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ABREVIATURAS
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Fig: Figura.
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Introduccion

El 14 de Septiembre de 2011, la Federacion Internacional de Diabetes hizo
publico un comunicado en el que se anunciaba que en torno a 347 millones de
personas en el mundo padecian diabetes y que dicha enfermedad era
responsable de 4.6 millones de muertes al afio, o lo que es lo mismo una
persona muere de diabetes tipo Il cada 7 segundos. En nuestro pais un estudio

reciente (Soriguer et al., 2012) desvela que el 30% de la poblacion espafiola

padece algun tipo de desorden relacionado con la regulacion de la glucosa. Un
13.8% de los participantes en este estudio sufrian diabetes y la mitad de ellos

lo desconocian hasta la realizacion del mismo.

Se trata ademas de un problema mayor de salud ya que conlleva otras
complicaciones asociadas tales como el aumento del riesgo de padecer fallo
cardiaco, apoplejia, complicaciones microvasculares como la ceguera, fallo

renal, neuropatias y amputaciones de miembros inferiores.

La diabetes se caracteriza basicamente por la presencia de altos niveles de
glucosa en sangre, debido a una insuficiencia de secrecién de insulina o0 a una
carencia de la misma. Actualmente se reconocen cuatro tipos de diabetes.
Segun sus etiologias y origenes distintos, nos encontramos con la diabetes tipo
I, la diabetes tipo Il, la diabetes gestacional que se desarrolla durante el
embarazo y por JUltimo aquella diabetes causada por mutaciones,
enfermedades del pancreas exocrino o derivadas de tratamientos

farmacoldgicos. (Diabetes Care (2015)

La diabetes tipo I, se manifiesta generalmente durante la infancia y representa
entre el 5% y el 10% del total de enfermos diabéticos, tiene su causa en un
defecto en el sistema inmune, el cual genera anticuerpos que acaban
destruyendo la célula B, dando como consecuencia una pérdida en la masa

total de célula B.

La diabetes tipo Il, es la forma mas frecuente de la enfermedad, entre sus

causas hay factores medioambientales, como la edad y el estilo de vida vy
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Introduccion

recientemente se han descrito algunos genes relacionados con un aumento en

el riesgo de padecerla. (Ashcroft and Rorsman, 2012).

El trabajo que se presenta a continuacion, se engloba dentro del campo de la
terapia génica/celular, como herramienta para acercarnos a la cura de la
diabetes y/o la mejora de la calidad de vida de los enfermos que la padecen,
para los cuales su curacion pasa por la restauracion de un nimero minimo de

células B funcionales en su organismo.

En el afilo 2000, se desarrolld con éxito el protocolo de Edmonton (Shapiro et
al., 2000). Esta técnica permite el trasplante exitoso a enfermos de diabetes de
islotes pancreaticos procedentes de donantes cadavéricos. Esto ha supuesto
un gran avance en la cura de la enfermedad, pero todavia resulta insuficiente,
debido al niamero creciente de enfermos y la baja disponibilidad de tejido

trasplantable. (Burke and Ciancio, 2002)

Por todo esto se hace indispensable otra aproximacion y la terapia
génica/celular se presenta como la mas acertada, hacia ella se han centrado
los esfuerzos de muchos investigadores. Para ello es preciso conocer el origen
y desarrollo de los dos tipos de diabetes, asi como la estructura del pancreas,
su funcion y su fisiologia, el islote pancreatico y la célula B, objetivo final de la

terapia. Sobre estos puntos vamos a tratar en la primera parte la introduccion.

A continuacion nos centraremos en el efecto de mutaciones activadoras del
gen de la glucoquinasa (GCK), asociadas al sindrome de “Hipoglucemia
Neonatal e Infantili Severa”, y cuyo fenotipo a nivel celular resulta muy

interesante para una posible aplicacion en la terapia génica contra la diabetes.

Y por ultimo revisaremos las distintas terapias génicas/celulares sobre las que
se trabaja en la actualidad para terminar abordando el objetivo final de este
trabajo, que es la mejora de los islotes obtenidos de los donantes cadavéricos,
como paso previo a su trasplante mediante la infeccion con lentivirus que

expresan la versién modificada de la proteina glucoquinasa.

14



Introduccion

1. LA DIABETES.

La Organizacion Mundial de la Salud, define la diabetes como una enfermedad
cronica, que aparece cuando el pancreas no produce insulina suficiente o
cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce.

Actualmente en el mundo hay mas de 347 millones de personas con diabetes,
y se calcula que en 2004 murieron 3,4 millones de personas por esta
enfermedad, de las cuales el 80% se produjeron en paises con ingresos
medios y bajos. Casi la mitad de las muertes se dan en personas de menos de
70 anos y el 55% son mujeres.

La OMS prevé que entre 2005 y 2030, se dupliquen las muertes debidas a
diabetes, pasando a ser la séptima causa de mortalidad a nivel mundial y que

el mayor incremento de enfermos se produzca en China y la India (fig. 1).

: |
g

Southeast
Asia

Fig. 1. Millones de casos de diabetes en el afio 2000 y su proyeccion para el 2030 (Hossain et
al., 2007)
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Todo esto supone un gasto altisimo para los distintos gobiernos en materia de
sanidad. Solamente en Estados Unidos la diabetes y sus complicaciones

derivadas, suponen un gasto de 612 millones de dolares al afio.

Esta enfermedad, tal como apuntamos al inicio de la introduccion, tiene varias
vertientes, segun su origen y etiologia: diabetes tipo I, tipo Il, gestacional y
aguellos tipos de diabetes ocasionados por distintos factores, que de forma
menos directa derivan en un mal funcionamiento de la célula beta, como

mutaciones, tratamientos con farmacos etc.

1.1. Diabetes tipo I.

La diabetes tipo I, es una enfermedad de caracter autoinmune que se
caracteriza por una insuficiencia absoluta de insulina, causada por una
destruccion progresiva de las células productoras de esta hormona, debido a
un ataque autoinmune de los linfocitos T, que deriva en un estado de
hiperglucemia en el enfermo. Una alta proporcion de los pacientes con diabetes
tipo | desarrolla ademas otras patologias cronicas y degenerativas como
nefropatias, retinopatias y enfermedades cardiovasculares asociadas. (Athyros
and Mikhailidis, 2015; Kekalainen et al., 2000; Peters, 2000)

Algunos de sus sintomas son, una excrecion excesiva de orina (poliuria), sed,
hambre constante (polifagia), pérdida de peso, trastornos visuales y cansancio.
Estos sintomas, pueden aparecer de forma subita.

La diabetes tipo | afecta al 10% de la poblacion mundial y se ha descrito que

tiene un factor geografico importante (Karvonen et al., 2000), esto puede

deberse a las variaciones genéticas entre las poblaciones, asi como a la
susceptibilidad o resistencia de los individuos a la exposicion de determinados

factores medioambientales.

En la actualidad, segun la “Federacion Internacional de Diabetes”, hay una

tendencia al incremento de la enfermedad de un 3% por afio, esto hace pensar
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Introduccion

gue los factores ambientales estan actuando sobre ciertos genes susceptibles

y contribuyendo a este aumento en el nimero de enfermos.

Los enfermos de diabetes tipo |, dependen totalmente del suministro exdgeno
de insulina, bien inyectada o suministrada por una bomba. AUn asi, este
tratamiento no asegura un perfecto control del nivel de glucosa en sangre y el

enfermo puede sufrir episodios de hipoglucemia.

1.2. Diabetes tipo Il

Suele desarrollarse en la edad adulta, aunque en los ultimos afios y debido a
un estilo de vida mas sedentario el indice de este tipo de diabetes en los nifios

estd aumentando. (Sabin et al., 2015)

Representa el 90% de los casos de enfermos de diabetes y sus causas
principales son la obesidad y una falta de actividad fisica. Los sintomas aunque
similares a los que presentan los enfermos de diabetes tipo I, suelen detectarse
cuando el enfermo lleva ya varios afios padeciendo la enfermedad y comienza
a presentar complicaciones asociadas. (Athyros and Mikhailidis, 2015;
MacKinnon, 1999; Ndisang et al., 2015)

Su etiologia es mas compleja que en el caso de la diabetes tipo |, la causa
principal es una utilizacién ineficaz en el organismo de la insulina producida por
el pancreas, se genera una resistencia en el musculo esquelético y tejido
adiposo de los transportadores de glucosa. Esto genera progresivamente la
necesidad de una produccién extra de insulina por parte del pancreas, para
compensar la resistencia de los O6rganos periféricos, debido a esta
hipersecrecion, la célulap va perdiendo su fundn y finalmente el pancrea s
termina fallando. (Alejandro et al., 2015; Janikiewicz et al., 2015; Nakayama et
al., 2015)
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Los islotes pancreéticos de los enfermos de diabetes tipo Il se caracterizan por
presentar depositos del péptido amiloide, derivado del polipéptido amiloide del
islote (IAPP) también conocido como amilina. Se ha visto que este péptido es

responsable de la apoptosis de la célula B del islote, especialmente en su forma

de pequefios oligopéptidos de IAPP. (Butler et al., 2003)

Las consecuencias mas frecuentes derivadas de la diabetes son las siguientes:

e Un aumento en el riesgo de sufrir cardiopatia y accidente vascular
cerebral.

e Retinopatia diabética. Tras 15 afios de diabetes, el 2% de los
enfermos sufren ceguera y un 10% un grave deterioro de la vision.

e Aumento del riesgo de sufrir Ulceras en los pies y como consecuencia
mas grave, la amputacion.

e Entre un 10% y un 20% de enfermos de diabetes fallece por
insuficiencia renal.

e Un 50% de los pacientes sufre neuropatias, que se manifiestan con

hormigueo debilidad, dolor o entumecimiento en manos y pies.

El resultado final de todas estas complicaciones asociadas a la enfermedad, es
gue los pacientes de diabetes tienen incrementado en dos veces el riesgo de
muerte frente a las personas sanas. Y el impacto econ6mico sobre los
enfermos, familiares y sistemas de salud es muy elevado. La OMS calcula que
en el periodo entre 2006 y 2015, China dejara de ingresar 558.000 millones de
dolares americanos a causa de la diabetes y las enfermedades asociadas a
esta.

Por todo esto se hace imprescindible la prevencion de la enfermedad. Factores
como tener una dieta saludable rica en frutas y hortalizas y baja en azucares y
grasas saturadas, una actividad fisica regular, mantener un peso corporal
adecuado y evitar el consumo de tabaco son cruciales para prevenir o retrasar

la aparicion de la diabetes tipo Il
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Introduccion

El tratamiento ideal para el enfermo, tanto de diabetes tipo | como Il, pasa por
la recuperacion de una masa de célula productora de insulina suficiente para
restablecer el equilibrio metabdlico del organismo, y para ello actualmente se
dispone de dos opciones, bien recurrimos al trasplante de pancreas completo
procedente de un donante Unico, o al trasplante de islotes de Langerhans, para
lo que son necesarios, en la actualidad, varios donantes cadavéricos. Este
altimo método es el mas seguro, ya que es menos invasivo y elimina riesgos
como la trombosis, la pancreatitis y la peritonitis que existen en el caso de un

trasplante del érgano completo. (Canadian Diabetes Association Clinical

Practice Guidelines Expert et al., 2013; Meirelles Junior et al., 2015).

El mayor inconveniente del trasplante de islotes a dia de hoy es el ratio
donantes/enfermos, asi mismo, hay que afadir, que una vez realizado el
trasplante, la independencia del enfermo del suministro de insulina es inferior a
5 afos, lo que obliga a un nuevos trasplantes sucesivos para mantener el

control de los niveles de glucosa. (Bassi and Fiorina, 2011)

Los avances en las técnicas de obtencion y trasplante de islotes, la mejora de
los mismos, asi como los tratamientos que deben seguir los pacientes
trasplantados, son claves para alargar la vida del trasplante. (Chou et al.
2012).

2. EL PANCREAS.

El pancreas es un oOrgano retroperitoneal mixto, de unos 12 a 15 cm de
longitud, en el que se reconocen tres zonas, denominadas cabeza, cuerpo y
cola (fig. 2). Esta envuelto en tejido conectivo y se divide en I6bulos separados
a su vez por tejido reticular, tiene un conducto principal, el colédoco, que lo
recorre y desemboca en la parte superior del duodeno junto con los ductos
procedentes del higado y la vesicula biliar, en dicho conducto se verteran las

hormonas y secreciones producidas por las células que componen el 6rgano.
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Fig. 2. Localizacion del pancreas en el cuerpo humano.

Como describiamos inicialmente, el pancreas en mamiferos adultos es un
organo heterogéneo que se compone principalmente de tres tipos celulares:

células exocrinas, ductales y endocrinas (fig. 3).

Las células exocrinas, producen enzimas digestivas tales como tripsina y
amilasa. Este tejido exocrino se organiza en acinos y compone el 95% del
pancreas. Por otro lado estan las células ductales, que forman los conductos a
los que van a ser vertidas las enzimas digestivas producidas por las células
exocrinas. La mayoria de estas enzimas van a ser secretadas como
precursores inactivos, para proteger al propio pancreas, y seran activadas una

vez estén en el intestino delgado por las enteropeptidasas intestinales.

Las células secretoras de los acinos responden a hormonas gastrointestinales,

y su secrecion es inhibida por polipéptido pancreatico.
Por dltimo las células endocrinas, componen entre el 1% y el 2% de la masa

total del pancreas y se agrupan en los llamados islotes de Langerhans,

agrupaciones celulares encargadas del metabolismo de la glucosa.
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Fig. 3. Esquema del pancreas humano y los tipos celulares que lo componen.

3. ELISLOTE DE LANGERHANS.

El islote de Langerhans fue descrito por primera vez por Paul Langerhans en
1869. El pancreas humano contiene aproximadamente dos millones de islotes,

y se localizan principalmente en la cola del pancreas. (Kulkarni, 2004)

El islote se caracteriza por ser una masa celular, con forma oval, embebida en
el tejido exocrino. Los islotes varian tanto en su tamafio como en el numero de
células que lo componen, oscilando desde un diametro de 40 um y unas pocas
células a 400 um y 5000 células. Los islotes estan ricamente vascularizados,
esto permite un alto grado de regulacion autocrina del 6érgano cuya secrecion
estd regulada por hormonas intestinales y directamente por los niveles de

glucosa en sangre.
Cada islote se compone de un nudcleo de células beta rodeado de otros tipos

celulares, y todo ello queda cubierto por una envuelta formada por fibroblastos

y fibras de colageno.
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Las proporciones y el posicionamiento de los distintos tipos de células dentro

del islote, varian entre las distintas especies y esta regulado en el desarrollo.
(fig. 4).

e Célula a: aproximadamente el 20% del islote, secretan la hormona
glucagon que va a subir los niveles de azucar en sangre. Esta célula
responde a cambios hormonales y agentes paracrinos tales como la
somatostatina.

e Célula B: 75% del islote lo constituye estas células, forman el corazén
del islote pancreético. Secretan la hormona insulina, que regula los
niveles de glucosa en sangre bajandolos, y también secretan amilina,
modulador de la accién de la insulina. La célfaresponde a los
niveles de azucar en sangre y a estimulos neuronales.

e Célula d: representan un 5% de lasétulas del islote. Son células
neurosecretoras y producen somatostatina, un inhibidor paracrino de
la secrecion de insulina.

e Células PP: son el 1% del total del islote, secretan polipéptido
pancreatico, un inhibidor paracrino de la secrecién de los acinos.

e Células &: descritas recientemente (Prado et al., 2004), secretan

grelina. La grelina es una hormona que es secretada también en el
estbmago, que aumenta la secrecion de hormona del crecimiento y
regula el apetito. Su funcién en el islote es la de regular de forma

paracrina la secrecion de insulina. (Dezaki and Yada, 2012)

En el caso de los humanos, los distintos tipos celulares que componen el islote
se distribuyen en torno a los vasos sanguineos, pero sin un orden especifico, al
contrario que en el caso del ratdbn donde se observa que las células 3 forman el
corazdn del islote situandose el resto de tipos celulares en la periferia.
(Cabrera et al., 2006)
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Traditional islet Islet with €-cells

Fig. 4: Tipos celulares del islote de Langerhans.

Tanto las célulasa como las 8 no son exclusiva de los islotes, localizandose
también en otros tejidos exocrinos, como células sueltas en el epitelio y

pequefios grupos de células asociadas a los ductos.

4. LA CELULA BETA.

La célula B, representa entre un 70% y un 80% de la masa de células total del
islote.

La funcion principal de la célula B es la secrecion de la insulina, en respuesta a
nutrientes, hormonas y estimulos nerviosos, para el mantenimiento de los
niveles de glucosa en plasma dentro de un rango fisioldgico 6ptimo para el

funcionamiento de todos los tejidos.

Ademas, por la propia estructura del islote, la célula beta ejerce un papel
importante en la regulacion paracrina y autocrina de las células que lo

componen.

La glucosa es el regulador principal de la sintesis y secrecién de la insulina.

Cuando aumenta el nivel de glucosa en sangre, se establece un sistema de
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acoplamiento estimulo-secrecion, de manera que la glucosa entra en la célula
beta a través de los transportadores de glucosa (Glut-2), esta glucosa, pasa a
glucosa-6-fosfato (G6P) por la accion de la enzima glucoquinasa (GK) que
fosforila a la glucosa, incorporandose ésta en la glucolisis o via de las pentosas
fosfato, y dando como resultado piruvato, que va a entrar en la mitocondria
para continuar con el ciclo de Krebs. Esto a su vez aumenta el ratio de
ATP/ADP intracelular que dara lugar a un blogueo de los canales de potasio
dependientes de ATP, generando una despolarizacion de la membrana
plasmatica de la célula beta pancreatica que ocasionara una apertura de los
canales voltaje-dependientes de calcio, permitiendo la entrada de calcio al
citoplasma de la célula beta, lo cual, va a tener dos consecuencias, por una
parte, da lugar a la liberacibn de los granulos de insulina que estaban
acumulados en el citoplasma, y por otra a la activacién de la sintesis de
insulina a nivel transcripcional (fig. 5).
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Fig. 5. Esquema del acoplamiento estimulo-secrecion de la célula beta.(Fajans et al., 2001)
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5. LA GLUCOQUINASA.

La enzima glucoquinasa (GK) de mamiferos, es una proteina quinasa que
pertenece a la familia de las hexoquinasas (tabla 1), proteinas que van a

fosforilar a hexosas tales como la manosa, fructosa o glucosa.

Dicha familia se integra por distintos miembros nombrados desde I-IV o A-D.

(Printz et al., 1993) La expresion de las hexoquinasas I, Il y Ill, se localiza en el

cerebro, musculo y eritrocitos, siendo la glucoquinasa de mamiferos la que
nombramos como hexoquinasa IV o D, y su funcién en el metabolismo celular
es la de fosforilar la glucosa a glucosa-6-fosfato (fig. 6), que posteriormente se
integrara en distintos procesos celulares: glucolisis, ruta de las pentosas-fosfato
o sintesis de glucégeno, segun los requerimientos y tipos celulares. EI nombre
de glucoquinasa viene dado por el hecho de que la glucosa es el Unico
substrato fisiologico relevante. (Mahalingam et al., 1999)

CH OH CH,O@)
. ATP ADP
0
H H
M o
Glucokinase - OH H
OH OH
H OH H OH
Glucose Glucose-6-phosphate

Fig. 6. Reaccién de la enzima glucoquinasa.(Hussain, 2010)

La célulap dentro del @ncreas y las células del parénquima hepético en el
higado son los maximos responsables del mantenimiento de los niveles de

glucosa del organismo (fig. 7). (Postic et al., 1999)
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Fig. 7. Esquema de las interacciones entre tejidos productores de glucoquinasa con el
resto del organismo. (Matschinsky and Porte, 2010)

Es en el higado donde se produce la mayoria de la proteina glucoquinasa del
organismo un 99.9%, el resto, un 0.1%, lo producen el pancreas, en las células

a, B, & (Heimberg et al., 1996; Toyoda et al., 1997), asi como en células

endocrinas (pituitaria), vasos sanguineos Yy sistema nervioso central

(hipotalamo y cerebro) (Ogunnowo-Bada et al., 2014; Osundiji et al., 2012).
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5.1. Cinética de la Glucoquinasa.

La proteina glucoquinasa se caracteriza por tener una cinética sigmoidal (lo

cual indica un efecto cooperativo positivo) (lynedjian, 2009; Printz et al., 1993),

asi como una baja afinidad por su sustrato. Como indica la figura 8 el valor de
Kos en la cinética de la glucoquinasa (valor medio de saturacién) es de
aproximadamente 8 mM, este valor coincide con la concentracion normal de
glucosa en sangre, que oscila entre 5 mM y 8 mM. Esto sumado a otras
caracteristicas estructurales que describiremos a continuacion y una carencia

de inhibicién por su sustrato, la definen como un excelente sensor de glucosa.

Ky5=8.1+0.4 mM, Hill coefficient 1.7 + 0.1
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Fig. 8. Cinética de la proteina glucoquinasa humana. (Larion and Miller, 2012)

5.2. Estructura de la molécula de Glucoquinasa e importancia para

su funcionamiento.

La glucoquinasa, en su forma monomeérica resulta cataliticamente activa y
posee un unico sitio de unidn a la glucosa (sitio activo), lo cual contrasta con el
hecho de que posea una cinética sigmoidal, que indicaria la existencia de una
interaccion alostérica de distintas subunidades y/o de multiples sitios activos

dentro de la misma molécula actuando de manera cooperativa.
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En la estructura de la glucoquinasa (fig. 9) podemos diferenciar dos dominios
globulares, uno mayor que otro, unidos por tres lazos flexibles que forman un
“bolsillo” donde se va a unir la glucosa. Ademas posee un sitio de unién a un
activador (GKA). Y su funcién, en higado, va a estar inhibida por la proteina
reguladora de la glucoquinasa (GKRP).

Large lobe

Small lobe

Fig. 9. Estructura de la glucoquinasa. a. conformaciéon abierta o inactiva. b. conformacion
cerrada o activa, se indican los sitios de interaccion de la glucosa y el activador de la

glucoquinasa. (Matschinsky, 2009)

Estudios de cristalizacion de la glucoquinasa (Huang et al., 2013; Kamata et al.,

2004), revelan la existencia de tres conformaciones diferentes de dicha enzima
que van a condicionar su afinidad por el sustrato y dar como resultado una
cinética cooperativa, de esta manera se puede comprender el mecanismo

alostérico de la glucoquinasa y explicar la cinética sigmoidal que presenta.

Por un lado tenemos una forma super-abierta o inactiva. Esta configuracion se
da en ausencia de ligandos y se caracteriza por presentar una baja afinidad por
la glucosa. Del otro lado esta la conformacion cerrada o activa, caracterizada
por una alta afinidad por la glucosa. La transicibn entre ambos estadios
conformacionales, se da por una rotacion e inclinacion del dominio globular

mas pequefo, asi como un cambio del mismo en su estructura secundaria.
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Entre ambas conformaciones se da una situacion intermedia y muy inestable
denominada conformacion o estructura abierta que es también activa y que se

da a altas concentraciones de glucosa.

De este modo la proteina glucoquinasa presentaria tres estadios
conformacionales y dos ciclos cataliticos que explican su cinética sigmoidal
(fig.10).

¥

f \‘9 Qe XK

o=
Steady
State

D ATP
® Glucose

(5@ Glucose-6-phosphate

<~ Hydrophobic Patch

@AAA  Alpha13 helix and its surroundings

Fig. 10. Modelo cinético de la glucoquinasa (Huang et al., 2013)

El cambio de configuracion de la forma super-abierta a la cerrada es mas lento
que el ciclo catalitico de la enzima, lo cual le confiere parte de su idoneidad

como sensor de glucosa.

Con estos datos estructurales y cinéticos, a esta proteina se le aplica un
modelo usado para proteinas monoméricas con cinéticas cooperativas
positivas, denominado “mnemonic model” 0 “modelo mnemotécnico”, en el que
la proteina una vez en su forma activa, “recuerda” su interaccion con el ligando
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y esto retrasa su vuelta a la conformacion inactiva. Dicho modelo tiene las

siguientes caracteristicas:

e El| establecimiento de un equilibrio entre los distintos estadios
conformacionales, entre los cuales existe una gran diferencia de
afinidad por el ligando, que en nuestro caso es la glucosa.

e Predominio de la conformacion inactiva o de baja afinidad en
ausencia del ligando.

e Cambio entre las conformaciones lento, en ausencia de glucosa.

e Cambio del estadio de baja afinidad al del alta afinidad altamente
acelerado por la union del ligando a la proteina.

e Unicamente la forma de alta afinidad es cataliticamente activa, y esta
actividad es muy rapida comparada con la velocidad de transicion

entre las dos conformaciones.

Las mutaciones en esta proteina, de las que hablaremos en apartados
posteriores, se podrian clasificar dentro de dos grupos. Por un lado, aquellas
que conllevan una inactivacion de la proteina y que van a dar lugar a

hiperglucemia (Grupe et al., 1995), y por otro lado, mutaciones activadoras que

producen (entre otras alteraciones) una situacion de hipoglucemia en el
organismo, es en este ultimo tipo de mutaciones y sus consecuencias en la que

nos centraremos en el presente trabajo.

5.3. Regulacion de la Glucoquinasa: un gen, dos promotores.

El gen de la glucoquinasa (GCK) fue identificado por primera vez en higado de

rata en 1962. En 1992 dos trabajos (Froguel et al., 1992; Hattersley et al.,

1992), relacionaron por primera vez este gen con el desarrollo de un tipo de

diabetes (MODY 2) y el metabolismo de la glucosa.

En humanos la localizacion citogenética de este gen es: 7p15.3-p15.1, es decir

en el brazo corto del cromosoma 7, entre las posiciones 15.3 y 15.1 y se
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extiende desde el par de bases 44144271 al 44189423. (fig. 11), codificando

una proteina de 465 amino-acidos, con peso molecular de 52,191 Da.

7pal.3

Fpls.2 Gen de la GCK

7pl4.1

7plz.a

Fig. 11. Cromosoma 7 donde se localiza el gen de la Glucoquinasa.
(ref. http://ghr.nim.nih.gov/gene/GCK)

Como ya hemos dicho, la glucoquinasa se expresa en diferentes tejidos
encargados de sensar y mantener la homeostasis de la glucosa en el

organismo. (Postic et al., 1999)

Esta proteina se caracteriza por tener un sistema dual de regulacion,
dependiente de glucosa en el pancreas y de insulina en el higado. Este tipo de
regulacion tiene su origen en tres isoformas distintas de la proteina cuya
expresion viene regulada a su vez por dos promotores diferentes, uno aguas

arriba y un segundo aguas abajo del gen de la glucoquinasa.

El gen de la glucoquinasa humana al igual que el de rata consta de 10 exones,
9 de los cuales son comunes a las tres isoformas y siendo el primero el que

determina la expresion dependiente de tejido (fig. 12).
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(a)

(b)

[1.,‘3 >26 kb [1.L 2A 2 3 4 56 7 89 10

Fig. 12. Glucoquinasas de rata (a) y humana (b). Organizacion exén-intron del gen. Los exones
comunes estan representados con cajas negras y en rosa las distintas alternativas de
procesado, segun la isoforma que se exprese. Las flechas indican el inicio de la transcripcién
segun los distintos promotores. |. Transcripcién resultante de la activacién del promotor

endocrino en célul@ del islote de Langerhans. Il y lll. Transcripcion correspondiente al

promotor hepatico. (lynedjian, 1993)

La expresion de la isoforma pancreatica (isoforma 1) de la glucoquinasa, que
se da en las células sensoras de glucosa situadas principalmente en pancreas,
pero también en la pituitaria, en algunas neuronas del cerebro y en células
enteroendocrinas del intestino, es constitutiva y depende del promotor situado
aguas arriba del gen glucoquinasa, denominado “promotor endocrino” y cuya
regulacion esta directamente relaciona con los niveles de glucosa en sangre
(lynedjian, 1993).
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Del mismo modo en el tejido hepatico, la expresién de la proteina (isoformas 2
y 3), viene regulada positivamente por la insulina e inhibida por el glucagon y
es dependiente del promotor situado aguas abajo, denominado “promotor
hepético” (lynedjian, 1993, 2009).

5.4. Regulacion post-transcripcional de la Glucoquinasa.

Son distintas las proteinas y organulos celulares que interaccionan con la
glucoquinasa, y que regulan su funcion, tanto por un cambio en su localizacion
dentro de la célula como en su estabilidad, ejerciendo un papel importante en

su regulacion post-transcripcional. (Postic et al., 2001)

Entre estas proteinas se encuentra la proteina reguladora de la glucoquinasa

(GKRP) (Bourbonais et al., 2012), que regula la funcion de la glucoquinasa en

el higado, por un cambio de localizacion de esta, que viene determinado por las
concentraciones de glucosa y fructosa.

En presencia de fructosa-6-P la GKRP se une a la glucoquinasa
secuestrandola dentro del nucleo de las células hepaticas y disminuyendo por
tanto su actividad. Cuando aumenta la concentracion de fructosa-1-P, la
afinidad de la GKRP por la glucoquinasa baja, y esta es liberada al citoplasma
para poder asi ejercer su funcion celular. Este cambio en la localizacion de la
proteina hace posible una respuesta por parte de la célula mucho mas rapida y
eficiente que la sintesis de novo de glucoquinasa en respuesta a insulina
(Kaminski et al., 2014).

La proteina 6-Fosfofructo-2-kinasa/frutosa-2,6-bifosfatasa (6PF2K/F2,6P2ase),
también regula la actividad de la glucoquinasa de dos formas, por un lado es la
encargada de translocar la GK desde el nacleo al citoplasma en las células del
higado, y por otra parte su unidén favorece una estabilizacion de la proteina
tanto en células del higado como en las células B del pancreas aumentando su
actividad catalitica. (Baltrusch et al., 2001; Cullen et al., 2014).
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6. MUTACIONES DE LA GLUCOQUINASA Y SU EFECTO
EN EL METABOLISMO DE LA GLUCOSA.

Como ya hemos introducido en apartados anteriores son numerosas las
mutaciones que se han descrito en esta proteina y que afectan a su funcién.
Hasta el afio 2003 se habian descrito 195 mutaciones (fig. 13), localizadas a lo
largo de los 10 exones expresados en la isoforma pancreatica de la proteina
glucoquinasa (Gloyn, 2003). Ha dia de hoy la cifra de mutaciones conocidas
asciende a 250.
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A\ E7OK V154tsdel TG V266isdelTins AA S336L  T342P  A460lsdel22
faqtbH1lcH 2 3 45 H6 H71H®&H®9 —H 10
G72R G162fsdelG N231fsdelA R358X
Efsdel D73G  H156Y Ligap  G227C  M235T S360X
IVS1A+1G>T D78E E157K T168P IVS6+2T=A M238tsdelT V3ETM
D78H  K16IN K169N Q239R R369P
GBOA  |VS4+2del1D F171 E248K H3800
GB0S  |ys4s2delis’ 1k E248X Ha80D
G815 A1738 M251] c382Y
L8sfsdel10 G175E M251V 5383L
E93del10 G175R cas2y 5383fsclelC
Q9BX G175V Czs2R $383X
W99R G178R E256K A3B4T
WaoX N18OK W257R G385V
VI0TM Viata A258T A3BTV
T108N G261R A38TT
K104fsdeld viezM G261E RA392C
Y108C R186X S263P E3a5-R403del
Y108F R186Q G2645 Va0 1fsdelG
¥108H A188E 522%2;‘( RaoafsdelC
108X A1B8T 14045
11107 RISIW E268X Ga075
B11iL R1910 L2711sdel22 S411F
A119D . R2760 K414E
IVS3+1G>A G193R D278k L415V
) B o IVE3:1GaT IVS5+1del33 E279Q S4261sdelGC
Mutations showed in bold are activating E278X IVS04+1G=C
S281F IVSB+1G=T
IVSB-2A>T

Fig. 13. Esquema de las mutaciones identificadas hasta 2003. En negrita se indican aquellas

gue son activadoras de funcion. (Gloyn, 2003)
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Como hemos comentado anteriormente, la glucoquinasa ejerce un
extraordinario control sobre la secrecion de insulina y por lo tanto en la
homeostasis de la glucosa en el humano. En efecto, mutaciones en su gen
(GCK) que inactivan la proteina glucoquinasa dan lugar a diabetes en humanos

(Kesavan et al., 1997; Njolstad et al., 2001) y, por el contrario, mutaciones en

GCK que aumentan la actividad de la glucoquinasa por encima de su nivel
fisioloégico, dan lugar, también en humanos, a cuadros de hipoglucemias

sintoméaticas.

La razon por la cual la alteracion en la funcionalidad de la glucoquinasa
puede causar dos patologias opuestas, se basa en que esta proteina es
considerada como el “sensor de la glucosa sanguinea” de la célula B
pancredtica (Matschinsky et al., 1993), gobernando el metabolismo de la

secrecion de insulina estimulada por la glucosa (SIEG) en dicha célula y
definiendo el umbral fisioldgico de dicha secrecion (U-SIEG), que en el humano
es de 5 mM. De manera que una disminucién en la actividad de la
glucoquinasa causara un aumento en el U-SIEG (>5 mM) (Fig. 14), dando lugar
a un comienzo tardio de la secrecién de insulina que se traducira en el paciente
como cuadros de hiperglucemia que, dependiendo del tipo de mutacion,
pueden ser tanto de caracter leve como es el caso de la GCK-Hiperglucemia,
como severo como es el caso de la diabetes neonatal por mutaciones
homocigotas en GCK (GCK-DNP).

De forma opuesta, un aumento suprafisiolégico en la actividad de la
glucoguinasa causara una disminucion en el U-SIEG (<5 mM) (Fig. 14), dando
lugar a un defecto en la supresion de insulina que hace que esta continle aln
con niveles de glucosa inferiores a 5 mM, dando, por lo tanto, lugar a la
aparicion de hipoglucemias (GCK-Hipoglucemia), las cuales pueden ser tanto

leves como severas e incompatibles con la vida.

Estos tres sindromes causados por mutaciones en GCK (GCK-Hiperglucemia,
GCK-DNP y GCK-Hipoglucemia) forman parte de los que hoy conocemos como

“enfermedad de la glucoquinasa”. (Osbak et al., 2009)
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Mutaciones en GCK daran lugar a la creacion de una proteina con
caracteristicas estructurales, cinéticas y funcionales alteradas que no solo
afectaran al adecuado mantenimiento de la homeostasis de la glucosa, sino
que afectara también a diferentes procesos de la célula beta pancreética
(Andrikopoulos et al., 2000; Heredia et al., 2006; Mahalingam et al., 1999;
Pedelini et al., 2005).
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Fig. 14. Umbrales relativos para la secrecidn de insulina dependiente de glucosa, de distintos
mutantes de glucoquinasa, tanto activadores como represores. (Sayed et al., 2009)

6.1. Mutacion activadora de GCK, V91L (GCK-V91lL). Localizacion y
efecto sobre el metabolismo de la glucosa.

La glucoquinasa es una proteina con un total de 465 aminoacidos y
aproximadamente 56 kDa. La mutacion GCK-V91L situada en el exon 3 de su

secuencia, consiste en el cambio de una guanina a una timidina, que a su vez
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implica un cambio de aminoacidos en la proteina de una valina en la posicién

91 a una leucina (fig. 15).

GCK Silvestre: ctg gtg aag gtg gga gaa ggt gag gag ggg
GCK V91L: ctg gtg aag ttg gga gaa ggt gag gag ggg

MLDDRARMEA AKKEKVEQIL AEFQLQEEDL KKVMRRMQKE MDRGLRLETH
YVRSTPEGSE VGDFLSLDLG GTNFRVMLVK VGEGEEGQWS VKTKHQMYSI
MLFDYISEC1 SDFLDKHQMK HKKLPLGFTF SFPVRHEDID KGILLNWTKG
VVGLLRDAIK RRGDFEMDVV AMVNDTVATM ISCYYEDHQC EVGMIVGTGC
VELVEGDEGR MCVNTEWGAF GDSGELDEFL LEYDRLVDES SANPGQQLYE
LVRLVLLRLV DENLLFHGEA SEQLRTRGAF ETRFVSQVES DTGDRKQIYN
TTDCDIVRRA CESVSTRAAH MCSAGLAGVI NRMRESRSED VMRITVGVDG
ERFHASVRRL TPSCEITFIE SEEGSGRGAA LVSAVACKKA CMLGQ

cag
cag

EEASVKMLPT
PEDAMTGTAE
FKASGAEGNN
NACYMEEMQN
KL 1GGKYMGE
ILSTLGLRPS
SVYKLHPSFK

Fig. 15. Fragmento de la secuencia del ADNc de la glucoquinasa donde se indica en rojo el

codén afectado por la mutacién V91L. Secuencia de aminoacidos de la glucoquinasa, en rojo la

valina 91 que cambia a leucina en la proteina mutada.

Si estudiamos la configuracién de la glucoquinasa (fig. 16), veremos como esa

posicibn se encuentra en el sitio alostérico de la enzima, afectando a su

afinidad por su sustrato.

Fig. 16. Situacion de distintas mutaciones activadoras de glucoquinasa, incluida la V91L, en el

sitio alostérico de la proteina, en la conformacién super-abierta (c) y cerrada (d). (Matschinsky,

2009)
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Esta alteracion del sitio activo de la proteina va a tener distintas consecuencias
en su interaccion con la glucosa y las proteinas activadoras de la glucoquinasa.
(Zelent et al., 2011).

En la siguiente tabla vemos algunas de las caracteristicas cinéticas principales
de las 13 mutaciones activadoras de funcion conocidas hasta el momento,

incluida la V91L, con respecto a la proteina silvestre. (Tabla 2)

Glucokinase Type of k(s Glucose ATP, n, %Al GSIR
mutant glucokinase S, (mM) (mM) threshold
(mM)
Wild type* Glucokinase 62.8 745 0.46 1.77 1.00 5.00
M1971 Glucokinase 58.1 2.49 1.39 1.80 4.35 2.70
V455M* Glucokinase 61.8 3.24 0.38 1.62 4.82 2.80
Wo9R* Glucokinase 43.1 2.25 0.81 1.55 5.56 2.80
T651* Glucokinase 22.6 1.69 0.57 1.30 5.60 3.10
V4521 GST—glucokinase  41.7 2.57 0.58 1.34 5.75 3.00
Waogl! Glucokinase 85.6 2.86 0.42 1.63 1.97 2.20
WogacCs Glucokinase 723 2.37 0.37 1.66 9.57 2.00
S64Y+ GST—glucokinase  54.0 1.49 1.07 1.33 13.4 1.75
A456V! Glucokinase 65.6 1.91 0.35 1.37 143 1.65
VoiLs Glucokinase 60.6 1.66 0.48 1.42 14.9 4155
Go8V1* GST—glucokinase  68.0 1.94 0.28 1.25 16.1 1.45
454A insert! Glucokinase 52.2 1.38 0.31 1.62 16.6 143
Y214Ct Glucokinase 65.3 1.35 1.08 1.55 17.3 1.40

Tabla 2. (Matschinsky, 2009)

Como se muestra en la figura 17, destaca, el valor del umbral de concentracién
de glucosa al que se activa la secreciéon de insulina dependiente de glucosa,
que en el caso de la proteina glucoquinasa silvestre, se ajusta a los valores
fisiologicos de glucosa de 5 mM, y la glucoquinasa mutante V91L se activa con

un nivel de 1.55 mM, sensiblemente inferior al nivel normal en sangre.

También se ve alterado, el valor medio de respuesta de la enzima (So5), que
baja considerablemente de 7.45 mM a 1.66 mM, lo que nos indica un
incremento muy significativo en la afinidad de glucoquinasa por la glucosa y

una cinética de activacion alterada.
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Todas estas alteraciones en el funcionamiento de la glucoquinasa van a tener
unas consecuencias fisiologicas muy importantes en los pacientes que la

sufren y gue veremos en el préximo apartado de la introduccion.

5= Control ©

GSIR threshold (mM)

G68Y, 454 A insert
Y214C

1 T T T T T
0.0 02 04 0.6 08 1.0

Fig. 17. Comparacion de los umbrales para la secrecién de insulina dependiente de glucosa y
del indice de actividad enzimatica relativa, en distintos mutantes y la proteina glucoquinasa
silvestre. (Matschinsky, 2009)

7. EFECTOS FISIOLOGICOS EN MUTANTES DE V91L.
HIPOGLUCEMIA NEONATAL E INFANTIL SEVERA.

La proteina glucoquinasa resultante de mutaciones activadoras de GCK,
presenta un aumento en su afinidad por la glucosa y una mayor eficacia
catalitica, dando lugar a que el U-SIEG disminuya por debajo del nivel
fisiol6gico de 5 mM, haciendo, por lo tanto, que la secrecién de insulina
continle hasta que la célulgl pancreati ca alcance su “umbral patolégico” de
SIEG, siempre menor de 5 mM. Este retraso en la supresion de la SIEG dara

lugar a la aparicion de hipoglucemia.
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GCK-Hipoglucemia es una entidad clinica diferente al hiperinsulinismo causado
por mutaciones en genes diferentes (SUR-HI, Kir6.2-HI, etc.). En efecto,
aunque el fenotipo clinico es en muchos casos idénticos, GCK-Hipoglucemia
es, tanto desde un punto de vista histolégico como patofisiolégico, diferente al
hiperinsulinismo clasico. En GCK-Hipoglucemia los islotes pancreaticos
presentan una cito-arquitectura completamente normal, con una secrecion de
insulina totalmente acoplada al metabolismo de la célula B, y por lo tanto
“regulada”. De hecho, los pacientes con GCK-Hipoglucemia presentan
supresion de la secrecion de insulina durante el test de ayuno una vez que
alcanzan su propio U-SIEG. Al contrario, en SUR-HI y Kir6.2-HI, los islotes
pancreaticos se encuentran desestructurados y de tamafio muy reducido, y la
secrecion de insulina es totalmente independiente del metabolismo de la célula
B, y por lo tanto “no regulada”. En efecto, los pacientes con este tipo de
Hiperinsulinismo presentan una gran secrecion de insulina aun con niveles de

glucemia extremadamente bajos.

La presentacion clinica asi como la edad de diagndstico de la hipoglucemia
debido a mutaciones activadoras en GCK varia incluso entre personas
portadoras de la misma mutacion y pertenecientes a la misma familia, de
manera que un paciente puede presentar la enfermedad en el momento del
nacimiento como una hipoglucemia neonatal, mientras que otros miembros de
la misma familia, pudiendo ser incluso uno de los progenitores, pueden no
haber presentado sintomas de hipoglucemia hasta la adolescencia o hasta
entrada la edad adulta. Igualmente el peso al nacer de los pacientes también
carece de homogeneidad, ya que las personas portadoras de mutaciones
activadoras en GCK pueden presentar un peso al nacer tanto elevado como

disminuido e incluso normal.

La forma mas severa GCK-Hipoglucemia es conocida como Hipoglucemia
Severa Neonatal, y en todos los casos descritos hasta el momento, la
hipoglucemia no puede ser tratada con medicacion alguna, por lo que los
pacientes necesitan de una pancreatectomia subtotal para controlar dicha

hipoglucemia.
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En 1998 se describié por primera vez un caso de hiperinsulinemia hipoglucemia
relacionada con una mutacion activadora de funcidbn en el gen de la

glucoquinasa humana (Glaser et al., 1998). La hipoglucemia asociada a

glucoquinasa se describi6 inicialmente como una bajada leve pero rapida en los
niveles de glucosa de forma regular y de caracter moderado tras la ingesta de
alimentos. El primer caso de hipoglucemia neonatal severa asociada a
glucoquinasa que no respondia a tratamiento farmacolégico ni quirdrgico, fue
descrito en 2004 (Cuesta-Munoz et al., 2004).

Posteriormente se describieron mas casos, que respondian de forma

heterogénea al tratamiento, segun el tipo de mutacién que los produjera.

Centrandonos en la mutacion V91L, objeto de este estudio, hasta el momento

la casuistica asociada a ella es muy escasa. En 2010 (Kassem et al., 2010) se

describe el primer caso de hipoglucemia asociada a glucoquinasa por esta
mutacion (GCK-V91L). La paciente presentaba una hipoglucemia neonatal
severa, y tras diferentes tratamientos farmacolégicos a altas dosis, la paciente
tuvo que ser sometida a una pancreatectomia subtotal, extirpandosele un 80%
de pancreas, para poder controlar su hipoglucemia. Es importante resaltar, que
siete afios después de la pancreatectomia subtotal y con tan sélo 20.000
islotes (un péncreas completo y sano presenta entre 1.000.000-1.200.000
islotes), la paciente lleva una vida normal, manteniendo niveles adecuados de

glucemia sin tratamiento alguno.

El estudio histolégico del tejido pancreatico de pacientes con hipoglucemias
severas causadas por mutaciones activadoras de GCK, revelo diversas
anomalias. En primer lugar el tamafio de los islotes de Langerhans era
sensiblemente mayor (2.5 veces) que los correspondientes a un individuo sano
de las mismas caracteristicas sin mutacion en GCK y sin patologia pancreéatica.
Superaban también el tamafio de los islotes de pacientes que sufrian
hipoglucemias asociadas a mutaciones en canales de Karp. Asi mismo también
se observd que la masa de célufaera mayor en esta paciente que en el

control y en pacientes con hipoglucemia asociada a canales de Katp.
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Se realizaron también estudios de proliferacién y apoptosis, en los que se vio
que habia un incremento de ambas, posiblemente debido al aumento de flujo

intracelular de glucosa, esto concuerda con los estudios realizados en raton.

Como se menciond anteriormente, esta mutacion afecta tanto a la isoforma
pancreatica como a la hepatica, por tanto, surge la pregunta de como puede
verse afectada la funcion de la glucoquinasa en el higado. Dada la escasez de
pacientes y el fuerte efecto sobre la funcién pancreatica, esta duda permanece
a dia de hoy poco resuelta. Es posible, que el aumento de la afinidad por la
glucosa que presenta esta forma mutada de la enzima, pueda repercutir en un
aumento de la sintesis de glucégeno, asi como una bajada en la eficacia de la

gluconeogénesis en el higado (Guo et al., 2012). Aparentemente, los pacientes

hasta ahora diagnosticados no presentan ninguna patologia a nivel hepatico
asociada, salvo un caso en el que se observé un mayor tamafo del higado,

aunqgue se desconoce si esta relacionado con la mutacion en la proteina.

8. TERAPIA GENICA/CELULAR.

En la actualidad, las terapias que se aplican a los enfermos de diabetes, van
encaminadas al control de la glucemia mediante el suministro exdgeno de
insulina, pero como ya comentabamos al inicio de la introduccion, este control
no es estable y preciso, lo que lleva al paciente a sufrir trastornos de salud a

largo plazo.

La mejor opcion para el enfermo pasa por la recuperacion de una masa de
célula B, suficiente para mantener la homeostasis del organismo (Weir et al.,
2011). Son dos las lineas de investigacién que se siguen en la actualidad en la

terapia celular.

Por una parte, la regeneracion “in vivo” de la célula B, mediante la estimulacion
de la proliferacion. Dada la plasticidad de la célula 3, conocida en determinadas

situaciones no patologicas del organismo como embarazos o cambios en la
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resistencia a insulina, se postula como opcidon terapéutica, el desarrollo de
herramientas farmacolégicas que reproduzcan estas situaciones y aumenten la
masa de célula B en el enfermo de diabetes. (Khalaileh et al., 2008; Terauchi et
al., 2007)

Por otro lado, la obtencion de células productoras de insulina a partir de
diversas fuentes: células embrionarias, células adultas progenitoras, células

genéticamente modificadas, xenotrasplantes, etc. (Hebrok, 2012)

El trabajo que estamos presentando tiene su marco en la terapia génica
combinada con la terapia celular, la cual, a pesar de que aun tiene un largo
camino por recorrer, se presenta como una buena alternativa a las terapias
convencionales. De esta forma con distintos protocolos se pretende mejorar al
paciente de diabetes tipo 1 ¢ 2, restaurando niveles 6ptimos de insulina
producida por el organismo, regulando asi la concentracion de glucosa en

sangre.

Con la terapia génica/celular se pretende modificar genéticamente la célula
productora de insulina y restablecer su funcion reguladora de la glucosa. Estas
modificaciones, se realizan con la ayuda de vectores, generalmente virus

(adenovirus, retrovirus, lentivirus), y pueden llevarse a cabo “in vivo” o “in vitro”.

Cuando se trata de modificaciones “in vivo”, la modificacion se realiza
directamente introduciendo el vector en las células defectuosas. Esto hoy dia

presenta serias dificultades técnicas.

Es la terapia génica “in vitro” la que en la actualidad se presenta como una
buena alternativa y es a la que encaminamos nuestro trabajo. Dentro de la
terapia génica “in vitro”, tenemos varias alternativas, podemos extraer células
enfermas del paciente y sustituir el gen defectuoso por uno funcional,
restableciendo de esta manera la capacidad de la célula de funcionar

correctamente.
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Otra opcién es modificar células seleccionadas por su alto potencial terapéutico
y que pueden ser cultivadas en un laboratorio, y una vez realizada la

modificacion pertinente trasplantarla al paciente para su curacion.

En el caso de la diabetes la mejor opcién es la de conseguir células, que
produzcan insulina en respuesta a glucosa y que puedan ser trasplantadas a
los pacientes sin necesidad de suministrar inmunosupresores al individuo
(Berna et al., 2001).

A dia de hoy, y a la espera de avances decisivos en la terapia con células
madres, la restauracion de la masa de célula B, se consigue por dos vias, el
trasplante total del pancreas, o bien la obtencion de islotes de Langerhans
procedentes de donantes cadavéricos, y su posterior trasplante en pacientes
diabéticos. En ambos casos, el mayor inconveniente a largo plazo es la
supervivencia del trasplante, que pasa por el control del sistema inmune del

receptor.

Por lo tanto la terapia génica se desarrolla en dos vertientes, por un lado
tratando de evitar el rechazo del trasplante, bien intentando modular al sistema
inmune para evitar el ataque al islote pancreatico, bien modificando las
moléculas que intervienen en la respuesta autoinmune o intentando evitar el
proceso inflamatorio previo a la destruccién de la célulaf3. Ademas de intentar
producir célulasf modificadas para que no produzcan la activacion de los

linfocitos T, que son los responsables del rechazo inmunitario.

Por otra parte, otro objetivo de la terapia génica en estos pacientes consiste en,
incrementar la captacion de glucosa de la sangre a los tejidos muscular y

adiposo y disminuir la liberacién de glucosa desde el higado.

En nuestro caso, se pretende aprovechar una mutacion espontanea de la
proteina glucoquinasa en humanos (V91L), que produce la enfermedad
anteriormente descrita, para mediante el uso de vectores virales, introducirla en

islotes pancreéticos de donantes cadavéricos, y de esta forma aumentar la
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proliferacion de las células B en estos y la secrecion de insulina, de manera que
al ser trasplantados al enfermo, puedan restituir los niveles de glucosa y el
control de la glucemia sin necesidad de un suministro externo de insulina. La
mejora de estos islotes podria significar una disminucién en el ratio
donante/diabético, que actualmente supone la gran limitacion de los trasplantes

de islotes, como via de curacion para los enfermos.
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El objetivo principal de este proyecto es la mejora a nivel genético, de la
funcionalidad de los islotes obtenidos de donantes cadavéricos, para un mejor

aprovechamiento de estos islotes en el trasplante al paciente diabético.

Para ello, nuestro objetivo principal sera la conseguir expresion de la
glucoquinasa mutante V91L, en islotes pancreaticos de raton y humanos,
mediante el uso de lentivirus. Entre las mutaciones activadoras de la
glucoquinasa la denominada V91L, resulta ser una de las mejor caracterizadas

a nivel clinico en los pacientes (Kassem et al., 2010).

Esto permitiria usar estos islotes de un modo més eficaz en la terapia celular

de la diabetes.

Los objetivos secundarios son:

a. Producir y emplear vectores lentivirales, que nos permitan inducir la
expresion de la glucoquinasa silvestre y mutante (V91L), en los islotes
pancreaticos de manera estable y sin comprometer la integridad de los

mismaos.

b. Analizar los efectos que la expresion de la mutacion activadora de
glucoquinasa V91L produce en los islotes pancreéticos. Se estudiara el
tamafio de los islotes, la secrecidon de insulina, la apoptosis y la

proliferacion celular.

c. Evaluar si la expresion de versiones de la glucoquinasa con mutaciones
activadoras, pueden ser una buena herramienta para la terapia
génica/celular de los islotes pancreaticos a trasplantar y reducir el

namero de estos necesarios por paciente.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los animales empleados en este estudio han sido ratones machos de la cepa
OF1 de entre 8 y 10 semanas de edad, y entre 40 y 45 gr de peso. Fueron
suministrados por Charles River y criados en las instalaciones del animalario de
CABIMER en condiciones de ciclos de luz-oscuridad, y alimentados con pienso
Harlan referencia T2914.4x4.5R irradiado (4x4 5 Kg). Todos los cuidados y
procedimiento de experimentacién realizado con los animales se hicieron
siguiendo las indicaciones para el cuidado y empleo de animales de laboratorio
del CABIMER. Ademas, los procedimientos experimentales fueron aprobados
por el Comité Etico de Experimentacion Animal y el Organo Habilitado del
CABIMER.

2. AISLAMIENTO DE ISLOTES DE LANGERHANS POR
EL METODO DE LA COLAGENASA.

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical, se desinfectaron con
abundante etanol y a continuacion, tras fijarlos a una base de corcho para su
manipulacion, se procedio a la apertura del abdomen permitiendo el acceso a
la zona del higado y duodeno. Desde este momento y hasta el final del proceso
se humedecera eventualmente toda la zona de trabajo con solucién salina,

para evitar que se reseque la cavidad abdominal del animal.

Para facilitar la manipulacion posterior se recorta la quilla del esternén y la
parte inferior de las costillas a ambos lados, dejando al descubierto el higado,
el cual y con ayuda de una gasa se retrae, permitiendo la exposicion de la

vesicula biliar y el colédoco.

Localizamos la ampolla de Vater y colocamos una micropinza en el intestino
justo bajo ella, para de esta forma traccionarlo y visualizar mejor el colédoco. A

continuacion y con ayuda de unas pinzas ultrafinas, pasaremos bajo el
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colédoco a la altura de la ampolla de Vater, una sutura de seda, que
anudaremos fuertemente, con la intencion de que una vez que comencemos a
introducir la solucion de colagenasa, esta no derive al duodeno. Seguidamente
colocaremos un segundo hilo de seda unos milimetros mas arriba en el
extremo proximal del colédoco, por debajo de la union de los conductos en
forma de Y precedentes del higado, y realizaremos un segundo nudo, pero en

esta ocasion lo dejaremos presentado para un posterior ajuste.

Preparamos en este momento la solucién con la colagenasa tipo V (C9263,
Sigma con una actividad de 424 unidades/mg), resuspendiendo 8 mg de esta
en 8 ml de solucién de aislamiento Krebs Ringer bicarbonato ajustada a pH 7.4
y mantenida a 4°C. Cargamos la jeringa con esta solucién y eliminamos las

posibles burbujas de aire que puedan tener jeringa y aguja.

A continuacién y justo por encima del segundo nudo haremos una pequefia
incision en el colédoco con unas microtijeras, por donde introduciremos una
aguja previamente preparada para este proceso. La aguja (BD Microlance 3
30G 1/2, 0.3x13) se ha doblado 90° y se ha romizado de forma manual tanto su
punta como el biselado, manteniendo parte del mismo, pero evitando que al
introducirla en el colédoco este resulte rasgado. Una vez que tenemos la aguja
dentro del conducto, fijamos el nudo que previamente preparamos, de esta
manera conseguimos dos objetivos, por un lado fijamos la posicion de la aguja
y ademas evitamos que la solucion que inyectaremos a continuacion ascienda

hacia el higado en lugar de penetrar en el pancreas.

Retiramos las pinzas que sujetaban el intestino e inyectamos finalmente la
solucion de aislamiento reservando 2ml que depositaremos en el tubo de 15 ml
donde vamos a realizar la digestion del pancreas. En este punto si todo el
proceso anterior se ha llevado a cabo correctamente el pancreas debe
hincharse por la entrada del liquido, esto a su vez nos facilitara el siguiente
paso. Tras retirar los hilos de sutura, extraemos el pancreas de la cavidad
abdominal por diseccion, teniendo especial cuidado para no romper o rasgar el

intestino evitando contaminaciones.
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Depositamos el pancreas en el tubo de 15ml que tenemos preparado, lo
agitamos y lo incubamos en un bafio a 37°C durante 10 minutos agitandolo
enérgicamente a la mitad del proceso y al final del mismo, para facilitar el
disgregado del tejido. Una vez terminada la incubacién, paramos la reaccion de
digestion de la colagenasa afadiendo solucion de aislamiento fria hasta llenar
el tubo, se deja este en posicion vertical dentro de hielo durante 10 minutos,
permitiendo que los islotes decanten y pasado este tiempo se descarta el
sobrenadante, realizamos esta misma operacibn una segunda vez, para

eliminar la grasa y limpiar en lo posible la muestra de islotes.
Finalmente, se resuspenden los islotes en solucion limpia, siempre a 4°C, y se
recuperan los islotes, uno a uno mediante succién con una micropipeta, bajo la

lupa estereoscopica, para separarlos y limpiarlos de tejido exocrino.

Solucién de aislamiento Krebs Ringer bicarbonato

e Solucion A aislamiento (10x)
o 115 mM NacCl

5 mM KCI

10 mM NaHCO3

1.1 mM MgCI2

1.2 mM NaH2PO4

25 mM HEPES

O O O O O

e Solucion CaCl2 (10x)
0o 2.56 mM CacCl2

Para obtener la solucidon de aislamiento Krebs Ringer bicarbonato, mezclar
ambas soluciones a un concentracion 1x y afiadir: 5.6 mM de Glucosa y 0.5%
BSA.

Ajustar el pH de la solucién a 7,4 con NaOH 1M.
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3. ISLOTES HUMANOS

Los islotes humanos fueron adquiridos del Hospital de Bellvitge (Dr. Eduard
Montanya), del European Consortium for Islet Transplantation (ECIT) y
comprados a la empresa Tebu-Bio (Barcelona, Espafia). Los islotes procedian
de 16 donantes cadavéricos, de ambos sexos, con una edad mediade 55+ 9y
con un indice de masa corporal de 26,2 + 3,1. Los donantes fallecieron de
accidentes cardiovasculares y cerebrovasculares y de traumatismos
craneoencefalicos. El tiempo que paso6 desde su aislamiento hasta la llegada al

laboratorio fue de 2-6 dias.

4. LENTIVIRUS: CONSTRUCCIONES UTILIZADAS.

Para la produccién de lentivirus son necesarios tres pladsmidos, dos de ellos
comunes Y el tercero que difiere segun la proteina que se desee expresar, las

construcciones utilizadas son las siguientes:

Plasmidos comunes:
e pCMV-dR8.91.
e pCMV-VSV-G.

Plasmido control:
e pPRRL-SINIRES-eGFP.

Plasmidos de expresion de GCK 'y VI1L.
e pPRRL-GCK-eGFP.
e pPRRL-V91lL-eGFP.

Todos ellos se amplificaron mediante transformacion de bacterias
quimiocompetentes DH5a y se purificaron con el kit de midiprep de Qiagen

(Plasmid Plus Midi kit Ref. 12943) segun el protocolo indicado por el fabricante.
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5. TRANSFORMACION DE BACTERIAS DH5a CON LAS
DISTINTAS CONSTRUCCIONES.

Para la amplificacion de los distintos vectores, se escogieron las bacterias
quimiocompetentes DH5a. Se compraron a la unidad de organismos modelo de
CABIMER.

Las bacterias DH5a se almacenan en alicuotas de 200ul a -80°C. Para su uso,
se descongelan dejandolas unos minutos en hielo, a continuacion, se mezclan
100ul de bacterias con 500ng de plasmido y se incuba durante cinco minutos
en hielo. Para introducir el vector dentro de la bacteria, se somete la mezcla de
ambos a un choque térmico de 42°C durante 90 segundos. Posteriormente se
vuelven a incubar en hielo durante 10 minutos. Para finalizar se afiade 900ul de
medio de cultivo de bacterias (LB), quedando un volumen final de 1ml del cual
se siembran 100ul en una placa de petri con LB-Agar con 0.1lmg/ml del
antibiotico de seleccion, en este caso ampicilina (todos los vectores usados son
ampicilina-resistentes), dicha seleccion con antibiético se mantendra durante

todo el proceso de cultivo de las bacterias ya sea en medio sélido o liquido.

Incubar las placas en la estufa a 37°C durante la noche y al dia siguiente,
seleccionar una de las colonias crecidas para su posterior amplificacion en

cultivo liquido y purificacion mediante Midiprep.

Medio de cultivo de Bacterias (LB):
e Triptona 10 gr/l.
e Extracto de Levadura 5 gr/l.
e NaCl 10 gr/l

e En el caso del medio sélido para placas afiadir 15 gr/l agar.
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6. SECUENCIACION DE LOS VECTORES DE
EXPRESION. DISENO DE LOS PRIMERS O
CEBADORES.

Los vectores de expresidon se mandaron a secuenciar por la empresa
STABVIDA, para lo cual fue necesario el disefio de dos parejas de primers o

cebadores gue nos permitieran la secuenciacion de la totalidad del inserto.

Para el disefio de estos primers se tuvieron en cuenta la posicion de los
mismos dentro del vector, la distancia entre los miembros de cada par, el
contenido en CG de cada uno, asi como las posibles estructuras secundarias y

dimeros que pudieran forman.

Dada la longitud del inserto que se queria secuenciar, fueron necesarias dos
parejas de cebadores, una mas exterior (CMV FW + IRES REV) y una segunda
situada en la zona interna del inserto para completar la secuencia (Gck FW +
Gck REV).

Los primers disefiados fueron los siguientes y con ellos se logré secuenciar la

totalidad del inserto que deseabamos comprobar:

CMV FW: 5-GGGGATTTCCAAGTCTCCACCC-3
IRES REV: 5’-CCCTCACATTGCCAAAAGACGG-3’

Gck FW: 5-GGATGCAGAAGGAGATGGACCG-3
Gck REV: 5-GGGCTTCCAGAGTCTCTGTTCC-3

Posicion de las dos parejas de primers en los vectores pPRRL-GCK-eGFP y
pPRRL-V91L-eGFP. La figura muestra el vector pRRL-GCK-eGFP, la posicién
de los cebadores es la misma en los dos vectores, ya que ambas
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construcciones solo varian en la zona de la mutacion, lo que no afecta al

disefio de los oligos ni a la secuenciacion.
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7. TRANSFECCION SIMPLE DE LOS VECTORES pRRL-
SinIRES-eGFP, pRRL-GCK-eGFP y pRRL-V91L-
eGFP.

Se cultivaron células A293T, en medio DMEM (Gibco ref. 41966) suplementado
con 2 mM L-Glutamina, 100 U/ml Penicilina, 100ug/ml Streptomicina y FBS
10% (Lonza ref.14-801F), en placas multipocillo de 6 pocillos. Se sembraron
400.000 ceélulas por pocillo, en aquellos pocillos destinados a la
inmunofluorescencia las células se sembraron sobre lamelas estériles. Tras 24

horas en cultivo se transfectaron con los distintos vectores.
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Para esta transfeccion se utiliz6 como vehiculo FUGENE (FUGENE HD
Transfection Reagent, Roche. Ref. 10928200) segun el protocolo recomendado
por el fabricante. Se transfecté con ratio ADN:Fugene de 1:3. Se mezcl6 para
cada pocillo, 1ug de plasmido con 125 ul de OPTIMEM (Opti-MEM | Reduced-
Serum Medium. Gibco. Ref. 11058021) y afiadimos 3ul de FUGENE. Después,
mezclamos bien pipeteando 15 veces y lo incubamos durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Durante este tiempo, se cambio el medio a las células
por medio fresco y afiadimos gota a gota la mezcla de ADN con FUGENE al
cultivo. Tras 48 horas recogemos las células para su procesamiento, bien

Western-Blot o inmunofluorescencia.

8. EXTRACCION DE PROTEINAS EN CELULAS A293T.

La expresion de las proteinas se analiz0 por Western-Blot, en geles SDS-

PAGE desnaturalizantes, 10% acrilamida.

En el caso de las células transfectadas, se lavaron las células con PBS y tras
despegarlas con tripsina, se recogieron, y lavaron con PBS para eliminar los
restos de medio y tripsina. Se congelaron los pellets a -80°C, se descongelaron
en hielo y se resuspendieron en 100ul de tampdn RIPA (con inhibidores de
proteasas). Se homogeneizaron bien las muestras con repetidos pipeteos,
manteniéndolas en hielo durante 20 minutos para permitir la extraccion de las
proteinas. Se centrifugaron las distintas muestras a 16.000 g a 4°C durante 15
minutos y se recogio en un tubo limpio el sobrenadante, que fue cuantificado

mediante NanoDrop (NanoDrop Spectophotometer ND-1000).
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9. EXTRACCION DE PROTEINAS EN ISLOTES DE
RATON Y HUMANOS.

Con los islotes, tanto de ratbn como humanos, el procedimiento fue el

siguiente.

Se lavaron igualmente los islotes puestos en cultivo con los virus y se
recogieron en un tubo eppendorf. Se resuspendieron en 100ul de tampdn
RIPA, con inhibidores de proteasas. Las muestras se sometieron a 4 pulsos de
20 segundos de sonicacion (con intervalos de 20 segundos entre pulsos), con
una potencia de sonicado del 25%, y manteniendo las muestras en frio durante
todo el proceso. Una vez sonicadas, se centrifugaron las muestras a 16.000 g a
4°C durante 15 minutos y se recogid el sobrenadante, que igualmente se

cuantifico en NanoDrop.

10. COMPROBACION DE LA EXPRESION DE GK Y V91L.
WESTERN BLOT.

Una vez cuantificadas las muestras, se cargd por pocillo 80 pg de proteina
total, por muestra, resuspendida en tampén de carga (Laemmli) y calentadas a
95°C durante 5 minutos. Los geles se resolvieron corriendo las muestras a 110

V durante 1h 30 min en tampon de corrida.

Posteriormente las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(Whatman Protam nitrocellulose transfer membrane, 0.2 um ref. 10.401396), en
semi-seco (Biorad Trans-Blot SD Semi-dry transfer cell). Tanto la membrana
como el gel se hidrataron previamente con el tampdn de transferencia que se
uso para la misma. La transferencia se realiz6 a 16V durante 45 minutos y una
vez terminada se tifieron los filtros con solucidn rojo Ponceau para confirmar la

fijacion de las proteinas a la membrana.
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Tras retirar el resto de color de Ponceau, se bloquearon las membranas con

PBS mas 0.1% Tween y 3% de BSA (solucién de bloqueo), durante una hora.

Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios en solucién de
bloqueo a 4°C, durante toda la noche y en agitacion suave. Tras la incubacion
se realizaron cuatro lavados de 10 minutos cada uno con solucion de lavado
(PBS més 0.1% Tween) y agitacion suave. Tras los lavados, se incubaron los
filtros con los anticuerpos secundarios durante una hora a temperatura
ambiente, en solucion de bloqueo y en agitacion suave. Se volvieron a repetir
los lavados y se revelé con ECL (Amersham ECL Western Blotting detection Kit
Reagents ref. RPN2209).

Para comprobar el control de carga, una vez comprobada la expresion de
Glucoquinasa, las membranas se incubaron durante 30 minutos con solucion
de deshibridacién a 60°C, para retirar el anticuerpo pegado a la Glucoquinasa y
poder hibridar la membrana con el anticuerpo para el control de carga -actina.
Proceder con el protocolo anterior comenzando por el bloqueo de la

membrana, durante 1 hora en solucion de bloqueo.

Soluciones y tampones.

1% Triton.

1% Deoxicolato de Na.
0.1% SDS.

0.01 M NacCl.

0.01 M NaPOy,

(@]

O O O O

e Inhibidores de proteasas:
o 0.2mM PMSF.

0 10 pg/ml Leupeptina.
o 50 pg/ml Pepstatina A.
o0 50 pg/ml Aprotinina.
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e Laemmli 5x (tampdn de carga):
300 mM Tris pH 6.8.

100 mM B-mercaptoetanol.
7.5% SDS.

10 mM EDTA.

0.25% Azul de bromofenol.

30% Sacarosa.

O O O O o o

e Solucion Rojo Ponceau:
o 0.1% Ponceau S.

0 3% Tricloroacético.

o 3% Acido sulfosolicilico.

e Tampodn de corrida Western 10x (para 1 litro)

o 30.2 gr. Tris base.
0 145.6 gr. Glicina.

o Diluir a 1x antes del uso y afiadir 0.1% SDS.

e Tampodn de transferencia semi-seco 10x (para 1 litro)

o 52.2 gr. Tris base.
o 29.3gr. Glicina.
0 Diluir a 1x antes de usar y afiadir 0.037% SDS y 20% Metanol.

e Soluciéon de Deshibridacion.

o 100 mM B-mercaptoetanol.
0 2% SDS.
0 62.5mM Tris-HCI pH 6.7.

Anticuerpos.
e Primario anti-GK: Santa Cruz, GK(H-88):sc-7908. Dilucion 1:500

e Secundario para GK: Amersham ECL anti-rabbit IgG NA934. Dilucién
1:5000.
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e Primario anti-B-actina: Sigma Monoclonal anti-B-actin clone AC-15
A1978. Dilucién 1:2000.

e Secundario para B-actina: Amersham ECL anti-mouse 1gG NA931.
Dilucién 1:5000.

11. COMPROBACION DE LA EXPRESION DE GK Y V91L.
INMUNOFLUORESCENCIA.

Para verificar la correcta expresion, tanto de la proteina glucoquinasa, como de
su forma mutante V91L, en las células y como paso previo a la infeccion de los
islotes con los virus, se analizé6 mediante inmunofluorescencia con anticuerpos
frente a glucoquinasa, la expresion de la enzima resultante de la infeccién viral
en células A293T.

Como se ha descrito previamente, se sembraron las células en lamelas y se
transfectaron con las distintas construcciones. Pasadas 48 horas se realiz6 el

siguiente protocolo de inmunofluorescencia:

e Retirar el medio.

e Un lavado de cinco minutos con PBS.

e Fijar las células durante diez minutos con paraformaldehido (PFA) al 4%.

e Un lavado de cinco minutos con PBS.

e Permeabilizacion con tritdn 0.1% durante diez minutos.

e Un lavado de cinco minutos con PBS.

e Bloguear durante noventa minutos con solucion de bloqueo
(PBS+Tween 0.1%+BSA 3%).

e Incubar con el anticuerpo primario en solucion de bloqueo toda la noche
a 4°C.

e Realizar tres lavados de cinco minutos con solucién de bloqueo.

e Afadir el anticuerpo secundario en solucion de bloqueo y mantener en

oscuridad durante su incubacion de una hora a temperatura ambiente.
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e Tres lavados de cinco minutos con PBS.

e Afadir DAPI a una concentracion final de 300nM en PBS e incubar cinco
minutos.

e Tres lavados de cinco minutos con PBS.

e Proceder al montaje sobre portas con “Vectashield mounting medium”
(Vector Laboratories Ref: H-1000).

Anticuerpos.

¢ Anti-GK; Santa Cruz, GK (H-88) (ref.sc-7908). Dilucién 1:300.
e Alexa Fluor 568 (Lifetechnologies ref.A11011). Dilucion 1:500.

12. OBTENCION DE LENTIVIRUS.

Tanto la obtencién de los lentivirus, como los cultivos celulares necesarios
para las titulaciones de los mismos y cualquier tratamiento a células o islotes
en los que hayan intervenido lentivirus se realizaron en el area de seguridad
biolégica dentro de las instalaciones de cultivos de CABIMER, con categoria de
seguridad P2. Asi mismo, tanto los cultivos celulares como de islotes se
realizaron a temperatura constante de 37°C en una atmosfera de 95% de O, y

5% de CO, y con humedad saturada.

En la produccién de los lentivirus, se utilizo la linea celular A293T. Esta linea se
caracteriza por ser células adherentes, epiteliales humanas procedentes de

higado y con una alta capacidad de ser transfectadas.
Se cultivan en medio DMEM (Gibco ref. 41966) suplementado con 2 mM L-

Glutamina, 100 U/ml Penicilina, 100ug/ml Streptomicina y FBS 10% (Lonza
ref.14-801F).
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Para la obtencion de los distintos lentivirus se cultivaron las células A293T en
frascos de cultivo de T75 (Rodelab ref.90076), a una confluencia del 80-90%, y
se transfectaron con los tres plasmidos necesarios para la realizacion del virus

por parte de la célula, usando como agente de transfeccion FUGENE.

Para ello se incubaron los vectores necesarios para la formacién del virus en
las siguientes cantidades, con 200ul de medio Optimem y 27ul de FUGENE
mezclando bien mediante pipeteo:

- pCMV-dR8.91: 1.5 ug.
- pCMV-VSV-G: 1.5 ug.
- Vector de expresion: 2.3 ug.

Se incubd la mezcla a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Durante este periodo de incubacion, retiramos el medio, lavamos el cultivo
celular con 10ml de PBS a 37°C, retiramos y despegamos las células con 1ml
tripsina. Una vez en suspension neutralizamos la tripsina con 10ml de medio de
cultivo a 37°C y antes de que las células vuelvan a pegarse al frasco afiadimos
gota a gota la mezcla de transfeccién previamente incubada.

Dejamos las células transfectadas en cultivo y recogeremos los sobrenadantes
a las 24h y 48h post-transfeccion. Filtramos el sobrenadante para eliminar
posibles restos celulares con un filtro de 45um, le afiadimos 5% de DMSO para
la crioproteccion de los virus y alicuotamos en tubos eppendorf de 1.5 ml para

su almacenamiento a -80°C.

En estos sobrenadantes han sido liberados los virus y se usaran afiadiéndolos

al medio de cultivo de las células o islotes que se desee infectar.

Se produjeron tres virus diferentes: eGFP, GCK-eGFP y V91L-eGFP.
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13. CUANTIFICACION DE LOS LENTIVIRUS.

La cuantificacion de los virus se hizo mediante citometria de flujo usando como

marcador la molécula de GFP expresada en las células infectadas.

Se sembraron en placas de 24 pocillos células A293T (200.000 células/pocillo).
Una vez pegadas se infectaron con distintas cantidades de los sobrenadantes

gue contienen el virus.

Tras 48h post-infeccion se recogen las células y se resuspenden en PBS. Para
asegurarnos de que estan bien disgregadas se pasan por un filtro de nylon de
70um (BD Falcon ref. 352350) y se analizan por citometria de flujo. Se
establecieron los siguientes parametros para la deteccion de las células

infectadas (aquellas que expresan GFP) y su cuantificacion.
e FSC: E-1; Amp Gain: 5.08; Lin.
e SSC: 211; Amp Gain: 1.00; Log.
e FL1:450; Amp Gain 1.00; Log.

Estos valores se establecieron en un citémetro de flujo BD FACS Calibur.

Establecemos la auto-fluorescencia propia de las células usando como control

negativo la misma linea celular (A293T) sin infectar.

Una vez conocido el porcentaje de células que expresan GFP, es decir que han
sido infectadas, el nimero total de células que se infectaron y el volumen de
medio con virus que se us6 para cada infeccion, es posible calcular la cantidad

de virus que se ha generado.

Esta cuantificacion se realizo para cada produccion viral.
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14. INFECCION DE LOS ISLOTES DE LANGERHANS

La infeccion de los islotes tanto de raton como de humanos se realizod
afiadiendo a la placa donde se cultivaban los islotes, en su medio de cultivo
correspondiente, 500 Ul/islote. Esto se realizé dejando caer el medio con virus
gota a gota, consiguiendo asi una distribucién uniforme por todo el pocillo y por
lo tanto una infeccion homogénea. Posteriormente se mantuvieron los islotes
en cultivo en presencia del virus durante un periodo de 6 y 15 dias tras el cual

se procesaron de distintas formas segun los objetivos.

e Medio de cultivo de islotes de raton:
o RPMI 1640.

10% FBS (Lonza ref.14-801F).

100 U/ml Penicilina.

100 pg/ml Streptomicina.

2 mM Glutamina.

O O O O O

5 mM Glucosa.

e Medio de cultivo de islotes humanos:
o CMRL 1066.

10% FBS (Lonza ref.14-801F).

100 U/ml Penicilina.

100 pg/ml Streptomicina.

2 mM Glutamina.

0.1% Gentamicina.

O O O O o o

5 mM Glucosa.
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15. DETECCION Y CUANTIFICACION DE
PROLIFERACION Y APOPTOSIS EN ISLOTES
INFECTADOS.

Estos datos se obtuvieron mediante técnicas de inmunofluorescencias,

detectando mediante anticuerpos especificos ambos fenémenos.

Para realizar las inmunofluorescencias, los islotes, una vez aislados, se
sembraron en lamelas, previamente gelatinizadas durante 30 minutos con 0.2%
de gelatina a 37°C, se colocaron para cada ensayo, 200 islotes por condicion
repartidos en 4 pocillos con lamelas (50 islotes por pocillo) y se cultivaron

durante 15 dias con los distintos vectores virales.

Todos los procesos de lavados y retirada de las distintas soluciones se
realizaron bajo una lupa estereoscopica con fuente de luz externa, para evitar

la pérdida de islotes en los sucesivos pasos.

15.1 Cuantificacion de la proliferacion en islotes infectados.

Deteccidn de incorporacién de BrdU en inmunofluorescencia.

Para la cuantificacion del numero de células del islote que habian incorporado
BrdU, en primer lugar se cultivaron los islotes, durante las ultimas 48 horas
antes de ser procesados para la inmunofluorescencia, con 5-Bromo-

2 deoxyUridina (Sigma, ref. B-5002) a una concentracion final de 10 uM.

Una vez pasado este tiempo, se continda el siguiente protocolo:

e Retirar el medio.

e Tres lavados de cinco minutos con PBS.

e Fijar las células durante veinte minutos con paraformaldehido (PFA) al
4%
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e Tres lavados de cinco minutos con PBS.

e Incubar con HCI 2N durante 30 minutos a temperatura ambiente, para
desnaturalizar el ADN.

e Tres lavados de cinco minutos con PBS.

e Dos lavados de cinco minutos con Borato Sédico 0.1 M pH 8.5, para
detener la reaccion de desnaturalizacion.

e Tres lavados de cinco minutos con PBS.

e Permeabilizacion con tritdn 0.2% durante cuarenta minutos.

e Tres lavados de cinco minutos con PBS.

e Bloquear durante noventa minutos con solucién de bloqueo (PBS+BSA
3%).

e Incubar con los anticuerpos primarios en solucién de bloqueo toda la
noche a 4°C.

e Realizar tres lavados de cinco minutos con solucién de bloqueo.

e Afadir los anticuerpos secundarios en solucion de bloqueo y mantener
en oscuridad durante su incubacion de una hora a temperatura
ambiente.

e Tres lavados de cinco minutos con PBS.

e Adadir DAPI a una concentracion final de 300nM en PBS e incubar cinco
minutos.

e Tres lavados de cinco minutos con PBS.

e Proceder al montaje sobre portas con “Vectashield mounting medium”
(Vector Laboratories Ref: H-1000).

Anticuerpos:

e Anti-Insulina (Sigma ref. 12018): dilucién 1:400.
e Anti- BrdU conjugado Alexa Fluor 647 (Invitrogen ref. B35133): dilucion
1:200.

e Anti-Mouse Cy3 (Invitrogen ref. A10521): dilucion 1:500.
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15.2 Cuantificaciéon de la proliferacion de en islotes infectados.

Inmunofluorescencia frente a Ki67.

Para la cuantificacién de la proliferacion dentro de los islotes infectados, se

realizaron técnicas de inmunofluorescencia frente a Ki67, detectando ademas

insulina, para comprobar cuantas de las células en proliferacion eran células 3.

Protocolo de inmunofluorescencia en islotes de Langerhans:

Retirar el medio.

Tres lavados de cinco minutos con PBS.

Fijar las células durante veinte minutos con paraformaldehido (PFA) al
4%.

Tres lavados de cinco minutos con PBS.

Permeabilizacion con tritdn 0.2% durante cuarenta minutos.

Tres lavados de cinco minutos con PBS.

Bloguear durante noventa minutos con solucion de bloqueo (PBS+BSA
3%).

Incubar con los anticuerpos primarios en soluciéon de blogueo toda la
noche a 4°C.

Realizar tres lavados de cinco minutos con solucion de bloqueo.

Afadir los anticuerpos secundarios en solucion de bloqueo y mantener
en oscuridad durante su incubacion de una hora a temperatura
ambiente.

Tres lavados de cinco minutos con PBS.

Anadir DAPI a una concentracion final de 300nM en PBS e incubar cinco
minutos.

Tres lavados de cinco minutos con PBS.

Proceder al montaje sobre portas con “Vectashield mounting medium”
(Vector Laboratories Ref: H-1000).
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Anticuerpos:

e Anti-Insulina (Sigma ref. 12018): dilucién 1:400.

e Anti- Ki67 (Thermo Scientific ref. RM-9106-S0): dilucion 1:200.

e Anti-Mouse Cy3 (Invitrogen ref. A10521): dilucién 1:500.

e Anti-Rabbit Alexa Fluor 647 (Lifetechnologies ref. A21245): dilucién
1:500.

15.3 Cuantificacién de la apoptosis en islotes infectados.

La apoptosis se detectd con el kit “Click-IT® TUNEL Alexa Fluor® 647 Imaging

Assay” (life technologies ref. C10247), siguiendo el protocolo del fabricante.

Tras el protocolo de deteccién de apoptosis, se continu6 con la deteccion de
las células B, incubando las muestras con anticuerpos frente a insulina con el

siguiente procedimiento:

e Bloguear durante noventa minutos con solucién de bloqueo (PBS+BSA
3%).

e Incubar con el anticuerpo anti-Insulina en solucion de bloqueo toda la
noche a 4°C.

e Realizar tres lavados de cinco minutos con solucién de bloqueo.

¢ Afadir el anticuerpo secundario en solucion de bloqueo y mantener en
oscuridad durante su incubacién de una hora a temperatura ambiente.

e Tres lavados de cinco minutos con PBS.

e Afiadir DAPI a una concentracion final de 300nM en PBS e incubar cinco
minutos.

e Tres lavados de cinco minutos con PBS.

e Proceder al montaje sobre portas con “Vectashield mounting medium”
(Vector Laboratories Ref: H-1000).
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Anticuerpos:

e Anti-Insulina (Sigma ref. 12018): dilucién 1:400.
e Anti-Mouse Cy3 (Invitrogen ref. A10521): dilucion 1:500.

16. MEDIDA DE LA SECRECION DE INSULINA DE
ISLOTES DE LANGERHANS.

Se hicieron experimentos de secrecion estatica de insulina para ver la
respuesta de los islotes infectados al suministro de glucosa. Dichos

experimentos se llevaron a cabo tanto con islotes de ratdon, como humanos.

Para ello se sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos, a razon de cinco
islotes por pocillo, procurando repartirlos de forma homogénea en tamafo y
tras infectarse con los distintos vectores virales, se incubaron durante un

periodo de 6 dias.

Tras el cual y una vez lavados los islotes con PBS, se incubaron con medio de
perifusion durante una hora con el objeto de normalizar las secreciones de

todos los pocillos.

Posteriormente se incubaron con las distintas concentraciones de glucosa (en
medio de perifusion) durante otra hora, tras la cual se recoge el medio y se
mide la cantidad de insulina secretada al mismo mediante la técnica de
“Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas” (ELISA), siguiendo el
protocolo del kit. (Mercodia Mouse Insulin ELISA, ref. 10-1149-01 y Mercodia
Human Insulin ELISA ref. 10-1113-01)
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Medio de Perifusién:

O O O O O

120 mM NacCl.

25 mM NaHCOs.

5 mM KCI.

1 mM MgCl,.

2.5 mM CaCls,.

Ajustar pH a 7.4 y afadir 1% BSA.

Concentraciones de glucosa usadas en la secrecidn estatica de insulina;

0]

0]
0
0

1.1 mM glucosa.
2.8 mM glucosa.
5.6 mM glucosa.
8.3 mM glucosa.
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Como hemos comentado con anterioridad en la introduccion, son varias las
mutaciones activadoras de la proteina glucoquinasa descritas en humanos. En
este trabajo nos centraremos en la mutacién V91L, llamada de este modo por
el cambio de un aminoéacido valina a una leucina en la posicion 91, una de las
mutaciones activadoras con efectos mas graves y cuyo fenotipo principal en

humanos ya hemos descrito.

El objetivo del presente trabajo es tratar de inducir la expresion de esta variante
de la proteina, en islotes de Langerhans de raton y humanos, introduciendo el
gen de la proteina mutada con un sistema de transduccion lentiviral, y analizar

el efecto que produce dicha expresion.

Los vectores virales, en general, son una herramienta ampliamente utilizada
para la expresion de genes en células, tejidos y organismos que por sus
caracteristicas, o bien no son susceptibles de transfectarse por otros métodos,

o la eficiencia de transfeccion es notablemente superior usando estos vectores.

Cada vez son mas los tipos de vectores usados y dentro de cada tipo hay
distintas variantes con caracteristicas que se van adecuando a los

requerimientos del investigador.
Principalmente son tres los tipos de vectores virales mas usados para la
expresion de genes en distintos tipos celulares y organismos modelo:

adenovirus, retrovirus y un derivado de estos ultimos que son los lentivirus.

En la siguiente tabla se resumen las principales caracteristicas de estos

vectores virales.

81



Resultados

Integracion

VECTOR Genoma Tamafio Titulo Inmunogenici Capacidad

en el
VIRAL del vector | del Inserto Ul/ml dad Infeccion
genoma

ADN 2-28kb 10*°-10%  Muy alta Células en divisi6n No
Adenovirus y quiescentes
ARN 1-7kb 10°-10° Baja Células en division  Si
Retrovirus
ARN 7-18kb 10°10°  Baja Células quiescentes Si
Lentivirus y en division

Tabla 3: Caracteristicas generales de los tres tipos de vectores virales mas usados para la
sobreexpresion de proteinas en células y tejidos.

Se escogieron los vectores lentivirales por las ventajas que presentan respecto
a los adenovirus y retrovirus para los ensayos que se querian realizar, asi
como por la disponibilidad de los plasmidos necesarios para su formacion y por

su baja inmunogenicidad de cara a un futuro trabajo en animales vivos.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en este trabajo, partiendo
de los plasmidos cedidos por el Dr. Antonio L. Cuesta Mufioz, pasando por la
produccién de los vectores lentivirales, hasta el analisis de codmo la expresion
de proteina GK y su mutante V91L afectan a la funcién y fisiologia del islote de
Langerhans.

Dividiremos los resultados en cuatro grupos. En los dos primeros bloques se
exponen los resultados correspondientes a la comprobacién, formacion y
optimizacion de los lentivirus, que son la herramienta que utilizaremos para
llevar a cabo los experimentos que se engloban en los dos apartados

posteriores.
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Previo a estos dos ultimos grupos de resultados, incluimos un resumen de los
antecedentes clinicos analizamos en pacientes con la mutacién V91L y que son

los que guiaron la linea de experimentacion del presente trabajo.

1. Andlisis de la secuencia y expresion de los vectores lentivirales:
1.1. Andlisis de las secuencias de los vectores.

1.2. Expresion de la proteina GK y V91L en transfeccion simple.

2. Obtencion de los lentivirus:
1.1. Formacién de los lentivirus.
1.2. Cuantificacién de los lentivirus.

1.3. Expresion de las proteinas GK y VI91L en células infectadas.

3. Infeccidn y andlisis de islotes de Langerhans de ratén con lentivirus:
3.1. Tamafo de los islotes.
3.2. Secrecion estatica de insulina.
3.3. Apoptosis.

3.4. Proliferacion.

4. Infeccién y andlisis de islotes de Langerhans humanos con lentivirus:
4.1. Tamafo de los islotes.
4.2. Secrecion estatica de insulina.
4.3. Apoptosis.
4.4. Proliferacion.
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1. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS Y EXPRESION DE LOS
VECTORES LENTIVIRALES.

1.1. Andlisis de las secuencias de los vectores.

En primer lugar y como paso previo a la construccion del virus, debemos
asegurarnos de que las secuencias clonadas dentro de los vectores de
expresion lentivirales, no contienen ninguna mutacion, a excepciéon de la de

interés para este estudio.

Para ello se disefiaron dos parejas de oligos, de manera que nos permitieran
secuenciar en su totalidad el gen introducido en el vector viral. En primer lugar,
obtuvimos la secuencia clonada de la proteina glucoquinasa completa, de la
base de datos de PubMed (NCBI Reference Sequence: NC_000007.14). Con
ayuda del programa SnapGeneViewer, recreamos la clonacion efectuada de la

proteina en el vector viral pPRRL-IRES-eGFP.

Trabajando sobre estos vectores virtuales, se localizaron cuatro regiones cuya
composicion de bases nitrogenadas, longitud y distancia entre ellas fueran
compatibles entre si y apropiadas para la secuenciacion completa de la
secuencia de la proteina. Ademas se tuvo en cuenta que sirvieran tanto para
secuenciar la proteina silvestre, como la mutante, para ello era fundamental
gue ninguno de los cebadores se encontrara cercano a la region de la mutacion
ni demasiado alejado de forma que la lectura de la secuencia en dicho sector
fuera 6ptima y no dejara lugar a dudas (fig. 18).
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Todos los oligos candidatos una vez disefiados se analizaron con el programa
OligoAnalyzer 3.1. Con esta aplicacion se descartan aquellos cebadores que
generan estructuras secundarias estables, dimeros consigo mismos,
heterodimeros, asi como otro tipo de estructuras poco recomendables para su

correcto funcionamiento en la secuenciacion.

Una vez tenidos en cuenta todos estos parametros se escogieron estos cuatro
oligos, con las siguientes caracteristicas y posiciones dentro de los vectores a
secuenciar. (Tabla 4)

Oligo Secuencia -3’ N°Bases | % GC | Tm

CMV FW | GGGGATTTCCAAGTCTCCACCC |22 59 60°C
IRES REV | CCCTCACATTGCCAAAAGACGG |22 55 60°C
Gck FW GGATGCAGAAGGAGATGGACCG | 22 59 60°C
Gck REV | GGGCTTCCAGAGTCTCTGTTCC | 22 59 60°C

Tabla 4: Oligos utilizados para la secuenciacion de los plasmidos de expresion de glucoquinasa
silvestre, glucoquinasa mutante V91L y control. Resumen de las caracteristicas principales que
se tuvieron en cuenta para su disefio.

En la siguiente figura (fig. 18) presentamos la posicion de los cuatro oligos
dentro de cada uno de los tres plasmidos secuenciados. En el caso del
plasmido control, se presentan solo dos de ellos (IRES REV y CMV FW),
aguellos correspondientes a la zona del plasmido externa al sitio de clonaje de
ambas versiones de la glucoquinasa, ya que los otros dos oligos (Gck FW y
Gck REV) se encuentran dentro de la secuencia que codifica para la proteina y

el plasmido control carece de ella.
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Escogidos los cebadores, se mandaron junto con los tres plasmidos a
secuenciar a la compafia StabVida Espafa (Madrid), y se comprobé que las

secuencias eran correctas.
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Fig.18: Esquema de los tres plasmidos secuenciados: pRRL-sinIRES-eGFP, pRRL-GCK-eGFP

y pPRRL-V91L-eGFP con la posicion de los cebadores usados para la secuenciacion en cada
uno de ellos.
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1.2. Expresion de las proteinas GK y V91L en transfeccion simple.

Una vez que sabemos que las secuencias estan correctamente clonadas, el
siguiente paso antes de realizar los virus, es comprobar que los vectores

expresan correctamente tanto la eGFP como la proteina GK y la proteinaV91L.

Para ello, se amplificaron los vectores transformando bacterias DH5a con cada
uno de ellos y se purifican los plasmidos por MIDIprep, para obtener la cantidad

y calidad suficiente para realizar los distintos ensayos.

A continuacion se realizaron transfecciones simples de cada plasmido por
separado y se realizaron dos tipos de ensayos, por un lado,
inmunofluorescencia y por otro, western-blot con anticuerpos frente a la

proteina glucoquinasa.

Tanto los experimentos de inmunofluorescencia, como la deteccion de la
proteina por Western-Blot, se realizaron sobre las células A293T, estas células
presentan varias ventajas, entre ellas su facil manejo y una alta capacidad de
transfeccion, incluso con vectores de gran tamafio, como es nuestro caso.
Ademas, al no expresar glucoquinasa, nos facilita mucho la deteccion de la
proteina transfectada sin riesgo de ser enmascarada por una posible expresion

endogena.

Para las inmufluorescencias se sembraron estas células A293T placas de 24
pocillos, cada uno de ellos con lamelas, de manera que las células crecieran
sobre ellas. Una vez que el cultivo se encontraba a un 80% de confluencia
aproximadamente, se realizaron las transfecciones con cada unos de los tres
vectores: pRRL-sinIRES-eGFP, pRRL-GCK-eGFP, pRRL-V91L-eGFP. Tras 48
horas se fijaron las células y realizaron las inmunofluorescencias usando la
eGFP como marcador de las células transfectadas y anticuerpos frente a
glucoquinasa, de manera que se comprobd la correcta expresion de la

proteina.
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Control -

DAPI/eGFP/

Fig.19: Imagen representativa de las transfecciones realizadas sobre células A293T con los
distintos plasmidos de expresion lentiviral, para la comprobacion de la expresion de las

proteinas glucoquinasa silvestre y mutante (n=6).

A, C, Ey G controles negativos sin anticuerpo anti-GK.

B, D, Fy H con anticuerpo anti-GK.
Ay B: células A293T sin transfectar.

Cy D: A293T transfectadas con pRRL-sinIRES-eGFP.

E y F: A293T transfectadas con pRRL-GCK-eGFP.
G y H: A293T transfectadas con pRRL-V91L-eGFP.
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Para asegurarnos que la proteina se expresaba con normalidad, se analizaron
también las muestras por Western-Blot. Se repitieron las transfecciones en las
mismas condiciones anteriores, salvo que en este caso es innecesario el uso
de lamelas para sembrar las células. Tras las 48 horas post-transfeccion, se
recogieron las células y se realizaron extracciones de proteina total, que se
corrieron en geles desnaturalizantes y se transfirieron a membranas para
incubarlas con anticuerpos frente a glucoquinasa y B-actina, este ultimo como
control de carga.

A293T  eGFP GCK-eGFP V91L-eGFP

B-actina

75 =

0 - Glucoquinasa

37 =

Fig.20: Western-Blot hecho con las extractos de proteina total obtenidos de células A293T
transfectadas con los distintos vectores de expresion de glucoquinasa. (n=3).
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Tanto la proteina GK, como su mutante V91L, tienen un peso molecular
aproximado de 50KDa. Como se observa en la figura 20, podemos comprobar
gue no solo existe expresion por parte de las células transfectadas de la
proteina GK y su versién mutante, sino que ademas, dicha expresion es alta y
especifica de aquellas transfecciones con vectores que contienen las

secuencias correspondientes.

La carga homogénea de la B-actina, nos indica que todos los carriles contienen
la misma cantidad de proteina total, y por tanto el aumento de la banda de la
glucoquinasa, se debe a su expresion y no a un incremento en la cantidad total

de proteina.

2. OBTENCION DE LOS LENTIVIRUS.
2.1. Formacion de los lentivirus.

Una vez, que hemos comprobado que la secuencia de los genes de expresion
de las proteinas GK silvestre y mutante V91L es correcta, y que ambas
proteinas se expresan en células transfectadas con los plasmidos
correspondientes, pasamos a hacer los virus que van a utilizarse como
herramienta para conseguir que los islotes tanto de raton como humanos
sobreexpresen ambas proteinas y asi ver qué efecto causa dicha

sobreexpresion. Para ello se utilizé la linea celular A293T.

Las células A293T, son células humanas de rifidn con morfologia epitelial. Son
células derivaras a su vez de la linea celular HEK293. Su principal
caracteristica ademas de que posee una alta capacidad de transfeccién, es que
contienen el antigeno “SV40Large T” esto hace que sea la linea celular ideal y
de mayor uso para la produccion de vectores virales ya que permite la
replicacion episomal de plasmidos transfectados que contengan el origen de
replicacion del virus SV40, es decir, permite el primer paso para la formacién

de las particulas viricas.
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Otro factor importante para obtener una buena produccion viral es la calidad del
ADN con el que vamos a transfectar las células, es fundamental que todos los
vectores que usemos estén purificados de la forma mas limpia posible, ya que
de ello va a depender en gran medida el porcentaje de transfeccion que

obtengamos y por lo tanto la cantidad de virus que van a producir las células.

Para obtener una cantidad suficiente y en alta calidad de los distintos vectores,
se transformaron bacterias DH5a con cada uno de ellos y logsplidos se

purificaron con el kit de MidiPrep de Qiagen.

Tras sembrar las células, se dejaron crecer hasta una confluencia aproximada
de entre el 80% y el 90%. Se transfectaron con las siguientes combinaciones

de plasmidos para obtener los distintos lentivirus.
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Fig.21: esquema de las tres combinaciones de vectores para las transfecciones triples que se
realizaron para la formacion de cada tipo de lentivirus, siendo comunes a todas ellas los
plasmidos pCMV-dR8.91 y pCMV-VSV-G.

Todos los virus producidos van a expresar la proteina verde fluorescente eGFP
como marcador que nos indicara por un lado, la eficacia de transfeccion de las
células productoras del virus, dandonos una idea aproximada de la produccion
viral que obtendremos. Por otro lado nos permitira realizar la titulacion del virus
de una forma sencilla mediante el citometro de flujo sin necesidad de otro

marcador.

Junto con esta proteina, se co-expresara la proteina GK o V91L, segun el caso,
en las células transfectadas y posteriormente en las infectadas con los
lentivirus que codifican para tales proteinas. En el caso del vector control, solo
se producira la proteina eGFP, como ya hemos comprobado en las

transfecciones simples.
Una vez que teniamos los vectores correctamente amplificados y cuantificados

y las células a la confluencia correcta, se realizaron las co-transfecciones de

los grupos de tres vectores para la produccién de los lentivirus.
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Fig.22: Imagenes de las células A293Tco-transfectadascon los tres vectores necesarios para la
produccion viral. Las imagenes se tomaron durante el proceso de formacion de las particulas
virales. A la izquierda las imagenes en campo claro y a la derecha las imagenes de
fluorescencia.

Ay B. Células sin transfectar.

C y D. Células transfectadas produciendo lentivirus eGFP.

E y F. Células transfectadas produciendo lentivirus GCK-eGFP.

G y H. Células transfectadas produciendo lentivirus V91L-eGFP.
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Como se aprecia en la figura 22, las células que estan formando las particulas
lentivirales, expresan a su vez, las proteinas con las que han sido
transfectadas, como si de una transfeccién simple se tratara, de ahi, que
podamos ver expresion de eGFP en aquellas células que contienen el plasmido

correspondiente.

El nivel de expresion de eGFP, asi como el porcentaje de células que lo
expresan resulta unicamente indicativo de la cantidad de produccion viral que
obtendremos, ya que para detectar la acumulacion de la proteina verde, basta
con que el plasmido que la codifica haya entrado en la célula durante la
transfeccion, mientras que para que sea posible la produccién viral es
imprescindible que los tres plasmidos se hayan transfectados con eficacia en

una misma célula.

También se puede apreciar en la figura, una mayor acumulacion de eGFP en
las células productoras del virus control, con respecto a las células que
producen el virus que codifica para GK y mas aun en el que codifica para V91L.
Esto podria deberse a que en el caso del control, solo se expresa la proteina
verde fluorescente, que resulta totalmente inocua para la célula. Mientras que
en los otros casos, se expresan de manera simultanea la GK o la V91L, lo cual
supone un estrés adicional para la célula que puede estar afectando a su
maquinaria, ademas los vectores que contienen los genes para estas
proteinas, son significativamente mayores que el vector vacio, lo cual, también

dificulta su entrada en la célula.

2.2. Cuantificacion de los Lentivirus.

Una vez recogida la produccion viral, se filtra para eliminar cualquier resto

celular y se procesa para su almacenaje en condiciones optimas.

El siguiente paso previo al uso del lentivirus es su cuantificacion. Para ello,
como ya hemos indicado nos serviremos de la proteina eGFP como marcador,

se infectaran células con distintas cantidades de medio conteniendo lentivirus y
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tras 48h y con la ayuda del citometro de flujo, sabremos qué porcentaje de

células se han infectado con cada volumen de virus.

- Ct-.001 g Ct-.001
A e 8
o
©
. . : [=]
T By
[ . c
- o 3 |
@ i o8 I M1
- g
o
e o o B B R IR e T T
0 200 400 600 800 1000 100 101 102 108 10?
FSCH FL1-H
-« eGFP.005 g eGFP.005
(=]
B | o
B ¥ o8
- 7 . ; P
321 Z I 2 l
L% o
RN o8 | M1
o e
,—'! fi: 3
o ]
e B e e B o o R IR s | o
0 200 400 600 800 1000 100 10! 102 103 104
FSG-H FL1-H
- GK.009 g GK.009
c 9 N
] 2]
3 . ::: =
] . nNd
. . [
. 3 |
3 : 884 | M1
o
I g1
o 1
B B o e e B e e =
0 200 400 600 800 1000 107 10! 102 10° 104
FSC-H FL1-H
- V91L.012 8 V91L.012
9 o
D :
© 2
=% -
A
8

SSCH
102
al

Counts
80

40

4

1 & I M1
o] F
= —
10° 10 1 103 10

FSC-H FL1-H

Fig.23: Citometria de flujo de una de las producciones lentivirales utilizadas en este trabajo,
para la cuantificacion de los distintos virus. Este proceso se realizd en total en cuatro
ocasiones para cuantificar nuevas producciones virales o verificar el titulo de alicuotas virales

previamente a su uso en los experimentos con islotes.
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A la izquierda se representa mediante una nube de puntos el total de células en cultivo. A la
derecha (histograma) se analiza el porcentaje de células fluorescentes en verde procedente de
la expresién de la eGFP.

A: Células A293T sin infectar para establecer la autofluorescencia.

B: Células A293T infectadas con lentivirus control eGFP.

C: Células A293T infectadas con lentivirus GCK-eGFP.

D: Células A293T infectadas con lentivirus V91L-eGFP

En la figura 23 podemos comprobar como aumenta la cantidad de células
positivas para eGFP en aquellas células infectadas con los distintos vectores
virales. Tras la realizacion de los calculos usando el numero de células
sembradas en el pocillo y las distintas cantidades de sobrenadante utilizado,
obtenemos la titulacién de cada produccion viral.

En este caso las cantidades de lentivirus obtenidas para cada construccion

fueron las siguientes:

- Lentivirus eGFP: 300 Ul/pl.
- Lentivirus GCK-eGFP: 30Ul/ul.
- Lentivirus V91L-eGFP: 20 Ul/ul.

Como podemos ver, se mantienen las diferencias que ya observdbamos en las
células productoras de los lentivirus. Esta disminucion en la cantidad de células
detectadas, puede tener dos explicaciones, una, que cOmo ya intuiamos en la
figura 23, las células productoras del lentivirus y debido al mayor tamafio del
plasmido, se transfectan peor y por lo tanto son menos las células que van a
producir particulas viricas, o bien las proteinas GK y V91L afectan a la
maquinaria celular produciendo un mal funcionamiento de la célula en general

gue afecta a la produccion lentiviral.
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2.3. Expresion de las proteinas GK y V91L en células infectadas.
Al igual que se comprobé la expresion de las proteinas GK y V91L en el paso
previo a la formacion de los lentivirus, es necesario confirmar que dicha

expresion se mantiene y es especifica de las células infectadas.

Para ello se repitieron los experimentos de inmunofluorescencia, usando esta

vez células infectadas con los distintos lentivirus.

De nuevo las inmunofluorescencias se realizaron en la linea celular A293T.
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Control - Anti-GCK

Fig.24: Imagen representativa de las infecciones realizadas sobre células A293T con los
distintos lentivirus para la comprobacion de la expresién de las proteinas glucoquinasa silvestre
y mutante V91L (n=6).

A, C, Ey G controles negativos sin anticuerpo anti-GK. B, D, F y H con anticuerpo anti-GK.

Ay B: células A293T sin infectar.

Cy D: A293T Infectadas con lentivirus control eGFP.

E y F: A293T Infectadas con lentivirus GCK-eGFP.

G y H: A293T Infectadas con lentivirus V91L-eGFP.
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En esta figura 24, podemos comprobar como, efectivamente, Unicamente las
células infectadas expresan eGFP, y de manera adicional GK o V9l1L en

aquellas células infectadas con el correspondiente lentivirus.

Estos dos primeros bloques de resultados, corresponden a los pasos previos
necesarios para la obtencion de los lentivirus, la herramienta usada para la
expresion de las proteinas GK y V91L en los islotes humanos y de ratén. A
continuacion se analizara cuales son los efectos observados en islotes de ratén

y humanos infectados con estos lentivirus.

Como apuntamos en la introduccion, los islotes de los pacientes con
mutaciones activadoras de la glucoquinasa, concretamente con la mutacion,
VO1L, tienen unas caracteristicas muy concretas, que son las que vamos a
analizar a continuacion en los islotes infectados tanto de raton como humanos,
para comprobar si podemos reproducir al menos parcialmente el fenotipo que
desarrollan estos pacientes y que podria ser de utilidad como terapia
génica/celular en el tratamiento de la diabetes.

Estas caracteristicas analizadas fueron las siguientes:

- Tamafio de los islotes: los pacientes con esta mutacion presentan un
incremento de 2.5 veces en el tamafio de sus islotes, con respecto a individuos
sanos o con otras mutaciones asociadas a patologias que también causan
hipoglucemias.

- Secrecion de insulina alterada: los niveles de glucosa requeridos para
estimular la secrecion de insulina eran sensiblemente mas bajos que los de
individuos sanos.

- Proliferacién y apoptosis: ambas incrementadas en estos pacientes,

posiblemente se deba a un incremento en el trafico intracelular de glucosa.
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3. INFECCION Y ANALISIS DE ISLOTES DE
LANGERHANS DE RATON CON LENTIVIRUS.

3.1. Tamairfio de los islotes.

Para el andlisis de un posible incremento en el tamafio de los islotes infectados
con el lentivirus que codifica para la proteina mutada V91L, se aprovecharon
los islotes ya montados sobre portas, resultantes de las inmunofluorescencias

realizadas para el estudio de la apoptosis y proliferacion.

Se tomaron imagenes de dichos islotes, en un microscopio de fluorescencia,
con el filtro de ultravioleta, para conseguir la imagen de DAPI y con un objetivo
de poco aumento (10x), de manera que obtuvieramos imagenes de los islotes
completos para poder trazar, con ayuda del programa de analisis FlJI, el area

de cada islote individual y obtener la medida de dicha area.

Una vez hecho esto se hizo la media de todas las areas y se compararon entre
ellas. Se midi6 el area de un total de 193 islotes (39 control, 36 eGFP, 52 GCK
y 66 para V91lL) procedentes de seis infecciones correspondientes a

experimentos independientes de proliferacion y apoptosis.
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Fig. 25: Representacion de las medias de las areas de los islotes de ratdn analizados. Se
midieron las areas de un total de 193 islotes procedentes de 6 infecciones independientes.
Datos representados con la media + ESM.

Como se puede apreciar en la figura 25, no existen diferencias significativas
entre el tamafo de los islotes no infectados y aquellos infectados con
cualquiera de los lentivirus.

3.2. Secrecibn estéatica de insulina.
Para evaluar si estos islotes infectados podian reproducir la hiperinsulinemia

observada en los pacientes, se sometieron a pruebas de secrecion estéatica de

insulina a distintas concentraciones de glucosa.
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Glucosa Control eGFP GCK-eGFP VI1L-eGFP
1.1mM 1.0 1.02+0.10 1.14+0.06 2.17+0.14*
2.8mM 1.13+0.07 1.06+0.04 1.36+0.08 2.23+0.16*
5.6mM 1.39+0.07 1.28+0.10 1.35+0.10 3.55+0.40*
8.3mM 1.99+0.12" 1.79+0.07" 2.20+0.18" 5.47+0.80*"

Tabla 4: Islotes de ratén infectados (4 infecciones)

Secrecion de insulina relativa al control (1.1 mM).Datos representados con la media + ESM.
*: p<0.01 comparado con el resto de condiciones.

T: p<0.05 comparado con concentraciones de glucosa que no estimulan la secrecion.

Podemos comprobar en los datos resumidos en la tabla 4, que mientras los
islotes, bien sin infectar, bien infectados con el lentivirus de eGFP (control) y
GCK, comienzan la secrecion de la insulina a concentraciones de glucosa
aproximadamente a 5 mM, aquellos islotes que fueron infectados con el
lentivirus V91L y que por lo tanto un porcentaje de sus células estan
expresando la glucoquinasa mutada, comienzan a secretar insulina a una

concentracion mucho menor, en tornoa 1.1 mM.

Los islotes infectados con los lentivirus que codifican para la glucoquinasa
silvestre se comportan como los islotes control en respuesta a glucosa, tanto
en el umbral de secrecion de insulina en presencia de glucosa, como en la

cantidad total de insulina liberada.

No asi los islotes que se infectaron con la glucoquinasa mutada, en los que no
solo disminuye la concentracion de glucosa a la que comienza la secrecion (1.1
mM), si no que la cantidad de insulina liberada es mayor comparandola con los
controles cuando estos comienzan a secretar a su concentracion de glucosa

correspondiente. Asi mismo, y muy importante, dicha secrecion de insulina se
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realiza de forma completamente regulada, indicando ausencia de afectacion

deletérea por parte de la V91L de la maquinaria secretora del islote infectado.

3.3. Apoptosis.

Para medir la cantidad de apoptosis que presentaban los islotes una vez
infectados, se analizaron los mismos mediante TUNEL, con esta técnica se
visualiza el numero de células que presentan rotura de doble cadena en su
ADN.

Se realizaron en este caso un total de cinco ensayos para cada una de las
condiciones sometidas a estudio, asi como los controles correspondientes,
para cada condicion se infectaron un total de 200 islotes por condicion en cada

ensayo (n=5).

Se tomaron distintas imagenes de los islotes infectados con los distintos
lentivirus y sin infectar como control, en el microscopio confocal. En la figura 26
presentamos una muestra de la apoptosis encontrada en cada una de las

condiciones analizadas.
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Control - eGFP GCK-eGFP V91L-eGFP

Fig. 26: Imagenes de los islotes de ratén infectados y analizados con TUNEL para cuantificar la
apoptosis
A: DAPI, B: eGFP, C: Insulina, D: TUNEL, E: Superposicién de todos los anteriores.

Como se observa en la figura 26, el nimero de nulcleos marcados con
fragmentacion de ADN y por tanto indicativo del nimero de células en
apoptosis, parece incrementarse con la infeccion de los diferentes lentivirus,

también comprobamos (fig. 27) que la mayoria de las células en apoptosis
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estdn a su vez expresando insulina, aunque esto ultimo no ha sido posible
cuantificarlo, ya que en el caso de los islotes de mayor tamafo el anticuerpo

frente a insulina no ha marcado por completo el islote.

eGFP V91L-eGFP

0 pm 100 0  pm100

0 pm100

Fig. 27: Imagenes de los islotes de ratén infectados y analizados con TUNEL para cuantificar la
apoptosis
A: Insulina, B: TUNEL, C: Superposicion de los anteriores.

Para poder cuantificar la informacion aportada por imagenes como las
presentadas (fig. 26) y hacer un estudio estadistico del nivel de apoptosis en
los islotes y con ayuda del programa de procesamiento y analisis de imagenes
FIJI, se contaron las células que aparecian marcadas como positivas para

apoptosis, y se relativizé al namero total de células de la misma imagen.
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Los resultados obtenidos se presentan en el siguiente grafico.

Células positivas para apoptosis respecto al total
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Fig. 28: Porcentaje de células positivas para apoptosis respecto al total analizado para cada
corte de islote. Datos representados con la media + ESM, (n=5, 200 islotes infectados por
condicién en cada ensayo).

*p<0.001 comparando los islotes infectados con eGFP vy los islotes sin infectar.

**p<0.001 comparando tanto los islotes infectados con el lentivirus GCK-eGFP, como los
infectados con V91L-eGFP con el control de infeccion (eGFP).

***n<0.001 comparando los islotes infectados con lentivirusV91L-eGFP con los infectados con
GCK-eGFP.

Como vemos en la gréafica (fig. 28), hay un aumento estadisticamente
significativo (p<0.001) aumento de la apoptosis en los islotes infectados con el
lentivirus control de eGFP frente a los controles no infectados, debido

probablemente a la propia infeccion.

Aunque el aumento mas significativo (p<0.001) se observa en los islotes
infectados con lentivirus eGFP-V91L. En este caso, el nivel de apoptosis es
tres veces superior si lo comparamos con los islotes infectados con la proteina
silvestre y de casi cinco veces comparandolo con la apoptosis producida por el

lentivirus control eGFP.
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3.4. Proliferacion.

En el caso de los islotes de raton, la proliferacion se analizé inicialmente
mediante inmunofluorescencia incubando los islotes previamente con BrdU(n=3
ensayos, 200 islotes infectados por condicion en cada uno) y posteriormente se
opt6 por cuantificarla con el marcador de proliferacién Ki67 (n=5 ensayos, 200

islotes infectados por condicién en cada ensayo).

En ambos casos, utilizando un microscopio confocal, se tomaron imagenes de
distintos planos de los islotes y se cuantificé el nimero de células marcadas
como positivas para proliferacion, bien por incorporacién de BrdU, como por
marcaje con Ki67, frente al niumero de células totales de ese plano, para ello se

contd el nimero de nucleos que aparecian marcados con DAPI.

En la figura 29, presentamos algunas de las imagenes tomadas con el
microscopio confocal, en las que podemos distinguir el nivel de proliferacion
mediante la incorporacion de BrdU, en islotes infectados y control sin infectar. A
pesar de los problemas técnicos que se presentaron con este marcaje, tanto en
la integridad de los islotes como en la deteccion del anticuerpo, en estas
imagenes vemos como la proliferacion aumenta cuando de infecta con el virus
que expresara la proteina glucoquinasa mutada V91L. Estas imagenes se

analizaron para obtener datos estadisticamente significativos (fig. 31).
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Control - eGFP GCK-eGFP V91lL-eGFP

Fig. 29: Imagenes de los islotes de ratén infectados y analizados con BrdU para cuantificar la
proliferacion. (n=3 ensayos, 200 islotes infectados por condicién y ensayo)
A: DAPI, B: eGFP, C: Insulina, D: BrdU, E: Superposicién de todos los anteriores.

También nos interesaba saber si eran las células B las que estaban siendo
marcadas como proliferativas. Como vemos en la figura 30, las células

marcadas como positivas para proliferacion, también se encuentran
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expresando insulina. Vemos también en esta figura, como afecta este marcaje

a la integridad de los islotes.

eGFP VI91L-eGFP

0 pm100 0 pm100

0 pm100 0 pm100

Fig. 30: Imagenes de los islotes de ratén infectados y analizados con BrdU para cuantificar la
proliferacion.
A: Insulina, B: BrdU, C: Superposicién de los anteriores.

A continuacién, vemos en la figura 31, que una vez cuantificadas las imagenes
y analizados los datos, no existen diferencias significativas en el nivel de
proliferacion entre los islotes control sin infectar y los infectados s6lo con eGFP
o0 con GCK-eGFP.

Sin embargo, cuando la infeccion se realiza con el lentivirus de expresion de la
glucoguinasa mutada, la proliferacion medida con BrdU aumenta

significativamente (p<0.001).
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Células positivas para BrdU respecto al total
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Fig. 31: Representacion del porcentaje de proliferacion analizando la incorporaciéon de BrdU a
las células de los islotes. Datos representados con la media + ESM, (n=3 ensayos, 200 islotes
infectados por condicién y ensayo)

*p<0.001 comparando los islotes infectados con V91L-eGFP con los islotes infectados con el
lentivirus control (eGFP).

**p<0.001 comparando los islotes infectados con V91L-eGFP con los infectados con la version
silvestre de la glucoquinasa (GCK-eGFP)

Como ya hemos comentado, el marcaje con BrdU presentaba algunos
problemas técnicos, ya que en ocasiones la incubacion con este marcador,
disminuia la viabilidad de los islotes, y el anticuerpo frente a BrdU parecia
reaccionar de manera inespecifica con la envuelta de los islotes, lo que nos
restaba eficacia en su marcaje, se decidid optar por analizar la proliferacién
usando anticuerpos frente a Ki67. Esta proteina se encuentra en el nucleo

celular y se utiliza ampliamente como marcador de proliferacion.

Al igual que para el analisis de la proliferacion con BrdU, para Ki67, se
realizaron ensayos (n=5, 200 islotes infectados por condicion y ensayo) de
inmunofluorescencia con los islotes y se cuantificaron las imagenes obtenidas

en el microscopio confocal.
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En la figura 32, vemos las imagenes correspondientes al marcaje con Ki67,

para la cuantificacion del numero de células en proliferacion.

Control - eGFP GCK-eGFP V91L-eGFP

Fig. 32: Imagenes de los islotes de raton infectados y analizados con Ki67 para cuantificar la
proliferacion. (n=5 ensayos, 200 islotes infectados por condicién y ensayo)
A: DAPI, B: eGFP, C: Insulina, D: Ki67, E: Superposicién de todos los anteriores.
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Al igual que en el caso del marcaje con BrdU, nos interesa hacernos una idea
(ya que no podemos cuantificarlo) de si las células en proliferacion expresan a
su vez la insulina (como marcador de célula B). Esto lo vemos, a continuacion,
en la figura 33, donde de nuevo nos encontramos una mayoria de células con

ambos marcadores.

eGFP V91L-eGFP

0 pm 100

Fig. 33: Imagenes de los islotes de ratdon infectados y analizados con Ki67 para cuantificar la
proliferacion.
A: Insulina, B: Ki67, C: Superposicién de los anteriores.

Todas las imagenes obtenidas, se analizaron y se cuantific6 el numero de

células positivas para Ki67 (en proliferacion) con respecto al numero total de
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células de cada imagen. Después de someter los datos obtenidos a estudios

estadisticos, el resultado se presenta en la siguiente figura (fig.34).

Células positivas para Ki67 respecto al total
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Fig. 34: Representacion del porcentaje de proliferacion analizando las células marcadas para
Ki67, frente al total de células de los islotes. Datos representados con la media + ESM, (n=5
ensayos, 200 islotes infectados por condicidn y ensayo)

*p<0.001 comparando los islotes infectados con V91L-eGFP con los islotes infectados con el
lentivirus control (eGFP).

**p<0.001 comparando los islotes infectados con V91L-eGFP con los infectados con la version
silvestre de la glucoquinasa (GCK-eGFP).

Como vemos en la figura 34, las diferencias entre el control sin infectar, el
control de infeccién expresando Unicamente eGFP y la proteina glucoquinasa
silvestre, no presentan diferencias significativas en cuanto a proliferacion. No
asi los islotes infectados con los virus V91L-eGFP en lo que apreciamos un

incremento significativo (p<0.001) de la proliferacion.

Comparando estos resultados, con los obtenidos previamente para BrdU,
vemos que son similares, (fig. 31 y 34). Esto nos indica que, a pesar de las
dificultades técnicas del marcaje con BrdU, los datos obtenidos por este

método son fiables.
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4. INFECCION Y ANALISIS DE ISLOTES DE
LANGERHANS DE HUMANOS CON LENTIVIRUS.

4.1. Tamano de los islotes.

Al igual que en el caso de los islotes de raton, para medir los islotes humanos,
se utilizaron las muestras ya montadas sobre portas utilizadas para el analisis
de la proliferacién y la apoptosis, para tomar imagenes a poco aumento (10x) y

delimitar el area de cada islote.

Se analizaron un total de 231 islotes (56 control, 56 eGFP, 67 GCK-eGFP y 52

V91L-eGFP) procedentes de cinco ensayos de proliferacién y apoptosis.

Area de los islotes infectados
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Control - eGFP GCK-eGFP V91L-eGFP

Fig. 35: Representacion de las medias de las areas de los islotes humanos analizados.
El 4rea se midi6 en pixeles cuadrados. Se midieron las areas de un total de 231 islotes

procedentes de 5 infecciones independientes. Datos representados con la media £+ ESM.
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En el caso de los islotes humanos infectados con los distintos lentivirus y como
se puede comprobar en la figura 35, no existen diferencias significativas entre

los distintos grupos.

4.2. Secrecidn estatica de insulina.

Se analiz6 igualmente, la capacidad de secretar insulina de estos islotes, asi
como el umbral de glucosa al que lo hacian. Los resultados obtenidos, se

representan en la siguiente tabla.

Glucosa Control - eGFP GCK-eGFP V91L-eGFP
1.1mM 1.0 1.03+0.04 0.95+0.05 1.17+0.14
2.8mM 1.10+0.10 1.01+0.05 1.14+0.09 2.81+0.18*
5.6mM 2.89+0.13' 1.35%0.12 2.96+0.14" 3.99+0.11*
8.3mM 4.67+0.19" 4.83+0.17" 3.21+0.15" 8.27+0.62*"

Tabla 5: Islotes humanos infectados (4 infecciones)

Secrecion de insulina relativa al control (1.1 mM). Datos representados con la media + ESM.
*: p<0.05 comparado con el resto de condiciones.

T: p<0.05 comparado con concentraciones de glucosa que no estimulan la secrecion.

Como podemos comprobar, en el caso de los islotes humanos, volvemos a ver
el mismo efecto, que ya observamos en los islotes de raton infectados. Las
células B de aquellos islotes que, expresan la glucoquinasa mutada V91L,
presentan un umbral para la secrecion de insulina estimulada por la glucosa de
aproximadamente 2.8 mM, similar al mismo umbral presentado por el paciente
con la mutacion GK-V91L y afecto de hipoglucemia. Ademas, la cantidad de

insulina secretada, es mayor comparandola con los controles, aun cuando
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estos comienzan la secrecion a niveles 6ptimos para ello de glucosa. Asi
mismo, y como ocurre en los islotes de ratdon infectados con V91L, la secrecion

de insulina estd completamente regulada.

De nuevo, como ya observamos en raton, aquellos islotes infectados con el
lentivirus que expresa la proteina GK silvestre, se comportan como los islotes
control y los infectados con el lentivirus que Unicamente expresa eGFP, en
cuanto a la concentracion de glucosa necesaria para estimular la secrecién de

insulina, como en relacion a la cantidad de insulina secretada.

4.3. Apoptosis.

Para medir y cuantificar la cantidad de apoptosis de los islotes humanos sin
infectar e infectados con los distintos vectores lentivirales, se realizaron
ensayos de TUNEL (n=2 ensayos, 200 islotes infectados por condicién) sobre

los islotes cultivados con los distintos lentivirus.

Al igual que hicimos previamente con los islotes de raton, se tomaron imagenes
en microscopia confocal de distintos planos de los islotes y se cuantificaron las
células con marcaje positivo para apoptosis frente al total de nacleos marcados
con Dapi.

En la figura 36, vemos una muestra representativa de las imagenes obtenidas

para el marcaje de apoptosis, mediante la deteccion de doble rotura en el ADN,

de los islotes infectados con los distintos lentivirus y sin infectar como control.
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Control - eGFP GCK-eGFP V91L-eGFP

Fig. 36: Imagenes de los islotes humanos infectados y analizados con TUNEL para cuantificar
la apoptosis. (n=2 ensayos, 200 islotes infectados por condicién y ensayo)
A: DAPI, B: eGFP, C: Insulina, D: TUNEL, E: Superposicién de todos los anteriores.
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Al igual que con los islotes de raton, quisimos saber si eran las células j3,
aguellas que se veian mas afectadas por la apoptosis en las distintas
infecciones (fig. 37). En este caso, y debido al mayor tamarfio de los islotes, que
dificultaba ain mas la entrada de los anticuerpos, de nuevo, nos fue imposible

la cuantificacion fiable de cuantas células expresaban ambos marcadores.

eGFP V91L-eGFP

0 pm1i00 0 pm100

Fig. 37: Imagenes de los islotes humanos infectados y analizados con TUNEL para cuantificar
la apoptosis.
A: Insulina, B: TUNEL, C: Superposicion de los anteriores.
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Una vez obtenidas todas las imagenes, se cuantificaron las células en
apoptosis respecto al total, y se compararon los distintos grupos de islotes,
para saber si existian entre ellos diferencias estadisticamente representativas
(fig. 38).

Células positivas para Apoptosis respecto al total
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Fig. 38: Porcentaje de células marcadas como apoptoticas respecto al total analizado para
cada corte de islote. Datos representados con la media + ESM, (n=2 ensayos, 200 islotes
infectados por condicién y ensayo)

*p<0.05 comparando los islotes infectados con eGFP vy los islotes sin infectar.

**p<0.001 comparando tanto los islotes infectados con el lentivirus GCK-eGFP, como los
infectados con V91L-eGFP con el control de infeccion (eGFP)

***n<0.001 comparando los islotes infectados con lentivirus V91L-eGFP con los infectados con
GCK-eGFP.

Como se observa en la figura 38, el porcentaje de células en apoptosis, se ve
significativamente afectado por la infeccion (p<0.05), aunque tiene un mayor
incremento cuando esta infeccidbn se ve acompafiada de la expresion de las

proteinas GK y V91L (p<0.001 en ambos casos).
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4.4. Proliferacion.

En el caso de los islotes de humanos, dada la dificultad para disponer de ellos
y teniendo en cuenta los resultados obtenidos para raton, optamos por analizar
la proliferacion Unicamente con ensayos de inmunofluorescencia con
anticuerpos frente a la proteina marcadora de proliferacion Ki67. (n=2 ensayos,

200 islotes infectados por condicion y ensayo)

En la figura 39 se muestra una serie de imagenes representativas de las
obtenidas en los dos ensayos realizados para la cuantificacion de los islotes
humanos infectados con los distintos lentivirus. Se aprecia un incremento en el
namero de células marcadas en aquellos islotes infectados con los lentivirus

gue expresan la proteina glucoquinasa mutada V91L.
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Control - eGFP GCK-eGFP V91L-eGFP
| . .
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Fig. 39: Imagenes de los islotes humanos infectados y analizados con anticuerpos frente a Ki67
para cuantificar la proliferacion. (n=2 ensayos, 200 islotes por condicion y ensayo).
A: DAPI, B: eGFP, C: Insulina, D: Ki67, E: Superposicién de todos los anteriores.
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Quisimos ver una vez mas hasta que punto eran las células con marcaje para
insulina, las mismas que estaban marcadas como positivas para proliferacion
(fig. 40). De nuevo, la falta de marcaje para insulina en las &reas centrales del
islote, nos impide cuantificar los resultados.

eGFP V91L-eGFP

0 pm1i00 0 pm 100

0 pm1i00

0 pm 100

Fig. 40: Imagenes de los islotes humanos infectados y analizados con anticuerpos frente a Ki67
para cuantificar la proliferacion.
A: Insulina, B: Ki67, C: Superposicién de los anteriores.
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Tras tomar las imagenes de distintos planos de cada islote y contar las células
marcadas como positivas frente al total, se analizaron los datos obtenidos, que

representamos a continuacion en la figura 41.

Células positivas para Ki67 respecto al total
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Fig. 41: Representacion del porcentaje de proliferacién analizando las células marcadas para
Ki67, frente al total de células de los islotes. Datos representados con la media + ESM (n=2
ensayos, 200 islotes por condicion y ensayo)

*p<0.01 comparando los islotes infectados con V91L-eGFP con los islotes infectados con el
lentivirus control (eGFP).

**n<0.001 comparando los islotes infectados con V91L-eGFP con los infectados con la version
silvestre de la glucoquinasa (GCK-eGFP).

Como vemos en la figura 41, al igual que ocurria en los islotes de ratén
infectados, no vemos diferencias significativas entre los islotes cultivados sin
virus, los islotes cultivados con virus control eGFP y aquellos cultivados con
lentivirus GCK-eGFP.

Sin embargo, si observamos un incremento significativo de la proliferacion
(p<0.01) en los islotes cultivados en presencia del lentivirus V91L-eGFP con
respecto al resto de condiciones (sin virus, infectados con lentivirus eGFP e

infectados con lentivirus GCK-eGFP).
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V. DISCUSION
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Como hemos expuesto anteriormente, el objetivo final del presente trabajo esta
encaminado a proponer una nueva estrategia de terapia génica/celular para
mejorar la viabilidad de los islotes provenientes de donantes cadavéricos, que
son trasplantados a pacientes diabéticos, y reducir asi el numero de islotes
necesario por paciente, ya que en la actualidad debido a que se requiere mas
de un donante por enfermo, el nimero de donantes es insuficiente para la

demanda existente.

Para lograr esto necesitamos mejorar los islotes obtenidos de los donantes, de
manera que sean mas eficaces en la regulacion de la homeostasis de la
glucosa y asi reducir el ratio donante/paciente. Actualmente, son muchos los
estudios que se realizan en este sentido, sobre todo desde el punto de vista
clinico, para la mejora de las técnicas de obtencion, mantenimiento y trasplante
de los islotes, asi como los tratamientos de inmunosupresion y otros que deben
seguir los pacientes trasplantados.(Agarwal and Brayman, 2012; Shapiro,
2012)

La proteina glucoquinasa, ya se habia perfilado como una buena protagonista
en la terapia de pacientes diabéticos mediante el uso de activadores
especificos de esta proteina, para incrementar su nivel de actividad y recuperar
una secrecion de insulina 6ptima (Gill et al., 2011; Gorman et al., 2008;
lynedjian, 2009; Matschinsky, 2009; Matschinsky et al., 2006; Matschinsky and
Porte, 2010).

A finales de los 90, por otra parte, comenzaron a describirse varios casos de
familias con hipoglucemias asociadas a distintas mutaciones activadoras de la
glucoquinasa cuyos efectos en los pacientes ya hemos descrito en la
introduccioén. (Barbetti et al., 2009; Cuesta-Munoz et al., 2004; Christesen et al.,
2008; Davis et al., 1999; Glaser et al., 1998; Meissner et al., 1999; Wabitsch et
al., 2007)

Y desde hace una década, se ha comenzado a estudiar la posibilidad de

investigar mas a fondo estas mutaciones activadoras de la glucoquinasa, con el
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fin de conocer mejor los mecanismos intracelulares que se producen en estos
pacientes y aplicar este conocimiento a los pacientes diabéticos para su
mejora o incluso recuperacion. (Christesen et al., 2002; Gloyn, 2003; Gloyn et
al., 2003; Kassem et al., 2010; Matschinsky, 2002; Tornovsky-Babeay et al.,
2014)

En esta linea se basa nuestro trabajo, en el analisis del comportamiento de
islotes que expresen una de las mutaciones activadoras de la glucoquinasa
descritas en humanos y cuyos efectos en los pacientes estan bien
caracterizados. De esta manera podemos saber si los efectos causados en los
islotes de los pacientes, se reproducen en los islotes infectados y si nuestra
herramienta funciona para poder usarla en la mejora de los islotes donados

previamente al trasplante de estos.

Al igual que en el apartado anterior de resultados, analizaremos los mismos

agrupandolos en los siguientes bloques.

1. Anadlisis de la secuencia y expresion de los vectores lentivirales.

2. Obtencién de los lentivirus.

3. Infeccion y andlisis de islotes de Langerhans de raton y humanos con

lentivirus.

3.1. Tamaio de los islotes.

3.2. Secrecion estatica de insulina.
3.3.  Apoptosis.

3.4. Proliferacion.
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1. ANALISIS DE LA SECUENCIA Y EXPRESION DE LOS
VECTORES LENTIVIRALES.

Como hemos comentado con anterioridad, para la mejora en la eficacia de los
trasplantes de islotes a pacientes diabéticos, son varios los frentes que se
deben abordar, desde la obtencion de los islotes del donante, pasando por su
cultivo, trasplante y posterior mantenimiento de su funcion, evitando el ataque

del sistema inmune del receptor.(Shapiro, 2012)

Recientemente, se esta comenzando a desarrollar el uso de lentivirus, como
terapia génica, para expresar en los islotes determinadas proteinas que
contribuyan a la mejora de estos de cara a su trasplante, generalmente
modificando aspectos relacionados con el futuro rechazo del sistema
inmune.(Giannoukakis et al., 1999; Zaldumbide et al., 2013)

En nuestro caso, el uso de vectores lentivirales, va encaminado a la mejora de
los islotes induciendo en estos la expresion de una mutacién de glucoquinasa
cuyo efecto es conocido en humanos y cuyo fenotipo puede suponer una

mejora en la funcion y supervivencia de los islotes trasplantados a largo plazo.

Por lo tanto y para conseguir nuestro objetivo, comenzamos por fabricar

nuestra herramienta de trabajo: los distintos vectores virales.

De los datos presentados en este primer bloque de resultados, podemos
concluir, que los vectores virales se clonaron sin errores en su secuencia, y que
son funcionales, expresando de forma correcta y especifica en las células
transfectadas tanto la proteina marcadora eGFP, como las proteinas GK o
VI1L objetos de nuestro trabajo (fig. 19 y 20).

En la figura 19 se aprecia una disminucion en el numero de células positivas
para GK o V91L (segun el vector transfectado), respecto al nimero de células

gue expresan eGFP en aquellas transfecciones realizadas con el vector control,

129



Discusion

esto podria deberse a una bajada en la eficacia de transfeccion debido a un
aumento en el tamafo del vector de expresion viral transfectado.En efecto, el
proceso de clonacion de las proteinas GK y V91L en el vector de expresion
viral, da lugar a que el tamafo de este se incremente en 1398pb (pares de
bases), haciendo que el tamafio final sea de 9.494pb, frente a 8.073pb que
tendria el vector vacio que solo expresa eGFP, lo que supone un incremento de

aproximadamente un 17% en el tamafio del vector.

2. OBTENCION DE LOS LENTIVIRUS.

La co-transfeccién de los tres vectores necesarios para la formacién de los
lentivirus, da lugar a las particulas virales correspondientes, que son tituladas

para su uso posterior.

En las imagenes presentadas de las células que se encuentran produciendo
virus (fig.22), podemos observar una disminucion en el nimero de células que
expresan eGFP, en los cultivos de células productoras de lentivirus GK, con
respecto a las células productoras del lentivirus control que solo expresa eGFP,
y una disminucion aun mayor en las células transfectadas para la produccion
de lentivirus V91L.

Esta bajada en el porcentaje de células transfectadas, se ve reflejado en una
menor produccion lentiviral, como podemos observar tanto en la citometria de
flujo para la titulacion (fig.23), como en las inmunofluorescencia de células

infectadas con los distintos lentivirus (fig.24).

Esto puede deberse a dos factores o la combinacion de ambos. Por una lado
una menor eficiencia en la transfeccién de los vectores que codifican para GK y
VI1L, debido a su mayor tamafio, como ya vimos en el apartado anterior. Por
otro lado, una posible toxicidad celular por la combinaciéon de un promotor de
gran fuerza como el CMV, junto con el efecto de las proteinas GK y V91L per

7

Se.
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Esta dltima posibilidad se ve respaldada por los resultados obtenidos, ya que si
se tratara simplemente un problema relacionado con el tamafio del vector en la
transfeccion, no  esperariamos  diferencias  entre las  células
transfectadas/infectadas con los vectores codificantes para GK y V91L, ya que

su tamanfo es idéntico.

Y como podemos comprobar en las figuras 22, 23 y 24, se aprecia una menor
expresion, produccion viral y por lo tanto posterior infeccion, en las células que
producen el lentivirus V91L-eGFP y son infectadas con el mismo, y aquellas

que producen y son infectadas con la version silvestre de la proteina.

Una vez que se obtuvieron los lentivirus y se infectaron los islotes tanto de
ratbn como de humano, pasamos a analizar, en el tercer y cuarto bloque de
resultados, los distintos aspectos caracteristicos que presentan los individuos

con la mutacién V91L.

3. INFECCION Y ANALISIS DE ISLOTES DE
LANGERHANS DE RATON Y HUMANOS CON
LENTIVIRUS.

3.1. Tamaio de los islotes.

Como ya hemos explicado, las mutaciones activadoras de la glucoquinasa,
producen en los pacientes hipoglucemia familiar con secrecion regulada de
insulina. Otros genes involucrados cuyas mutaciones son también causantes
de hipoglucemias en humanos son el gen ABCC8 que codifica para el receptor
de la sulfonilurea (SUR1) (Otonkoski et al., 1999; Thomas et al., 1995) y el gen

KCNJ11 que codifica para la subunidad Kir6.2 (Nestorowicz et al., 1997),

ambas, SUR1 y Kir6.2, subunidades de los canales de potasio ATP-

dependiente de la célula beta pancreatica. Las mutaciones en estos genes son
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causante de del 45% de los casos de hipoglucemias en humanos. Ademas
genes como GLUD1 que codifica para la enzima glutamato deshidrogenasa
(Stanley et al., 1998), SCHAD HADHSC codificante de la cadena corta de la L-
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (Clayton et al., 2001), el gen SLC16A1

codificante del transportador monocarboxilado MCT1 (Otonkoski et al., 2007),

el factor nuclear hepético 4 alfa y 1 alfa (HNF4A y HNF1A) (Pearson et al.,
2007; Stanescu et al., 2012) y el gen UCP2 (Gonzalez-Barroso et al., 2008).

Es importante resaltar que la hipoglucemia causada por estos genes tiene una
base fisiopatoldgica diferente a la hipoglucemia causada por las mutaciones
activadoras de GCK. En efecto, mientras, como se ha comentado
anteriormente, la secrecion de insulina en los pacientes portadores de
mutaciones activadoras en GCK estd completamente regulada, de manera que
dicha secrecion de insulina se suprime cuando la SIEG alcanza su umbral
“patologico”, la hipoglucemia causada por mutaciones en el resto de los genes
comentados, es debida a una imposibilidad por parte de la célula beta
pancreatica de suprimir la secrecién de insulina, siendo ésta, por tanto, no
regulada y causando el cuadro clinico conocido como “hipoglucemia
hiperinsulinémica”. No obstante, en clinica, era dificil discriminar el origen
genético de las diferentes causas del mismo sintoma, la hipoglucemia.
(Meissner et al., 2009)

Una de las principales caracteristicas morfologicas que distingue a los
pacientes con hipoglucemia asociada a mutaciones activadoras de la
glucoquinasa del resto de etiologias es el tamafio de los islotes.

Cuando se analizan las biopsias obtenidas de pacientes con mutaciones
activadoras de la glucoquinasa, nos encontramos con unos islotes dos veces
mayores en tamafno que los de un individuo sano, mientras que en el caso de
mutaciones en los canales de potasio o calcio presentan un fenotipo opuesto,

es decir, islotes mas pequefios de lo normal. (Cuesta-Munoz et al., 2004;

Kassem et al., 2010; Tornovsky-Babeay et al., 2014).
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Con esta primera caracteristica comenzamos nuestro analisis de los islotes

infectados con los distintos vectores lentivirales.

Se realizé una medicién del tamafio de los islotes tras 15 dias de infeccion.
Como hemos visto, no existen diferencias significativas entre los tamafnos de
los islotes sin infectar y los infectados con los distintos vectores virales, esto se

repite tanto con los islotes de raton (fig. 25) como los humanos (fig. 32).

Por lo tanto somos incapaces de reproducir el efecto de la expresion de la
glucoquinasa mutada, sobre el tamafio de los islotes, que se observa en los

pacientes.

Esto puede deberse a que, obviamente, el genoma de los pacientes porta la
secuencia de la glucoquinasa mutada y por lo tanto sus células la expresan,
desde su concepcion e inicio del desarrollo, mientras que en nuestro modelo,
estamos expresando la proteina durante un tiempo corto (comparado con el

paciente) y sobre un islote maduro.

Por tanto el hecho de que no veamos diferencias puede deberse, bien al poco
tiempo de expresion de la proteina y/o porque la expresion de la glucoquinasa
mutada V91L, en los pacientes, puede estar de alguna manera afectando no
solo al comportamiento del islote en el 6rgano maduro, sino también desde el
estadio embrionario, que en nuestro caso y por la metodologia usada, no

podemos comprobar.

Al infectar los islotes una vez formados y durante un periodo de tiempo
relativamente corto, no podemos decir que la sola expresién de la proteina
VO1L baste para que se produzca un incremento en el tamafio de los islotes,
gue reproduzca lo observado en los pacientes.
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3.2. Secrecion estéatica de insulina.

La segunda caracteristica que distingue los casos de hipoglucemia por otras
mutaciones, de los asociados a la glucoquinasa es la alteracion en la secrecion

de la insulina. Este punto es de alto interés para nuestro trabajo.

En todos los casos de hipoglucemia, independientemente de su causa
genética, se ve incrementada la secrecion de insulina por parte del islote, pero
como hemos comentado anteriormente, exclusivamente en el caso de las
mutaciones activadoras de la glucoquinasa, esta secrecidbn permanece
regulada por la glucosa. Es decir, en mutaciones de los canales de potasio,
calcio, glutamato deshidrogenasa etc., la secrecion de insulina esta alterada y
es independiente de la concentracion de glucosa, mientras que en el caso de la
glucoquinasa, aunque el umbral de secrecion de insulina se encuentre alterado
en mayor o menor medida (segun la mutacion), siempre continua dependiendo

de la concentracion de glucosa. (Christesen et al., 2002)

Este punto es fundamental para nuestro estudio, ya que siendo nuestro objetivo
la mejora de los islotes a trasplantar, necesitamos islotes mas eficaces, pero
que sobre todo, que mantengan la regulacion por glucosa.

Por tanto nuestro siguiente punto aborda el analisis del comportamiento de los
islotes en cuanto a su funcionalidad midiendo su capacidad de secrecion de
insulina, abordando tanto el umbral de glucosa al que se inicia la secrecion de
la insulina, como la cantidad de esta que secretan los islotes a distintas

concentraciones de glucosa.

Los resultados nos indican que tanto en los islotes de raton (tabla 4), como los
humanos (tabla 5), infectados con los lentivirus que expresaran la proteina
mutante V91L, se producen dos fenOmenos que también se presentan en los

pacientes.
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Por un lado una bajada en el umbral de glucosa necesario para que se
produzca la secrecion de la insulina y por otro lado un incremento en la
secrecion de esta comparandola con los islotes control (sin infectar o infectados
con eGFP) y los infectados con el lentivirus que expresara la glucoquinasa

silvestre, aun cuando estos alcanzan su umbral optimo para la secrecion.

De esta manera estamos reproduciendo en parte el fenotipo que presentan los
pacientes, unos islotes con una mayor capacidad de secretar insulina y a

umbrales mas bajos de glucosa.

Recordando como afecta la mutacion V91L a las caracteristicas fisiologicas de
la proteina glucoquinasa, vemos que una de ellas es el aumento de la afinidad
por su sustrato glucosa, ya que el aminoacido al que afecta la mutacion se

encuentra en el sitio activo de la proteina (Matschinsky, 2009). EI cambio

conformacional de la proteina explica los cambios funcionales de la proteina
que dan lugar a que la secrecion de la insulina se dé a umbrales de
concentracion de glucosa inferiores a los fisiologicos y a que la cantiad de

insulina secretada sea mayor.

Tenemos que destacar que existe una diferencia entre el umbral de secrecion
observado en los islotes de raton y humanos infectados con la glucoquinasa
mutada. Los primeros tienen el umbral de secrecidon entorno a 1.1 mM de
glucosa, mientras que el umbral de los islotes humanos infectados es algo
superior (2.8 mM). Esto puede deberse a que la proteina que estamos
expresando en todo momento es la glucoquinasa humana, y puede que su
expresion en los islotes de raton produzca un mayor efecto en la secrecion de
insulina, mientras que en los islotes humanos tenga un efecto mas parecido al
gue muestran los pacientes cuyo umbral de secrecion se encuentra en torno a
1.55 mM. (Matschinsky, 2009)

Continuando con el estudio de las caracteristicas presentadas en los pacientes
analizamos la apoptosis y la proliferacién, que en ambos casos se veia

incrementada.
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3.3. Apoptosis.

Lo estudios clinicos realizados sobre los pacientes con hipoglucemia familiar
presentan islotes con una tasa de apoptosis superior a los controles (Kassem

et al., 2010). Debido a esto y a largo plazo, lo que inicialmente era un exceso

de insulina, termina convirtiéendose en una carencia de esta, por disminucién en
la poblacion de célula B, y como consecuencia terminan desarrollando

diabetes.

Estudios recientes, han demostrado, una relacion entre el aumento del

metabolismo de la célula B y el aumento de la apoptosis (Tornovsky-Babeay et

al., 2014). Un incremento sostenido en el tiempo de la secrecion de insulina
(como el que causa la expresion de una mutacion activadora de glucoquinasa),
produciria un aumento en el estrés oxidativo de la célula 8, causando dafios en
el ADN de las células (roturas de doble cadena) que activaran a su vez la

proteina p53, que iniciara el proceso de muerte celular por apoptosis.

Con esta informacion, en nuestro estudio, analizamos la apoptosis mediante
ensayos de TUNEL, en los que se analiza la incorporacion de dUTP marcado
con fluorescencia, a los extremos 3-OH del ADN fragmentado. Esto nos
permite ver las células apoptéticas marcadas en sus nudcleos. En definitiva
marcamos aquellas células que contienen roturas de doble cadena en su
material genético. De nuevo los resultados de raton y humanos son

coincidentes.

Cuando vemos el andlisis de las imagenes obtenidas con los islotes de raton
(fig. 28) y humanos (fig. 38) tras 15 dias de cultivos con y sin lentivirus, vemos
como se produce un incremento leve aunque significativo de la apoptosis
(p<0.001 para raton y p<0.05 para islotes humanos), en los islotes infectados
con respecto a los no infectados, y que dicho incremento en la apoptosis, se
acentuda cuando observamos los islotes infectados con los lentivirus GCK-eGFP
y V91L-eGFP y los comparamos con los control infectados con lentivirus eGFP

(p<0.001 raton y humano).
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Es logico pensar que el simple hecho de la infeccion afecte a la viabilidad de
las células del islote, como demuestra el incremento de la apoptosis en los
islotes infectados con el virus que expresa exclusivamente eGFP frente a los
islotes sin infectar. Sobre todo teniendo en cuenta, que debido al bajo titulo
viral obtenido no ha sido posible la concentracion y purificacién del lentivirus,
con lo que cualquier molécula que las células productoras de los virus hayan
excretado al medio y pueda inducir apoptosis est4 ahora interaccionando con
los islotes.

A pesar de esto, podemos comprobar (fig. 28 y fig. 38), como si que existe un
efecto especifico de aumento de la apoptosis en aquellos islotes infectados con
los lentivirus que expresaran V91L-eGFP, ya que el aumento en el numero de
células apoptoticas es visiblemente mayor, ain comparandolo con los islotes
infectados con los virus portadores de la version silvestre de la glucoquinasa

(p<0.001 en raton y humano).

Esto reproduce el fenotipo descrito en humanos, y puede explicarse de la
misma forma. El aumento en el metabolismo de la glucosa de estas células,
implica un nivel de estrés oxidativo, que deriva en dafio genético, y una mayor

muerte celular.

En el caso de los islotes infectados con la glucoquinasa silvestre, se observa
un aumento de la apoptosis moderado aunque significativo (p<0.001) respecto
al control de islotes infectados con lentivirus eGFP, lo cual puede explicarse
pensando que aunque la célula esté infectada y expresando la glucoquinasa, al
no tener esta su funcionalidad alterada, no hay un incremento tan grande en el
metabolismo celular, por lo que el incremento de la apoptosis se debe a la

propia infeccion lentiviral y no a la expresion de la proteina.
Este ultimo apunte se vera respaldado por los resultados obtenidos para

proliferacion y que veremos a continuaciéon en el Udltimo apartado de la

discusion
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3.4. Proliferacion.

La ultima de las caracteristicas fisiologicas de la expresion de la glucoquinasa
mutada V91L en los islotes mas relevantes que vamos a analizar es la
proliferacion celular. Volviendo al objetivo de mejorar los islotes de donantes
para su trasplante, el hecho de que la masa de célula beta no disminuya a lo

largo del tiempo una vez realizado el trasplante es fundamental.

En los resultados de proliferacién obtenidos tanto es islotes de ratbn como
humanos, vemos un incremento de esta, en los islotes infectados con la
glucoquinasa mutante V91L. Sin embargo, como ya hemos analizado en el
apartado anterior referido a la apoptosis, también se produce un incremento de

esta en los mismos islotes.

Resulta curioso que la expresion de una misma proteina en la célula, derive en
efectos opuestos como son la muerte celular por apoptosis y la proliferacion.
En el primer caso, ya vimos que los niveles altos de glucosa en la célula de
forma crénica, inducian la apoptosis por la activacion de p53 debida a la
aparicion de roturas de doble cadena en el ADN.

En contraste, varios trabajos describen como la glucoquinasa, también tiene un
papel protector frente a la apoptosis interaccionando con proteinas
mitocondriales. (lynedjian, 2009; Kim et al., 2005; Lee et al., 2009; Liu et al.,

2009) Y como un descenso en los niveles de esta, deriva en la muerte
celular.(Danial et al., 2003; Porat et al., 2011)

También se ha descrito el papel protector frente a la apoptosis que tienen

distintos activadores de la glucoquinasa (Matschinsky and Porte, 2010;

Nakamura et al., 2012). Estos activadores, podrian producir en la célula un

efecto similar al de la expresibn de las mutaciones activadoras de la

glucoquinasa.
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Referente a mutaciones activadoras de la glucoquinasa, y debido a la escasez
de casos diagnosticados, es poco lo que sabemos respecto a como se ve
afectada la proliferacion de la célula 3, aunque si esta descrito un incremento
en el tamafo de los islotes, asi como un aumento en la proliferacion celular.
(Cuesta-Munoz et al., 2004; Kassem et al., 2010; Tornovsky-Babeay et al.,
2014)

Parece gque puede estar relacionado con los distintos estadios del desarrollo del
paciente. La expresion de glucoquinasa mutada (mutacion activadora) durante
el periodo fetal y neonatal, induciria un aumento en la masa de célula B
funcional, mientras que en etapas posteriores del individuo, el dafio producido
por el mayor metabolismo de la glucosa, terminaria induciendo la apoptosis ya
descrita. (Dadon et al., 2012; Kassem et al., 2000).

En este dltimo apartado veremos los resultados de proliferacion analizados
mediante la incorporacién de BrdU en el caso de ratén y Ki67 para raton y

humanos.

Como vemos en los datos presentados en las figuras 31 (raton BrdU), 34 (raton
Ki67) y 41 (humano Ki67). La proliferacion, no se ve afectada de forma
significativa por la infeccién, ni en el caso de los islotes infectados con el
lentivirus control de expresion de eGFP, ni en los islotes que se cultivaron

durante 15 dias con los lentivirus de expresion de GCK-eGFP.

No asi ocurre, en el caso de los islotes de raton o humanos que se infectaron
con los lentivirus que codificaban para la versibn mutante de la proteina

glucoquinasa.

En este ultimo caso vemos como se produce un incremento significativo
(p<0.001 raton y p<0.01 humano) en el nimero de células marcadas como
positivas para proliferacion, respecto a los controles negativos, sin infectar e

infectados con los virus que codifican para el vector vacio, y respecto a los
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islotes infectados con los lentivirus que codifican para la version silvestre de la

proteina (p<0.001).

Estos datos, una vez mas, reproducen el fenotipo descrito en los pacientes

humanos con esta mutacion. (Kassem et al., 2010)

Resumiendo, en este trabajo, en primer lugar, con la utilizacién del sistema
lentiviral, hemos desarrollado una nueva herramienta para la expresion de
proteinas en islotes. Y mediante este sistema hemos conseguido reproducir, la
mayoria de caracteristicas fisiopatologicas asociadas a una mutacion

activadora de la proteina glucoquinasa (V91L).

Esto supone la posibilidad de un nuevo enfoque en la terapia génica/celular.
Una opcidn de mejorar los islotes obtenidos de los donantes cadavéricos, para
asi optimizar la maquinaria secretora de insulina y el nimero de islotes

necesario para paciente trasplantado.

El escoger una mutacion activadora (V91L) cuyos efectos en la célula B son
muy patentes, nos ha facilitado el analisis de las consecuencias de su
expresion en islotes. Otras mutaciones activadoras de glucoquinasa con
umbrales de secrecion mas cercanos a los de la version silvestre, podrian
posicionarse como buenas alternativas para conseguir una mejor version de los
islotes a trasplantar, ya que minimizarian los inconvenientes de un fenotipo tan

extremo como el estudiado en este trabajo.

Ademas el uso de lentivirus nos aporta una herramienta eficaz para expresar
esta u otras proteinas en los islotes sin poner en riesgo su integridad, de esta
forma, podemos avanzar en el conocimiento de otros aspectos de la biologia
del islote (desarrollo, diferenciacion...), que no seria posible abordar con otros

métodos como los cultivos celulares.
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Con el objeto de generar una herramienta para el estudio de los efectos de la
mutacion de glucoquinasa V91L, susceptible de usarse para la mejora de la
funcionalidad y viabilidad de los trasplantes de islotes a enfermos diabéticos, se

generaron lentivirus que permitieran su expresion en islotes.

Las conclusiones de los resultados obtenidos son las siguientes:

1. Se consigui6 la formacion de lentivirus que expresaran la glucoquinasa
silvestre y mutante (V91L) y fueran capaces de infectar islotes de raton y

humanos.

2. La expresion de la glucoquinasa silvestre o mutada (V91L) tras la
infeccion no produce cambios en el tamafio o forma de los islotes

infectados.

3. Los islotes infectados, que expresan la glucoquinasa silvestre no ven
afectada su capacidad de secretar insulina, ni el umbral de glucosa

necesario para ello.

4. Los islotes infectados con lentivirus que expresaran la glucoquinasa
mutante V91L, presentan un umbral de glucosa para la secrecion de
insulina inferior al umbral fisiolégico, y una mayor capacidad de secretar

insulina que el resto de condiciones de estudio.

5. La infeccion de los islotes afecta a la viabilidad de estos sin importar el
lentivirus con que sean infectados, aunque hay un aumento significativo
(p<0.001) en la apoptosis de los islotes infectados con la glucoquinasa
VI1L.

6. Los analisis en la proliferaciéon nos indican que esta no se ve afectada

por la infeccion lentiviral.

7. La expresion de la glucoquinasa mutada V91L tras la infeccion produce

un incremento significativo (p<0.01) de la proliferacion en los islotes.
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8. Por todos estos datos, podemos concluir que el estudio “in vitro” de los
efectos sobre islotes de ratdon y humanos, de la expresion de la proteina
glucoquinasa V91L, puede ser utilizado como paso previo para el uso de
esta proteina mutada en terapia génica/celular, para la mejora de la

viabilidad y funcionalidad de los trasplantes de islotes.
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