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INTRODUCCIO

2.1.- LA INSULINA

La insulina és una hormona pancreatica descoberta per Banting i Best el 1922.
Des d’'aleshores s"ha fet un gran progrés en el coneixement i la comprensié de la seva
guimica, fisiologia i mode d'accio (1). La insulina se sintetitza en els illots de Langerhans
del pancreas en forma d’'un precursor la preproinsulina, la qual sera transformada en
I'aparell de Golgi per donar lloc a la proinsulina, una molécula més estable de 9.000 Da.
La proinsulina pateix un nou procés de maduracio, abans de la secrecid, per mitja d’'una
proteasa que trenca la molécula donant lloc dos peptids equimoleculars, la insulina i el
peptid C, de 6.000 i 3.000 Da respectivament (2). La insulina esta formada per dues
cadenes polipeptidiques, A i B, que estan connectades per dos ponts disulfur que sén
claus per mantenir al seva activitat (3) (figura 1).
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Figura 1.- Representacido de la insulina humana. Els ponts disofre entre les Cys estan
representats per les linies taronja
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2.2.- EFECTES DE LA INSULINA EN EL METABOLISME

La insulina és una de les hormones anaboliques més potents, les seves accions
metaboliques es donen majoritariament en el muscle, fetge i teixit adipds. La insulina
incrementa la utilitzacié de glucosa de la sang i promou la seva conversio a glicogen i
triglicérids. Aquesta hormona també promou la sintesis de proteines. Al mateix temps la
insulina també exerceix un paper inhibidor en el trencament dels triglicérids i del glicogen, i
en el fetge pot inhibir la gluconeogénesi i la cetogénesi. Aquestes accions sén dutes a
terme en una combinaci6 d'efectes immediats i a llarg termini (4).

2.2.1.- EFECTES IMMEDIATS

En pocs segons la insulina incrementa |'oferta intracel-lular de substrats per a
'emmagatzematge d’energia, estimulant sistemes de transport i intensificant 'absorcié
de glucosa, aminoacids i acids grassos. En qlestié de minuts I'activitat més important se
centra en la regulaci6 de lactivitat de determinats enzims que son clau en el
metabolisme mitjangant canvis en la seva fosforilacio (4).

2.2.2.- EFECTES A LLARG TERMINI
Els efectes a més llarg termini inclouen canvis en I'expressié génica mitjancant la
regulacio de la transcripcié de 'ADN i canvis en la velocitat de la traduccié (4).

2.3.- EL RECEPTOR D'INSULINA

2.3.1.- SINTESI | REGULACIO
El receptor d'insulina és sintetitzat inicialment com un Unic polipeptid, el pre-
proreceptor, que conté tant la subunitat a com la subunitat b (5). Aquest polipéptid haura

de patir una série de modificacions per tal de generar el receptor madur.

El pre-proreceptor especific amb una massa aparent de 170KDa pateix una
reorganitzacio dels sofres i una glicosilacié N-lligada donant lloc a un proreceptor que
presenta una massa aproximada de 190KDa. Aquestes espécies monomerigues, que
poden unir la insulina, s'associen entre elles mitjancant ponts de sofre per formar dimers.
Aquests dimers son tallats proteoliticament per generar I'heterotetramer a,b, madur.
Aquest procés de maduraci6 es déna en el Reticle endoplasmatic (5). Un cop a I'aparell
de Golgi els oligossacarids N-lligats seran modificats per donar lloc a oligossacarids
complexos (5). L'addiccié dels carbohidrats N-lligats al receptor d’insulina és necessaria
per la formacio de les estructures terciaria i quaternaria del receptor (5). El receptor
madur és localitzat en la membrana plasmatica com un heterotetramer (a,b,), on la
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subunitat a amb un pes de 135KDa té la capacitat d'unir la insulina, i la subunitat b de

95KDa té activitat tirosina quinasa intrinseca (figura 2).
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Figura 2.- Esquema del receptor d’insulina huma.
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El nombre de receptors presents a la membrana pot variar en funci6 de la
concentracio del seu lligand. El tractament de cél-lules en cultiu amb un excés d'insulina
fa disminuir el nombre de receptors d’insulina cel-lulars, fet que es coneix com “down
regulation” (5). Aquesta reduccio en el nombre de receptors és deguda a un increment
en la velocitat d’inactivacio dels receptors, sense que es detecti cap efecte en la
velocitat de sintesi, transcripcio ni traduccio (5). Per contra el tractament de les cél-lules
amb dexametasona, incrementa el nombre de receptors, fet que es coneix com a “up
regulation”, degut a un increment en la transcripcié d’aquest (5).

2.3.2.- RECICLATGE, INACTIVACIO | DEGRADACIO

Un cop la subunitat a del receptor ha unit la insulina aquest complex és internalitzat
cap a la cellula via endocitosi mediada per receptor, donant lloc a una vesicula
d’endocitosi. El pH d’aquestes vesicules es va acidificant, el que permet la dissociacio de
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la insulina del seu receptor, pas imprescindible per a la degradacio de la insulina (5,6). Un
cop el receptor s’ha alliberat de la insulina aquest es pot reciclar cap a la membrana
plasmatica o bé pot ser inactivat i degradat en el lisosoma.

En la regulacié del reciclatge del receptor d'insulina esta implicat I'estat de
fosforilacié de les tirosines situades en la subunitat b del receptor. La fosforilacio de les
tirosines no és imprescindible per a la internalitzacié del receptor, aquest és fosforilat tant
guan esta a la membrana com guan esta en els endosomes (5). Perque el receptor pugui
tornar a la membarana primer és defosforilat mitjancant una fosfatasa, que és una peca
clau en el reciclatge del receptor (6).

La via de la inactivacié i degradacié és poc coneguda perd s’ha vist que la
preséncia de compartiments acidificats no és necessaria per la inactivacié. La localitzacio
subcel-lular de la degradaci6 també és desconeguda. Se sap que un cop associat a
I'aparell endosomal, la insulina es dissocia del receptor perd no se sap si el complex
insulina-receptor en els lisososmes s’hi troba gracies a la mediaci6 de la insulina, o és el
propi receptor que un cop alliberat de la insulina és dipositat en els lisosomes (5). El
mecanisme proteolitic de degradacié del receptor d'insulina no esta definit. El que és clar
és que el receptor d'insulina es va degradant amb el temps (5).

2.3.3.- ACTIVITAT ENZIMATICA TIROSINA QUINASA

El receptor d'insulina pertany a la familia de receptors amb activitat tirosina
guinasa intrinseca. Les subunitats b del receptor presenten aquesta activitat enzimatica
gue catalitza tant I'autofosforilacié de la propia subunitat b com la fosforilacié depenent
d’insulina de substrats proteics exogens. Les fosforilacions es donen en residus de
tirosines, situades a la subunitat b que provoquen I'increment de I'eficiéncia catalitica de la

quinasa (7).
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2.3.4.- ISOFORMES

Es coneixen dues isoformes del receptor dinsulina les quals difereixen per
I'absencia (HIR-A) o la preséncia (HIR-B) d’una sequéncia de dotze aminoacids localitzats
en la regi6 COOH-terminal de la subunitat a (8).

2.3.5.- UBICACIO CEL-LULAR

El receptor d'insulina es troba a la membrana de gairebé tots els tipus cel-lulars,
encara que en un nombre molt més elevat en teixits diana per la insulina com soén fetge,
muscul i teixit adipos.

2.4.- EL GEN DEL RECEPTOR DE LA INSULINA

2.4.1.- MAPA

Aquest receptor esta codificat per un Unic gen situat a la part distal del brag curt
del cromosoma 19, entre les sub-bandes 19,13.2® 13.3. Aquest gen ocupa més de 130
Kpb (9).

2.4.2.- ORGANITZACIO

La sequéncia del ADNc d’aquest gen va ser elucidada al mateix temps per dos
grups diferents, Ulrich i cols. (10) i Ebinai cols. (11) al 1985, els quals van predir una
sequencia del precursor del receptor de 1370 i 1382 aminoacids respectivament.
Aquesta diferencia en la mida és deguda a l'abséncia o presencia de 36pb (12
aminoacids) que codifiquen per I'exo 11. La regio codificant compren 22 exons que estan
interromputs per seqiencies introniques amb una distribucié que segueix el patré exo-
intr0. Els 22 exons representen regions de mida diferent que van des del més petit de
36pb fins al més gran amb més de 2.500pb. Aquestes regions divideixen el gen en
segments que codifiquen per elements estructurals i/o elements funcionals del receptor.
Els 11 exons que codifiqguen per la subunitat a estan dispersos per una regio d’'unes
90Kpb, mentre que els 11 exons que codifiquen per la subunitat b es troben junts en una
regié d’aproximadament 30Kpb (12,13). De manera especifica I'exd 1 codifica pel péeptid
senyal i I'exd 2 per la zona d'unié a la insulina. Els exons 4 i 5 no estan ben especificats.
La regio codificant per I'ex6 6 podria estar relacionada amb interaccions de cooperativitat.
Dels exons 7-10 existeix poca informacio. L'ex6 11 és un dels millor estudiats, codifica
per I'extrem COOH-terminal de la subunitat a i és el més petit. L'exd 12 codifica per la
seqiiéncia Arg-Lys-Arg-Arg que és la de trencament en el processament del
proreceptor, i també codifica per I'extrem NH,-terminal de la subunitat b del receptor. Dels

exons 13 i 14 no hi ha informacio. L'ex6 15 codifica per la zona transmembranosa.
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L'exd 16 separa la zona transmembranosa del domini tirosina quinasa (13), és la zona
anomenada juxtamembranosa i conté diversos llocs de fosforilacio en tirosines i
serines. Aquesta regi6 és essencial per la transmissié del senyal (14). Els exons 17-21
codifiquen pels aminoacids relacionats amb I'activitat tirosina quinasa, i per Gltim I'ex6 22
codifica per I'extrem COOH-terminal de la subunitat b (13) (figura 3).
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Figura 3.- Esquema dels exons del gen del receptor d’insulina i dels possibles dominis proteics.
La posici6 dels introns esta indicada per puntes de fletxa. La numeracié dels exons esta entre els
introns. La sequéncia d’aminoacids consens del lloc de processament esta indicada segons el codi
aminoacidic d'una sola lletra. EGF: Epidermal Growth Factor.

2.4.3.- PROCESSAMENT ALTERNATIU

Degut a un processament alternatiu de I'ex6 11 sorgeixen dues isoformes de
receptor, ex6-11 o HIR-A i ex6+11 o HIR-B (13). L’expressié d’aquestes dues isoformes
esta regulada de forma teixit-especifica (15) i I'afinitat d'aquests dos tipus de receptor per
la insulina és diferent. La seqiéncia d'aminoacids codificada per I'exd 11 afecta
negativament I'afinitat d’uni6 del receptor per la insulina (8,13).
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2.4.4.- REGIO PROMOTORA 5’

La regi6é 5° promotora d'aquest gen és similar als promotors del gens que
s’expressen constitutivament (housekeeping genes), molt ric en G+C i sense la seqliéncia
TATA (12,13). La major part de I'activitat promotora s ha localitzat en aguesta regi6 rica
en G+C que conté multiples llocs pel factor de transcripcioé Spl, encara que aquests llocs
no semblen ser els determinants de I'expressio teixit-especifica del gen del receptor, ja
gue els nivells d'aquest factor en els teixits tradicionalment considerats diana com sén el
fetge, el teixit adipds i el muscle, s6n molt baixos. El reconeixement de la caixa CAAT pot
ser duta a terme per diferents factors transcripcionals com sén la familia C/EBP
(enhancer binding protein) i la familia NF-1 (nuclear factor 1), els llocs d’uni6é d’aquests
Gltims sembla que no sén actius com a potenciadors (enhancers) per ells mateixos, sin
gue poden estimular la transcripcié guan s'associen a un segon lloc d'unié. Aquest segon
lloc d’'unié podria ser el del C/EBP ja que és molt proxim, aixo podria representar que
I'especificitat tissular vindria donada pel lloc C/EBP i que aquesta activitat estaria
potenciada pel NF-1. D’altres factors de transcripcio identificats sén els IRNF-1 i 2 (insulin
receptor nuclear factors 1 i 2) i els GREs (elements de resposta als glucocorticoids).
L'expressié del gen del receptor d’insulina també esta regulada per diferents hormones
com son els glucocorticoids, la vitamina D i les catecolamines, les dues primeres actuarien
directament a través d’elements de resposta situats en el promotor, mentre que les
catecolamines actuarien mitjancant l'adenilat ciclasa a través de la interaccié dels
elements CREB (proteines que s’uneixen a I'element que respon a '’AMPc) amb els CRE
(element que respon a I’AMPc) en el promotor (13).

2.4.5.-REGIO 3
A la regié 3’ terminal del gen s’han identificat diferents punts de poliadenilacio, aixo
podria explicar en part les multiples espécies d’ARNs (2,8 Kb ® 11 Kb) que es detecten

segons el grup cel-lular estudiat, encara que el significat d'aixd no es coneix (12,13).
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2.5.- MECANISME D’ACCIO DE LA INSULINA

Un cop la insulina és alliberada per la cél-lula b pancreatica, aquesta s’uneix al seu
receptor a la superficie de gairebé tots els tipus cel-lulars. Mentre la insulina no esta unida
al seu receptor, la subunitat a exerceix un efecte negatiu sobre I'activitat tirosina quinasa
ja que en experiments on s’elimina la subunitat a, per digestié enzimatica o mitjancant

mutagenesis, s'observa una activacio constitutiva de la tirosina quinasa (16-18).

2.5.1.- SUBUNITAT-a. / UNIO AL RECEPTOR

El mecanisme i els punts d’'unié de la insulina al seu receptor no sén del tot clars.
En la subunitat a s’han identificat dos dominis globulars que contenen cinc motius
estructurals repetitius, compostos d’helix a, girs b i estructures hipervariables, que
envolten un domini ric en Cys (19). Aquests dominis sén el L1 (aminoacids 1-119), i els
motius conservats consten d’'una Gly central més diversos aminoacids hidrofobics
(Hidr-Xaa-Xaa-Hidr-Xaa-Hidr-Hidr-Xaa-Gly, Xaa indica qualsevol aminoacid, Hidr indica
aminoacids hidrofobics), el domini ric en Cisteines (aminoacids 155-312) determinaria
I'especificitat pel lligand (20) i el domini L2 (aminoacids 311-428) on també es troben
motius de Gly (21). Els requeriments estructurals, del receptor d’'insulina, pel domini d’unio
de la insulina sén:

B similitud amb el domini COOH-terminal de la cadena B de la insulina.
B |a preséncia de dos o més residus aromatics (Phe o Tyr).
P la regio ha de ser hidrofobica.

B hauria de tenir una conformacié de lamina b.

Els aminoacids 83-95 en l'exd 2 del receptor semblen complir aquests
requeriments, d'aquests residus la Phe89 sembla ser critica per la uni6 (22). Una altra
regié que també sembla complir aquestes condicions son els aminoacids 1-68 (23).

Una altra regi6 associada a la uni6 de la insulina és la formada pels residus 450-
601 (aguesta regié forma el domini immunogénic major) (24).

Tot i que els ponts disofre entre la Cys647 i la Cys872 estabilitzen les interaccions
entre les dues subunitats a (25), la unié de la insulina activa el receptor mitjangant un
mecanisme semblant al d’alguns receptors monomeérics (especialment el de la hormona de
creixement): la dimeritzacio de subunitats de receptor adjacents, un cop s’ha unit el seu
lligand, dona lloc a l'activacié de la tirosina quinasa associada (26-28). Encara que les
molécules de receptor d’insulina estan covalentment lligades durant la seva biosintesi i el
processament, la unié de la insulina aparentment modificaria el dimer de subunitats a les
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guals mediarien la trans-autofosforilacié entre les subunitats b (29). En I'estat basal la
distancia entre aquestes dues subunitats deu ser massa gran perqué es produeixi
l'autofosforilacié creuada, la unié del lligand permetria apropar-les i el canvi
conformacional destaparia la Tyr1162 del lloc catalitic. Quan es déna I'activacio els dos
llocs catalitics de les dues subunitats b s’orienten en juxtaposicié donant-se una activacioé

creuada (25)

Un model conceptual per explicar aquest mecanisme és que cada subunitat a
conté els dos dominis diferents (L1 i L2) d’'uni6 a la insulina al voltant del domini ric en
cisteines. L'ex0 2 codificaria pel domini anomenat lloc 2a, i els exons 6 i 7 composarien el
lloc 1a (30). Aquestes dues regions intervenen d’'una manera independent a la unio de la
insulina. Aixi mateix la propia insulina té dos llocs d'unio al receptor. Aquests dos llocs
d’'unié tant en el receptor com en la insulina medien una unié creuada entre les subunitats
a covalentment unides, de manera que quan la molécula d’insulina s’uneix modifica el
receptor dimeritzat covalentment (25,30). Aquest canvi conformacional degut a la uni6 de
la insulina és el que media la trans-fosforilacié entre les subunitats b (29).

Un altre estudi ha suggerit que els aminoacids 704-717 (en I'exd 10) en I'extrem
COOH-terminal de la subunitat a també representa un punt de contacte per la unié de la

insulina (31).

2.5.2.- SUBUNITAT-B / ACTIVACIO DEL RECEPTOR
Tal com s’ha dit perqué es doni lloc I'activacié del receptor s’han de produir
diferents fosforilacions.

2.5.2.1.- FOSFORILACIO EN TIROSINES

La fosforilacié es déna en residus de tirosina ubicats en diferents regions de la
subunitat b. En la regi6 juxtamembranosa es troba la Tyr972. Aquest residu és important
per la transmissio del senyal, ja que sembla que és el que media la fosforilacié dels
substrats IRS-1 (insulin receptor substrate-1) i Shc, encara que s’ha vist que no és
imprescindible per I'activitat tirosina quinasa del receptor (32,33). Aquesta Tyr972 es
fosforila molt débilment o gairebé gens en resposta a la insulina, cosa que suggereix que
deu actuar com a punt de contacte per substrats intracel-lulars (34). En la regi6
reguladora hi ha la Tyr1158, Tyr1162 i Tyr1163 les quals tenen un paper clau en el
procés d’autofosforilacié i en I'activacio de la quinasa. Abans de la fosforilacié la Tyr1162
bloqueja el lloc actiu inhibint I'accés a substrats potencials. El canvi conformacional
produit per I'enllag de la insulina deu desbloquejar el lloc ocupat per la Tyrl162 permetent
la unié de 'ATP i la transfosforilaci6. Aquesta posicid és conservada en tots els receptors
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tirosina quinasa, suggerint una funcié autoinhibidora comu (35). S ha suggerit també que
la regi6 reguladora deu poder unir proteines SH, a través de I'associacio d’aquestes amb
la Tyr1158 (36).

La forma trifosforilada és la forma activa, mentre que la mono o bi-fosforilada és
molt menys activa. EI domini tirosina quinasa té una sequiencia consens en la regi6 dels
aminoacids 1003-1030, en la qual la Lys1030 té un paper fonamental, ja que la
modificacié d’aquest residu aboleix I'activitat tirosina quinasa (34). Els aminoacids 1131-
1137 compondrien el loop catalitic d’'aguest domini (21) i els aminoacids 1149-1170
conformarien el loop d’activacioé (37) que un cop hi ha I'autofosforilacié es reorganitza i
facilita la orientaci6 dels dos extrems de la tirosina quinasa, necessari per la unié de
[ATP.

A I'extrem COOH-terminal trobem la Tyr1328 i la Tyr1334. Aquesta regié sembla
tenir un paper regulador en la senyalitzacio (29). També s’ha vist que aguest domini pot
unir la proteina Grb-10 que modula I'efecte mitogenic de la insulina (34). L’activitat tirosina
guinasa del receptor és crucial per I'accié de la insulina (1,29).

2.5.2.2.- FOSFORILACIO EN SERINES / TREONINES

En la subunitat b del receptor es troben la Ser967 i la Ser968 en la regio
juxtamembrana i la Ser1305 i la Ser1306 i la Thr1348 en el domini COOH-terminal que
esdevenen fosforilades sota determinades condicions (I'activacio de la Protein Kinasa C
(PKC), en preséncia d’esters de forbol, en preséncia d’agents que actuen a través de
I’AMPc, etc). La significacio d’aquestes fosforilacions no és clara, mentre que alguns
autors mantenen que la fosforilacié en Ser i Thr inhibiria la fosforilacié de Tyr en el propi
receptor (disminuint aixi I'efecte estimulador de la insulina) (38), d’'altres suggereixen que
la relaci6 entre la fosforilacié en Ser/Thr i I'activitat tirosina quinasa del receptor és menys
transcendent (39).

2.5.3.- SUBSTRATS INTRACEL-LULARS

La via de senyalitzacié de la insulina passa per una complexa xarxa tramada per
un nombre de substrats intracel-lulars que actuen com a segons missatgers. Les
interaccions entre aquestes proteines i el receptor, i els diversos camins que segueix el
senyal per donar lloc a les diferents accions ha estat i és encara un laberintic tema
d’estudi.

Utilitzant técniques d'immunoprecipitaci6 amb anticossos antifosfotirosina, en
cel-lules d’hepatoma estimulades amb insulina, es va detectar una proteina que es va
anomenar inicialment ppl185 (basat en la migraci6 en SDS-PAGE) (40), evidenciant
I'existéncia de substrats cel-lulars del receptor d’insulina. Aquesta proteina, el primer
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substrat clonat del receptor d’insulina (IRS-1), té un pes molecular estimat de 131 KDa,
la lentitud de migracié en el SDS-PAGE és degut al seu alt nivell de fosforilacié (41,42).
Posteriorment s’han trobat d’altres proteines de la mateixa familia i s’han anomenat IRS
2,3i4.

L'IRS 1 té un domini homoleg a la plekstrina (PH) en el seu extrem NH,-terminal.
Aquest domini pot unir fosfolipids i es troba en moltes proteines relacionades amb la
senyalitzacio intracel-lular que necessiten associar-se a la membrana cel-lular per
actuar, com so6n Sos, PKB, b-ark, etc (34). L'IRS1 també té un domini d’unié a
fosfotirosines (PTB); aquests dominis sGn importants en la interaccié entre molécules
senyalitzadores amb motius tirosina fosforilats. El domini PTB interacciona amb el motiu
NPXY del receptor d'insulina situat a la subunitat b permetent la unié al receptor i la seva
fosforilaci6. La Tyr972 localitzada en el motiu de reconeixement NPXY del receptor, no
necessita estar fosforilada per unir els dominis PTB, aix0 explica perqué aquesta
tirosina del receptor no es troba fosforilada en cél-lules intactes, encara que és clau per
unir i fosforilar els seus substrats (34). LIRS 1 té uns 20 punts de fosforilacié
potencials en Tyr, incloent 6 motius YMXM i 3 motius YXXM. Al menys 8 tirosines es
fosforilen en resposta de l'activacié del receptor. També te unes 30 Ser/Thr en
sequéncies consens de fosforilacié per serin/treonin quinases. L'IRS-1 té un nivell basal
de fosforilacié en serines molt alt, i és rapidament fosforilat en treonines i serines en
resposta a la insulina (41,42).

Es creu que la regulacié del senyal de la insulina a través de les Ser/Thr
guinases és mediada per la fosforilacié de proteines IRS més que no del propi receptor
(34). Es té, doncs, la idea general que les fosforilacions en Tyr actuen d’'una manera
activadora (transmissora) i per contra les fosforilacions en Ser/Thr actuarien d’'una
manera inhibidora (apagament del senyal).

Quan I'IRS 1 és fosforilat en Tyr, aguest s’associa a diferents proteines que
contenen dominis SH2 (Src homology 2) com sén la subunitat p85 de la PI3-K
(fosfatidilinositol 3-kinasa), la Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) i la tirosin
fosfatasa SHP2. L'associacié d’aquestes proteines amb I'IRS 1 permet I'activacié de les
mateixes i la transmissié del senyal.

D'altres proteines que interaccionen directament amb el receptor sén :

B les Shc (Src homology collagen protein) que es fosforilen en Tyr després de
I'estimulacio per la insulina i interaccionen amb d’altres proteines com la Grb2 via
dominis SH2. Aquestes proteines estan involucrades en la senyalitzacié mitogénica
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mitjancant tirosin quinases com els receptors del NGF (necrosis growth factor), EGF
(epidermal growth factor) i PDGF (platelet derived growth factor) (34).

P les Gab 1 (Grb2-associated binder-1) que son fosforilades en Tyr pel receptor
d'insulina i del EGF. Pot unir motius SH2 i aixo0 li permet interaccionar amb la subunitat
p85 de la PI3K, amb la Grb2 i amb la fosfotirosin fosfatasa SHP2, actuant com un
transmissor multifuncional (34).

P les SIRPs (signal regulatory proteins) / SHPS-1 (SHP substrate 1), s6n una nova
familia de proteines que també sén fosforilades en Tyr pel receptor d'insulina i
factors de creixement. S’uneixen als dominis SH2 de la tirosin fosfatasa SHP2, que
les defosforila, i també a SHP1 i a Grb2.

2.5.4.- VIES DE SENYALITZACIO

Les dues vies de senyalitzaci6 més importants o millor conegudes so6n la
p42/p44Map quinasa i la PI3 quinasa/PKB. Per una millor comprensio aquestes dues vies
seran tractades com vies diferents tot i que no son del tot independents.

2.5.4.1.- P42/P44MAP QUINASA (MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE)

Un cop la insulina s’ha unit al seu receptor, s’inicia la propagacié de la senyal a
través d’'una serie de fosforilacions i activacions de quinases. Els primers substrats
fosforilats en tirosines pel receptor d'insulina sén I'RS1 i Shc. Aquestes tirosines
fosforilades sén els punts d’'unié per Grb2 mitjancant els seus dominis SH2, mitjancant
els dominis SH3 aquest (Grb2) s’unira a la proteina Sos. Aquest complex Grb2/Sos
permet acostar la Sos a la proteina p21 Ras (petita proteina G) i activar-la mitjangcant un
intercanvi de guanines (p21 Ras-GDP ® p21 Ras-GTP). L’activacio de la Ras dona lloc
a una estimulacié seqlencial de protein quinases citoplasmatiques com sén la Raf-1 un
cop associada a Ras té activitat serin/treonin quinasa), la MEK (MAPK ERK-activating
kinase) (s'activa mitjancant la fosforilacié en serines/treonines per quinases com la Raf-
1), ila p42/pdd MAPK (que és activada per la MEK que la fosforila en tirosines i
treonines). Un cop activada la MAPK, aguesta pot activar, en serines o treonines, un
gran nombre de proteines que poden ser associades a membrana, citosoliques o
nuclears. Agquestes proteines es troben localitzades tant en les primeres fases de la
cadena (Sos, Raf-1,MEK, IRS1, etc), per tant podria ser un mecanisme de feedback
negatiu, com també es troben en les Ultimes fases de la cadena (p90 RSK o MAPKAP-
kinase 1, MAPKAP-kinase 2, etc) i poden fosforilar factors de transcripcié com c-Fos o
les proteines CREB. A més les MAP quinases poden fosforilar directament diferents
proteines nuclears com EIlk 1, c-Fos, C-Myc, RNA polimerasa I, etc, indicant que les

28



Estudi Molecular i Funcional del Receptor d’Insulina en Sindromes de Resisténcia a la Insulina. Introduccié

MAP quinases serien unes reguladores importants de I'activitat transcripcional nuclear.
Aquesta via intervé en la proliferacié i en la diferenciacio cel-lular (34) (figura 4).
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Receptor d'insulina
]

'.::F;_TB _I_RE:'W sHab—-, Gy U
T w w HEI"bE g [FEl Fac}
:.___...—F'r J._.r _.1 Rﬂ = 1

o

MAPEK
(MEK)

Mucli l

. TR
Feafonilacis da foctors de 'hlullulircii P42/pH MAP kinaza YF

‘ Creixement, preliferacio | ‘ MAPEAKL

diferenciasia cel - hlar

Figura 4.- Representaci6 de la via de senyalitzacié de la insulina-receptor a través de la
p42/p44 Map quinasa. Yp: tirosines fosforilades, IRS: substrat del receptor d’insulina, PTB: domini
d’'uni6 a fosfotirosines, SH2: Src homology 2, Grb2: growth factor receptor-bound protein 2, Sos: son
of sevenless, p21 Ras: petita proteina G, Raf 1: quinasa, MAPKK (MEK): MAP quinasa quinasa,
MAPKAKZ1: serin/treonin quinasa.

2.5.4.2.- PI3 QUINASA / PKB

La Fosfolnositol 3 quinasa (PI3 quinasa) estd composta per una subunitat
catalitica (p110) i una subunitat reguladora (p85). La subunitat reguladora s‘uneix a I'lRS
1 mitjangant dominis SH2. En resposta a la insulina, I'lRS 1 fosforilat i unit a la p85,
estimula I'activitat calatitica de la subunitat p110. Els IRS2 i 3 també sén capacos
d’activar la P13 quinasa. La subunitat p110 té dues activitats enzimatiques: activitat
guinasa catalitica i activitat serin quinasa. Aquesta Ultima podria jugar un paper de
feedback negatiu en la senyalitzacio de la insulina.

La PI3 quinasa activa la Protein quinasa B (PKB), serin/treonin quinasa,
mitjancant la produccié de Pdtins (fosfatidilinositol) (3,4,5)P3 o Pdtins(3,4)P2 que
recluten la PKB cap a la membrana. Un cop alli la PKB és el substrat de dues quinases,
la PDK1 i la PDK2 (phosphatidyl-dependent protein kinases 1 i 2) que la fosforilen en
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treonines i serines respectivament. Un cop fosforilada la PKB es desenganxa de la
membrana i pot fosforilar les seves dianes intracel-lulars com sén la fructoquinasa-2
(involucrada en el control de la glicolisi), la GSK3 (que controla la sintesi de glicogen i la
iniciaci6 de la traducci6 del ARNm), i la proteina Bad (que esta relacionada en
processos d'apoptosis). També controla I'activitat de la quinasa mMTOR que regula la
gquinasa p70S6. Aquesta via intervé en processos metabolics i en la sintesi de proteines
(34) (figura 5).

Receptor d'inzulina

Figura 5.- Representacio de la via de senyalitzaci6 a través de la Fosfoinositol 3 quinasa
(PI3K). Yp/Tp/Sp: tirosines/treonines/serines fosforilades, p85/p110: subunitat reguladora i catalitica
respectivament de la PI3K, SH2: Src homology 2, PKB: protein quinasa B, PDKs: quinases
dependents del fosfatidil, mMTOR: mammalian target of Rampamycin, GSK3: glycogen syntase kinase
3, PFK2: 6-phosphofructo2-kinase.

2.6.- RESISTENCIA A LA INSULINA

2.6.1.- DEFINICIO

El concepte de resisténcia a la insulina ha estat definit d'una manera general com
“un estat (d’'una cel-lula, teixit o organisme) en el que €s necessaria més concentracio
d’insulina per obtenir una determinada resposta biologica” (43). Aixo vol dir que la
cél-lula, teixit o organisme té una resposta biologica a I'accio de la insulina més baixa de
la normal. La resisténcia a la insulina pot ser selectiva, implicant només certs aspectes

de l'acci6 de la insulina, un fet que complica tant la definicié com la caracteritzacié in
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vivo o in vitro. Actualment, la determinacio clinica de la resisténcia a la insulina (o,
inversament, de la sensibilitat a la insulina) es basa en diversos tests, els quals, del més
simple al més complex, inclouen la determinacié dels nivells d’insulina, a nivell basal o
després d'un test de tolerancia oral a la glucosa (OGTT), la mesura dels nivells
sequencials de glucosa en plasma després de l'administracié d'insulina intravenosa
(ITT), l'estimacio de I'index de la sensibilitat a la insulina (Si) aplicant la técnica del model
minim a les dades obtingudes d’'un mostrejat freqlent en un test de tolerancia a la
glucosa intravenosa (FSIVGTT), i la mesura de la disponibilitat de glucosa mediada per
la insulina in vivo (M) mitjancant el procediment del clamp euglicemic hiperinsulinémic
(44).

Encara que la mesura tant del nivell basal com del pic d’insulina després d'un
OGTT és un mitja facil i practic per classificar els individus segons el grau de resistencia
a la insulina (en normals, mitjans a moderats i resistents severs a la insulina), el resultat
d’aquests tests han de ser interpretats en el context dels nivells plasmatics de glucosa, ja
gue la presencia de qualsevol grau d’hiperglicemia suggereix la presencia de defectes en
la secreci6 d'insulina i exagera la resisténcia a la insulina invalidant el grau d'insulinemia com
a index de la resisténcia a la insulina (44).

2.6.2.- CONDICIONS | DEFECTES ASSOCIATS A LA RESISTENCIA A LA INSULINA

La resistencia a la insulina es déna en diverses anomalies humanes d’etiologia
ben diferent. En les sindromes de resisténcia severa a la insulina, la resistencia a la
insulina és un determinant important del fenotip clinic. En d’altres patologies, per exemple
la Diabetis Mellitus tipus 2, I'obesitat i la intolerancia a la glucosa, el grau de resistencia a
la insulina és menor. En la diabetis i la intolerancia a la glucosa, estudis familiars han
postulat que aguestes malalties tenen una base genética. Fins i tot s’ha proposat un
paper patologic per la resisténcia a la insulina en condicions tant dispars com en la
Distrofia Miotonica, la insuficiencia renal cronica i la cirrosi hepatica. Per altra banda la
significacio clinica de 'accié de la insulina en moltes altres anomalies, en cas que hi
sigui, és incerta (45) (taula 1).
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1
Condicions patologiques associades a la resistencia a la insulina.

. ______________________________________________________________________________________________________________|
Condicions adquirides

Excés agut d’hormones contrareguladores (trauma, sepsis severa, infart de miocardi
agut, cetoacidosi diabética)

Certes drogues (corticoesteroids, b-bloquejants)

Tirotoxicosis

Feocromocitoma

Sindrome de Cushing

Insulinoma

Sindrome de Glucagonoma

Insuficiencia congestiva cardiaca

Malaltia ateromatosa

Angina microvascular

Cirrosi hepatica

Insuficiéncia renal cronica

Condicions heretades

Distrofia miotonica

Sindrome de Prader-Willi

Sindrome d’Alstrom

Sindrome de Laurence-Moon-Biedl (Lipodistrofia generalitzada)

Sindrome de Werner

Ataxia de Friedreich

_______________________________________________________________________________________________________________]
Taula 1.- Condicions patologiques associades a la resisténcia a la insulina.Taula parcialment

extreta de la referencia (45) i modificada per I'autor.

En aquestes patologies s"han demostrat defectes en I'accié de la insulina a nivell
de receptor i postreceptor. Els defectes a nivell de receptor estan representats
essencialment per una disminucio en el nombre de receptors en la superficie cel-lular,
associada a hiperinsulinemia i deguda, en general, al mecanisme de regulacié negativa
del receptor per la insulina (down-regulation).
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2.6.2.1.- DIABETIS MELLITUS TIPUS 2

En la resisténcia a la insulina de la Diabetis Tipus 2 s’ha demostrat que
existeixen defectes a nivell de I'activitat tirosina quinasa i se sospita que pot presentar
d’altres defectes postreceptor, encara que la naturalesa molecular d’aquests encara és
desconeguda. A més de la resisténcia a la insulina, en la Diabetis Tipus 2, també hi ha
defectes en la secrecié d’insulina, aixo fa dificil determinar quin dels dos defectes és el
primer. La Diabetis Tipus 2 s’ha classificat com una anomalia multifactorial i
heterogénica, per tant qualsevol proteina involucrada en I'accié o secrecié de la insulina
€s una candidata potencial per a alguna alteracid, genética o no, lligada a la malaltia
(46). Tot i que esta clar que la majoria de pacients amb de Diabetis Mellitus tipus 2 no
presenten mutacions en el gen del receptor d’insulina, O’Rahilly al 1991 i Cocozza al
1992 van descriure alguns pacients amb mutacions en aquest gen (47,48). Encara que
presentar mutacions en aquest gen, no és una caracteristica comu, s’ha estimat que
aproximadament un 1% d’aquests pacients podrien presentar-ne (49).

2.6.2.2.- OBESITAT

La distribucio del teixit adipds en I'obesitat, també afecta a I'acci6 de la insulina
(50). L'obesitat de la part superior del cos (androide), i en particular la deposicio
visceral del greix (indicada per una relacié cintura:cadera elevada), esta molt més
associada amb la intolerancia a la glucosa i amb d’altres caracteristiques de resisténcia
a la insulina que la disposicio del teixit adipds en la part inferior del cos (ginecoid) (50).
En certes poblacions on la incidencia de Diabetis Mellitus tipus 2 és molt alta (Indis Pima,
Americans mexicans, Sud asiatics) els individus estan predisposats a I'obesitat
abdominal.

2.6.2.3.- INTOLERANCIA A LA GLUCOSA

La intolerancia a la glucosa i la diabetis estan ben definides al practicar un test
de tolerancia oral a la glucosa. La intolerancia a la glucosa sovint és un estat de
transicio cap a la Diabetis Mellitus tipus 2.

Al 1988 en Gerald Reaven a partir de diferents linies experimentals i
epidemiologiques va postular que la resistencia a la insulina i la hiperinsulinémia
afectaven el desenvolupament i el curs clinic de tres anomalies relacionades molt
importants: la Diabetis Tipus 2, la hipertensi6 i la malaltia vascular coronaria (51).
Reaven va observar que un determinat grup de pacients amb resisténcia a la insulina
mostraven un conjunt de defectes metabdlics claus que eren factors de risc per la
malaltia vascular coronaria anomenant aquesta agrupacio sindrome X (51).
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2.6.3.- SINDROMES ASSOCIADES A LA RESISTENCIA SEVERA A LA INSULINA

Les caracteristiques cliniques associades amb la resisténcia severa a la insulina
inclouen l'acantosis nigricans (consistent en una hiperpigmentacié i hiperqueratosi de la
pell normalment en els plecs axilars, clatell i ingles), i I'evidéncia d’hiperandrogenisme
ovaric en noies post-puberals, incloent hirsutisme, oligoamenorrea i infertilitat (45).

Totes les sindromes de resisténcia a la insulina severa comparteixen alguna
d’aguestes caracteristiques. La caracteristica més comu és I'hiperinsulinisme, resultat d'un
increment en la secrecié d'insulina per compensar la resisténcia periférica a la insulina (52).

A més la intolerancia a la glucosa o la Diabetis Mellitus franca, encara que no
sempre, es poden donar en els Ultims estadis del curs d’aquestes sindromes (52).

Cada una d'aqguestes sindromes presenten caracteristiques Uniques que les
defineixen, aixi s"ha pogut fer una classificacio dels pacients amb resisténcia a la insulina
severa segons el seu fenotip (taula 2).
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Sindromes associades a la resistéencia extrema a la insulina.

Anticossos anti-receptor d’insulina
Resistencia a la insulina Tipus B

Mutacions en el gen del receptor d’insulina
Leprechaunisme

Sindrome de Rabson-Mendenhall

Resistencia a la insulina Tipus A

D’altres

Lipodistrofia

Resisténcia a la insulina Tipus C

Resistencia a la insulina associada a acromegaloidisme

HAIR-AN (Hiperandrogenisme, Resisténcia a la insulina, Acantosis Nigricans)

PCOS (Sindrome de I'Ovari Poliquistic)
E—————————

Taula 2.- Sindromes associades a la resisténcia extrema a la insulina. Taula parcialment
extreta de la referéncia (45) i modificada per I'autor.

2.6.3.1.- ANTICOSSOS ANTI-RECEPTOR D’INSULINA

Els pacients afectes de resistencia a la insulina Tipus B, no ho manifesten fins a
la mitjana edat. Afegit a les caracteristiques tipiqgues de la resisténcia a la insulina
severa (homeostasi anormal de la glucosa, acantosis nigricans, hiperandrogenisme
ovaric) sovint estan associades a altres patologies autoimmunes. Aquests pacients
poden presentar hipoglicémies en deju o poden desenvolupar hiperglicémies durant el
curs de la seva malaltia, fins i tot subsequent al periode dhiperglicémia i diabetis.
Juntament amb dades de laboratori no especifiques com poden ser la velocitat de
sedimentacié d’'eritrocits elevada, leucopénia, hipergammaglobulinemia, anticossos
antinuclears en sérum, i proteindria, aquests pacients mostren la preséncia
d'anticossos anti-receptor d'insulina (anti-RI) en plasma. Normalment la quantitat
d’anticossos anti-RI esta en proporcié a la magnitud de la resistéencia a la insulina.
Aquests anticossos soOn la marca diagnostica per aquest tipus d’anomalia.
Aquests anticossos probablement sén el resultat o de la pérdua de la tolerancia
immunoldgica o a la generacié d'una resposta autoimmune cap a un antigen exogen i a
la formaci6 d’autoanticossos a través d’'una mimicitat molecular. Aquests anticossos
poden donar resisténcia a la insulina mitjancant interferéncia esterica amb la unié de la
insulina, encara que alguns anticossos anti-RIl semblen activar al receptor, cosa que
explicaria la hipoglicemia que es pot donar en aquests pacients (52).
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2.6.3.2.- MUTACIONS EN EL GEN DEL RECEPTOR D’'INSULINA

Diferents sindromes amb resisténcia extrema a la insulina poden ser degudes a
modificacions estructurals o funcionals del receptor d’insulina (53). El paper del
receptor d'insulina va ser demostrat per la significant reduccié en el nombre o en
I'afinitat d’aquests receptors per la insulina en alguns pacients. També es van observar
anomalies en I'activitat tirosina quinasa aixi com en el cicle de sintesi i reciclatge dels

receptors.

Trobem tres sindromes:

2.6.3.2.1.- LEPRECHAUNISME

El Leprechaunisme va ser descrit al 1954 per WL Donohue i es caracteritza per
presentar un sever retard de creixement tant intrauteri com post-natal i la dificultat per
sobreviure, lipoatrofia, caracteristiques dismorfiques (ulls globulars, orelles llargues i
micrognacia), i acantosis nigricans (43,54). Aquests infants tenen una hiperinsulinémia
molt important, sovint associada a la intolerancia a la glucosa o a la Diabetis Mellitus
franca, a més a més dhipoglicemia en deju (43,54). Addicionalment, les nenes
afectades acostumen a tenir hirsutisme i clitoromegalia, mentre que els nens afectes
presenten un engrandiment del penis (43,54). Daltres caracteristigues d'aquesta
sindrome inclouen pulmons dismorfics, malalties renals i hiperplasia de pit (43). Molt
pocs d’aqguests nens viuen més enlla del primer any de vida, encara que algun ha
sobreviscut fins I'adolescéncia (43,54). S’ha estudiat el receptor d'alguns d'aquests
pacients a nivell molecular i s’ha observat que la majoria s6n homozigots o heterozigots
compostos per mutacions en la regio extracel-lular del receptor (55). S’han trobat alguns
casos on la segona mutacié no ha pogut ser detectada. Estudis de I'expressio del
ARNmM han suggerit que hi deu haver una mutacié que actua en cis i que inhibiria
I'expressio d'aquest allel (56,57) S’han descrit alguns pacients que presenten
mutacions d'aturada en aquest gen, i també un que presenta una delecid total del
receptor d’insulina (58). Aquests individus representants del fenotip nul pel receptor
d’insulina, no presenten diferéncies cliniques importants dels altres pacients afectes de
Leprechaunisme, cosa que suggereix que a nivell genétic el Leprechaunisme es pot
definir com I'abséncia o gairebé abséncia d'un receptor d'insulina funcional (59).

37



Estudi Molecular i Funcional del Receptor d’Insulina en Sindromes de Resisténcia a la Insulina. Introduccié

2.6.3.2.2.- SINDROME DE RABSON-MENDENHALL

Aquesta sindrome va ser primerament descrita el 1950 per Mendenhall (43,60) i
actualment es coneguda com la sindrome de Rabson-Mendenhall. Aquests pacients
presenten a la infancia una resistencia a la insulina molt severa i Diabetis Mellitus
(normalment refractaria a les altes dosis d'insulina), acantosis nigricans, dentici i
ungles anormals, una linia de creixement accelerada, pseudopubertat precoc¢ i
hiperplasia pineal (43,60). El pronostic és generalment pobre degut al desenvolupament
de complicacions microvasculars severes associades a la diabetis (43). A nivell
molecular tots els pacients estudiats s6n homozigots o heterozigots compostos per
mutacions en el gen del receptor d’insulina. Les mutacions trobades en aquest tipus de
pacients no son tan severes com les trobades en pacients amb Leprechaunisme. Per
tant a nivell genetic la sindrome de Rabson-Mendenhall es dona quan les mutacions
comporten un defecte sever en el funcionament normal del receptor, pero aquest no

perd totalment la seva funcionalitat (59).

2.6.3.2.3.- RESISTENCIA A LA INSULINA TIPUS A O DE KAHN

El terme Sindrome genétic Tipus A es va aplicar originariament a noies
adolescents no obeses amb resisténcia a la insulina severa, acantosis nigricans,
hiperandrogenisme ovaric sever, i la unié de la insulina al seu receptor en leucocits
disminuida (53). Actualment s’aplica tant per noies com per nois amb resisténcia a la
insulina heretada severa i acantosis nigricans, en abséncia d’autoanticossos anti-RI.
Les noies post-puberals presenten un excés d’androgens d’origen ovaric, que va des
de I'hirsutisme, acné o oligoamenorrea a la infertilitat i a una virilitzacié franca amb
elevats nivells de testosterona (43,61). A nivell molecular s’han trobat mutacions en
heterozigosi, simple o composta, en les dues subunitats del receptor d’insulina, pero
guan la mutacio es troba en la subunitat b, majoritariament en el domini tirosina quinasa,
aguesta s’hereta de manera dominant. El grau de resisténcia a la insulina associat a
aguests pacients és menor que en els Leprechaunismes o en els Rabson-Mendenhall,
aixo probablement fa que aquesta sindrome es presenti de forma més tardana i sigui
menys severa (59). D’altres defectes post-receptor en la senyalitzacié de la insulina
podrien ser la causa de la resisténcia a la insulina en aquest tipus de pacients.

En aquestes sindromes les mutacions es poden trobar al llarg de tot el receptor, i
no és frequient que es repeteixin. Tot i aixd s’han descrit mutacions que s’ha trobat en
pacients de diferents sindromes de resisténcia a la insulina extrema. Aixo reflecteix
algunes de les dificultats d'imposar una classificacio estricta del que essencialment és
un continu en la disfuncié del receptor d’insulina (59).
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2.6.3.3.- D’ALTRES SINDROMES ASSOCIADES A RESISTENCIA SEVERA A LA
INSULINA

La Lipodistrofia comprén un grup heterogeni caracteritzat per la resisténcia
severa a la insulina i associat a hipertrigliceridemia severa que déna lloc a pancreatitis i
a una infiltracié de greix en el fetge donant lloc a cirrosi (43,61). Aquestes sindromes
han estat classificades segons I'extensid i localitzacié de la distrofia i segons I'edat en
la que es presenta (7,61). En general totes presenten manca de teixit adipos, de forma
generalitzada o en determinades arees del cos, intolerancia a la glucosa o diabetis, un
creixement accelerat, pubertat precog, hipertrofia muscular i hipertrigliceridemia (43).

La resisténcia a la insulina Tipus C se solapa amb la Tipus A, encara que el
defecte és post-receptor (45) i no hi ha alteracions en el receptor.

El terme HAIR-AN (HiperAndrogenisme, Resisténcia a la insulina, Acantosis
Nigricans) s’ha aplicat a dones que presenten les anteriorment citades caracteristiques,
i sovint va associat a I'obesitat (61).

La sindrome de I'ovari poliquistic presenta com a caracteristica juntament amb
I'hiperinsulinisme, quists en els ovaris que poden produir un excés d’androgens. No és
clar si aquestes sindromes representen una entitat diferent de les altres sindromes de
resistencia a la insulina o no (61).

Per dltim la Resisténcia a la insulina severa associada a I'acromegaloidisme (46)

presenta com a particularitat caracteristiques que recorden a l'acromegalia, incloent
cares tosques i engrossiment dels ossos, encara que I'eix GH-IGF-1 sembla ser normal.
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2.6.4.- CLASSIFICACIO DE LES MUTACIONS EN EL GEN DEL RECEPTOR

D’'INSULINA

Les primeres mutacions en el gen del receptor d’insulina van ser identificades al
1988 per Kadowaki i cols. (62) i per Yoshimasa i cols. (63). Des de llavors s’han descrit
més de 90 mutacions en aguest gen.

Aquestes mutacions s’han classificat o dividit en cinc categories o classes
segons l'efecte que tenen sobre el cicle de vida normal d’un receptor (64) (figura 6).

Closse Sintesi Processament @ Unid Activitet Degredecid
transport ¢ o dmeulina TR U¢d receptor
e Membeans —

£xy . X

Figura 6.- Classificaci6 de les mutacions en el receptor dinsulina segons l'efecte que
exerceixen sobre la via de sintesi, processament, funcié i degradacié naturals del receptor.

2.6.4.1.- MUTACIONS DE CLASSE |
Aquestes sén les que afecten a la velocitat de biosintesi del receptor fent-la
disminuir, poden ser subdividides en dos grups:

2.6.4.1.1.- MUTACIONS QUE INTRODUEIXEN UN CODO D'ATURADA PREMATUR
S’han identificat diverses mutacions que impedeixen la biosintesi del receptor
mitjangant la introduccié d’un codo d’aturada prematur en el gen del receptor d’insulina.
Aix0 es pot donar degut a una mutacio sense sentit (honsense mutation) o bé degut a
una delecié que causa un corriment en la pauta de lectura i introdueix un codo
d’aturada. Aquestes mutacions donen lloc a una disminuci6 dels nivells d’ARNm (65). El
mecanisme que produeix aquest fet no és del tot clar perd se I'ha anomenat “disminucio
dels nivells de ARNm degut a mutacions d’aturada” (nonsense mediated mutations
mRNA decay) (66). Si aquestes mutacions es donen up stream del domini
transmembrana, el receptor truncat no sera expressat en la membrana cel-lular (67). Si
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es donen aquests tipus de mutacions en la regi6 intracel-lular del receptor (exons 16-
22), es preveu que aquest receptor es pugui expressar en la membrana cel-lular, tot i
gue la transducci6 del senyal a través d’ells pot estar alterada (67).

2.6.4.1.2.- D’ALTRES MUTACIONS QUE ACTUEN EN CIS | QUE NO ALTEREN LA
SEQUENCIA AMINOACIDICA DEL RECEPTOR

Les mutacions que disminueixen els nivells d’ARNm donen lloc a una disminucio
en la velocitat de la biosintesi del receptor i a la disminucié en el nimero de receptors
expressats en la membrana. Agquest tipus de mutacions disminueixen els nivells del
ARNmM del receptor d’insulina disminuint la velocitat de sintesi, o disminuint I'estabilitat
(21). El cas extrem d’aquesta situacio és la delecio total de receptor (58). En d’altres
mutacions d’aquest tipus, la sequiéncia codificant per la proteina no esta alterada per la
mutacio. El prototipus d’aquestes mutacions es va descriure en un pacient amb la
sindrome de Leprechaunisme, en el que es va identificar una mutacioé sense sentit en
I'al-lel patern, que disminuia els nivells de ARNm, mentre que en I'al-lel matern no es va
poder identificar cap mutacid, tot i que els nivells de ARNm provinents d’aquest al-lel
també estaven disminuits tant en el pacient com en la mare (67). Encara que la possible
mutacié no s’ha pogut identificar, sembla que aquesta actuaria disminuint els nivells
d’ARNm a través d’un mecanisme d’actuacié en cis. Es possible que la mutacio resideixi
en un element regulador de la transcripcié d’aquest gen (21). S’han descrit d'altres
pacients amb nivells dARNm disminuits degut possiblement a una mutacié no
identificada que actuaria en cis (57,58)

2.6.4.2.- MUTACIONS DE CLASSE I

Aquestes mutacions impedeixen el transport del receptor a través del Reticle
endoplasmatic i I'aparell de Golgi cap a la membrana, amb la conseqient disminucio del
nombre de receptors expressats a la superficie cel-lular (67). De vegades els receptors
amb aquestes mutacions poden “lliscar o colar-se” cap a la membrana, encara que no
implica que el seu funcionament sigui normal, poden tenir disminuida I'afinitat per la
insulina, cosa que inhibeix I'habilitat de la insulina d’activar la funcié enzimatica tirosina
guinasa del receptor (67). Aquests defectes associats a la funcionalitat del receptor
concorden amb la hipotesi que la mutacio distorsiona la conformacié normal del receptor
i aixi impedeix la seva funcionalitat (21).

2.6.4.3.- MUTACIONS DE CLASSE Il

Aquestes sbon les que disminueixen l'afinitat del receptor per la unié de la
insulina. Els exons i dominis responsables de la unié de la insulina es troben en la regié
NH,-terminal del receptor, per tant es pot predir que mutacions que canviin la seqiéncia
aminoacidica en aquesta regio, poden alterar la conformacié del lloc d’'unié de la insulina
canviant aixi I'afinitat (21).
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2.6.4.4.- MUTACIONS DE CLASSE IV

La unié de la insulina al seu receptor inicia la cascada de fosforilacions, tant del
propi receptor (autofosforilacions en les tirosines 972,1158,1162,1163,1328 i 1334),
com de proteines substrat intracel-lulars (a través de l'activitat enzimatica tirosina
quinasa del receptor) que transmeten el senyal cap al nucli. En la subunitat b també s’hi
troba el lloc d'uni6 de 'ATP que inclou els aminoacids 1003-1030, i t¢ un motiu
caracteristic (Gly-X-Gly-X-X-Gly-X,;-Lys) conservat en totes les proteina quinases.
Anomalies en la uni6 de I'ATP, que és el donador de fosfats per la tirosina quinasa,
impediria aquesta funcié enzimatica. Uns cent aminoacids corrent avall del lloc d'unié de
FATP, hi ha un altre motiu molt conservat (Arg-Asp-Leu-X;-X,-X3-Asn) que s’ha
identificat com la zona catalitica (catalitic loop) que participa en la catalitzacié de la
transferéncia de fosfats i en la determinacié de I'especificitat de substrats. S’han
descrit una serie de mutacions que inhibeixen aquesta activitat tirosina quinasa,
inhabilitant al receptor per transmetre el senyal iniciat per la unié de la insulina.
Aquestes observacions donen suport a la hipotesi que l'activitat tirosina quinasa té un
paper imprescindible en I'accié de la insulina (21).

2.6.4.4.1.- EFECTE DOMINANT NEGATIU DE LES MUTACIONS EN EL DOMINI
TIROSINA QUINASA

Una mutacié en heterozigosi simple en el domini tirosina quinasa del receptor
d’insulina pot causar resistencia a la insulina. Aixi doncs sembla ser que les mutacions
en el domini tirosina quinasa causen resisténcia a la insulina d’'una forma dominant (49).
Una hipotesi per explicar aguesta dominancia és que seria possible tenir formes
oligomeériques hibrides del receptor d'insulina (asb,b,.), juntament amb formes
simétrigues mutants i normals (a,b,ubmut) 1 (22bybw) (figura 7), i que només les formes
simétriqgues normals retindrien la capacitat enzimatica tirosina quinasa, mentre que tant
les formes hibrides, com les formes simétrigues mutants tindrien I'activitat enzimatica
inhibida (69,70).
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Figura 7.- Representacio de la hipotesi de I'efecte dominant de les mutacions en els dominis
tirosina quinasa del receptor d’insulina. La segregacio, en el cas d’heterozigosi, és 25% WT/WT (Wild
type), 50% WT/Mutant i 25% Mutant/Mutant, de manera que el 75% dels receptors portarien la
mutacio i per tant tindrien 'activitat enzimatica inhibida

Per testar aquesta hipotesi s’han fet diversos estudis de cotransfeccio de
cél-lules amb receptors mutats i receptors normals. Treadway i Frattali en el seu estudi
van poder detectar formes hibrides mutant/normal de receptors que eren inactives com
a tirosina quinases (69,70). Per altra banda el grup de Levy-Toledano no va poder
detectar aquests hibrids (71). Aquestes discrepancies podrien ser degudes a
diferencies experimentals, a causa de la regulacié de I'eficiéncia en la formacié d’hibrids
de la cél-lula hoste (21). Un altre mecanisme per explicar I'efecte dominant negatiu de
les mutacions en el domini tirosina quinasa, va ser proposat per Maegawa et al (62). Hi
ha mutants que retenen la capacitat d'unir lRS 1 (71), aix0 faria possible que els
receptors mutats deficients en I'activitat tirosina quinasa poguessin segrestar I'IRS 1,
disminuint la seva disponibilitat per ser fosforilats pels receptors normals i aixi mediar
l'acci6 de la insulina (21).
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2.6.4.5.- MUTACIONS DE CLASSE V

Aquest tipus de mutacio accelera la velocitat de degradacié del receptor dins
dels lisosomes. El pH acid (pH @5.5) dels lisosomes promou la dissociacié de la insulina
del seu receptor permetent que ambdds (tant I'hnormona com el seu receptor) siguin
reciclats i reutilitzats. Si no es déna aquesta dissociacio, el complex insulina-receptor
sera degradat. S’han identificat mutacions en el receptor d’insulina que inhibeixen la
capacitat de dissociaci6 de la insulina del seu receptor a pH acids, incrementant la
velocitat de degradacio in vitro (72) i disminuint el nombre de receptors a la superficie
cel-lular degut a la impossibilitat de reciclatge (53).

2.6.5.- MUTACIONS DESCRITES

En la taula 3 s’esquematitzen les mutacions en el gen del receptor d’insulina
descrites i I'efecte d’aquestes.
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Mutacions descrites en el gen del receptor d’'insulina de diferents pacients (1-77)

Taula 3.-
amb resisténcia a la insulina i I'efecte que aquestes exerceixen sobre el receptor. (La taula continua

en les dues pagines seguents)
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2.7.- AGENTS ANTIDIABETICS

Es creu que la hiperglicémia en la Diabetis Tipus 2 és deguda a la inactivacio de
I'accio de la insulina degut principalment a dues classes de factors; els genetics i els
ambientals. Aquesta inactivacié dona lloc a problemes metabolics com son la
superproduccié de glucosa hepatica, la disminucié de la secrecié d’insulina i la
resistencia periférica a la insulina (73).

S’han emprat diferents compostos com a drogues antidiabétiques, com son les
Sulfonilurees (milloren la funci6 de la cél-lula b i redueixen la glucosa en plasma), les
Tiazolidinediones (troglitazona) (incrementen la sensibilitat i la resposta a la insulina) i
les Biguanides (Metformina).

2.7.1.- LA METFORMINA

La histdria de les biguanides comenca amb I's de la Galea Officinalis a I'edat
mitjana com a tractament per la diabetis. EI component actiu, la guanidina, va ser utilitzat
als anys 20 per sintetitzar diferents compostos antidiabétics. Un d’ells, la Metformina,
s’esta emprant ara en més de 90 paisos i és un dels agents antidiabétics més utilitzats
(74) (figura 8).

METFO M| A

( 113\ illl |i[
N—~C NH— C— NH,
{'11/

Figura 8.- Esquema de la biguanida Metformina.

La Metformina exerceix diferents efectes beneficiosos en la via metabolica de la
glucosa (75). A nivell del receptor de la insulina, s’ha considerat que la Metformina no té
cap efecte en la unié de la insulina, en canvi incrementa tots els efectes biologics que
sbén estimulats per la insulina (transport de glucosa, sintesi de glicogen, metabolisme
lipidic, etc). En pacients diabétics i en obesos, s’ha descrit un increment de la
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fosforilacié del receptor i de lactivitat tirosina quinasa. Es creu, doncs, que la
Metformina actuaria després de la unié de la insulina pel receptor i abans de I'activacio
dels IRSs (75).

El nostre grup va tractar amb la Metformina una pacient afecta de la sindrome
genetica de resistencia a la insulina Tipus A. Aquesta pacient és heterozigota per una
mutacié en el domini tirosina quinasa del receptor d'insulina (76). El tractament amb
Metformina va normalitzar els nivells d’androgens i d’insulina, es van establir els cicles
menstruals i va aparéixer la telarquia (77). El mecanisme mitjancant el qual aguest
compost ha exercit aguest efecte és un dels punts d’estudi d’aquest treball.
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