la utilitzacié de glucosa per part del muscul, aixi com la
produccié d’insulina en els ratolins electrotransferits, permet millorar I’estat general
dels ratolins diabétics. D’aquesta manera, els animals electrotransferits amb els gens de
la insulina i la GK no desenvolupen cap dels simptomes clinics associats a la malaltia
(polidipsia i polifagia) i presenten una menor alteraci6 en el seu pes corporal. A més a
més, els animals electrotransferits mostren una practica normalitzacié de les

concentracions sériques de triglicerids i acids greixosos lliures, els quals estan
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normalment alterats com a consequéncia del desenvolupament de la diabetis. Aquests
resultats suggereixen que, tal i com hem observat en els ratolins doble transgénics, la
insulina produida pels musculs electrotransferits actua sobre el fetge i el teixit adipos,

la qual cosa restaura el metabolisme lipidic d’aquests animals.

D’aquesta manera, els resultats obtinguts en aquest treball indiquen que la
manipulacié genética del muscul esquelétic per qué produeixi insulina i incrementi la
captacié de glucosa podria utilitzar-se com a tractament alternatiu a la terapia
substitutoria o al trasplantament de pancrees o illots en pacients amb diabetis de tipus
1. Aixi, I'expressiéo conjunta d’insulina i de glucoquinasa en el muscul esquelétic
conduiria a una normalitzaci6é de la hiperglucémia diabetica aixi com del metabolisme
general. Aix0 es deuria, d’una banda, a un increment de la captacio i de la utilitzacié de
la glucosa per part del muscul esquelétic i, per Ialtra, a un efecte endocri de la insulina
produida sobre el fetge i el teixit adipés (Figura 1). A més, la naturalesa del muscul
esquelétic i la seva facil accessibilitat fa que terapies centrades en la manipulacié
genetica d’aquest teixit siguin molt atractives per a la seva aplicacié posterior en
pacients humans. La naturalesa postmitotica i la longevitat de les fibres musculars
assegura, alhora, un major temps d’expressié dels gens transferits i elimina la
necessitat d’administrar dosis repetides en breus intervals de temps. Aixi doncs,
durant els ultims anys s’han desenvolupat nous vectors virals i no virals els quals
podrien, en un futur proxim, fer accessible I'aplicacié d’aquesta aproximacié en
pacients humans com a un nou tractament alternatiu a les terapies substitutories
actuals. No obstant, abans que terapies d’aquest tipus puguin ser aplicables a pacients
diabétics cal realitzar molts més assaigs en altres models animals de diabetis més

autoimmune.
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Figura 1. Esquema representatiu de I'efecte de la coexpressié d’'insulina i de la glucoquinasa en
el mascul esquelétic amb I'objectiu de revertir el desenvolupament de la hiperglucemia
diabética.
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S’han obtingut ratolins doble transgénics que han incorporat en el seu genoma i
expressen alhora els gens de la insulina i la glucoquinasa sota el control del
promotor de la cadena lleugera de la miosina. Aquests animals son viables i tenen

una vida reproductiva normal.

La coexpressio del gen de la insulina i la glucoquinasa en ratolins doble transgenics
reverteix el desenvolupament de la hiperglucemia diabética. Aquests animals
assoleixen unes concentracions seriques de glucosa practicament normals en
alimentacié, aixi com la normoglucémia i I'abséencia d’episodis hipoglucémics en

deju.

La produccié constitutiva d’insulina per part del mascul en aquests animals permet

corregir la disminucié de la insulinemia associada a la destruccio de les cel-lules 3.

Després de tres mesos de tractament amb Stz, els ratolins doble transgénics
mostren un test de tolerancia a la glucosa millorat, el que indica que aquests

animals responen correctament enfront d’una sobrecarrega de glucosa.

L’expressio d’insulina i glucoquinasa per part del muascul esquelétic produeix un
augment del metabolisme de la glucosa; aixd manté els nivells de GLUT 4 a la
membrana i incrementa la fosforilacié de la glucosa i la concentracié de glucogen

muscular.

La insulina produida pel muscul té un efecte endocri sobre la resta de teixits
periférics. A nivell hepatic, s’observa un increment de la captacio i de la utilitzacio
de la glucosa i una disminucié de la producci6 del sucre, el que contribueix a la

normalitzacié dels parametres sérics.
La reducci6 de la hiperglucemia diabetica per I'expressio d’insulina i de GK en el
muscul doéna lloc a una millora de l'estat general dels animals i evita el

desenvolupament de polidipsia i polifagia.

L’electrotransferéncia de DNA a muscul esquelétic amb un tractament previ amb

hiauronidasa permet transfectar una elevada area muscular i obtenir uns alts
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10.

11.

12.

13.

nivells d’expressié amb un minim dany tissular. A més a més, I'eficiéncia de

transfeccio no s’altera per la induccié de diabetis amb Stz.

L’electrotransferéncia dels musculs tibialis anterior, quadriceps i gastrognemius amb
els gens de la insulina i la glucoquinasa permet revertir completament el

desenvolupament de la hiperglucémia i la hipoinsulinemia diabetica.

Els musculs electrotransferits amb els gens de la insulina i la glucoquinasa
presenten un augment del metabolisme de la glucosa, donant lloc a un increment

de la captacio i de la utilitzacio del sucre.

Els ratolins diabeétics electrotransferits amb els gens de la insulina i la glucoquinasa
mostren un augment del metabolisme hepatic de la glucosa, contribuint aixi a la

practica normalitzaci6 dels parametres sérics.

L’electrotransferéncia de la insulina i la glucoquinasa en els ratolins diabetics
produeix una millora de I’estat general de I’'animal, evitant I’'aparici6 de polidipsia i

polifagia, aixi com una major recuperacié del pes corporal.
Tots aquests resultats suggereixen que la manipulacié del muscul esquelétic per

que expressi insulina i glucoquinasa pot esdevenir un tractament alternatiu a les

terapies actuals per al tractament de la diabetis de tipus 1.
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MATERIALS.

1. ANIMALS.

Els animals utilitzats en aquest estudi es van obtenir a partir de I’encreuament de
colonies de ratolins préviament establertes i caracteritzades en el nostre laboratori.
Concretament, els ratolins doble transgenics s’obtingueren a partir de I’encreuament
dels ratolins transgénics que expressaven el cDNA de la insulina mutada i de la
glucoquinasa a muscul esquelétic sota el promotor de la cadena lleugera de la miosina
(MLC) (Riu 2002; Otaegui, 2000). La tecnica utilitzada per a I'obtencié dels ratolins
transgénics MLC/hlns i MLC/GK va ser la de microinjecci6 de DNA en el pronucli
masculi d’ovuls fecundats. En aquesta técnica es van utilitzar com a femelles
donadores d’embrions ratolins hibrids B6SIJL, procedents de I'encreuament de les
soques C57BL/6 i SIL (IFFA CREDO) i els animals de la soca CD1 (Charles River) com
a femelles receptores (Hogan, 1986; Yun y Wagner, 1989). En els experiments de terapia
génica es van utilitzar ratolins C57BL/6 x SIL de 8 setmanes d’edat procedents del

Servei d’Estabulari de la UAB.

Tots els animals es trobaven en condicions de temperatura i llum controlada (12 hores
de llum i 12 hores de foscor) i eren alimentats amb una dieta estandard de laboratori
(Panlab MR, Barcelona). Els animals es van utilitzar d’acord amb la legislacié vigent i

amb I'aprovacio del Comité d’Etica i d’Experimentacié Animal i Humana de la UAB.

2. SOQUES BACTERIANES | VECTORS PLASMIDICS.

La soca bacteriana utilitzada com a portadora de les diferents construccions
plasmidiques va ser la DH5a d’E.coli. El creixement d’aquestes cel-lules es va realitzar
a 37°C en medi LB, que contenia 50 mg/ml d’Ampicilina o 50 mg/ml de Kanamicina,
segons el gen de resistencia del plasmid per a la seva seleccid. Es van conservar a —-80°C

en medi LB que contenia un 20% (vol/vol) de glicerol.
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Els vectors plasmidics emprats en aquest treball han estat els seguents: pMLC/hins,
pPMLC/GK, pTG6600-hins, pTG6600-GK, pEGFP-C1, pCMV-Bgal, pBS-18ScDNA vy el
pBS-PEPCK.

3. REACTIUS DE TREBALL.

Els reactius emprats en aquest treball es van adquirir de les cases comercials Roche
(Diagnostics GmbH, Germany), Invitrogen Corporation (Carslbad, CA, EEUU), Bio-
Rad Laboratories (Hercules, CA, EEUU)., Amersham Biosciences (Piscataway, NJ,
EEUU), Sigma (St.Louis, MO, EEUU), Pharmacia-LKB (Uppsala, Suécia), Quiagen
GmbH (Hilden, Alemanya), Bio 101 Inc (La Jolla, CA, EEUU), Schleicher & Schuell
(Keene, New hampshire), (CIS Biointernational, Gif-Sur-Yvette, Franca), Crystal chem
Inc. (Chicago, EEUU) i Wako Chemicals (Neus, Alemanya). Els productes marcats
radioactivament  [a-32P] dCTP  s’adquiriren a  Amersham  Biosciences.

L’estreptozotocina utilitzada per induir diabetis experimental es va adquirir a Sigma.

4. SONDES.

La sonda GK corresponia al fragment EcoRI-EcoRI de 2.3Kb del cDNA de la GK (cedit
pel Dr.P.lynedjian, Universitat de Génova, Génova, Suissa). La sonda PEPCK utilitzada
pel Northern Blot corresponia al fragment de 1.7 Kb Sphl-Sphl del cDNA de la PEPCK
(cedit per el Dr R.W.Hanson, Case Western Reserve University, Cleveland). La sonda
d’insulina corresponia al fragment de 0.4Kb EcoRI-EcoRI del cDNA del gen (cedit per
el Dr. W.Rutter). La sonda GLUT4 corresponia al fragment de 2.4Kb EcoRI-EcoRI del
cDNA. La sonda de HKII corresponia al fragment de 2.3 Kb EcoRI-EcoRI del gen. La
sonda 18S corresponia al fragment de 5.7 Kb EcoRI-EcoRI del cDNA del rRNA huma
(cedit pel Dr. Gamboa).

5. ANTICOSSOS.

Els anticossos utilitzats en aquest treball varen ser:
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- anticos de conill contra la proteina de membrana GLUT-4 (cedit pel Dr. Zorzano).

- anticos de conill contra la proteina 3-gal comprat a ABCAM (ref. 616)

- anticos secundari de cabra- contra IgG de conill biotinilat — PIERCE, Illinois, USA.

- anticos secundari de cabra contra IgG de conill, conjugat amb Biotina — Santa Cruz
Biotechnology, ING.

- anticos terciari streptavidina conjugat amb FITC - Invitrogen corp. Carslbad, CA,
EEUU.

- anticos terciari conjugat amb el complex ABC - PIERCE, Illinois, EEUU.

METODES.

1. OBTENCIO | ANALISI DE DNA.

1.1. Preparacio de DNA plasmidic.

Per a I’obtencié de petites quantitats de DNA plasmidic es realitzen minipreparacions
de DNA segons el protocol de lisi alcalina descrit originalment per Birnboim i Doli
(1979). El plasmid obtingut d’aquesta manera (uns 3-4 pgrs/ml de medi de cultiu) es
troba majoritariament en forma circular tancada covalentment (supercoiled) i, en
general, és susceptible de ser sotmés a manipulacions enzimatiques sense necessitat de

purificacions posteriors.

El metode consisteix en una degradacio de la paret bacteriana per I’accio de la lisozima
seguida per una lisi alcalina de I'esferoplast i una precipitacié selectiva del DNA
genomic bacteria i de les proteines desnaturalitzades per I'acci6 d’una solucié
concentrada d’acetat potassic a pH acid. Després, el DNA plasmidic és purificat
mitjancant extraccions amb fenol-cloroform i posteriorment precipitat amb

isopropanol. EI RNA bacteria és degradat mitjancant RNAasa A.

Les solucions emprades son:

Soluci6 de lisozima (preparacié extemporania)
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Tris-HCI pH 8.0 25mM.
EDTA 10 mM.
Glucosa 50 mM.
Lisozima 5 mg/ml.
RNAasa 100 mg/1

Soluci6 de llisi:

NaOH 0.2 M.
SDS 1%.

Soluci6 d’acetat potassic pH 4’8

Acetat potassic 3 M.
Acid acétic glacial 2 M.

L’obtencié de grans quantitats de DNA es realitza mitjancant maxipreparacions de
DNA, a partir de 250-500ml de medi de cultiu. El métode es basa, igualment, en una lisi
alcalina pero la purificacié del DNA es realitza pel métode de lisi alcalina amb

posterior purificacié del DNA plasmidic amb columnes de QiagenMR,

El DNA plasmidic lliure d’endotoxines s’obté a partir de 1-1.5 litres de medi de cultiu i
es purifica pel métode de lisi alcalina seguint el protocol de MEGAPREP de la casa
QiagenMR, Aqguest protocol esta dissenyat per a la preparacio de fins a 2.5 mg de DNA
plasmidic lliure d’endotoxines, el qual millora I’eficiéncia de transfeccio en cel-lules

eucariotes.

1.2. Restriccio enzimatica de DNA.

Les endoculeases de restriccid, enzims purificats a partir de bactéries o fongs,
presenten una elevada especificitat respecte a seqtiéncies curtes de DNA i actuen sobre

elles trencant els enllacos fosfodiesters, i per tant, la cadena de DNA.

Cada enzim de restriccié presenta requeriments de forca ionica i condicions de reaccio
especifiques, pel que, en cada cas, se segueix el protocol recomanat per la casa
subministradora d’enzims. En general, es digereix el DNA amb una relacié de 5 Unitats

d’enzim per pg de DNA, sense excedir el 5% de glicerol en el tampd de restriccié. Les
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digestions de DNA plasmidic es realitzen durant 1-2 hores, mentre que les de DNA
genomic es deixen digerint durant tota la nit. Els productes de restriccié s’analitzen en

gels d’agarosa/TAE.

1.3. Resoluci6 i purificacié de fragments de DNA.

1.3.1. Gels d’agarosa.

L’electroforesi en gels d’agarosa és una técnica Uutil per a la separacié analitica o
preparativa de fragments de DNA de mida superior a 100 pb. La visualitzacio dels
fragments de DNA s’aconsegueix mitjancant la incorporacié al gel del colorant
fluorescent Bromur d’Etidi (0.5ug/ml), que s’intercala entre les dues cadenes de DNA i
que provoca una banda ataronjada quan aquestes son il-luminades amb llum
ultravioleta d’ona curta (300 nm). Aquesta técnica permet detectar fragments d’un

minim de 5 ng de DNA.

La resolucio dels gels d’agarosa ve determinada per la concentracié d’agarosa i permet
discriminar entre bandes de mida molecular proxima mitjancant variacions en la seva
concentracié. En aquest treball s’utilitzen, rutinariament, gels amb tamp6 TAE d’una
concentracio d’agarosa de I'1%. Per a determinar la mida de pes molecular de les
diferents bandes de DNA s’usen els marcadors de pes molecular d’l Kb ladder de
Invitrogen i el Marker X de Roche.

Tampo d’electroforesi (TAE 1X)

Tris-acetat pH 8.3 40 mM

EDTA 1mM

Tampo de carrega 10X

Glicerol 50 % (vol/vol)
EDTA 100 mM

SDS 1% (p/vol)
Blau de Bromofenol 0.1 % (p/vol)

1.3.2. Purificacio dels fragments de DNA per gene-clean.
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GeneClean® és un meétode rapid per a la purificacié de fragments de DNA en gels
d’agarosa basat en la dissoluci6 del fragment del gel que conté la banda desitjada en un
agent caotropic, en aquest cas en una solucié saturada de Nal. Aquestes condicions
permeten una absorcié selectiva del DNA en una matriu de silice. Posteriorment es
renta el DNA i s’elueix en condicions de baixa forca ionica. En aquest treball es va usar

el kit comercial GENECLEAN Il ® Kit seguint les instruccions del subministrador.

1.4. Construcci6é de molécules hibrides de DNA.

Amb I’objectiu de construir molécules hibrides de DNA, els fragments de DNA inicials
son purificats, combinats i tractats amb la DNA lligasa del bacteriofag T4. Els
productes de la mescla de la lligacio son introduits en cel-lules competents DH5a d’E.
Coli. Les cél-lules que han adquirit el DNA plasmidic es seleccionen mitjancant
I’addicié de I'antibiotic adequat, confirmant posteriorment I’'obtencié de la molécula

hibrida mitjancant I'analisi de DNA.

1.4.1.Subclonatge.

Les técniques de subclonatge (digestio del DNA amb enzims de restriccio, lligacions
dels diferents fragments de DNA, etc.) s6n ampliament utilitzades amb diferents
finalitats. En aquest treball s’utilitzen per a la construccid dels gens quimerics

pTG6600/hins i pTG6600/GK.

1.4.2. Transformacio de cel-lules d’ E. Coli.

Les cél-lules DH5a d’ E. Coli utilitzades es fan competents mitjangant I'is de MgCl; i
CaCl; com a agents permeabiltzadors de membrana. EI métode de transfomacio
utilitzat és I'anomenat Heat Shock o Xoc Termic, mitjangcant el qual s’incuben les
cél-lules competents amb el DNA plasmidic en gliestié 10 minuts en gel; posteriorment
s’incuben 45 segons a 42 °C i es deixen 5 minuts en gel. S’afegeixen 200 pl de LB i

s’incuben 40 minuts a 37 °C en agitaci6. Finalment es plaguegen amb el medi selectiu
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adequat, en el nostre cas LB + 50 pg/ml d’ampicil-lina o bé LB + 50 pg/ml de

kanamicina.

LB (Luria-Bertrani Broth)

Triptona 10 g/1
Extracte de llevadura 59/l
NaCl 59/l

2. OBTENCIO | ANALISI D’ANIMALS DOBLE TRANSGENICS.

2.1. Obtencio de DNA genomic.

Diferents méetodes han estat desenvolupats per preparar DNA genomic de qualitat per
a I’'analisi d’animals transgeénics. Molts dels metodes incorporen extraccions amb fenol,
extensius pipeteigs i transferencia de mostres. EI métode descrit aqui minimitza els
passos per a produir DNA genomic d’alt pes molecular amb una qualitat suficient per
realitzar digestions enzimatiques i, posteriorment, I'analisi per Southern Blot. Aquest
meétode no utilitza dissolvents organics pero si que fa servir tampons saturats de sal

per a precipitar la major part de les proteines de la mostra.

S’addiciona 495 pl de tamp6 de lisi al tub que conté el tros de cua de ratoli i sacsegem
amb el Vortex. A continuacio afegim 5 pl de Proteinasa K (a una concentracio stock de
10 mg/ml) i incubem la solucié 14h a 56°C. Entre 6-12 hores pot ser suficient si les
mostres sén breument sacsejades dues o tres vegades. Posteriorment afegim 250 ul de
NaCl saturat i barregem durant 5 minuts per tal d’homogeneitzar les mostres. Tot
seguit, centrifuguem a velocitat maxima durant 10 minuts i transferim el sobrenedant a
un nou tub eppendorf etiquetat, el qual conté 500 ul d’isopropanol. Mitjancant inversié
precipitem el DNA i el peletegem per centrifugacio a temperatura ambient, a velocitat
maxima, durant 5 minuts i eliminem el sobrenedant per aspiracid. Finalment rentem
amb EtOH al 70% (opcionalment per duplicat) i resuspenem el pellet en 60 pl de

soluci6 tampd TE pH 7.5 (o alternativament amb HO esteril).

Les mostres es guarden a 4°C fins a fer-lo servir.
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Tampo de lisis

Tris-HCL pH 8.5 100 mM.
EDTApHS8 5 mM.

SDS 0.2%(p/vol).
NacCl 200 mM.

Proteinasa K

10mg/ml. Guardar al congelador a —20°C.

TE

Tris- HCI pH 8 10 mM.
EDTApH 8 1 mM.
H20 esteril.

Ajustar a pH=7.5

NaCL saturat:

Addicionar NaCl a una solucié de 5M NaCl, mentre barregem, fins que la sal no es
dissolgui més en la solucid i precipiti al fons de la ampolla. Guardar a temperatura
ambient.

2.2. Deteccio dels animals per Southern Blot.

Una vegada obtingut el DNA gendmic a partir del tros de cua de ratoli, la incorporacié
dels transgens dins del genoma es detecta per una analisi de Southern blot. Amb
aquest objectiu, es digereixen 10 ug de DNA mitjancant I’Gs d’enzims de restriccié de
manera que almenys un dels talls de restricci6 realitzats per I’enzim es produeix dins
de la seqténcia del transgen (Hind Il per Insulina i EcoRI per GK). Posteriorment, els
productes de la digestié son separats mitjan¢ant una electroforesi en gel d’agarosa (1%

agarosa/TAE 1x) i transferits sobre una membrana de nylon.

Previament a la transferéncia a la membrana, el gel és tractat per tal d’aconseguir una
eficient transferéncia. Aquest tractament consisteix en: 15 minuts en una solucié HCI
0,25 N per aconseguir la despurinitzacio i assegurar la transferéncia en el filtre de les

bandes d’elevat pes molecular; 20 minuts en soluci6é alcalina (1.5 M NaCl, 0,5 M
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NaOH) per tal de desnaturalitzar el DNA i facilitar-ne també la transferencia; i un
minim de 20 minuts en una solucié neutralitzant (1M tris, 3M NaCL) que permet

neutralitzar el pH i carregar negativament el DNA de nou.

La transferencia es realitza a membranes de nylon carregades positivament (Roche
Diagnostigs Corp., Indianapolis, IN — ref.1 417 240) mitjangant capilaritat per pressi
negativa en tampo6 d’alta forca ionica (10xSSC), mitjancant papers (GB002 i GB004 —
Schleicher & Schuell, keene, New hampshire). La transferencia es realitza en un minim
de 2 hores, pero es pot deixar també durant la nit. Un cop finalitzada el filtre és irradiat
amb llum ultravioleta d’ona curta per crear unions covalents del DNA amb el nylon

mitjancant I’ds d’un UV- Stratalinker 1800 (Stratagene, La Jolla, CA).

Un cop el DNA és fixat a la membrana es procedeix a la realitzacié de la prehibridacid,
durant unes 2 hores a 65°C. La soluci6 de prehibridacié conté principalment proteines,
detergents com el SDS i ssDNA per tal que s’hibridin i bloguegin la membrana, reduint
aixi la hibridacio inespecifica. Posteriorment, es realitza la hibridacio amb la sonda de
DNA, homologa a la sequiéncia present en el transgén, marcada radioactivament (3-
5-106 cpm/ml) durant tota la nit. A continuacio, es renta la membrana per eliminar la
sonda en excés i aquella que es mantingui per unions molt débils. Es realitzen 3 rentats
consecutius, cada un d’una astringéncia superior: 2 rentats, de 10 minuts cada un, amb
tamp6 de baixa astringéencia, a 50° C i un rentat de 15 minuts a 65°C amb tamp6 d’alta
astringéncia. Finalment, la membrana és exposada en un film fotografic per tal de
detectar, després de I’exposicio, bandes d’'una mida esperada. Els diferents carrils que
tenen bandes de la mida esperada corresponen a ratolins transgénics respecte al

transgen analitzat.

20x SSC
NacCl 3M
Citrat Sodic 0,3M,pH 7,4

Solucié de prehibridacio i hibridacié

Na2HPO4 - pH 7,2 0,25 mM
SDS 20% (p/vol)
EDTA 1 mM

Blocking reagent (Roche) 0,5% (p/vol)
(ref. 1096176)
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Solucié de baixa estringénica: 2x SSC, 0,1% SDS.

Solucié d’alta estringénica: 0,1% SSC, 0,1% SDS.

El marcatge de les sondes utilitzades en els Southerns blot es realitza a partir del
preparat comercial “Ready-To-Go™ DNA labelling beads (-dCTP)” (ref. 27-2940-01,
Amersham Biosciences). En primer lloc es bullen 25 ng de sonda en un volum de 45 pl
durant 10 minuts. Es posen 2 minuts en gel i es dissol la nostra sonda amb un complex
liofilitzat de la casa comercial on hi ha una barreja d’oligonucleotids, dATP, dGTP,
dTTP i el fragment klenow de la DNA polimerasa d’E.coli. Un cop dissolt afegim 5 pl
d’una solucié rica en [a32P]dCTP i ho incubem a 37°C durant 30 minuts. Aquesta
técnica permet la sintesi de les sondes de DNA uniformement marcades amb una
elevada radioactivitat especifica (1,8x10° dpm/mg). La separacié dels nucledtids no

incorporats es realitza mitjancant columnes de gel filtracié de Sephadex G-50.

3. PREPARACIO | ANALISI DE RNA

3.1. Preparacié de RNA total.

La preparacié de RNA total es realitza a partir de mostres congelades en N2 liquid.
L’extracci6 de RNA es realitza mitjancant el metode d’aillament TriPure™ Isolation
Reagent seguint les indicacions del fabricant. Aquest métode permet I'aillament de
RNA total, DNA i proteines a partir de la mateixa mostra en un Unic pas de separacio.
El metode és una optimitzacié del métode d’aillament de RNA desenvolupat per

Chomczynski i Sacchi (1987).

3.2. Electroforesis del RNA en gels desnaturalitzants d'agarosa/formaldehid.

Aquest tipus de gels son utilitzats pel fraccionament del RNA en experiments de
"Northern blot", ja que el formaldéhid a concentracié 2,2 M actua desnaturalitzant les
estructures secundaries del RNA. Aquest fet permet que la migracié del RNA sigui

proporcional al logaritme del seu pes molecular i possibilita el calcul de la mida
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molecular dels diferents missatgers especifics. Els tampons d'electroforesi i carrega,
que es descriuen a continuacio, sén preparats en condicions lliures de contaminacio

amb ribonucleases per evitar la degradacié enzimatica del RNA.

Tampé electroforesis, Gel Agarosa. Tampé de carrega.
MOPS 0.2M Agarosa 1% Formamida desionitzada
Acetat Na 50mM MOPS 10X MOPS/EDTA 10X
EDTA 10 mM H,O Esteril Formaldehid

Ajustat a pH 7 amb NaOH 10N. Formaldehid 37% H,O Estéril

Filtrat amb un filtre de 0.2 m Glicerol

Blau de Bromofenol.
Homogenitzat i filtrat amb
unfiltrede 0.2 m

3.3. Analisi de RNA per "Northern blot" (hibridacio DNA-RNA).

Aquesta técnica consisteix en la hibridacié d'una sonda de DNA o RNA marcada
radioactivament amb RNA fraccionat en un gel desnaturalitzant d'agarosa i fixat a un
filtre de nylon o nitrocel.lulosa.

La transferéncia de RNA a la membrana és basicament similar a la descrita pel cas de
"Southern blot", amb la excepcié que el RNA no és mai depurinitzat o desnaturalitzat
amb NaOH. En el nostre cas, les transferéncies es realitzen utilitzant el sistema
turboblotter™ (Schleicher & Schuell) seguint les instruccions dels fabricants.
Posteriorment, el filtre és irradiat amb llum ultravioleta d'ona curta per crear unions
covalents del RNA amb el nylon mitjancant I'is de UV-Stratalinker model 1800

(Stratagene, La Jolla,CA).
El protocol per a la prehibridacio, hibridacio i rentats és el recomanat per la firma del

fabricant de les membranes de nylon: Nylon Membranes, positively Charged. (Roche

diagnostics GmbH, Germany)
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4. TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA.

Aquest test s'utilitza amb la finalitat de comprovar si els animals s6n capacos de
respondre correctament a una sobrecarrega de glucosa. Aquells animals que
mantinguin les glucemies més elevades i no recuperin els nivells basals de glucosa son

considerats diabétics.

Es dejunen durant 12 hores animals dels diferents grups d’estudi i se'ls realitza un
control de la glucémia basal amb 5 pl de sang. La mesura de la glucémia es fa amb el
Glucometer Elite™. Un cop els animals s’han estabilitzat, se'ls injecta
intraperitonealment una dosi de 0.5 mg o 1 mg de glucosa per gram de pes viu. A
partir d'aquest moment es fan extraccions de sang seriades amb un interval de 30 min

fins a les 3 hores de l'inici del test.

5. DETERMINACIO DEL CONSUM D’AIGUA | MENJAR.

La determinacié del consum de menjar i aigua es realitza en animals préviament
individualitzats. La quantitat de menjar i aigua consumida s’obté per la sostracci6 de la

quantitat final obtinguda respecte a la quantitat inicialment addicionada.

6. INDUCCIO DE DIABETIS EXPERIMENTAL MITJANCANT LA
INJECCIO D’ESTREPTOZOTOCINA.

L’estreptozotocina és una molécula constituida per una N-metil-N-nitrosurea unida al
C-2 de la D-glucosa. Es un antibiotic que deriva del Streptomices achromogenes, la

principal funcié del qual és la destruccié de la cel lula beta.
Per a la inducci6 de la diabetis experimental s'administra una injeccio intraperitoneal

durant cinc dies consecutius, a una dosi de 45 mg de Stz per quilogram de pes

corporal. L'estreptozotocina es dissol en una soluci6 de tampo citrat sodic 10 mM amb
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0.9% NacCl, pH 4,5 immediatament abans de la seva administracié. La preséncia de

diabetis es determina mesurant els nivells de glucosa en sang.

7. DETERMINACIO DELS PARAMETRES SERICS.

Per obtenir serum de ratoli i determinar les concentracions sériques d’insulina total, de
triglicerids, de cossos cetonics i d’acids greixosos lliures, els animals son sacrificats per
decapitaci6é i immediatament se’n recull la sang i es diposita en gel. ElI sérum s’obté
després de deixar coagular la sang durant 30 min a 4°C i centrifugar a 10.000 rpm
durant 30 minuts. Per a determinar les concentracions d’insulina de ratoli per ELISA,
s’extreuen uns 30 pl de sang per la cua del ratoli i es recullen en tubs
microvette®CB300Z (SARSTEDT, Germany). El serum s’obté després de centrifugar les
sangs a 10.000 rpm durant 30 minuts mantinguts en gel. El sérum es manté congelat (a

-20°C) fins el moment de la determinacio dels diferents parametres.

7.1. Determinacio6 de glucosa.

Els nivells de glucosa serica es determina a partir de 5 yl de sang total d'animals

sagnats per la cua mitjangant el sistema Glucometer Elite ™ de Bayer.

7.2. Determinacio de triglicerids.

Els triglicerids serics es determinen seguint el métode enzimatic de Wahlefeld (1974)
basat en la quantificacié del cromogen PAP. Aquest s'obté a partir de tres reaccions
acoblades en les que intervenen la glicerol quinasa, la glicerol 3-fosfat oxidasa i la
peroxidasa. S’ha utilitzat I'assaig Peridochromr Triglicérids GPO-PAP, adaptat per
Roche per al COBAS BIO.

7.3. Determinacio d’acids greixosos no esterificats (NEFAS).
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La determinaci6 dels acids greixosos no esterificats en sérum es realitza mitjancant el
meétode enzimatic NEFA C de la firma comercial Wako Chemicals, Neus, Alemanya,
adaptat a l'autoanalitzador COBAS-BIO. Aquest es basa en la quantificacié d’un
cromogen obtingut després de I'acoblament de tres reaccions en les que intervenen la

Acil-CoA sintetasa, la Acil-CoA oxidasa i la peroxidasa.

7.4. Determinaci6 de R-hidroxid butirat.

Els nivells seérics de R-hidroxid butirat es determinen en I'autoanalitzador COBAS-BIO,
utilitzant el métode colorimetric del kit comercial D-3-Hydroxybutyric acid de Roche

Diagnostics, GmbH, Germany.

7.5. Determinacio6 d'insulina.

La insulina es determina per RIA en el serum dels animals (CIS Biointernational, Gif-
Sur-Yvette, Fran¢a). EI métode té un limit de sensibilitat de 30 pM i una variaci6
intraassaig del 6%. Els nivells d’insulina de ratoli es determinen per ELISA a partir dels
serums obtinguts dels animals. El kit que s’utilitza és el “Rat Insulin ELISA kit fabricat
per Crystal chem Inc.(Chicago, EEUU), el qual presenta una crosreactivitat del 100%

amb la insulina de ratoli.

8. ESTUDI DEL METABOLISME DE LA GLUCOSA.

8.1. Determinacio dels nivells totals de proteina GLUT4 a muscul esquelétic.
8.1.1. Procediment d’obtencié de membranes totals.

El protocol per a I'obtencié de les preparacions de membranes totals a partir de
diferents teixits de ratoli es basa en I’homogeneitzacié del teixit en un tampé refredat
en gel que conté diferents inhibidors de proteases (aprotinina, pepstatina A,

leupeptina, benzamidina i PMSF). Homogeneitzem amb un politr6 0.3-1 g de teixiten 8

ml de tampd. Utilitzem tubs tipus “COREX” (30 ml) per a homogeneitzar el teixit, fent
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servir I’'aparell a 3-4 unitats de la seva escala de velocitat durant cicles de 30 segons fins
gque aconseguim una bona homogeneitzacié. Després de cada cicle es desenganxen de
les ganivetes les restes de teixit que hi queden atrapades. Posteriorment centrifuguem
els homogenats a baixa velocitat (20 minuts a 15000 xg). Descartem els precipitats i
transferim els sobrenedants a un nou tub d’ultracentrifuga per tal de solubilitzar les
miofibrilles muscular. Per a fer aix0, enrasem el sobrenedant a 8 ml amb tampéd
d’homogeneitzacié i afegim 2 ml de KCL 4 M, posteriorment incubem durant 30
minuts a 4°C amb un agitador orbital. A continuacio centrifuguem els tubs a 200.000 xg
durant 1 h i 30 minuts a 4°C. Descartem els sobrenedants i resuspenem els precipitats
en tampd Hepes. La resuspensié es fa mantenint els tubs en gel. Es comenga
resuspenent amb una pipeta automatica P200, tot seguit es continua amb I'ajut d’'una
xeringa a la qual s’ha substituit I'agulla per una punta de pipeta p200 aixafada i,
finalment s’utilitza una agulla de 25 G. Finalment, aliquotem la suspensid i la

conservem a - 20°C.

Solucions:

Tampo d’homogenitzacié (pH 7.4) (Preparat abans d’utilitzar-lo i mantingut en gel)

Hepes 25 mM
Sacarosa 250 mM
EDTA 4 mM
Benzamida 25 mM
Leupeptina 1uM
Aprotinina 1 U/ml
PMSF 0,2 mM

Tampd hepes (pH 7.4)
Hepes 30 mM.

8.1.2. Determinaci6 de la concentracio6 de proteines.

L’analisi de la concentracié de proteines es realitza mitjancant el metode de Bradford,
basat en el canvi de color del blau brillant de commassie quan es lliga a proteines i que
canvia el maxim d’absorbancia d’aquest cromofor de 465 nm (sense proteines ) a 595

nm (quan esta lligat).
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Per tal de determinar la concentraci6 es dilueixen les mostres de proteines en aigua. A
continuacio, preparem la recta patré directament en cubetes d’espectre d’un sol Us a
partir d’una solucié stock d’albumina sérica bovina (BSA), normalment entre 0 i 20ug
per cubeta. En paral-lel es dipositen en altres cubetes les mostres per valorar. Finalment
afegim 200 pl del reactiu de bradford, agitem per inversi6 i deixem reposar durant 5-10

minuts. Passat aquest temps, realitzem la lectura d‘absorbancia a 595 nm.

Solucions;:

Reactiu de Bradford (BioRad Protein Assay, ref: 500-0006)

Soluci6 de BSA dissolta en aigua a una concentracio de 1 mg/mil.

8.1.3. Separacio de proteines per electroforesi SDS-PAGE.

L’analisi de proteines es realitza mitjangant I’electroforesi en gels de poliacrilamida al
10% en preséncia de SDS (Laemli, 1970). Les mostres (1-5ug) sén barrejades amb 1/4
volum de tampd de carrega i escalfades a 95 °C durant 4 min. Les electroforesis es duen
a terme a 45 mA quan les mostres estan en el gel compilador i a 60 mA a partir de la
seva entrada en el gel separador. S’utilitzen marcadors de pes molecular pretenyit kits

for molecular weights 10.000 — 70.000 MW SDS-70 (Sigma).

Tampo d’electroforesi pH 8.3.

Tris Base 25 mM
Glicina 192mM
SDS 0,1% (pes/vol)

Tampo de carrega 4x

Tris-HCL pH 6.8 62.5 mM

Glicerol 10% (vol/vol)

SDS 2% (pes/vol)

2- mercaptoetanol 5% (vol/vol)

Blau de bromofenol 0.00125% (pes/vol)

8.1.4. Separacio de proteines per electroforesi SDS-PAGE.
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L’electrotransferéncia de les proteines del gel es fa sobre membranes Immobilon-P
(millipore) en un aparell Transblot model 2051 (LKB) a 250 mA durant 2 h. en tampo6

d’electrotransferéncia.

La inmunodeteccio es fa seguint el marcatge no radioactiu del anticos per ECL western
Blotting analysis system (Amersham). Es va seguir el protocol indicat per la casa
comercial, utilitzant I’'anticos primari anti-Glut 4 (cedit pel Dr A. Zorzano, Universitat

de Barcelona) a una dilucio 1:500.

Tampb electrotransferéncia

Tris 25 mM
Glicina 150 mM
Metano 20% (vol/vol).

8.2 Determinaci6 de metabolits.

8.2.1. Determinacio de glucosa-6-fosfat.

La determinacio dels nivells intracel-lulars d'aquest metabolit la va establir Michat I'any
1974, basant-se en la reaccio de I'enzim glucosa-6-fosfat deshidrogenasa. Aquest enzim
transforma la glucosa-6-fosfat en 6-fosfogluconat, alhora que redueix el NAD* a

NADH. Aquest compost es pot detectar per espectrofotometria.

S’homogeneitzen fraccions, préviament pesades, de fetge i de muscul (que eren
congelades in situ amb pinces refredades en nitrogen liquid) en HCLO. al 10%.
Posteriorment, es centrifuguen a 29000xg durant 15 minuts a 4 °C i s’obté el
sobrenedant. Aquest sobrenedant s’ajusta a pH 7 mitjancant K.CO3 5M (utilitzant 1/10
vol. de sol. d'indicador universal). Les mostres es centrifuguen per eliminar el
precipitat i, per altim, es determina el metabolit en el sobrenedant a 37°C en un

autoanalitzador COBAS BIO utilitzant la mescla d'assaig que s'indica a continuacio:

Mescla d'assaig (pH 7,4) Segon reactiu
Tris-HCI 90 mM G6-PDH 30 U/ml
MgCl, 25 mM
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NAD+ 1,2 mM

8.2.2 Determinacio6 de glucogen.

Aquest polisacarid es determina mitjangant la técnica descrita per Keppler i Decker, I'any
1984, que es basa en la utilitzacié de I'enzim a-amiloglucosidasa. La glucosa alliberada
per I'enzim es determina espectrofotometricament en un autoanalitzador COBAS BIO

utilitzant el kit comercial Gluco-quantRr, de Roche Diagnostics.

Per a I'obtencio dels extractes s’lhomogeneitzen porcions de fetge i de muscul (que s’ha
congelat in situ utilitzant pinces refredades en nitrogen liquid) en 10 vol de HCIO, al
10%. A continuacid, es centrifuga a 6000xg 5 minuts i es recull el sobrenedant, el qual
s’ajusta amb HCIO, al 10% a pH 5. De cada mostra s’agafen 100 ul de solucié d'a-
amiloglucosidasa (10 U/ml de tamp¢ acetat a pH 4,8). La incubacio es portar a terme
durant 2 hores a 50°C i s’atura afegint 250 pl de HCIO, al 10%. S’obté el sobrenedant i
es determina la concentraci6 de glucosa. La quantitat de glucogen es determina com la
diferencia obtinguda de mostres en duplicat, de les quals una s'havia incubat en a-
amiloglucosidasa i l'altre no. Sense I'enzim es determina la concentracié intracel-lular

de glucosa lliure.

8.3. Determinacio de I'index de captaci6 de glucosa a muscul esquelétic.

Per determinar I'index de captaci6 de glucosa in vivo s’injecta intravenosament a nivell
de la jugular 1uCi de I'analeg no metabolitzable de la glucosa, 2-[1-H]deoxi-D-glucosa
(2-DG; Amersham Pharmacia Boitech, Piscataway, NJ) a ratolins alimentats dels
diferents grups a estudiar. L’eliminacio de 2-DG de la circulacio es determina segons el
meétode de Somogyi (Somogyi M. 1945) a partir de 25ul de sang extreta de la cua a
diferents temps (1, 10, 20 i 30 minuts) despreés de la injeccié. Els musculs esquelétics
(quadriceps, gastrocnemius i tibialis) sén extrets als 30 min després, un cop I'animal és
sacrificat. L’index de captacié de glucosa es determina com a mesura de I’'acumulacié
de compostos marcats radioactivament a muscul esquelétic (Ferré P. 1985). La quantitat
de 2-DG-6-fosfat per mil-ligram de proteina és dividit per la integral de la relacié entre

la concentraci6 de 2-DG i la glucosa no marcada calculada.
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9. ELECTROTRANSFERENCIA DE DNA A MUSCUL ESQUELETIC.

Per electrotransferir el DNA plasmidic en solucié al muscul esquelétic els ratolins sén

anestesiats mitjancant la injecci6 intraperitoneal de ketamina i xilacina.

En els estudis en que es comparen diferents condicions d’electrotransferéncia es fan
servir les condicions descrites préviament per el grup de investigacié de L. Mir, 1998 i J

McMahon, 2001.

Condicions utilitzades:

a) Condicio 1 (Mir, 1998)
Injeccié intramuscular del DNA en solucio i aplicacié del camp electric (200

V/cm, 8 polsos, 2 Hz, 20 ms.)

b) Condici6 2 (McMahon, 2001)
Pretractament amb solucié d’hialuronidasa (10U/muscul) (Sigma, H-3506), 2
hores abans de I’'administracié del DNA.
Injeccié intramuscular del DNA en soluci6 i aplicacié del camp eléctric (175

V/cm, 10 polsos, 2 Hz, 20 ms).

En els estudis dels animals diabétics, el DNA plasmidic va ser electrotransferit 12 dies
després del tractament amb STZ, quan la glicémia dels ratolins estava al voltant de 250
mg/dl. Durant tot el procés els animals sén anestesiats mitjancant la injeccié
intraperitoneal de ketamina i xylacina en una relacio de 100:70 mg/Kg de pes corporal.
Préviament a la injeccio del DNA o a la solucido d’hialuronidasa, els animals sén
depilats amb molta cura mitjangant I’Gs d’una Gillette. Totes les injeccions es fan amb

xeringues de 0,5 ml amb una agulla de 30 G en una direcci6 distal-proximal dins dels
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musculs tibialis anterior, gastrognemius i quadriceps de ratolins préviament anestesiats.
En el cas de les condicions en que es requereix un pretractament amb I’enzim
hialuronidasa, s’administren 25 pl d’una solucié preparada al moment de
hialuronidasa a una concentracié de 0,4 U/l dissolta en solucié salina. Els diferents
DNA plasmidics injectats son resuspesos en solucid salina 0,9% NaCL. El camp eléctric

és aplicat mitjangcant un electroporador BTX ECM 830 electroporator (BTX, USA).

10. ANALISI DE LA QUANTITAT DE PROTEINA R-GALACTOSIDASA EN
EL MUSCUL ESQUELETIC.

La quantitat de proteina R galactosidasa es determina a partir de la seva activitat
mitjancant quimioluminiscéncia. Per aix0 s’utilitza el Kit Galacto-light Plus ™
(TROPIX, Bedford, MA; ref- BL300P), seguint les instruccions de la casa comercial.
L’assaig luminomeétric es realitza en un luminometre (LUMINOSCAN, Lab Biosistem).
La quantitat de proteina R-gal es determina a partir d’una recta patré de 2 a 40 ng,
realitzada amb una preparacio de proteina B-gal purificada dissolta en una solucié de

fosfat sodic 0.1 M i BSA 0.1% a una concentracié de 1 mg/ml. ( Sigma, G-5635).

11. ANALISI HISTOLOGIC DEL MUSCUL ESQUELETIC.
Els mdasculs obtinguts dels animals electrotransferits sén fixats en una solucio
tamponada de formol al 10% durant 24 — 48 hores a 4°C. A continuacié, s’inclouen en

parafina i s’obtenen seccions (2-3 um), que posteriorment es desparafinen.

Per a visualitzar la proteina GFP, els talls sense desparafinar es dipositen en un

portaobjectes i es visualitzen per fluorescéncia FITC en un microscopi.

Per a detectar la proteina 3-gal els talls s’incuben tota la nit amb I'anticos primari

contra 3 gal a la diluci6 1:900, i, posteriorment, amb un anticos secundari obtingut en
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cabra- anti conill biotinilat a la dilucié 1:300. A continuacio, s’amplifica la senyal amb

TSA Fluorescents Sistems (ref. NEL701)

Per estudiar la morfologia dels musculs electrotransferits, els talls es tenyeixen amb
hematoxilina, es renten, i posteriorment es tenyeixen de nou amb eosina. A continuacio
les mostres es deshidraten i s’aclareixen per, a continuacié, muntar els portaobjectes i

visualitzar-los al microscopi de camp clar.

12. CALCULS ESTADISTICS.

Els resultats s'expressen com la mitjana + error estandard. La comparacié dels resultats
es realitza mitjancant la t de Student de dades no aparellades. Les diferencies es

consideren estadisticament significatives amb *p< 0,05.
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