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Diabetes tipo 2 y papel de la célula g

1. Introduccién

pancreatica en la homeostasis metabolica

1.1.1 La diabetes en la actualidad

n el mundo occidental la disponibilidad continua de alimentos, muchos de ellos de
Ealta densidad calérica, y la proliferacion de tecnologias que fomentan el sedentarismo;
estan consiguiendo que la obesidad y sus comorbilidades sean la epidemia del siglo XXI. De
entre las comorbilidades, la diabetes esta viviendo un espectacular aumento de prevalencia.
Solamente la pasada década la estimacion del nimero de diabéticos a nivel global pasé de los
171 millones en el ano 2000, a los 285 millones en 2010. Se prevé que sean 439 millones en
2030, lo cual supondria un aumento de la prevalencia desde el 6,4% en 2010 al 7,7% en 2030
sobre el total de la poblacién mundial (Shaw ez /., 2010). Segtn el reciente estudio sobre la
diabetes en Espana (Estudio Di@bet.es) Soriguer ez al., 2012; la prevalencia es del 13,8%,

aproximadamente la mitad de este nimero desconoce que padece la enfermedad.

El aumento de prevalencia de la diabetes es un problema de salud publica de primer orden.
La diabetes incrementa el riesgo de enfermedad cardiaca, infarto y complicaciones microvas-
culares como ceguera, fallo renal y neuropatia periférica. Las complicaciones causadas por la
diabetes son una de las principales causas de consulta médica e ingreso hospitalario. El coste
para la sanidad nacional de un paciente diabético es aproximadamente 4 veces mayor que el
de un paciente no diabético, alrededor del 10% del gasto total en sanidad esta destinado al
tratamiento de esta enfermedad (American Diabetes Association, 1998). Adem4s en muchos
casos esta patologia supone un importante hindicap a la hora de abordar otras comorbilida-
des, ya que la enfermedad es una contraindicacién para muchos tratamientos, y sus repercu-
siones sobre los diferentes sistemas organicos son de gran importancia, complicando de esta

manera el manejo de cualquier patologfa.

El aumento de la poblacién urbana en los paises en desarrollo, junto con el envejecimiento
general de la poblacién, son los principales eventos demograficos que afectaran a la preva-
lencia futura de la diabetes. La aparicién de diabetes tipo 2 entre individuos cada vez mds
jovenes, junto con el cambio de habitos de vida en los paises en desarrollo, han convertido a la
obesidad y a la diabetes en importantes problemas que la humanidad debe de afrontar desde
diferentes 4mbitos. La educacién y prevencién es clave, aunque la modificacién de habitos
que lleven a una menor ingesta calérica y a un aumento de la actividad fisica, resulta dificil
de implementar en la poblacién general, por lo que la intervencién farmacoldgica puede ser
el tnico recurso para algunos. Es necesario establecer nuevas estrategias preventivas y trata-

mientos, guiados siempre desde la investigacién cientifica.



Diabetes tipo 2 y papel de la célula 3 pancreatica en la homeostasis metabdlica

1.1.2 Fisiopatologia de la diabetes tipo 2

La diabetes es una enfermedad caracterizada por un aumento de la glucemia, asociada a
numerosas complicaciones, principalmente cardiovasculares, que reducen la calidad y la es-
peranza de vida. La principal diferencia entre diabetes tipo 1y 2 se encuentra en la etiologfa.
Mientras que la diabetes tipo 1 se da principalmente en la infancia, y es producida por una
destruccion autoinmune de las células f pancredticas que resulta en una deficiencia absoluta
de la insulina; la diabetes tipo 2 se caracteriza por un fallo en la accién de la insulina y/o su

secrecion, apareciendo normalmente en la poblacién adulta.

La diabetes tipo 1 representa alrededor de un 5-10% de todas las diabetes. Aunque la diabetes
tipo 2 es de cardcter poligénico (> 90% de todas las diabetes), un 1-2% de las diabetes son de
cardcter monogénico: diabetes neonatales y las llamadas MODY (maturity onset diabetes of
the young). Alrededor de 15 genes diferentes han sido identificados como responsables de las
diabetes monogénicas (clasificacién revisada en Murphy ez a/., 2008). Prueba del papel clave
de la célula B en la etiopatogénesis de la diabetes es el hecho de que todos estos genes estan

implicados en el desarrollo y/o funcién de la célula p pancreatica.

Genética La insulina es la hormona anabdlica por excelencia,
-t Adipoquinas . .y /1
' /~ Fracaso de’, Inflamacion es la encargada de estimular la captacion glucidica
------------------- . | «— | n )
. Célulap . Hiperglucemia . Son . .

SR Acidos grasos por parte de los tejidos periféricos, y a la vez impide
Otros fatores que los lipidos del tejido adiposo sean liberados.

Pancreas . . .y
Una falta de insulina, ya sea por una accién defec-
v tiva de la hormona (resistencia a la insulina), o por

. Resistenciaa 3 * ./ .
frosearmnesn s O nsdling un defecto en la secrecién por parte de las células B,
Lipdlisis Produccion Toe-esT 1 ltiples d laci boli E
eva a multiples desregulaciones metabdlicas. Estas
de glucosa Transporte de p 8

glucosa incluyen desde hiperglucemia por falta de captacion
){- de glucosa, a dislipidemia por la desregulacion de la
homeostasis lipidica. Si esta situacion se cronifica,
puede desencadenarse el dano de multiples drganos

y la aparicion de complicaciones diabéticas.

Acidos grasos Glucemia
libres

Figura 1.1. Esquema de los diferentes
érganos implicados en la progresién a la
diabetes. Figura adaptada de Stumvoll et
al., 2005.

En la diabetes tipo 2, el evento inicial que lleva al
desarrollo de la enfermedad, es la resistencia a la insulina. En la diabetes asociada a obesidad,
esta resistencia es fruto del exceso calérico, que acaba resultando tdxico para los tejidos. Son
varios los tejidos que tienen un papel clave en el desarrollo de la resistencia a la insulina y la
diabetes (Figura 1.1). El tejido adiposo blanco, que fisiolégicamente sirve como depésito de
lipidos, puede saturarse y provocar una redistribucién anormal de los lipidos en otros tejidos.
Ademds, produce multitud de hormonas denominadas adipoquinas (leptina, resistina, adipo-
nectina, IL-6, TNFa), cuya presencia o carencia juega un importante papel en el desarrollo de
la resistencia a la insulina (revisado en Muoio y Newgard, 2005). El musculo esquelético es el
tejido que mds glucosa consume del organismo, una menor captacién de glucosa debido a la
resistencia a la insulina en musculo, es uno de los factores que mas contribuyen al desarrollo

de la hiperglucemia (Stumvoll ez al., 2005).



El higado es un érgano clave para el mantenimiento de la homeostasis glucidica. Tras la
ingesta, la insulina secretada por las células b pancredticas, llega por circulacién portal al
higado, donde debe actuar suprimiendo la produccién hepdtica de glucosa. En el caso de
existir resistencia a la insulina en este érgano, la gluconeogénesis hepdtica estarfa descontrola-

da, y contribuirfa al desarrollo de hiperglucemia (Michael ez 4., 2000).

Aunque la resistencia a la insulina es importante en el desarrollo de la diabetes tipo 2, no
todos los individuos que presentan resistencia a la insulina acaban desarrollando la enferme-
dad. La fase de resistencia a la insulina, denominada pre-diabetes, puede alargarse durante
afios o incluso nunca evolucionar a diabetes. Esto es posible gracias a la compensacién por
parte del pancreas, que eleva los niveles de insulina para hacer frente a la falta de accién de la
hormona en los tejidos. Tanto en modelos animales como humanos, el evento clave en el paso

de pre-diabetes a diabetes manifiesta es el fracaso de la célula § (Figura 1.2).
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Esta naturaleza progresiva de la enfermedad, y su estrecha relacién con la funcién de la célula
B ha sido puesta de manifiesto en ensayos clinicos (UKPDS, 1998), u otros estudios prospec-

tivos (Weyer et al., 1999), asi como en revisiones de la literatura (Kahn, 2001).
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Figura 1.2. Comparacién de la evolu-
cién de los niveles de glucosa en sangre,
con la insulinemia, los dcidos grasos
libres y la masa de célula  durante la
progresion a la diabetes. El punto de
inflexién lo representa el fracaso de la
célula B, lo que conlleva una disminucién
de la insulina circulante y la manifesta-
cién de la diabetes. Figura adaptada
de Lingohr et al., 2002.
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1.1.3 Papel de la célula g en la homeostasis metabdlica

1.1.3.1 Estructura anatdémica de los islotes de Langerbans

El pancreas es una glandula endocrina y exocrina. La parte exocrina estd formada por los
acinos serosos, cuya funcidn es ayudar al sistema digestivo mediante la secrecion de enzimas
digestivas. La parte endocrina se encuentra en los islotes de Langerhans, descubiertos por
Paul Langerhans en 1869 (Langerhans, 1869). Los islotes no representan més que el 1-2% del
volumen del pdncreas, encontrdndose completamente embebidos en el pancreas exocrino.
Mientras que el resto de drganos endocrinos del organismo forman estructuras compactas,
los islotes de Langerhans se encuentran dispersos en una glindula exocrina. Las razones de
esta organizacién “anatémicamente inusual” no quedan del todo claras, pero llevaron a pro-
poner la existencia del eje islote-acinar (Williams y Goldfine, 1985), y pueden explicar la

insuficiencia pancredtica observada en muchos pacientes diabéticos (Lankisch et al., 1982).

La citoarquitectura de los islotes es compleja y varfa ampliamente entre diferentes especies
(Brissova ez al., 2005) Figura 1.3. Los islotes contienen, al menos, cinco tipos de células se-

cretoras de hormonas:
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*  Células a: producen glucagén (15-20%)

*  Células B: producen insulina (65-85%)

¢ Células d: producen somatostatina (3-10%)

*  Células &: producen ghrelina (<1%)

*  Células PP: producen polipéptido pancredtico (3-5%)
En roedores, los islotes tienen una composicién muy uniforme y caracteristica, con las células
oy 0 situadas en la periferia y células § en el ntcleo. En humanos no se encuentra esta or-
ganizacién, y ademds los islotes presentan una gran variabilidad en su composicién celular

dependiendo de la zona del pancreas donde se encuentren, representando las células 8 entre el

25%y el 80% del total de células del islote.



1.1.3.2 Funcidn de la célula B pancredtica: secrecion de insulina

Las células B pancredticas son la principal fuente de la hormona insulina, esencial para mante-
ner la homeostasis metabdlica. La funcién més importante de estas células es la secrecién de
insulina en respuesta al estado nutricional del organismo. La secrecién estd ademds regulada
por hormonas gastrointestinales denominadas incretinas (i.e. GLP-1, glucagon-like peptide I;
o el péptido insulinotrépico dependiente de glucosa, conocido como GIP, gastric inhibitory

polypeptide), ademds de estimulos neurales (revisado en Holst y Gromada, 2004).

Las células B, junto con los hepatocitos, presentan un transporte de glucosa independiente de
insulina, gracias al transportador GLUT2 (glucose transporter 2). Una vez dentro de la célula,
una isoforma de la hexoquinasa expresada en célula f ¢ higado, la hexoquinasa IV (también
denominada glucoquinasa), cataliza la fosforilacién de la glucosa a glucosa 6-fosfato. La

alta Km (constante de Michaelis-Menten)
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pancredtica (Sansbury et al., 2012).

La glucosa transportada al interior de la célula 5 es metabolizada, produciendo un incremento
en el ratio ATP/AMP, lo cual produce el cierre de los canales de K* sensibles a ATP (canales
K

rp)» despolarizacién de la membrana celular, y apertura de los canales de Ca** dependientes

de voltaje. Esto resulta en un aumento de la concentraciones de Ca?* intracelular, desencade-
nando la secrecién de los granulos de insulina (Figura 1.4 y revisado en Seino ez 4/.,2011). El
papel de la mitocondria es clave tanto en el metabolismo que lleva al aumento de ATP, como
en la regulacién de los niveles de Ca?* intracelular que posibilitan la secrecién de insulina
de forma sostenida (Wiederkehr y Wollheim, 2012). Aunque la glucosa es el secretagogo
por excelencia, otras moléculas también pueden modular el estado energético celular, esti-
mulando la secrecién de insulina. Un ejemplo muy estudiado es el caso del metabolismo de

aminodcidos (Newsholme ez 4/, 2007).

P/Q and L type
Ca?* channel

Figura 1.4 Secrecién de insulina en célula
B de humano. Esquema de Ashcroft y
Rorsman, 2012.
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1.1.3.3 Plasticidad de la masa de célula 8

La masa de célula B se encuentra finamente regulada y puede ser adaptada en condiciones
fisiologicas o patoldgicas que representen una mayor demanda sistémica de insulina. La masa
de célula B resulta del balance entre fendmenos que producen su aumento: proliferacién
celular (hiperplasia), aumento de tamafio celular (hipertrofia), “aparicién” de nuevas células
B a partir de células ductales (neogénesis); y aquellos que la estarfan disminuyendo (muerte

celular, hipoplasia e hipotrofia).

En individuos normales, la masa de célula f aumenta durante la juventud debido a hiperplasia
(Meier et al., 2008; Kohler e al., 2011), mayoritariamente por proliferacién de células ya
existentes en contraposicion a neogénesis (Dor ef al., 2004). Estudios de acumulacién de
lipofuscina en célula p de humanos, junto a modelacién matemdtica, han determinado que
hasta el 97% de las células que componen la masa de célula  en humanos quedaron formadas
antes de los 20 afios de edad del individuo (Cnop ez 4., 2010). El caricter postmitdtico de la
masa de célula § en adultos también ha sido puesto de relieve en otros estudios en humanos

(Kohler et al., 2011), asi como en ratones (Teta et 4l., 2005).

El papel clave de la hipertrofia celular en la dindmica de la masa de célula B alo largo de la vida,
fue descrito en ratas por (Montanya et /., 2000). Su estudio demostré que tanto hipertrofia
como hiperplasia son responsables del aumento de masa de célula B en animales jévenes,
siendo la hipertrofia la principal contribuidora del aumento en adultos (Figura 1.5). Estas
observaciones permiten conciliar estudios que demuestran el aumento de masa de célula fp en
adultos (Butler ez a/., 2003), con los ya descritos que hacen hincapi¢ en la baja proliferacién

tras la juventud, poniendo de relieve la especial relevancia de la hipertrofia de célula f.

1 3 7 10 15
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Figura 1.5 Papel clave de la hipertrofia
de célula B, adaptado de Montanya et al.,
2000.
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Son diversos los estudios que demuestran la alta plasticidad de la masa de célula B en diver-
sas condiciones. El embarazo supone un aumento de la demanda de insulina, resultando en
aumento del numero y volumen de células § entre otros cambios adaptativos (revisado en
Sorenson y Brelje, 1997). La compensacién ante situaciones patoldgicas, como la resistencia
a la insulina sistémica observada en el modelo nulo heterocigoto para el receptor de insulina
(IR) e IRS1 (insulin recepror substrate 1), es capaz de producir un aumento de hasta 15-20
veces la masa de célula B y secrecién de insulina (Briining ef 4/, 1998). Otros modelos cl4si-

cos de aumento compensatorio de masa de célula § incluyen los animales carentes de leptina



(0b/0b) Edvell y Lindstrém, 1995; o de su receptor (db/db) Chick y Like, 1970. Ambos son
modelos de obesidad por hiperfagia que acaban desarrollando diabetes debido a pérdida de

la masa de célula f.

Es importante mencionar a la apoptosis como mecanismo ﬁsiol(’)gico para el mantenimiento
de la masa de célula . Pues si el fin de los mecanismos que llevan a una mayor masa de célula
B, es el aumento de los niveles de insulina; una subsiguiente disminucién de la demanda de
la hormona debe de ir acompanada de reduccidn de la masa de célula B. En estos casos, una
reduccién deficiente de la masa de célula  podria llevar a hipoglucemia, potencialmente
letal. Por lo que de forma fisioldgica, siguiendo al aumento de masa de célula B observa-
do durante el embarazo, la masa disminuye por muerte celular programada tras el parto
(Scaglia ez al., 1995). De igual manera, la apoptosis de célula § participa de forma fisioldgica

en el remodelamiento del islote en neonatos (Scaglia ez /., 1997).

1.1.4 El fracaso de la célula g

El fallo de los mecanismos que llevan al aumento de la sintesis y secrecién de insulina en
condiciones de mayor carga metabdlica, son los que propician la aparicién de diabetes
per se (Rhodes, 2005). El fracaso en la funcién de la célula § y su relacién con la diabetes es
un hecho bien documentado (Kahn, 1998), sin embargo la posibilidad de “reduccién de la
masa celular’, como hecho diferenciado o bien como el propio causante de la “reduccion de
funcién”, no ha sido seriamente considerado como agente etioldgico de la diabetes tipo 2
hasta la pasada década. Esto fue en parte debido a la poca accesibilidad del tejido pancredtico
en humanos y la inexistencia de estudios longitudinales sobre masa de célula 8. No obstante,
laimportancia de la relacién de la funcién de la masa de célula B y la progresion hacia diabetes
tipo 2 ha estado oscurecida durante muchos afios detras de la nocién de “resistencia a la insu-

lina” como agente fundamental en la patologia.

Hoy en dia el paradigma ha cambiado, y existe un amplio consenso sobre el papel clave
que juega la reduccién de funcién de célula § en la progresién a diabetes tipo 2 (Ashcroft
y Rorsman, 2012). Esto ha sido posible gracias a la aparicién de numerosas evidencias en
modelos animales, ademas de estudios post mortem que muestran la pérdida de masa de célula
f en humanos diabéticos (Butler ez 4/., 2003). Ademis se encontrd que la secrecién de insu-
lina estimulada por glucosa es menor en islotes de pacientes diabéticos (Del Guerra ez 4l.,
2005). Observaciones realizadas en pacientes pancreatectomizados (hasta el 50% de la masa
pancredtica), no se tradujeron en modificaciones significativas de la homeostasis glucidica
(Menge et al., 2008). Sin embargo, el mismo grupo ha llegado ha establecer que la diabetes
per se aparece cuando la masa de célula p queda reducida en aproximadamente en un 65%
(Meier et al., 2012).

Por otro lado, estudios recientes han identificado hasta 50 genes de susceptibilidad para el

desarrollo de la diabetes tipo 2 (revisado en McCarthy, 2010). Al igual que pasa con los genes
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responsables de las diabetes neonatales (100% relacionados con desarrollo o funcién de célula
(), estos nuevos genes asociados con la patologfa también estdn en la prictica totalidad, rela-

cionados con la célula f.

Si bien es cierto que la resistencia a la insulina tiene un papel importante en diabetes tipo 2,
la célula f ha quedado reconocida como piedra angular en la evolucién de la enfermedad.
Aunque la misién de la célula f es la correcta secrecidn de insulina, ajustada siempre a la
carga metabolica, esta tesis doctoral se centra no en la “funcién” de célula f sino en la masa;
es decir en los mecanismos que regulan proliferacién/tamano celular, muerte o supervivencia
de la célula B. Como es de suponer, la funcién es extremadamente dependiente de la masa de
célula B. Si bien es cierto que puede existir una funcion deficiente de célula § de forma inde-
pendiente de la masa, el debut de la diabetes es generalmente precedido por una disminucién

de masa de célula p.

Las vias de sefializacién que regulan el aumento de masa de célula 5 o que pueden contribuir
también a su fracaso son recogidas en la seccién 1.2. Los mecanismos moleculares especificos
que participan en muerte/supervivencia de la célula  pancredtica quedan discutidos en la

seccion 1.3.
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m Senalizacion celular

1.2.1 Lainsulina y su receptor

1.2.1.1 La insulina

La insulina es una hormona polipeptidica de 52 aminoacidos, descubierta en 1922 por
Frederik G. Banting y colaboradores (Banting ez a/., 1922). Se sintetiza como preproin-
sulina, una unica cadena de 86 aminodcidos. Por procesamiento proteolitico se elimina el
péptido sefial amino-terminal, generando la proinsulina. Posteriormente, la escisiéon de
un fragmento interior de la proinsulina (péptido-C), genera la insulina, con dos cadenas
(e y B), unidas por dos puentes disulfuro, y un tercer puente intracatenario en la cadena a.

(Figura 1.6).

Insulina (activa

Cadena @

) ) Proinsulina
Preproinsulina “H

Adsptach de http Hbass biouci edu

Figura 1.6. Esquema del procesamiento

. . . del precursor de la insulina.
1.2.1.2 El receptor de insulina y sus isoformas

El receptor de la insulina (IR) es un heterotetrdmero compuesto de dos subunidades o extra-
celulares y dos subunidades B transmembrana, unidas por puentes disulfuro (Figura 1.7, a).
De igual manera que las dos cadenas de su ligando, las del IR derivan de un mismo precursor

transcrito, el pro-receptor que se ensambla tras una rotura proteolitica.

Tras la unidn de la insulina al receptor, se produce un cambio conformacional que permite la
unién de ATP y la autofosforilacidn de una serie de residuos de tirosina de la cadena 8 del IR
(Kasuga et al., 1982a; 1982c), lo cual permite la interaccién del IR con sus sustratos intracelu-
lares. En el IR también existen residuos de serina y treonina susceptibles de fosforilacién y que
regulan de forma negativa la actividad quinasa del IR (Kasuga ez a/., 1982b). La estimulacién

crénica del receptor aumenta estas fosforilaciones, disminuyendo su actividad.

El gen humano del IR contiene 22 exones, pero por splicing alternativo del ARNm, el exén 11
se traduce en la isoforma B (IR,), o aparece una forma sin ex6n 11 (IR, ). Las dos isoformas
tnicamente difieren en 12 aminodcidos, que se encuentran cerca del extremo C-terminal de

la cadena a del IR, (Seino y Bell, 1989) Figura 1.7, b. Aunque el IR presenta una estructura

11
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Figura 1.7. El IR y sus isoformas.

(a) Representacién esquemdtica del IR. A la
izquierda, exones: 1-11, cadenas a; 12-22
cadenas f. A la derecha “médulos” prede-
cidos: L1, Large domain 1; CR, dominio rico
en cisteina; L2, large domain 2; Fn, dominios
“fibronectina tipo-Ill”; TM, dominio trans-
membrana; JM, juxta membrane domain;
TK, dominio tirosina-quinasa; CT, domino
C-terminal.

(b) Representacion de la cadena a del IR,
e IR,. ID-a, dominio inserto, + exén 11 (IR,);
-exén 11 (IR)).

(c) Vista en planta del IR, siguiendo el eje
de simetria. Se muestra unién a insulina e
IGF-Il. Se representa el mayor impedimen-
to en IR, por el exén 11 (en rojo).

Esquema adaptado de Belfiore et al.,
2009.
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comun en todos los vertebrados, hasta con un 20% de invariabilidad, el sp/icing alternativo del

ex6n 11 es una caracteristica tinica de mamiferos (Hernandez-Sanchez ez 4., 2008).

IR-B

C “Libre” “Unido”

En la literatura existe gran controversia sobre el papel de las diferentes isoformas del IR. Se
sabe que la distribucién de las isoformas varia segin el tejido (McClain, 1991), siendo el IR .
mds caracteristico de desarrollo fetal y relacionado con el cdncer (Denley ¢ 4., 2003). Aun
as{ IR, es también expresado en tejidos adultos. No hay consenso sobre la afinidad relativa del
las isoformas del IR por la insulina, diferentes trabajos indican una mayor afinidad del IR,
por la insulina (McClain, 1991; Yamaguchi ez al., 1993; Denley ez al., 2004), otros indican
que es idéntica (Whittaker e /., 2002). Sin embargo no existen discrepancias sobre la mayor
afinidad del IR versus IR, por IGF-IT (Figura 1.7, c), siendo mucho mayor que para IGF-I



(revisado en Belfiore ez al., 2009). La causa primera que lleva a la expresién de una u otra
isoforma es desconocida, aunque estudios en distrofia muscular, patologfa relacionada con
mayor expresion de IR, y splicing aberrante de otros genes; han permitido identificar los
clevados niveles de la ribonucleoproteina nuclear heterogénea H (hnRNP H), como respon-

sable del la expresion preferencial de IR, en miocitos (Paul ez 4l., 2006).

1.2.1.3 El receptor de insulina en célula B pancredtica

El modelo animal nulo homocigoto para IR llega a término sin defectos aparentes, pero estos
animales mueren a las 48-72 h por cetoacidosis severa (Accili ez al., 1996). Este estudio de-
mostr6 como el IR no es vital para el desarrollo prenatal, pero es sumamente importante para

la homeostasis metabélica durante la vida independiente.

Modelos knock-out del IR de forma especifica de tejido han permitido una mejor compren-
sion de la accién tejido-especifica de la insulina, y descubrimiento de nuevos elementos
de su sefializacién (revisado en Kitamura ez 4/, 2003). El modelo knock-ont para el IR de
forma especifica en célula B (BIRKO) presenta solamente una pequefia disminucién de la
masa de célula B de forma basal (Otani ez /., 2004). Sin embargo el IR es importante para el
aumento compensatorio de la masa de célula B en respuesta a resistencia a la insulina a nivel
sistémico. Esto quedo probado por el cruce del modelo liver IR knock-ont (LIRKO, Michael
et al.,2000), el cual desarrolla resistencia a la insulina y aumento compensatorio de la masa de
célula B, con el modelo BIRKO. El modelo resultante (BIRKO/LIRKO) desarrollé diabetes
al quedar impedida la compensacién de célula B (Okada ez 4., 2007).

El receptor de IGF-I es importante en célula 8 para la correcta regulacién de la secrecién de
insulina, pues el modelo PIGF1RKO mostré intolerancia a la glucosa pero no cambios en la
masa de célula p (Kulkarni e# 4/., 2002). Tampoco es necesario el receptor de IGF-I para la
compensacion de la masa de célula 8 en animales alimentados con dieta grasa, mientras que
el IR si es esencial (Okada ez 4/., 2007). Sin embargo, la resistencia total a insulina/IGF-1 en
célula B en el modelo doble knock-out de IR e Igf1r (BIRKO/BIGF1RKO) resulta en hipopla-
sia de célula B y diabetes severa a las 3 semanas (Ueki ez 4/., 2006).

También existen datos en la literatura sobre el papel especifico de las isoformas del IR en
célula P. Parece ser que preferentemente las células B de islotes expresan IR, (Muller et al.,
2007). Tanto en lineas de célula f murinas como en islotes pancredticos humanos, se relaciona
la hiperglucemia crénica con una disminucién de la expresion de la isoforma IR, en favor de
IR, (Hribal e 4l., 2003). Por otro lado, fue descrito como la sefializacién a través de IR . lleva
a una mayor sintesis de insulina, mientras que el IR, media una mayor transcripcién de la
glucoquinasa (Leibiger ez 4/., 2001). Por tltimo, en islotes pancredticos extraidos de animales
de 6 meses del modelo LIRKO inducible, los cuales presentan resistencia a la insulina e hiper-
plasia pancredtica compensatoria, hay una mayor expresion de IR, (Escribano ez al., 2009).
Estas observaciones parecen indicar que la expresion especifica de IR, en célula § podria jugar
un importante papel en los mecanismos compensatorios frente a resistencia a insulina que
llevan al aumento de masa de célula B por un lado y al aumento de sintesis y secrecién de

insulina por otro.

1. Introduccién

13



Senalizacion celular

14

1.2.2 Senalizacion de la insulina

1.2.2.1 Sustratos del receptor de insulina

Hay numerosos sustratos conocidos del IR, los cuales también tienen un importante papel
en la sefalizacién a través del receptor de IGF-I (revisado en Taniguchi ez 4/, 2006). Entre
ellos, los mejor caracterizados son los IRS (insulin receptor substrate), familia que cuenta con
6 miembros que presentan una alta homologfa. Los diferentes IRSs tienen diferente distri-
bucién tisular y funcién. IRS1 e IRS2 se encuentran ampliamente distribuidos, siendo IRS2
fundamental en célula f e higado. El modelo Ir5s2 7 presenta un fenotipo diabético causado
principalmente por resistencia a la insulina hepdtica, y ausencia de compensacion pancredtica
(Withers ez al., 1998; Kubota ez 4/., 2000). Mientras que animales IrsI 7~ presentan defectos
de crecimiento por menor sefalizacién de IGF-L, y resistencia a la insulina principalmente
muscular. En este caso la resistencia es compensada por aumento de la masa de célula 5, dando
lugar a hiperinsulinemia, por lo que animales s 7~ no llegan a desarrollar diabetes (Araki ez
al., 1994; Tamemoto et al., 1994).

Las proteinas IRS contienen multiples residuos susceptibles de ser fosforilados. Los residuos
de tirosina (21 residuos en IRS1 de los cuales se conservan 14 en IRS2) al fosforilarse sirven
como puntos de anclaje para proteinas con dominios SH2 (Src homology 2 domain). Muchas
de estas proteinas actian como moléculas adaptadoras, tal como la subunidad reguladora de
la PI3K (fosfatidilinositol 3-quinasa), o Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2). La
fosforilacién en tirosina de IR ¢ IRS estd contraregulada por tirosin-fosfatasas, las cuales se
han encontrado reguladas positivamente en estados de resistencia a insulina. La tirosin-fos-
fatasa més estudiada es la PTP1B (proteina tirosina fosfatasa 1B), ratones P#p1b " presentan
una mayor sensibilidad a la insulina, y son resistentes a la obesidad inducida por dieta grasa

(Elchebly ez 4l., 1999).

Ademds de en tirosina, los IRS pueden fosforilarse en serina/treonina (unos 30 residuos) por
diversas quinasas, entre las cuales se encuentra la quinasa de la proteina ribosomal S6 (S6K)
Shah et al., 2004. La fosforilacién en serina/treonina, es causa de resistencia a la accién de
insulina e IGF, ademds promueve la interaccién de los IRS con la proteina 14-3-3, que acelera
el programa proteolitico de estas proteinas. La fosforilacion es estos residuos es un meca-
nismo de contraregulacién de la senalizacién de la insulina, que se activa por un estimulo
prolongado, ademds de servir de comunicacidn con otras vias de sefializacién que la regulan

negativamente (TNFe, JNK, IKKS, etc.) Hotamisligil ez 4., 1996.
1.2.2.2 Ruta PI3K/PDK1/ Akt

PI3K funciona como un nodo critico de la sefializacién de la insulina. PI3K estd formada por
una subunidad reguladora y otra catalitica, las cuales presentan multiples isoformas. La inte-
raccion del dominio SH2 de la subunidad reguladora de PI3K con dominios de IRS fosfori-
lados en tirosina produce la activacién de la subunidad catalitica de PI3K (Myers ez al., 1992).
PI3K clase I fosforila al fosfolipido de membrana PIP, (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato) para



formar PIP, (fosfatidilinositol-4,5,6-trifosfato). El modelo animal con delecién de PI3K
clase Ia especificamente en célula B (cruce de BPik3r1 " con en animal Pik3r2 "), presenta
una masa de célula f normal a las 8 semanas, pero se encuentra reducida en animales de 32

semanas. Estos animales también presentan una menor funci(’)n secretora, y mayor apoptosis

de célula B (Kaneko ez 4/, 2010).

Laaccién de PI3K puede ser negativamente regulada por fosfatasas de PIP,, PTEN (phospha-
tase and tensin homolog; 3-fosfatasa de PIP3) y SHIP2 (SH2-containing PIP3 phosphatase 2;
5’-fosfatasa). Modelos animales carentes de estas proteinas presentan mayor sensibilidad a la
insulina y resistencia a la obesidad inducida por dieta grasa (Sleeman ez a/., 2005; Wijesckara
etal.,2005). El modelo BPten 7 presenta expansién de la masa de célula B, hiperinsulinemia e
hipoglucemia, mejor tolerancia a la glucosa y resistencia a la destruccion de células f inducida

por estreptozotocina (Stiles ez /., 2006).

PIP, actua como segundo mensajero, y permite el anclaje en membrana plasmdrica y acti-
vacién de proteinas con dominio PH (pleckstrin homology), como PDK1 (phosphoinositide
dependent protein kinase-1). La activacién de PDK1 por PIP, lleva a la fostorilacion de Akt
en Thr*® y de PKC{ en Thr*". Para la completa activacién de Akt es precisa la fosforilacion
de Ser*”, que no es mediada por PDKI sino por m[ORC2 (Sarbassov ez al., 2005). El

473 no estd del todo claro, aunque mSINT1,

mecanismo que lleva a la fosforilacion de Ake-Ser
componente critico de MTORC2, posee un domino PH que podria interaccionar con PIP,

en la membrana posibilitando la fosforilacién de Akt (Yang ez al., 2006).

La funcién de esta ruta es critica en célula B, el modelo PdkI 7 de forma especifica en célula p
desarrolla diabetes debido a una drstica reduccién de la masa de célula B (Hashimoto et 4.,
2006), de manera similar a lo observado en los modelos Irs2 - o el BIRKO/BIGF1RKO,

tratados prcviamcntc.

Akt media muchas de las acciones de la insulina a nivel sistémico, esenciales para la homeos-
tasis metabolica (transporte de glucosa mediado por GLUT4 en tejidos periféricos, sintesis
de glucégeno, menor gluconeogénesis hepdtica, etc.). Akt es una serina/treonina quinasa que
presenta 3 isoformas, con diferente distribucidn tisular. Akt3 se expresa preferentemente en
tejido nervioso, mientras que Aktl se expresa de forma pleiotrdpica, y Akt2 estd altamente
expresado en tejidos clave para la funcién de la insulina. Solamente presentan un fenotipo
caracterizado por alteraciones metabélicas los animales carentes de k22, aunque la masa de
célula f es capaz de aumentar para compensar parcialmente la resistencia a la insulina sisté-
mica en animales 442 7~ (Cho et al., 2001a). También se han identificado mutaciones en
humanos en el gen de 4422 que llevan a resistencia a la insulina severa (George et al., 2004).
Evidencias derivadas de las observaciones en modelos 4422 7~ (Cho et al., 2001a) y Akt1
(Cho ez al., 2001b) llevan a pensar que las funciones de estos dos genes son redundantes en

célula By que pueden compensarse el uno al otro.

La expresion iz vivo de una forma constitutivamente activa de Akt en célula § result6 en
una masa de célula B hasta 6 veces mayor, acompafiado de hiperinsulinemia (Bernal-Mizrachi

et al., 2001). En este modelo se observan hasta 4 veces mas células B (hiperplasia), y de un
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Membrana plasmatica

volumen doble (hipertrofia). Akt es capaz de aumentar la proliferacién de célula B al regular
los niveles de proteinas clave de ciclo celular en célula , como ciclina D1, ciclina D2, p21
y aumentar la actividad de Cdk4 (cyclin-dependent kinase 4) Fatrai et al., 2006. El cruce del
animal transgénico expresando una forma de Akt constitutivamente activa en célula 8, con
modelos S6k1 7" y/o S6k2 7~ demuestra que S6K media parte de los efectos de Akt sobre el
aumento de masa de célula B, pero no todos, ya que el animal BAkz-myr ; S6k1 7 ; S6k2
atin presenta mayor masa de célula 8 respecto a los controles (Alliouachene ez al., 2008).
La delecién de Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR), componente critico de
mI'ORC2 (ver seccién 1.2.5.1), de forma especifica en célula B, presenta menor fosforilacién

de Ake-Ser?” en islotes pancredticos. Este efecto se traduce en una menor masa de célula
(Gueral,2011).

O Insulina

PI3K

SHIP2

S6K,
IKK, JNK

Inactivo

mTORC1

Transocacc’)n\

Nucleo

Figura 1.8. Esquema de la

sefializacién de la insulina.

Se muestran los elementos

introducidos en esta seccién. Algunas de
las proteinas no definidas hasta ahora son:
Shc, SH2-domain containing protein; Gab2,
Grb2-associated-binding protein; Grb2,
Growth factor receptor-bound protein 2;
Ras, Rat sarcoma protein ; Raf, v-raf murine
sarcoma viral oncogene homolog B1; MEK,
mitogen signal-regulated
kinase ; ERK, extracelular signal-regulated

extracellular

kinase.
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Exclusién
nuclear

Akt fosforila e inhibe a GSK3B (glucégeno sintasa quinasa 3f), regulando la progresién del
ciclo celular. GSK30 ademds conecta con TSC2/mTORCI mediante fosforilacién inhi-
bitoria de TSC2 (Inoki ez al., 2006). La sefalizacién de insulina producirfa activacién de
Akt, e inactivacién de GSK3p, con el consiguiente estimulo de la ruta TSC2/mTORCI. El
tratamiento ex vivo de islotes humanos con inhibidores de GSK3 aumenta la proliferacion

celular de manera MmT’ORC1 dependiente (Liu ez 4/., 2009a). La sobreexpresién de una forma



constitutivamente activa de GSK3f en célula § lleva a hipoplasia celular, e intolerancia a la
glucosa (Liu ez al., 2008). Mientras que se observan efectos inversos en el modelo pGsk3p”
(Liu et al., 2010). Ratones con pancreatectomia de hasta el 90% fueron tratados localmente
con morfolino-oligonucledtidos antisentido frente a GSK3p, promoviendo tanto regenera-

ci6n acinar como de célula f pancredtica (Figeac ez a/., 2012).

Akt también tiene como dianas otras proteinas que serdn tratadas mds adelante, entre ellas,

factores de transcripcion de la familia forkbead box clase O (FoxQO), o la proteina TSC2.

1.2.2.4 Ruta Ras-MAPK

La ruta Ras-MAPK (proteina quinasa activada por mitdgenos) es activada por insulina tras la
unién a dominios fosforilados en tirosina del IR e IRS de las proteinas con domino SH2 (She
y Gab1) a Grb2 y SOS. Esto causa la activacién del dominio GTPasa de Ras, y la subsiguiente
activacién de Raf, que desencadena una cascada de sefalizacién que resulta en la fosforilacién
de MEK1/2 y ERK1/2 (revisado en Pouysségur ez al., 2002).

ERKSs fosforilan multiples proteinas, entre ellas TSC2 (Ma ez 4l., 2005), y la quinasa de la
proteina ribosomal S6 p90 (RSK) Chen ez al., 1992. RSK a su vez también es capaz de fos-
forilar a TSC2 (Roux et al., 2007). Estas acciones llevan a un aumento de la sintesis proteica
general y la expresion de ciertos genes. Diversas evidencias indican que ERK1 y ERK2 son
efectores de las acciones mediadas por insulina en crecimiento y diferenciacién, pero no tanto
para sus acciones metabdlicas. Tampoco hay modelos que exploren la importancia de esta
ruta en célula de manera especifica en célula . El efecto de la glucosa en esta ruta, de manera

independiente del efecto de la insulina es discutido en la seccién 1.2.3.

Por tltimo mencionar como la estimulacién de ERK no en célula §, sino en higado, es capaz
promover sefiales nerviosas, por medio de un ¢je hepato-neuro-pancredtico que llevan a un

aumento de la masa de célula f en condiciones de resistencia a la insulina (Imai ez 4/, 2008).

1.2.2.4 Factores de transcripcion de la familia forkhead box

Miembros de esta familia como FoxO1, FoxO3a o FoxO4 son fosforilados por Akt (Nakae ez
al., 2002), inhibiendo su accién al promover su exclusién nuclear. A nivel sistémico FoxO1
promueve la gluconeogénesis hepidtica o la adipogénesis, por lo que su inhibicién mediada
por insulina es esencial para el mediar el efecto anabélico de la hormona. Estos factores de
transcripcién también inhiben fuertemente la proliferacion al regular positivamente la trans-
cripcién de p274%! (Medema et al., 2000), inhibidor de la formacién del complejo ciclina
D/Cdk4, esencial para la proliferacién de célula f (Rane ez al., 1999). FoxO1 juega un impor-
tante papel en célula  en proliferacidn y respuesta al estrés. En situaciones normales, la accién
autocrina de la insulina producida por las células f mantiene a FoxO1 siempre en citoplasma.
Sin embargo, FoxO1 localizado en ntcleo inhibe la proliferacion de célula § al suprimir la
expresion de PdxI (Kitamura ef al., 2002).

El modelo FoxO1 haploinsuficiente (Foxol *) es capaz de revertir parcialmente el fenotipo

diabético observado en animales /rs2 7 (Kitamura ef 4/., 2002), al igual que el del modelo
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BPdkl1 - (Hashimoto ez al., 2006). Estos estudios demostraron como FoxOl suprime la
transcripcion de Pdx! dependiente de Foxa2, y elegantemente ensefiaron como nucleos
positivos para FoxO1 nunca lo son para Pdx1. Pdx1 (pancreatic and duodenal homebox-1I) es
un factor de transcripcion clave para la identidad de célula f y su proliferacién (McKinnon
y Docherty, 2001). Pérdida parcial de la funcién de Pdx1 est4 relacionada con la aparicién
temprana de diabetes en humanos (Stoffers e 4/., 1997), asi como una menor expansién y

mayor muerte de célula 8 en animales PdxI * (Fujimorto ez al., 2009; Sachdeva et al., 2009).

Modelos animales mencionados hasta ahora, los cuales demuestran la importancia de la senia-

lizacién de la insulina en célula 3, quedan recogidos en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1 Sefializacién de la insulina en célula 8, modelos animales

Modelo

Efecto en célula B Fenotipo Referencia

BIR

BIR - ; LIRKO/HFD
(high-fat diet)
Blgflr -

Blgf1r --; HFD

BIR - ; Blgflr -

IR *; Irs1 *F

Irs1 -

Irs2 -

Irs2 7~ ; FoxO1 *-

BPik3r1 - ; Pik3r2 7

BPten -

BRictor -

BRictor *; BPten -
BPdkI -

BPdk1 --; Foxol *-

BAktT-myr

BAkt1-myr ; S6k1 -

BAktT-myr ;
S6k1 -; S6k2 -
BGsk3B-CA

BGsk3p

Pdx1 */-; HFD

| 25% masa de célula B

., Diabetes en el 25% de los animales
| Funcién secretora

Otani et al., 2004

Aumento compensatorio de Intolerancia a la glucosa severa

Okada et al., 2007

masa de célula B impedido

| Funcién secretora

1 Masa de célula B (compensatorio)

Hipoplasia de célula B

1 Masa y funcién de célula B
(compensatorio)

1 Masa de célula B (compensatorio)

Hipoplasia de célula B

Recuperacién parcial de
la masa de célula B

| Funcién secretora
| Masa de célula B
1 Apoptosis de célula 3

1 Masa de célula B
(Hipertrofia e hiperplasia)

| Funcién secretora
| Masa de célula B (hipoplasia)

Ligera hipertrofia de célula B
Hipoplasia de célula B

Recuperacién parcial de la masa de
célula B

1 Masa de célula B
(Hipertrofia e hiperplasia)

1 Masa de célula B
(Hipertrofia e hiperplasial).
Menor que anterior

1 Masa de célula B
(Hipertrofia e hiperplasia)
Menor que anterior

| Masa de célula B

1 Masa de célula B

Aumento de masa de célula B impedido

Muerte temprana
Intolerancia a la glucosa

Resistencia a la insulina
Intolerancia a la glucosa
No desarrollan diabetes

Hipoinsulinemia, diabetes severa

Hiperinsulinemia, resistencia severa a

la insulina. 40% diabetes.

Defecto de crecimiento

Resistencia muscular a la insulina

Hipoinsulinemia, diabetes severa

Intolerancia a la glucosa
No desarollan diabetes

Intolerancia a la glucosa

Hipoglucemia

Mayor tolerancia a la glucosa

Hiperglucemia
Intolerancia a la glucosa

Normal

Hipoinsulinemia, diabetes severa

No desarollan diabetes

Hiperinsulinemia,
Tumores (insulinomas)

| Tumores

No desarolla insulinomas
No descritos otros efectos

Intolerancia a la glucosa

Resistencia a diabetes inducida por

dieta grasa

Hipoinsulinemia
Diabetes severa

Kulkarni et al., 2002

Okada et al., 2007

Ueki et al., 2006
Brining et al., 1998

Araki et al., 1994;
Tamemoto et al., 1994

Withers et al., 1998;
Kubota et al., 2000

Kitamura et al., 2002

Kaneko et al., 2010

Stiles et al., 2006

Guetal., 2011

Guetal., 2011
Hashimoto et al., 2006

Hashimoto et al., 2006

Bernal-Mizrachi et al.,
2001

Alliouachene et al., 2008

Alliouachene et al., 2008

Liv et al., 2008

Liv et al., 2010

Sachdeva et al., 2009




1.2.3 Modulacion de la sefnalizacién por el estatus energético

1.2.3.1 Senalizacion de la glucosa en célula 8

La glucosa en célula B es transportada de manera insulino-independiente, por lo que es
posible el estudio de su propio efecto sobre la senalizacidn. Es conocido que en célula § la
glucosa es capaz de estimular la ruta de MEK-ERK (Frédin ez a/., 1995; Briaud et al., 2003),
aunque no se conoce el mecanismo, parece ser dependiente de Ca** y AMPc. Un estudio
previo de nuestro laboratorio demostré como la glucosa es capaz de activar a ERK de manera
independiente de la insulina que pudiese secretarse en células p IR * (Guillen ez 4l., 2006).
Otro estudio demostr6 que la senalizacion de glucosa iz vitro a través de la ruta Ras-MAPK
solo tiene consecuencias a nivel de proliferacién celular, y no sobre la funcién secretora de la

célula § (Khoo y Cobb, 1997).

Estudios en lineas celulares también demuestran como los niveles de glucosa modulan de
manera critica tanto la proliferacion basal en células B como la estimulada por IGF-I o la
hormona de crecimiento (Hiigl ez al., 1998; Cousin ez al., 1999). Estudios recientes en
modelos de diabetes inducida, muestran como la proliferacién de célula  observada se
puede relacionar directamente, y de manera positiva, con la glucemia (Pechhold ez 4/., 2009).
Prueba del efecto positivo de la glucosa per se sobre la masa de célula § es el modelo animal
haploinsuficiente de glucoquinasa, de forma especifica en célula . La glucoquinasa es esencial
para el metabolismo de la glucosa, y animales haploinsuficientes no son capaces de aumentar
la masa de célula B en respuesta a dieta grasa, desarrollando diabetes (Terauchi ez af., 2007).
Los autores atribuyen parte de este efecto a una disminucién de los niveles de IRS2, lo cual
estd en concordancia con otro estudio que reporta el efecto positivo de la glucosa sobre la
expresién de IRS2 en lincas de célula B o islotes de rata (Lingohr ez 4/, 2006). La glucosa,
aun demostrando ser un importante contribuyente al aumento de masa de célula 8 en estos
estudios, no resulta suficiente en ausencia de sefializacién de la insulina/IGF-I. Como fue in-
dicado anteriormente, el modelo fIRKO/BIGFIRKO desarrolla diabetes severa con elevada

hiperglucemia, sin presentar aumento de masa de célula f (Ueki ez al., 2006).

Los efectos potenciadores de GLP-1 sobre la masa de célula § son dependientes de glucosa
(Buteau et al., 1999). GLP-1 actta a través de un segundo mensajero (AMPc), cuya sin-
tesis mediada por la adenilato ciclasa es dependiente de ATP. GLP-1 es capaz de activar a
mI'ORCI por un mecanismo dependiente de Ca** y AMPc (Kwon et al., 2004). Esto apoya
la idea de que glucosa y GLP-1 pueden actuar sinérgicamente, ya que el efecto de glucosa
sobre Ras-MAPK/mTORCI1 es también dependiente de AMPc y Ca** (Briaud ez 4/., 2003).

El propio metabolismo de la glucosa aumenta el ratio ATP/AMP, y por lo tanto incide sobre

el sensor energético celular por excelencia, la proteina quinasa activada por AMP (AMPK).

1.2.3.2 AMPK, importancia en célula 8

La AMPK es un heterotrimero formado por 3 subunidades (e, B, y). Para cada subunidad,
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existen 2-3 isoformas diferentes, que provienen de diferentes genes, dando como resultado
hasta 12 combinaciones diferentes (Hardie ez /., 2012). Aunque algunas isoformas son
ubicuas, otras son especificas de corazdn, higado, u otros tejidos. En célula , la isoforma cata-
litica predominante es AMPKa1 (Da Silva Xavier ez al., 2000). AMPK acttia como un sensor
energético, el cual es conservado en todas las células eucariotas. Se activa por incremento
del ratio AMP/ATP, bien causado por estrés metabélico que interfiera con la produccién
de ATP (deprivacién de nutrientes u oxigeno), o por un aumento del consumo de ATP. El
AMP produce una activacién alostérica
de AMPK, y permite que LKB1 (liver
kinase BI) fosforile el residuo Thr'7?,
aumentando alrededor de 100 veces
la actividad de AMPK (Jenne et al.,

\ / 1998),
Metabolismo \ 172 / 998)
lipidico ®Cy Metabolismo
lucidico i { H
@ — g Multitud de proteinas son dianas de
/ \ AMPK, que es uno de los nodos mds
/ \ importantes en la regulacién del meta-
e @ bolismo de la célula, encargdndose de
iclo celular
@ inhibir los procesos biosintéticos que
GD Biogénesis ATP. Algunas de sus di
mitocondrial consumen . Algunas de sus dianas

Autofagia

Figura 1.9 Regulacién de diferentes pro-
cesos a través de AMPK.

AMPK es activada por un bajo ratio ATP/
AMP, y fosforilada por LKB1. CaMKK
(Calmodulin-dependent  protein
kinase) también fosforila a AMPK en
respuesta a elevado Ca?" intracelular.
AMPK regula positivamente transporte de
glucosa a través de (AS160, Akt substrate
160 kDa) y glucolisis (PFK, fosfoructoqui-
nasa), mientras que inhibe la sintesis de
glucdégeno (GS, glucégeno sintasa). Regula
negativamente biogénesis mitocondrial y
sintesis de proteinas a través de PGCla
(peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1a) y mTORCI. La
autofagia es regulada positivamente a
través de fosforilacién directa de ULK1 e
inhibicién de mTORC1. La activaciéon de
AMPK produce parada de ciclo celular,
siendo un modulador negativo de prolife-
racién. AMPK inhibe la sintesis de esteroles
(HMGR, hidroximetilglutaril-CoA
tasa) y lipidos complejos, a la vez que
promueve lipdlisis y oxidacién de dcidos
grasos (ACC, acetil CoA-carboxilasa).

kinase

reduc-
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son: 1) Regulando el metabolismo lipi-
dico: ACC, HMG-CoA reductasa. 2)

Sobre el metabolismo glucidico y trans-

Sintesis de
proteinas (mTORC1)

porte de glucosa: glucdgeno sintasa,
fosfofructoquinasa, AS160. 3) Sintesis
de proteinas y autofagia al bloquear la
actividad de mTORC1: TSC2, Raptor, ULK1. AMPK inhibe el crecimiento y la prolife-
racién, al inhibir la biosintesis lipidica, glucidica y proteica (Figura 1.9). La relevancia de
AMPK en diabetes tipo 2 queda patente al ser una diana farmacolégica. La metformina, acti-
vador indirecto de la AMPK, es posiblemente el firmaco més extendido para el tratamiento

de diabetes tipo 2, teniendo como efecto principal la inhibicién la gluconeogénsesis hepética.

La importancia de la AMPK en la fisiologia de la célula f pancredtica ha sido extensivamente
tratada en la literatura. Por un lado, juega un importante papel en la secrecion de insulina, la
activacién artificial de AMPK bloquea la secrecién de insulina estimulada por glucosa (Salt ez
al., 1998; Leclerc et al., 2004), al regular negativamente tanto la expresion de preproinsulina
(DaSilva Xavier ez al., 2000; Kim ez a/.,2008b), asi como la dindmica de vesiculas de secrecién
(Tsuboi, 2003). Por otro lado, la activacién prolongada de AMPK por AICAR o metformi-
na, induce la apoptosis de célula B (Kefas e /., 2003a; 2004), mediada por JNK y caspasa-3
(Kefas ez al., 2003b). Los efectos in vivo de la AMPK en célula B fueron interesantemente
mostrados por Richards y colaboradores, usando como modelo ratones a los que se les indujo
diabetes por estreptozotocina. Estos ratones fueron sometidos a transplante con islotes pan-
credticos que previamente habfan sido infectados con adenovirus conteniendo una AMPK

constitutivamente activa, un dominante negativo de la AMPK, o un gen irrelevante como



control. Los animales con islotes que expresaron la forma dominante negativa de AMPK,
lograron un mejor control de la glucemia, todo lo contrario que aquellos que expresaban la
forma activa de AMPK (Richards ez 4/, 2005).

Mis recientemente, el modelo knock-out de Lkb1 de forma especifica en célula f muestra una
tolerancia aumentada a la glucosa debido a mayor masa de célula @ (hiperplasia e hipertrofia)
ademds de mayor actividad secretora de insulina (Fu et 4/, 2009; Granot ez al., 2009). Estos
autores demostraron como la pérdida de LKB1 y la consiguiente menor accién de AMPK en
célula f aumenta la actividad de mTORCI ¢ induce hipertrofia, reversible por tratamiento

con rapamicina.

Sorprendentemente el modelo BAMPK-DKO (Ampkal ;5 BAmpka2 ) no presenta una
masa de célula  mayor (Sun et /., 2010). Un efecto esperable serfa una mayor activacién de
mI'ORCI1 e hipertrofia, sin embargo los autores muestran hipotrofia, sin cambios en la ruta
de mTORCI. Es posible que parte de los resultados no esperados con este modelo se deban
ala doble delecién de AMPK también encontrada en neuronas hipotaldmicas, por el uso de
Crebajo el promotor RIP2 (rat insulin promoter 2),lo cual al aumentar el tono parasimpdtico,

complica una correcta interpretacién de los resultados.

1.2.4 El complejo TSC1-TSC2

1.2.4.1 Estructura y funcidn

Los genes 7SCI y TSC2 fueron identificados en 1997 y 1993 como el locus genético que se
encontraba mutado en la enfermedad conocida como complejo de esclerosis tubular (TSC)
European TSC Consortium, 1993; van Slegtenhorst ez al., 1997. Esta enfermedad genética,
de cardcter autosémico dominante, se caracteriza por la formacién de tumores benignos
(tuberomas y hamartomas), que afectan principalmente al cerebro, rifiones, piel, corazén y
pulmones. Las manifestaciones clinicas incluyen desérdenes neuroldgicos (epilepsia, retraso

mental), angiomiolipomas renales y pulmonares (revisado en Crino ¢ al., 2006).

El producto de estos genes son las proteinas TSC1 (140 kDa), y TSC2 (200 kDa), las
cuales no comparten ninguna homologfa entre ellas, y muy poca con cualquier otra pro-
teina. Aparentemente, el inico domino con actividad de estas dos proteinas, es una regién
C-terminal del TSC2 con actividad GAP (proteina activadora de GTPasa). TSC1y TSC2 se
asocian formando un complejo heterodimérico. TSCI1 es requerido para estabilizar a TSC2
y prevenir su degradacién mediada por ubiquitinacién o su secuestro por unién a 14-3-3
(Li et al., 2002; Shumway ez 4l., 2003). No se conoce otra funcién para TSC1 que la de
estabilizar a TSC2, por lo que mutaciones en TSCI afectan directamente a la actividad de

TSC2 (Hodges ez 4., 2001).

La funci6n principal del complejo, es la de actuar como freno de la actividad de mTORCI.

En condiciones en las que TSC2 se encuentra estabilizada por unién a TSC1, y por un estatus
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Figura 1.10.

El complejo TSC modula la actividad de
mTORC1 a través de una proteina G de
pequefio tamaiio, Rheb, de la superfamila de
Ras. Rheb unido a GTP es un potente activador
de mTORCI, el mecanismo de activacién no
estd muy claro, pero se cree que la interaccién
de Rheb-GTP con FKBP38 libera a esta ultima
del complejo mTORC1 . Cuando FKBP38 se
encuentra unido a mTOR, inhibe su actividad
de una manera similar a la del complejo
FKB12-rapamicina. El complejo TSC1-TSC2, a
través del dominio GAP de TSC2, con funcién
activadora de GTPasa, promueve la actividad
GTPasa intrinseca de Rheb, pasando de Rheb-
GTP a Rheb-GDP, y por lo tanto inhabilitando
la activacién de mTORC1. Figura adaptada de
Huang y Manning, 2008.
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de fosforilacién apropiado, la actividad GAP de TSC2 sobre Rheb (Ras-homolog enriched in
brain) impide la activacién de MmTORC1 (Zhang e al., 2003; Inoki et 4., 2003a) Figura 1.10.
El factor intercambiador de nucleétidos de guanina (GEF) encargado de recargar a Rheb con
GTP, fue identificado como la proteina dTCTP en Drosophila (Hsu et al., 2007), aunque
posteriores estudios cuestionan que TCTP (translationally controlled tumor protein) campla
este mismo papel en mamiferos, por lo que la busqueda del GEF de Rheb en mamiferos ain

no ha sido concluida.

1.2.4.2 E{ complejo TSC1-TSC2 como nexo de integracion de seriales

Las proteinas TSC1 y TSC2 se encuentran moduladas por fosforilacién (Figura 1.11, a),
principalmente en TSC2, aunque TSC1 también puede ser fosforilado por IKKB (inbibitor
of nuclear factor kappa-B kinase B) Lee et al., 2007a; Cdk1 (Astrinidis e al., 2003) y GSK3
(Mak e al., 2005). Ademds otras proteinas regulan la actividad del complejo mediante su aso-
ciacién o disociacién (Figura 1.11, b). El complejo TSC tiene méxima actividad en ausencia

de factores de crecimiento, y estados de baja energfa celular.

La senalizacion de la insulina, por la via de PI3K/Akt, estd conectada con el complejo me-
diante la fosforilacién de Ser’ y Thr'? en TSC2, mediada por Akt. Estas fosforilaciones
inhiben la funcién GAP de TSC2, promoviendo la activacién de mI'ORC1 (Inoki ez af,
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2002; Manning e al., 2002). De una manera similar, la activacién de la ruta Rass-MAPK
también conecta con mI'ORCI, mediante fosforilacién de TSC2, y como se ha descrito an-
teriormente, en célula 8 esta ruta podria estar estimulada tanto por insulina como por glucosa
de manera independiente. ERK 1/2, es capaz de fosforilar directamente a la Ser®* de TSC2,
desestabilizando el complejo TSC1-TSC2 (Ma ez 4l., 2005; 2007). También se han descrito
fosforilaciones en TSC2 mediadas por las RSKs (Roux et /., 2004). En presencia de factores
de crecimiento, TSC2 también puede ser fosforilado e inhibido por DAPK (death-associated
protein kinase) Stevens et al., 2009, 0 MK2 (MAPK-activated protein kinase 2) Li et al., 2003.

Por otro lado, TSC2 es fosforilado en Thr'*” y Ser'** por AMPK en condiciones de bajo

estatus energético u otros tipos de estrés que activen a AMPK (Inoki ez 4., 2003b). Esta
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Figura 1.11 Regulacién del complejo TSC1-TSC2.
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(a) Esquema que muestra diferentes residuos de fosforilacion de TSC1 y TSC2, asi como las quinasas responsables. Las fosforila-
ciones que inhiben la funcién del complejo (lineas rojas), modulan positivamente la actividad de mTORC1. Ocurre de forma inversa

para aquellas fosforilaciones que estabilizan el complejo (flechas negras).

(b) Diferentes proteinas que modulan la actividad del complejo a través de interaccién. La interaccién de DOCK (dedicator of cyto-
kinesis 7) con TSC1 no tiene una funcién conocida (Nellist et al., 2005). La proteina 14-3-3 interacciona con TSC2 tras fosforilacién
en ciertos residuos o interaccidn con otras proteinas, funcionando como regulador negativo de TSC2 (Li et al., 2002; Shumway et

al,, 2003).
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fosforilacién de TSC2, al contrario que las anteriores mencionadas, estabiliza la actividad

GAP de TSC2 sobre Rheb, permitiendo la inhibicién de mTORCI.

El estado redox celular es capaz de modular a mT’ORC1 (Sarbassov y Sabatini, 2005), y
esta regulacion parece ser dependiente de la proteina sensora ATM (atalasia-telangiectasia
mutated), que modula la actividad de mTORC1 de manera dependiente de LKB1/AMPK y
TSC2 (Alexander ez 4l., 2010), fibroblastos 75c2" no son capaces de inhibir la sefializacién
de mT'ORCI en presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS).

La via de senalizacion de Wnt también es capaz de regular a mTORCI a través de TSC2.
GSK3p fosforilaa TSC2 en multiples residuos, y de manera sinérgica con AMPK, estabilizan
la accién supresora de TSC2 sobre mT'ORCI. Sin embargo, la senalizacion de Wnt lleva a la
inhibicién de la accién de GSK30 sobre TSC2, promoviendo la actividad de mTORCI1 de
manera independiente de cambios transcripcionales mediados por B-catenina (Inoki ez aZ.,
2006). Por tltimo, el complejo TSC1-TSC2 también puede integrar senales de hipoxia para
inhibir a mMTORCI. El complejo media la accién del gen inducible por hipoxia REDD1, el
cual estabiliza la su funcién represora de mTORC1 (Brugarolas ez 4l., 2004).

No estd del todo claro por qué las fosforilaciones descritas aumentan o disminuyen la activi-
dad GAP de TSC2, aunque se cree que en parte puede ser por una modulacién de su unién
con TSCI, o directamente regulando negativa o positivamente su secuestro por unién a pro-
teina 14-3-3, o su degradacién mediada por ubiquitinizacién (Chong-Kopera et 4/., 2006).
Ademis el complejo TSC1-TSC2 puede estar modulado por interaccién con otras proteinas.
Recientemente se ha descrito un nuevo compaiero del complejo TSC1-TSC2: TBC1D7
(TBC domain family, member 7), el cual estabiliza el complejo a través de su unién a TSCI1.
Aunque atin no queda claro su regulacion concreta, parece que tiene un papel similar al de
TSC1 y estabiliza el complejo reprimiendo la accién de mTORC1 a través de Rheb (Dibble
etal.,2012).

Tanto FoxO1 como TSC2 son proteinas fosforiladas por Akt, quinasa que reprime su accién.
Pero ademds, tras la fosforilacién por Ake, FoxO1 es excluido del nicleo y se localiza en cito-
plasma, donde capaz de interaccionar con la regién C-terminal de TSC2. Esta interacciéon
desestabiliza el complejo TSC1-TSC2 e inhibe la actividad GAP de TSC2 frente a Rheb,
promoviendo la forma Rheb-GTP y la activacién de mTORC1 (Cao ef 4/, 2006). Ademds
TSC2 puede asociarse a SIRT1 (sirtuina-1, deacetilasa dependiente de NAD*), modulando
negativamente la actividad de mTORCI1 en condiciones de estrés por deficiencia de aminod-
cidos (Ghosh ez 4l., 2010). Aunque Ghosh y colaboradores no encontraron evidencias de
acetilacion en TSC2, no se descarta que proteinas del complejo TSCI1-TSC2 puedan estar
reguladas por acetilaciones, algo que actualmente se encuentra bajo nuestra investigacion.
Otra posibilidad es que las sirtuinas puedan regular la interaccién de TSC2 con factores de
transcripcion de la familia de FoxO, ya que los primeros son dianas bien caracterizadas de
la actividad deacetilasa de sirtuinas (Brunet ez al., 2004; Nemoto et al., 2004; Frescas et al.,
2005; Zhao et al., 2010a).



1.2.5 mTORC1

1.2.5.1 Estructura de los complejos de mTOR

El mammalian target of rapamycin (mTOR) es una serina/treonina-quinasa que realiza su
accién dentro de un complejo multiproteico (MTORC1 o mT'ORC2) Figura 1.12. Ambos
contienen a mI'OR como subunidad catalitica, aunque su regulacién y acciones son diferen-
tes. Ambos complejos tienen una proteina caracteristica esencial para el ensamblaje de todo
el complejo y sus interacciones con otras proteinas reguladoras. En el caso de mTORC1 es
Raptor (regulatory-associated protein of mTOR) Hara et al., 2002; y para mTORC2 es Rictor
(rapamycin-inensitive companion of mI OR) Sarbassov et al., 2004. Otro componente caracte-
ristico de MTORC]1 es el sustrato de Akt de 40 kDa rico en prolina (PRAS40) Sancak et al.,
2007; mientras que DEPTOR (DEP domain-containing mI OR interacting protein) Peterson
et al., 2009, estd presente en ambos complejos; ambas proteinas son reguladoras negativas de
mI'OR. Como componente caracteristico de mI'ORC2 cabe destacar mSIN1, posiblemente
la proteina responsable de la activacion de MiTORC2 por PIP, y de su localizacién en mem-
brana para la completa activacién de Akt por fosforilacién en Ser?” (Sarbassov et 4l., 2005;
Yang ez al., 2006).
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Figura 1.12. Los complejos de mammalian target of rapamycin 1y 2 (mTORC1 y mTORC2) tienen algunos componentes compartidos
mientras que otros son Unicos de cada complejo. Ambos contienen la proteina letal en mamiferos SEC13-8 (mLST8), y la proteina
de interaccién con mTOR con dominio DEP (DEPTOR). Caracteriza a mTORCI1 la presencia de la proteina reguladora asociada a
mTOR (Raptor), y el substrato de Akt rico en prolina de 40 kDa (PRAS40). Mientras que mTORC2 es caracterizado por la presencia
de la proteina de mamiferos activada por estrés y de interaccién con MAP quinasa (mSIN1), la proteina acompafiante de mTOR
insensible a rapamicina (Rictor) y la proteina observada con RICTOR (PROTOR). Esquema adaptado de Zoncu et al., 2011.

Una de las caracteristicas fundamentales que diferencian alos complejos de mT'OR es su dispar
sensibilidad al compuesto que, paraddjicamente, les da nombre; la rapamicina. Mientras que
mI'ORCI es inhibible por rapamicina (mecanismo expuesto en la Figura 1.10), mTORC2
es rapamicina-insensible. Cabe puntualizar que en ciertas lineas celulares se ha observado in-

hibicién de MT'ORC2 tras tratamiento prolongado con rapamicina (Sarbassov e 4/, 2006).
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Si bien la explicacién que dan los autores es que el poo/ de mMTOR queda secuestrado por el

complejo rapamicina-FKBP12, inhabilitdindolo para su accién en mT'ORC2.

mI'ORC2 es regulado por la unién de ligandos a receptores con dominios tirosina quinasa,
como ha sido explicado previamente. Pero ademds se ha observado que la asociacién del
complejo TSC1-TSC2 a mIT'ORC2 es necesaria para su completa actividad (Huang ez 4/,
2008). Aparte de los efectos anabdlicos de la insulina mediados a través de la fosforilacién de
Akt, mTORC2 fosforila a PKC (Ikenoue ez 4l., 2008) regulando otras acciones anabdlicas,
progresion del ciclo celular y supervivencia. mTORC2 también participa en la organizacion

del citoesqueleto de actina, regulando polaridad celular (Jacinto e 4., 2004).

1.2.5.2 Regulacion de mTORCI

El complejo TSC1-TSC2, a través del dominio GAP de TSC2 y Rheb son los principales
reguladores de la actividad de mTORC], como queda recogido en la seccién 1.2.4.1. Por lo

tanto puede decirse ciertamente que mI'ORC2, a través de Akt -TSC2 regula positivamente

am[ORCI.

La activacién de m'ORCI1 por Rheb es compleja, y para que esta se produzca mI'ORC1
debe localizarse en la superficie de endosomas y lisosomas, donde reside Rheb. Para ello es
necesaria la accién de Rag-GTPasas que en presencia de aminodcidos forman heterodime-
ros interaccionando directamente con Raptor, trasladando el complejo a la superficie de
endomembranas (Sancak ez 4/, 2008; Kim ez /., 2008a). Por lo tanto, para la activacién de
mI'ORCIl se requiere de la presencia de aminodcidos y de la activacion de Rheb regulada por

TSC2 (dependiente de estatus energético y factores de crecimiento).

Otra sorprendente reguladora de m'ORCI1 a través de Rheb es la gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa (GAPDH), enzima glucolitica que es capaz de formar un complejo con Rheb
que inhibe la activacién de mT'ORCI (Lee e al., 2009). Pero para complicar més atn el
cuadro, Rheb no es el tnico regulador de mTORCI, sino que otras proteinas que forman el
complejo pueden ser diana de diversas quinasas. La proteina inhibidora PRAS40 puede ser
fosforilada directamente por Ake, lo cual se traduce en mayor actividad de mTORCI (Sancak
et al., 2007). Por otro lado Raptor, es modulada por multiples quinasas. AMPK media la
792

fosforilacién de Raptor en Ser

de mT'ORCI. Al ser Raptor esencial para el ensamblaje y la actividad de mTORCI, su fosfo-

792

, promoviendo la unién de 14-3-3 a Raptor y su disociacion
rilacidn en Ser”” tiene repercusiones negativas sobre la actividad del complejo. Estas obser-
vaciones fueron realizadas en fibroblastos 75c2 7, donde mTORCI seguia respondiendo al

estrés energético (Gwinn et al., 2008).

1.2.5.3 Dianas cldsicas de mTORC1

El complejo mTORCI, dirige la sintesis proteica y permite un correcto acoplamiento del
tamafio celular a la fase del ciclo celular. El complejo es el principal regulador de la sintesis de
proteinas y de la biogénesis ribosomal. Estos procesos son regulados por fosforilaciones di-

rectamente dependientes de la actividad quinasa de mTOR, que fosforila e inactiva a 4E-BP1



(eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1),y activa por fosforilacién a S6K.

El estatus de fosforilacién de estas dos proteinas, son indicadores de la actividad de mTORC.

4E-BP1 es una proteina que se encuentra unida al factor iniciador de la traduccién eIF4E,
reprimiendo la sintesis proteica. La activacion de mTORCI1 produce la fosforilacién de
4E-BP1 en multiples residuos, liberandose eIF4E, que se une al complejo de iniciacién de la
traduccién y permite la sintesis proteica (Hara, 1997). S6K (presente en dos isoformas, S6K1
y S6K2) es uno de los mayores efectores del crecimiento celular. S6K fosforila directamente
a la proteina 40S ribosomal S6, activando la sintesis proteica y la biogénesis ribosomal. La
fosforilacion de S6 estabiliza y permite la traduccion selectiva de ARNm de proteinas riboso-
males, los cuales tienen una sefial de oligopirimidina en el extremo 5° (5TOP) Montagne ez
al., 1999. S6K activa, por fosforilacion o interaccién, a multiples proteinas de la maquinaria
de traduccién de ARNm, afectando colectivamente tanto a iniciacién como a elongacién de
la traduccién proteica (revisado en May Blenis, 2009). Dado que m'ORCI dirige la sintesis
proteica, cabe esperar que una hiperactivacion de la via pueda llegar a colapsar la capacidad
de plegamiento de proteinas en el reticulo endoplasmético (RE) y producir estrés de RE. Esto
se observa en fibroblastos 7¢I, Tsc2 " o en tumores de pacientes con complejo de esclerosis
tubular (Ozcan ez 4., 2008).

mI'ORCI1 también juega un papel en algunas de las acciones anabdlicas clasicas de la insulina
sobre el tejido adiposo, tales como adipogénesis y sintesis lipidica. mTORC1 es un nexo que
une la abundancia de nutrientes con el crecimiento y acumulacién de reservas de energfa.
La acumulacién nuclear de SREBP1 (Sterol regulatory element-binding protein 1), factor de
traduccién clave en lipogénesis, junto a la mayor expresion del factor adipogénico PPARy
(peroxisome proliferator-activated receptor), estin moduladas positivamente por mIORC1
(Cho ez al., 2004; Porstmann et al., 2008; Zhang et al., 2009).

1.2.5.4 Retroalimentacion negativa sobre la sefializacion de insulina

S6K, como efector de la actividad de mTORC1, media una retroalimentacion negativa de
la sefializacién de insulina al fosforilar a IRS1/2 en varios residuos de serina, provocando la
desensibilizacién de la via (Shah ez /., 2004). Consistente con estos hechos, animales S6k17
son hipersensibles a la insulina, incluso tras dieta grasa, lo cual les protege contra el desarrollo
de obesidad (Um ez 4/., 2004). Animales db/db o wild-type alimentados con dieta grasa pre-
1101

sentan aumento de actividad S6K y resistencia a la insulina por fosforilacién en IRS1-Ser
en higado (Tremblay ez 4l., 2007).

Ortros grupos también demostraron 7 vitro que la hiperactivacién de mTORCI1 en fibroblas-
tos Tsc1” 0 Tsc2 7 causaresistencia a la insulina de manera S6K/IRS dependiente, y reversible
por rapamicina (Harrington ez /., 2004). Interesantemente, la fosforilacién e inhibicién de
GSK3 no estaimpedida en condiciones de resistencia a la insulina por hiperactividad de S6K,

y solo en estas condiciones GSK3 puede ser diana de la propia S6K1 (Zhang ez a/., 2006a).

DEPTOR es una proteina inhibidora de la accién de mTOR, presente en los dos complejos.
La propia actividad de mTORC1 y mTORC?2 inhibe la expresién de DEPTOR (Peterson ez
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al., 2009), estableciendo un bucle de retroalimentacién positivo. Esta alimentacién positiva
es reforzada por S6K1, capaz de fosforilar directamente a DEPTOR, mediando su ubiqui-
tinizacién y degradacién proteasomal (Zhao e 4., 2011). Sin embargo, sobreexpresion de
DEPTOR es capaz de mejorar la sensibilidad a la insulina al suprimir la actividad de S6K
(Peterson ez al., 2009). El descubrimiento de esta proteina reguladora de los complejos de

mI'OR es reciente, y atn es desconocido su papel i vivo.

1.2.5.5 mTORCI y auntofagia

mI'ORCI se encuentra implicado en el catabolismo proteico, al modular negativamente la
autofagia. La rapamicina es un cldsico inhibidor de mTORCI e inductor de autofagia (Noda

y Ohsumi, 1998; Ravikumar ez 4/., 2004).

En levaduras, en ausencia de actividad de TORC1, el complejo proteico formado por Atgl
junto a Atgl3-Atgl7 controlan la induccién de la autofagia (Kamada ¢z 4/, 2000). En ma-
miferos son dos las proteinas con homologia Atgl: ULK1 y ULK2 (uncoordinated S1-like
kinase), y aunque no presenta homologia clara con Atgl7, FIP200 (FAK interacting proten
200 kDa) parece realizar su papel. mMTORCI se asocia con el complejo ULK: Atgl3:FIP200,
a través de una interaccién directa con ULKI. En presencia de sefiales que activan mT’'ORC1,
este fosforila a ULK1 y Atgl3 inhibiendo la autofagia. Por el contrario, la ausencia de fosfo-
rilacién por parte de MT'ORCI es una sefal para el inicio de la autofagia (Hosokawa ez al.,
2009; Ganley ez al., 2011; Kim ez al., 2011).

La inhibicién de mTORCI estimula autofagia, pero el catabolismo proteico mediado por la
digestion lisosomal genera aminodcidos libres, los cuales son capaces de reactivar de nuevo
la actividad de mTORCI. En estas condiciones mMTORCI1 es responsable del destino tltimo
de los autolisosomas, ya que a partir de estos, y de manera mI'OR-dependiente se produce la
regeneracion del contenido lisosomal de la célula (Yu ez 4/, 2010). De estas observaciones se
evidencia la importancia de mTORCI no solo en iniciacién de autofagia, sino también en su

terminacion.

1.2.5.6 mTORC1 y mitocondyia

La regulacién a nivel de mitocondria mediada por mI'ORCI puede tener lugar a varios
niveles. En lalinea HEK293, mTTORC1 aumenta la funcién oxidativa mitocondrial, mientras
que el tratamiento con rapamicina disminuye el potencial de membrana mitocondrial (A\]/m),
consumo de oxigeno y produccién de ATP (Schicke ez al., 2006). El mecanismo responsa-
ble de estos efectos parece estar relacionado con la formacion de un complejo ternario de
mI'ORCI con los factores de transcripcién PGCle y ying-yang-1 (YY1) Cunningham ez
al., 2007; lo cual lleva a un aumento de transcripcién de proteinas clave para el metabolismo

mitocondrial.

Sin embargo, en Drosophila se han realizado observaciones que contradicen lo encontrado en
lineas celulares de mamifero. En condiciones de falta de nutrientes, mMTORCI se encuentra

inactivado, pero se ve aumentada la traduccién de mensajeros de proteinas de la cadena de



transporte electronico mitocondrial a
través de la activacién de 4E-BP1 (Zid
et al., 2009), en un intento de mejorar

la eficiencia de obtencién de ATP.

Interesantemente, el modelo de hipe-

ractivacion de mT'ORC1 de manera
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Esto se traduce en una mayor secreciéon 4E-BP1

especifica en célula BZ5c2 " muestra
una mayor expresién de genes mito-
condriales, nimero de mitocondrias y

contenido de ATP en animales jovenes.

A.

de insulina estimulada por glucosa
Sintesis de

(Koyanagi ef 4l., 2011). Por otro lado, oroteinas

no ha sido explorado el posible papel
de mTORCI en la autofagia selectiva
de mitocondrias (mitofagia), aunque
se hipotetiza que su inactivacién en
condiciones de bajo estatus energético, pueda llevar a la degradacién de parte del contenido
mitocondrial (Zoncu e al., 2011). Aunque no hay datos sobre el papel de mTORCI en mi-
tofagia, recientemente se ha implicado a AMPK en su regulacién a través de ULK1 (Egan ez
al,2011).

1.2.6 Importancia del complejo TSC1-TSC2/mTORC1 en célula B

1.2.6.1 Complejo TSCI-TSC2

Prueba del gran interés que despertd el papel del complejo TSC1-TSC2 en célula f fue la
aparicién independiente de 4 modelos animales tejido-especificos en poco mds de un ano.
Existen dos modelos de ratén knock-out de TSC2 especifico de célula B (375c27"). Shigeyama
y colaboradores describen hiperactivacién de mTORCI y un aumento temprano de la masa
de célula B por hipertrofia celular, acompanado de hiperinsulinemia e hipoglucemia, ademas
de funcién secretora aumentada. También describen resistencia a la insulina en islotes debido
ala hiperactivacion de S6K. Sin embargo a partir de las 35 semanas, la masa de célula 8 regre-
siona y los animales desarrollan diabetes severa. El tratamiento de animales $ 75¢2” con rapa-
micina impide el fracaso de la masa de célula § (Shigeyama ez a/., 2008). Ademds este trabajo
demuestra como el aumento de la sefalizacién de mI'ORC1 es comtinmente encontrado en
islotes de otros modelos de compensacion de masa de célula B, tales como db/db o animales

alimentados con dieta grasa.

Por otro lado, el modelo B75c2” estudiado por el grupo de Bernal-Mizrachi tiene un fenotipo
similar al anterior, pero los autores no describen mayor secrecién de insulina, ni una segunda

fase de fracaso de la masa de célula B (Rachdi ez 4/, 2008). En paralelo, el grupo de Guan

@
@
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Autofagia

Biogénesis
mitocondrial

Metabolismo
lipidico

Figura 1.13 Regulacién y dianas de
mTORC1. mTORC1 es regulado por fac-
tores de crecimiento y estatus energético a
través de Rheb, de forma dependiente del
complejo TSC1-TSC2, AMPK y Akt entre
otros. Ademds para ser activado por Rheb
necesita localizarse en endomembranas,
para ello es necesaria su traslocacion
mediada por RAG-GTPasas en presencia
de aminodcidos. mTORC1 modula miltiples
procesos, los efectores de sus acciones
estdn indicados en el esquema.
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generd el modelo f75c! 7, reafirmando la aparicion de hipertrofia de célula B, hiperinsuli-
nemia ¢ hipogluemia, sin embargo este trabajo solo estudia animales jévenes (Mori ez 4l.,
2009b). Por tltimo aparecié un modelo transgénico que expresaba una forma constitutiva-
mente activa de Rheb, de forma especifica en célula B, y que de nuevo presentaba el fenotipo
de los anteriores, pero de una forma mds limitada (Hamada ez 4/., 2009). Todos estos estudios
fueron descriptivos, y ninguno profundizd en posibles consecuencias de la hiperactivacion de
mI'ORCI en procesos como estrés de RE o autofagia. Parte de los resultados de esta tesis se
han obtenido mediante el uso del modelo 752 (Shigeyama ez a/., 2008) en el laboratorio
de Y. Kido (Kobe, Japén).

1.2.6.2 mTORC1 y efectos observados por tratamiento con rapamicina

La rapamicina es usada como inmunosupresor tras el trasplante de islotes segin el Protocolo
Edmonton (Shapiro ez al., 2000). Aunque esté protocolo es el que mayor éxito ha tenido
hasta la fecha, evitando en gran medida el rechazo del trasplante; hay dudas sobre la posible
toxicidad de la rapamicina para los propios islotes, y como puede esto afectar a la progresiva
disfuncién B pancredtica observada en los pacientes trasplantados (Desai ez 4/., 2003). La
toxicidad de la rapamicina fue probada en ratones recipientes para trasplante de islote (Zhang
et al.,2006b). Ademais, los efectos deletéreos de la rapamicina sobre islotes aislados y lineas de

célula B son bien conocidos (Bell ez 4/., 2003; Aronovitz ez al., 2008).

El tratamiento con rapamicina también fue causa de un aumento defectivo de masa de
célula (b durante el embarazo en ratones (Zahr ez al., 2007). Otro grupo traté de disminuir
la resistencia sistémica causada por el loop S6K/IRS1 observada en obesidad, mediante el
tratamiento con rapamicina de Psammomys obesus bajo dieta hipercaldrica. Los resultados
obtenidos fueron completamente opuestos a los esperados, ya que el aumento compensatorio
de la masa de célula § bajo dieta grasa, que resulta en una insulinemia 10 veces mayor en
animales no tratados, quedd completamente abolida en aquellos tratados con rapamicina, los

cuales desarrollaron diabetes severa (Fraenkel ez 4., 2008).

Otro estudio encontré como la actividad de mTORCI en célula f es importante para la
estabilizacion de la ciclina D2. El tratamiento de animales con rapamicina reduce la sintesis
y estabilidad de ciclina D2, ademds de la actividad de Cdk4, moduladores esenciales de la

proliferacién P pancredtica (Balcazar ez 4/., 2009).

1.2.6.3 Dianas de mTORCI

Dianas de mTORC1 como la S6K también han probado tener un importante papel de forma
especifica en célula B. El modelo S6k1 7 de forma global, presenta un fenotipo derivado de los
efectos sobre célula f (Pende ez /., 2000). Los animales S6k1 - presentan hipersensibilidad
sistémica a la insulina, por la menor fosforilacién de IRS mediada por S6K, pero son hipoin-
sulinemicos al tener masa de célula f muy reducida debido principalmente a hipotrofia. Estos
animales son intolerantes a la glucosa, con un fenotipo similar al causado por la malnutricién,
que también produce una notable reduccidn de la masa de célula B e intolerancia a la glucosa

(Swenne et al., 1992).



Por el otro lado, la sobreexpresion en célula B de una forma de S6K constitutivamente activa
(BS6k“) no lleva a un aumento neto de la masa de célula B, aunque se observa hipertrofia e

¢4 mostraron mas reactividad frente Ki67,

hipoplasia celular. Aunque las células  de BS6
no son capaces de completar el ciclo celular y la hipoplasia es producida por una apoptosis
aumentada. Los autores indican que la resistencia cronica a insulina en célula 8, y la acumu-
lacién de los inhibidores de ciclo celular p21 y p27%#! pueden ser los responsable de la mayor

muerte observada en BS64“ (Elghazi ez al., 2010).

Un modelo general k7ock-in de la proteina ribosomal S6, con los 5 residuos fosforilables sus-
tituidos por alaninas, presentd hipotrofia especifica de célula b, acompafiado de hipoinsuli-
nemia e intolerancia a la glucosa (Ruvinsky et /., 2005). El hecho de que otros tipos celulares
de estos animales muestren tamanos normales, indica la gran importancia de la proteina S6

en célula B pancredtica.

Por tltimo, Asahara y colaboradores demostraron como el modelo de obesidad db/db, pre-
viamente caracterizado por presentar aumento de actividad de mTORCI en islotes, también
presenta aumento de la biogénesis ribosomal en célula B. Encontraron como este hecho
podria llevar al fracaso de la masa de célula f de manera mediada por estrés de RE (Asahara

et al.,2009).

Hasta el momento, las investigaciones se han centrado en el efecto positivo de mTORC1 sobre
la masa de célula B, si bien existen algunas referencias que hablan de los efectos perniciosos
derivados de la resistencia a insulina mediada por S6K. Otros aspectos de la hiperactivacion
de mT'ORCI, tales como estrés de RE o inhibicién de autofagia no han sido conveniente-

mente tratados.

La Tabla 1.2 (siguiente pdgina) recoge un listado de los modelos animales que inciden sobre

la actividad mTORCI1 o sus dianas, de manera especifica en célula p.
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Tabla 1.2 mTORC1 en célula B, modelos animales

Modelo Efecto en célula B Fenotipo Referencia
1 Masa de célula B
BLkbT - (Hipertrofia e hiperplasia) Hiperinsulinemia, hipoglucemia Fu et al., 2009;
1 Funcién secretora Mayor tolerancia a la glucosa Granot et al., 2009
Dependiente de TmTORC1
Blscl 1 Masa de célula B (hipertrofia) Hiperinsulinemia, hipoglucemia Mori ef al.. 2009b
1 Funcién secretora Mayor tolerancia a la glucosa v
< : &
X <35 semanas: hiperinsulinemia,
(h35 sfem;n)as 1 Masa de célula B 35 hiverinsuli .
ipertrofia . . .
BTsc2 () >3p5 semanas: | Masa de célula B hipoglucemia Shigeyama et al., 2008;
1 Funcié ' >35 semanas: hipoinsulinemia, Koyanagi et al., 2011
uncién secretora
diabet
1 Masa mitocondrial fabetes
1 Masa de célula B (hipertrofia e L .
H | h |
BTsc2 (1) hiperplasia) A,\Ize:_n:;:reqmn:; cllpI:g T:::; Rachdi et al., 2008
Funcién secretora sin cambios 4 9
BRheb-CA 1 Masa de célula B (hipertrofia) Hiperinsulinemia, hipoglucemia Hamada ef al.. 2009
1 Funcién secretora Mayor tolerancia a la glucosa N
3 . Hipersensible a la insulina
S6k1 - { Mus?’de célula B (hipotrofia) Hipoinsulinemia Pende et al., 2000
LF t P
unclon secretora Intolerancia a la glucosa
—Masa de célula B
S Hiperinsulinemia. hipogl .
BS6ki-CA 1 Tamaiio (hipertrofia) iperinsulinemia, hipoglucemia Elghazi et l., 2010

rpS6 (no fosforilable)

| N° de células por TMuerte celular
1 Funcién secretora

| Masa de célula B (hipotrofia)

Mayor tolerancia a la glucosa

Hipoinsulinemia
Intolerancia a la glucosa

Ruvinsky et al., 2005
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Eventos moleculares de importancia en

muerte o supervivencia de célula g

1.3.1 Apoptosis

1.3.1.1 Introduccion a la apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada caracterizada por diferentes
cambios morfolégicos los cuales incluyen reduccién de volumen celular, condensacion
de la cromatina y destruccién de ADN. Esto lleva a fragmentacion nuclear y celular forman-
dose “cuerpos apoptdticos” eliminados por fagocitos. La apoptosis tiene una importancia
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, ya que elimina de manera

ordenada células defectuosas y/o potencialmente peligrosas para el resto del organismo.

Generalmente los procesos apoptéticos han sido divididos en dos grupos: apoptosis extrin-
seca (o mediada por receptores de muerte), o intrinseca (independiente de receptores de
muerte, dependiente de sefiales intracelulares provenientes de mitocondria, RE o nucleo),

clasificacién revisada en Galluzzi ez 4/, 2012.

Apoptosis extrinseca: mediada por receptores transmembrana que actdan tras la unién de
sus ligandos (senales extracelulares). Ejemplos de estos receptores son FAS o el receptor de
TNFua (factor de necrosis tumoral «). La unién de los ligandos a estos receptores de muerte
induce la oligomerizacién del receptor, activacién de la procaspasa 8, y posterior activacion de

la caspasa 3, lo cual, conduce a la ¢jecucidn del programa de muerte celular.

Apoptosis intrinseca: puede ser causada por multitud de condiciones de estrés intracelu-
lar (dafio al ADN, estrés oxidativo, sobrecarga intracelular de Ca®, estrés de RE, etc.). La
sefales pro- y anti-apoptéticas convergen a nivel de las membranas mitocondriales, las cuales
se permeabilizan cuando predominan sefales pro-apoptdticas. Esta ruta estd regulada por
proteinas de la familia de Bel-2 (anti-apoptéticas como Bel-2, Bel-x ; o pro-apoptéticas como
Bax, Bad, Bid, PUMA). Proteinas pro-apoptéticas pueden formar poros sobre la membrana
mitocondrial externa, induciendo su permeabilizacidn, lo cual conlleva la salida al citoplasma
de citocromo ¢y otras proteinas pro-apoptéticas del espacio intermembrana mitocondrial.
La interaccién de citocromo ¢ con Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor-1) y la procas-
pasa 9 (apoptosoma), llevan a la activacién de la procaspasa 3 y la ejecucién de la muerte
celular (revisado en Kroemer ez 4/., 2007). La apoptosis intrinseca también puede producirse
de manera independiente de la mitocondria, una disrupcion de a homeostasis de Ca** del RE,
debido a estrés prolongado de RE, puede activar a calpainas, que proteolizan la procasapasa

12 ¢ inducen la activacién de las caspasas ejecutoras (Nakagawa y Yuan, 2000; Nakagawa ez
al.,2000).
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La apoptosis es ejecutada por la caspasa-3, -6 y -7. Las cuales proteolizan proteinas como
PARP (Poli ADP-ribosa polimerasa), Bcl-2, diversas proteinas estructurales, y producen la
activacién de CAD (desoxiribonucleasa activada por caspasas), que lleva a degradacién de

ADN.

1.3.1.2 Apoptosis en célula p

La apoptosis como proceso responsable de la disminucién de la masa de célula § en diabetes
tipo 2, fue primeramente identificado en ratas obesas Zucker. En estos animales, la masa de
célula B es incrementada dramdticamente para hacer frente a la resistencia a la insulina pro-
vocada por la obesidad. Pero al aumentar el peso de los animales y agudizarse la resistencia
a la hormona, funcién y masa de célula  acaban decayendo. Esto no es debido a una falta
de proliferacién o neogénesis, sino a un aumento de la apoptosis, observada en secciones
pancredticas (Pick ez al., 1998). En humanos también se ha comprobé que el mecanismo
que lleva a una pérdida de masa de célula f es la apoptosis. En un estudio a partir de muestras
de autopsias, se comprob6 que los pacientes obesos con intolerancia a la glucosa mostraban
una pérdida de hasta el 40% de la masa de célula B, y de hasta el 60% en individuos que
desarrollaron diabetes. No se encontraron diferencias en proliferacion, que fue baja en todas
las muestras; sin embargo, la apoptosis cuantificada por TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling) resulté mayor en los pacientes diabéticos (Butler ez al.,
2003).

La apoptosis es el mecanismo final encargado de la disminucién de la masa de célula @, pero
las causas que desencadenan apoptosis son multiples. Es importante diferenciar la muerte de
célula f por causas autoinmunes (diabetes tipo 1), del resto de diabetes. En diabetes tipo 1 la
muerte de célula b es mediada por macréfagos activados que producen citoquinas y ligando
de FAS, ademds de linfocitos T citotdxicos que producen la muerte de celular a través de
contacto y liberacién de grinulos citoliticos conteniendo perforina y granzima B. Diversas
revisiones han comparado la muerte apoptdtica de diabetes tipo 1y tipo 2, las cuales compar-

ten muy pocas similitudes (Cnop ez 4/., 2005; Thomas et al., 2009).

En esta seccion se profundiza en mecanismos que puedan jugar un papel en la muerte o super-

vivencia de célula § y diabetes de origen no autoinmune.

1.3.2 Acumulacién de proteinas defectuosas

1.3.2.1 Acumulacion de amilina

Tanto las células f como & producen amilina, secretada en vesiculas (junto a la insulina o so-
matostatina respectivamente). La amilina humana presenta una seccién altamente hidréfoba
que produce la agregacién de fibras amiloides. Existen varias evidencias que apuntan a un
posible fallo de la célula § por esta causa. Por un lado, la amilina pancredtica humana puede

agregarse, de una manera andloga a la proteina B-amiloide en la enfermedad de Alzheimer.



No obstante, numerosos estudios postulan una relacion directa entre Alzheimer y diabetes

(revisado en Sims-Robinson ez 4/., 2010).

En autopsias de pacientes diabéticos se observéd que los pancreas presentaban acumulacién
de fibras amiloides (Cooper ez 4/., 1987). La amilina de roedores no produce fibras amiloides
como las humanas, por lo que se descarta que este sea el tnico mecanismo que produce el
fracaso de la masa de célula . Sin embargo, ratas que expresan transgénicamente la amilina
humana desarrollan una progresion a la diabetes similar a la que se produce en humanos,
con una pérdida del 50% de masa de célula B a los 10 meses (Matveyenko y Butler, 2006).
Atn asi, existe controversia sobre el posible papel de la amilina, y probablemente su efecto
pernicioso esté muy ligado al estrés de RE asociado al plegamiento de proteinas defectuoso
(Huang e al., 2007). No obstante, la amilina tiene como funcidn fisiolégica el contribuir
al mantenimiento de la homeostasis glucidica, y por esta razén su uso estd aprobado para

tratamiento de diabéticos tipo 1y 2.

1.3.2.2 Insulina

Una correcta sintesis y plegamiento de la insulina es esencial para el funcionamiento de la
célula f pancredtica. Una mutacion puntual en un alelo del gen de la insulina puede producir
defectos en la célula f que van més alla del simple efecto de la pérdida de un alelo. El modelo
murino “Akita”, presenta una mutacién en un alelo del gen %52 que produce un cambio de
cisteina a tirosina (C96Y), inhibiendo la formacién de un puente disulfuro critico. Atn asi, la
produccién de insulina es compensada ya que los roedores presentan dos genes que codifican
la insulina (fns! e Ins2), e incluso pueden compensar la pérdida completa de los dos alelos
de uno de los genes (Leroux ez 4., 2001). Sin embargo, el ratdn Akita sufre una progresiva
pérdida de células B, que se correlaciona con el desarrollo de diabetes mellitus. Por lo que
parece bastante probable que la expresidn de [2s2<°®Y sea téxica para la célula b, como ha sido
probado en modelos celulares i7 vitro (Oyadomari ef al., 2002; Hartley ez al., 2010). Estos
modelos demuestran como el estrés de RE crénico es el responsable de la muerte de célula
B causada por insulina-C96Y. Otras mutaciones en el gen de la insulina han sido identifi-
cadas en humanos, algunas andlogas a la mutacién del ratén Akita (Stey ez af., 2007). Estas
mutaciones causan diabetes neonatal permanente, enfermedad muy infrecuente de cardcter

autosémico dominante, la cual cursa con fallo de funcién y muerte de células .

La proinsulina debe sufrir un plegamiento meticuloso en el RE, donde se forman tres
puentes disulfuro. Luego se transporta al aparato de Golgi, y es empaquetada en granulos de
secrecion, donde es transformada de proinsulina a insulina por escisién del péptido-C. La
frecuente fluctuacién de niveles de glucosa requiere un exquisito control del plegamiento de
proinsulina en la célula B (Lipson ez al., 2006). Aparte de los drésticos efectos causados por
mutaciones en el gen de la insulina, es posible que defectos en el procesamiento y/o secrecién
de la hormona puedan llevar a consecuencias perniciosas similares. La insulina puede agre-
garse de manera similar a como lo hace la amilina (Jansen ez /., 2005), agregados de insulina

han sido encontrados en el modelo “Akita” (Oyadomari ez 4/., 2002).
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En la progresion a la diabetes tipo 2, es frecuente encontrar alteraciones a nivel de secrecién
de insulina, previo a la disminucién de masa por apoptosis y el debut de la diabetes. Estas
alteraciones incluyen el procesamiento incompleto de la proinsulina, o secrecién defectuosa
tanto en humanos, como en roedores . Islotes obtenidos de donantes cadavéricos demuestran
como aquellos que provienen de pacientes diabéticos tipo 2 o en progresién a la enfermedad,
no son capaces de secretar insulina de manera correcta en comparacién a los islotes de indi-
viduos sanos (Deng ez 4/., 2004). Por lo tanto, existe la posibilidad de que la propia secrecién
deficiente de insulina, sea un agente contribuyente al muerte apoptética de la célula §. Esta

posibilidad es tratada en la seccidén 4.2 de esta tesis.

1.3.2.3 Agregados proteicos de origen diverso

Diferentes formas de estrés celular (estrés oxidativo, estrés de RE) pueden provocar un
defecto de plegamiento de proteinas y la acumulacién de agregados proteicos insolubles. Si
esta acumulacién supera la capacidad de eliminacién de la célula, se forman unos cuerpos
denominados agresomas. La existencia de estos cuerpos en células b ha sido observada en
condiciones de estrés crénico, y de forma asociada al desarrollo de diabetes tipo 2 (Kaniuk

et al.,2007).

Uno de los principales mecanismos para la degradacién de proteinas intracelulares es el
sistema de ubiquitina-proteasoma (Ding ez al., 2007b). Las proteinas son marcadas para su
degradacion mediante la conjugacién con ubiquitina y dirigidas al proteasoma 26S. Tres
enzimas son requeridas para unir ubiquitina a las proteinas: E1 (enzima activadora de ubiqui-
tina), E2 (transportador de ubiquitina) y E3 (ubiquitina-proteina ligasa) la cual reconoce las
proteinas sustrato y se encarga de la transferencia final de la ubiquitina a la proteina objetivo.
Niveles de enzimas E3 se han visto altamente expresados en islotes pancredticos (Hartley e

al., 2009).

Diferentes estudios han demostrado el importante papel de este sistema en célula B para el
almacenamiento y secrecidon de insulina. La inhibicién del proteasoma en islotes murinos
produce una reduccién de la biosintesis y secrecién de insulina (Kitiphongspattana ez al.,
2005). El papel de este sistema también es importante en condiciones de estrés de RE para
degradar proteinas mal plegadas o para la eliminacién de amilina acumulada en islotes (Hull
et al., 2004). Atn asi, los substratos del proteasoma deben de ser desplegados antes de pasar
por el estrecho poro del proteasoma, lo cual imposibilita la degradacién de muchas proteinas
oligoméricas o agregadas (Verhoef ez al., 2002), debiendo degradarse mediante autofagia
(Ravikumar ez 4/.,2002). La inhibicién del proteasoma es capaz de inducir autofagia, lo cual
indica que ambos procesos pueden compensarse el uno al otro en ciertas circunstancias (Ding

et al.,2007b).
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1.3.3 Estrés de reticulo endoplasmatico

1.3.3.1 Estrés de reticulo endoplasmatico y el “unfolded protein response”

El correcto plegamiento de proteinas en el reticulo endoplasmdtico (RE) es esencial para el
normal funcionamiento de la célula. Sin embargo, el entorno del RE es altamente sensible a
perturbaciones. Cuando la demanda biosintética de proteinas excede la capacidad de plega-
miento del RE, se da la condicién denominada estrés de RE. El estrés de RE puede darse en
condiciones fisioldgicas, como sucede en célula 3 con la alta carga biosintética sufrida tras la
estimulacién postprandial de sintesis de insulina. Debido a esto, las células eucariotas cuentan
con un mecanismo de adaptacién, una via de sefalizacion del RE al ntcleo denominada el
unfolded protein response (UPR). Prueba del importante papel del UPR sobre el funciona-
miento celular son resultados de estudios de expresién de genoma completo en Saccharomyces
cerevisiae. Estos estudios revelaron que la expresion de mds del 5% de todo su genoma estd

regulado por el UPR (Travers ez al., 2000).
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Figura 1.14. Esquema de la respuesta del UPR.

BiP detecta proteinas mal plegadas produciendo la activacién de PERK/ATF6/IRE1. PERK se dimeriza y se autofosforila, activando a Eif2aq, el cual atenta
la traduccién de proteinas, y en estas condiciones ATF4 es capaz de expresarse. Ademdés Eif2a puede activarse por GCN2 (general control nonrepressed
2), HRI (heme-regulated eukaryotic initiation factor 20 kinase), y PKR (protein kinase R). Por otro lado IRE1 interacciona con BiP, pero también es capaz de
detectar proteinas mal plegadas. Tras su activacién IRE1 degrada mensajeros, y puede producir el splice no convencional de Xbp1. ATF4, ATF6 y XBP1s son
factores de transcripcién que actian en el nicleo activando un complejo programa de transcripcién.
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En mamiferos, la senalizacién del UPR es iniciada por tres proteinas transmembrana resi-
dentes en el RE. La ARN quinasa PKR-/ke asociada a RE (PERK)), el factor activador de la
transcripcion 6 (ATF6) y la enzima con requerimiento de inositol 1 (IRE1). La presencia de
proteinas mal plegadas puede ser reconocida por la proteina regulada por glucosa (GRP78),
también denominada BiP (binding immunoglobulin protein). Las proteinas mal plegadas
compiten con PERK/IRE1/ATF6 por su unién a BiP, cuando esto sucede BiP se libera y la
sefializacién del UPR se activa (Ron y Walter, 2007).

En estas condiciones PERK se dimeriza y es activado por autofosforilacién, actuando como
quinasa del factor de iniciacién de la traduccién eucariota-2a (Eif2a) Harding ez a/., 2000b.
La fosforilacién de Eif2a en Ser’ es necesaria para la atenuacion de la traduccién en condi-
ciones de estrés, y es mediada por diferentes quinasas, entre las que se encuentran la propia
PERK (respuesta al estrés de RE), PRK (infeccién retroviral), GCN2 (baja disponibilidad
de aminoacil-ARNt) o HRI (baja disponibilidad de grupo hemo para sintesis de hemopro-
teinas). A su vez Eif2a produce el secuestro de Eif2b y la parada de la traduccién proteica
general al inhibir la unién de Met-ARNt al ribosoma. En estas condiciones, el ARNm de
ATF4 puede traducirse de manera selectiva (Harding ez 4/., 2000a), siendo ATF4 uno de los

factores de transcripcion, junto a ATF6 y XBP1s, que median la respuesta nuclear del UPR.

IRE es activado de manera similar a PERK, aunque su activacién depende solo parcialmen-
te de BiP, ya que es capaz de reconocer proteinas mal plegadas por si misma (Gardner y
Walter, 2011). IRE1 presenta un dominio con funcién ARNasa, el cual produce el “splicing”
no convencional de XbpI (X-box binding protein I), generando el factor de transcripcion
XBP1s, ademds de degradar otros ARNm con el objetivo de disminuir la traduccion proteica
(Calfon et al., 2002). Por su parte, cuando ATF6 no interacciona con BiP, sufre protedlisis
del extremo N-terminal y es trasladado al ntcleo, donde acttia como factor de transcripcién.

(Figura 1.13).

La respuesta que media el UPR intenta restaurar la capacidad de plegamiento de proteinas
del RE. Estas respuestas se pueden resumir en: una disminucidén de las proteinas que entran al
RE, menor traduccién de ARNm, degradacién de ARNm, aumento de sintesis de la maqui-
naria encargada del plegamiento (chaperonas, biosintesis de RE), y degradacién de proteinas
(mediada por el complejo de degradacién asociado a RE, sistema ubiquitina-proteasoma o

autofagia).

1.3.3.2 Apoprosis inducida por estrés de RE, papel de las proteinas de la familia de
Bdl-2

Las células que experimentan una sefalizacién crénica del UPR acaban sufriendo activacién
de caspasas y apoptosis. Existen al menos 4 mecanismos implicados en este evento. El primero
es la expresion, mediada por ATF4, ATF6y XBP1s, de nuevos factores de transcripcién como
C/EBPB (CCAAT/enhancer-binding protein B) Chen et al., 2004; o la proteina con homolo-
gia C/EBP (CHOP) Oyadomari y Mori, 2004. Estos antagonizan la expresién de proteinas

antiapoptdticas como Bcl-2 o Bcl-x , y aumentan la transcripcion de Bim (Puthalakath ez



al., 2007). El segundo es la activacién de la quinasa c-Jun N-terminal (JNK) mediada por el
complejo IREI:TRAF1:ASK1 (Urano ez al., 2000). JNK puede fosforilar a Bcl-2 asociado
a RE, alterando la homeostasis de Ca** en el RE lo cual puede desencadenar la apoptosis
(Bassik ez al., 2004), por otro lado JNK potencia la actividad proapoptética de Bim y Bax
también por fosforilacién (Putcha e al., 2003; Papadakis ez 4., 2006). El tercer mecanismo
es laactivacion de la caspasa-12 asociada a RE (Nakagawa ez al., 2000). Por tltimo cabe hacer
mencién a la resistencia a la accién de la insulina inducida por estrés de RE, la cual es mediada
por activacién de IRE1-JNK y fosforilacién en serina de IRS1/2 (Ozcan et al., 2004). La
propia resistencia a la insulina disminuye el efecto antiapoptético de insulina/IGF y puede

contribuir a la muerte mediada por estrés de RE.

Proteinas de la familia de Bcl-2 también pueden encontrarse en RE, modulando la homeosta-
sis de Ca?* y la actividad de ciertas proteinas. Las proteinas de la familia de Bcl-2 en RE conec-
tan el organulo con procesos como autofagia y apoptosis (revisado en Szegezdi ez al., 2009).
Los movimientos de Ca?* entre RE, citosol y mitocondria son esenciales para la orquestacién
de numerosos procesos. Sin embargo, la liberacién de Ca** del RE al citosol puede ser un
evento importante para la iniciacién de apoptosis, aunque esto depende de la amplitud de la
sefial. Por lo tanto, mecanismos que inducen una alta concentracién de Ca** en RE en condi-
ciones de reposo, pueden hacer a la célula més sensible a muerte apoptética por liberacién de
Ca* inducida por estrés de RE. Bcl-2 y Bel-x, son capaces de reducir las concentraciones de
Ca**enRE en reposo (Lam etal., 1994), mientras que Baxy Bak aumentan su concentracién
(Scorrano ez al., 2003). Estos hechos concuerdan con la observacién de que células deficien-
tes de Bax y Bak son resistentes a la apoptosis inducida por estrés de RE (Wi ez a/., 2001).
No esta del todo claro como estas proteinas pueden modular las concentraciénes de Ca**,
aunque han sido propuestos 3 mecanismos diferentes: 1) Regulacién de la entrada de Ca**
al RE a nivel de SERCA; 2) Regulacién de la salida de Ca** al citosol por modulacién de la
actividad de IP.R; 3) Formacién de poros en el RE de manera andloga a al “poro apoptético”
en mitocondria (Szegezdi ef al., 2009). La presencia de Bax y Bak en RE es ademds necesaria

para la activacién completa de IRE1 (Hetz ez 4/., 2006).

1.3.3.3 Estrés de RE y UPR en célula 8

La sintesis de insulina representa el 50% de toda la produccién proteica en células (b estimula-
das (Schuit ez /., 1988). Una mayor ingesta calérica exige un mayor esfuerzo a la célula 8, que
debe incrementar la sintesis y secrecién de insulina para mantener la homeostasis metabélica.
Cuando esta necesidad se convierte en crénica, la biosintesis proteica puede colapsar la capa-
cidad del RE (Lipson et 4l., 2006), provocando un plegamiento incorrecto de las proteinas
y estrés de RE. Algunos autores consideran que la apoptosis desencadenada por estrés de RE
crénico en célula B es lo que otros han denominado “muerte por agotamiento”. El estrés de RE
como posible causa de apoptosis de células § estd siendo extensivamente estudiado durante

los ultimos afios (revisado en Fonseca ez 4., 2009).

La respuesta del UPR, cuando es puntual es crucial para la generacién de insulina de una

manera proporcional a su necesidad (Lipson ef 4/, 2006). Ante una alta carga de trabajo
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para el RE, la sefializacién del UPR procura recuperar la homeostasis del RE. PERK/Eif2a
juegan un papel esencial atenuando la traduccién proteica y poniendo en marcha un com-
plejo programa génico para responder al estrés de RE. Su importancia en célula 8 se pone de
manifiesto en modelos animales Perk -, 0 en humanos con sindrome de Wolcott-Rallison,
donde la falta de PERK funcional produce un fenotipo caracterizado por fracaso de la célula
fy diabetes (Delépine ez al., 2000; Harding ez /., 2001). La fosforilacion de Eif2a en Ser* es
importante para la homeostasis de la célula B, el modelo que expresa en heterocigosis y forma
general, Eif2a con una sustitucién de la serina critica por alanina (S51A), desarrolla obesidad
y diabetes cuando es sometido a dieta grasa ya que no es capaz de producir insulina de manera
eficiente. Los autores proponen que la atenuacién temporal de la traduccién por el UPR es
vital para la funcién del RE y la correcta biogénesis de granulos de insulina (Scheuner et 4/,

2005).

Por otro lado, una excesiva respuesta del UPR puede precipitar la apoptosis de la célula p.
p58™ es una chaperona inducible por UPR, la cual juega un importante papel inhibien-
do la senalizacion de PERK al mediar un /Joop de retroalimentacion negativo. Animales
p58™% 7 desarrollan diabetes en semanas debido a la pérdida selectiva de células b por
apoptosis (Ladiges ez 4., 2005). Una sefializacién crénica del UPR bloquea la funcién de
proteinas antiapoptdticas de la familia de Bel-2, como son Bel-2 0 BCI—XL. Esto se postulaen el
ratén Akita, en el cual la delecién de factores de transcripcién asociados a estrés de RE como
CHOP (Oyadomari et 4l., 2002), o C/EBPB (Matsuda ez 4/., 2010), retrasan el desarrollo
de diabetes mellitus. La propia sobreexpresion de C/EBPp en célula B induce diabetes por
fracaso de célula p (Matsuda e /., 2010; Shimizu e 4l., 2012).

Es conocido que tanto la sensibilidad como la respuesta ante estrés de RE es mayor en célula
f o hepatocitos en comparacién con otros tipos celulares (Fonseca ez a/., 2007). Es por esto
que defectos genéticos en elementos que forman el complejo sistema del UPR suelen tradu-
cirse como desordenes metabdlicos y diabetes. También por esto debe de tenerse precaucion
con compuestos que modulen la senalizacion del UPR a nivel global, por su posible efecto
pernicioso en célula § ¢ higado. La obesidad y la sobrecarga lipidica también son causa de
estrés de RE en higado, musculo y tejido adiposo. El estrés de RE aumenta la resistencia a la
insulina, y podria ser uno de los mecanismos que conecten la obesidad con el desarrollo de
la diabetes tipo 2 (Ozcan et al., 2004). Otros estudios también han demostrado como 4cidos
grasos (preferentemente los insaturados) causan estrés de RE en célula 8 por disrupcién de la

homeostasis de Ca** (Karaskov ez /., 2006; Cunha ez 4., 2008).

Intentar corregir el defecto de plegamiento de proteinas que induce estrés de RE resulta
interesante. El uso de moléculas que actian como chaperonas quimicas, ha demostrado ser
efectivo para reducir la resistencia a la insulina periférica y conseguir una normalizacién de
la glucemia (Ozcan et al., 2006). Aparte, el tratamiento con analogos de GLP-1 es capaz de
proteger a la masa de célula B frente estrés de RE (Yusta ¢ al., 2006). Recientemente, hemos
encontrado como el tratamiento iz vivo con un inhibidor de la DPP4 (dipeptil-peptidasa 4,
enzima encargada de la degradacion de incretinas), incrementa los niveles de GLP-1 y dismi-

nuye C/EBP en islotes, protegiendo a la masa de célula B del fracaso mediado por estrés de



RE (Shimizu e al., 2012). Esto indica como las incretinas pueden jugar un importante papel

en la homeostasis de célula 3, también a nivel de la regulacién de la respuesta del UPR.

1.3.4 Autofagia

1.3.4.1 Definicion y funcion

La autofagia (término derivado de las raices griegas auto — uno mismo, y phagos - comer), se
define como la digestion de componentes intracelulares mediada por la maquinaria lisosomal.
Es un proceso evolutivamente conservado que aparece en la practica totalidad de organismos
cucariotas (Levine y Klionsky, 2004). El descubrimiento de la autofagia fue derivado de la
identificacién de los lisosomas como entidades diferenciadas en 1955 por Christian de Duve
(de Duve ez al., 1955), y posteriores observaciones ultraestructurales (Ashford y Porter, 1962;
de Duve y Wattiaux, 1966). Aunque la autofagia es bien conocida desde la década de 1960,
no empez6 a caracterizarse molecularmente hasta el descubrimiento de las proteinas Atg
(autophagy-related gene) en levaduras (Tsukada y Ohsumi, 1993) y revisado en Klionsky ez
al., 2003. Se conocen muchos de los homélogos de las proteinas Atg de levaduras en mami-
feros, aunque los mecanismos moleculares que dirigen la autofagia en cucariotas superiores
atin no estdn plenamente caracterizados y quedan proteinas por identificar (Nakatogawa er
al., 2009). Al menos 7 de las proteinas Atg necesarias para la autofagia, también participan

en procesos relacionados con el sistema ubiquitina-proteasoma (Hughes y Rusten, 2007).

La autofagia es un importante proceso homeostético para la célula. Se pueden enumerar al
menos tres funciones fundamentales de la autofagia: 1) Degradacion de componentes para su
reciclaje y/u obtencién de energia en condiciones de estrés energético o falta de determinados
nutrientes. 2) Degradacién de proteinas mal plegadas o agregadas que pueden ser perjudicia-
les para la célula, funcién realizada en conjunto con el proteasoma y degradacion de proteinas
asociada a RE. 3) Degradacién de organulos dafiados o control de su nimero. Podemos decir,
por lo tanto, que la autofagia es un mecanismo de control de calidad citoplasmdtico, que

ademds puede jugar un importante papel en condiciones de estrés.

El término “autofagia” engloba a varios procesos (Figura 1.15), en los que se incluyen ma-
croautofagia, microautofagia y autofagia mediada por chaperonas. La macroautofagia es el
fenémeno miés estudiado, se caracteriza por la formacién de un compartimento de doble
membrana, el autofagosoma, que engloba a material citoplasmatico que finalmente se fusiona
con lisosomas para formar el autolisosoma con actividad proteolitica. La microautofagia se
refiere a la captacion directa de componentes citosdlicos por parte de lisosomas, mediante
una invaginacién de la membrana lisosomal (Mijaljica ez 4/., 2011). Por tltimo, la autofagia
mediada por chaperonas no requiere la formacién de vesiculas intermedias, sino que pro-
teinas son incorporadas directamente a lisosomas de manera especifica y dependiente de un
complejo de translocacién que produce el desplegado de las proteinas (Cuervo, 2010). Para

simplificar, a partir de ahora se har4 referencia a la macroautofagia con el término “autofagia’”
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estrés que desencadena muerte celular, por lo que su papel ha sido malinterpretado en oca-
siones. Aun asi, en algunas circunstancias la autofagia puede constituir una forma de muerte
celular programada (no apoptdtica). Aunque es posible inducirla de forma experimental, los

ejemplos de su papel fisioldgico son anecddticos (Kroemer y Levine, 2008).
1.3.4.2 Regulacidén de autofagia

La autofagia ocurre de forma basal en células eucariotas, existiendo complejos mecanismos
sensores y de traduccidn de sefiales para una mayor o menor induccién de autofagia. Factores
de crecimiento, estado energético celular y la presencia o ausencia de varios tipos de estrés son
algunos de los estimulos que pueden ser integrados por la maquinaria reguladora de la autofa-
gia. Es de prever que por lo tanto son multiples las vias de senalizacién las que controlan este

proceso, siendo la regulacion del sistema extremadamente compleja.

La presencia de factores de crecimiento y nutrientes produce la activacién de m'ORCI, el
cual inhibe la autofagia al bloquear la accién del complejo Atgl: Atgl3:Atgl7 (en mamiferos
ULK:Atgl3:FIP200), segtin lo descrito en la seccién 1.2.5.5. El complejo de ULK también
puede ser modulado por AMPK (Figura 1.16). Cuando mTORCI se encuentra activo



fosforila a ULKI en Ser” inhibiendo la interaccién de AMPK con ULKI. Sin embargo,
en condiciones de estrés energético, AMPK disminuye la actividad de miTORCI (a través de
TSC2 y Raptor), y consecuentemente disminuye la fosforilacién de ULK1-Ser™ y AMPK
puede activar a ULK1 por fosforilacién en multiples residuos (Egan ez 4/., 2011; Kim ¢z al.,
2011; Kang et al., 2011a).
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Aunque mTORCI es el regulador de autofagia mas estudiado, existen otras vias de sena-
lizacién que juegan un papel en la regulacién de autofagia de manera independiente de
mIT'ORC1/AMPK. Entre ellas, destacar algunas que también son elementos comunes de la
sefializacién de insulina/IGF como ERK2, FoxO1 y GSK3.

ERK2 es capaz de fosforilar al factor de transcripcién EB (TFEB), siendo este un regulador
maestro de la transcripcidn de genes relacionados con la formacién del autofagosoma y la bio-
génesis de lisosomas. En presencia de nutrientes y factores de crecimiento, ERK2 se encuentra
activo y reprime la accién de TFEB por fosforilacion (Settembre e 2/, 2011). Por lo que la
inhibicién de ERK2 también regula de forma directa la induccidon de autofagia, aparte de
regular MTORC1 a través de TSC2 (Roux ez a/., 2004; Ma ez al., 2005).

El papel de FoxO1 sobre la regulacion de autofagia es controvertido, un estudio indica que
FoxO1 en nucleo es capaz de inducir autofagia al regular la expresién de genes clave de la
magquinaria autofdgica, y que el mecanismo antiautofdgico de la insulina es dependiente de
la exclusién nuclear de FoxO1 (Liu ez a/., 2009b). Por otro lado, otro estudio llega a conclu-
siones diametralmente opuestas, descartando el papel de FoxO1 en regulacién de genes de
autofagia. Zhao y colaboradores proponen que en condiciones de estrés FoxO1 se disocia de
SIRT?2 y se acetila, promoviendo su localizacién citoplasmatica, donde puede interaccionar

con Atg7 con el fin de estimular autofagia (Zhao ez 4/., 2010a).

GSK3 es inhibida por fosforilacién en Ser’ y Ser?!. Multiples vias de senalizacion pueden
regular la inhibicién de GSK3, entre ellas PI3K/Akt, Wnt, Ras-MAPK e incluso

mI'ORC1/S6K. A su vez los efectos de GSK3 sobre la regulacion de estas vias son extensos,

1. Introduccién

Sintesis de proteinas
Anabolismo
Hipertrofia celular
Proliferacion

Figura 1.16 Ménage a trois entre mTORC1/
ULK1/AMPK. mTORC1 regula negativa-
mente autofagia a través del complejo de
ULKT, por su parte AMPK induce autofagia
interaccionando directamente con ULK1 o
bien mediante la inhibicién de mTORCI.
Por su parte ULK1 es capaz de mediar
retroalimentacién  positiva  inhibiendo
mTORC1 (Lee et al., 2007b; Jung et dl.,
2011), y retroalimentacién negativa al
fosforilar e inhibir a AMPK (L&ffler et al.,
2011).

43



Eventos moleculares de importancia en muerte o supervivencia de célula 3

44

pero recientemente se ha descrito que es capaz de modular autofagia de forma directa, al
regular la acetilacién de ULK1 mediada por TIP6O (Zat-interactive 60 kDa protein) Lin et
al.,2012. De esta forma, en ausencia de factores de crecimiento, GSK3 se activa y fosforila a

TIP60, mediando esta tiltima la acetilacion y activacién de ULK1 que inducirfa autofagia.

Son varios los componentes de la maquinaria autofégica que pueden estar regulados por
acetilasas/deacetilasas. SIRT1 puede desacetilar Atg5, Atg7 y LC3 para estimular autofagia
en condiciones de falta de nutrientes (Lee ez al., 2008). Por otro lado, la acetilacién de Atg3
como requisito esencial para la conversiéon de Atg8 (LC3 en mamiferos) y maduracién del

autofagosoma ha sido recientemente identificada en levaduras (Yi ez 4/, 2012).

1.3.4.3 Componentes moleculares de la maquinaria antofigica

Se puede hablar de varias etapas para la consecucién de la autofagia en las que participan
diferentes proteinas y elementos reguladores: 1) Induccién; 2) Nucleacién y formacién de la
vesicula inicial; 3) Elongacién y empaquetamiento de cargo; 4) Recuperacién de componen-

tes; 5) Fusion con lisosoma; 6) Degradacion del contenido intraluminal de la vesicula.

El complejo activo formado por Atgl (ULK1/2), y regulado por mTORC1 y AMPK, es el
encargado de induccién de la autofagia que lleva a la formacion de la vesicula inicial, para ello
la actividad quinasa de ULK es esencial (Chan ef 4l., 2009). Para el proceso inicial de reclu-
tamiento de la membrana del autofagosoma y de sus componentes proteicos caracteristicos
es necesaria la participacion del complejo de Beclinal (homoélogo de Atg6), hVps34 (mam-
malian vacuolar protein sorting 34 homologue, PI3K clase III) y hVps15. La unidad funcional
del complejo es hVps34, que produce fosfatidil-inositol-3-monofosfato [PI(3)P] que pasa a
formar parte de la membrana inicial del autofagosoma. Existen multitud de reguladores del
complejo Beclinal:hVps34:hVps15, que interactian principalmente con Beclinal (revisado
en Kang ez al., 2011a). Se han descrito hasta 13 proteinas que interaccionan fisicamente con
el complejo. Algunos moduladores positivos del complejo, y por ende de la formacién de au-
tofagosomas son Ambral (autophagy/beclin-1 regulator I), Atgl4L, PINK1 (PTEN-induced
putative kinase 1) o UVRAG (UV radiation resistance associated gene). Por otro lado, entre los
moduladores negativos se encuentran Bel-2 y Bcl—xL, los cuales interaccionan con Beclinal de
forma especifica en RE, inhibiendo la actividad del complejo (Pattingre ez 4/, 2005). Tanto
Bcl-2 como Bel-x; son factores antiapoptdticos y antiautofégicos. Una de las cuestiones menos
conocidas es como los complejos de ULK: Atgl3:FIP200 y Beclinal:hVps34:hVps15 interac-
cionan para la regulacién de la autofagia, aunque recientemente se ha identificado a ULK1
como quinasa de Ambral, cuya fosforilacién activaria el complejo Beclinal:hVps34:hvpsl5
(Di Bartolomeo ez 4l., 2010).

PI(3)P es un elemento esencial de la membrana naciente del autofagosoma (Axe ez a/., 2008),
aunque su papel concreto no es del todo conocido. El homélogo de Atgl8 en mamiferos
(WIPIL1/2, WD-repeat protein interacting with phosphoinositides 1/2) interactta con PI(3)P,
por lo que podria servir de anclaje para otras proteinas (Proikas-Cezanne ef 4l., 2004). El

origen de la membrana que forma el autofagosoma es objeto de debate, ya desde 1966 (de
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Duve y Wattiaux, 1966) hasta nuestros dias (Tooze y Yoshimori, 2010). Se ha observado
como la membrana del autofagosoma naciente puede provenir tanto de RE como membrana
plasmdtica 0 membrana externa mitocondrial. Recientemente han sido identificadas peque-
fias vesiculas conteniendo Atg9, procedentes del aparato de Golgi, que tras su ensamblaje
puedan dar lugar a la membrana inicial (Yamamoto ez 4/., 2012). Atg9 es la tinica proteina
Atg transmembrana identificada hasta la fecha, y es ademds necesaria para la elongacién de
la membrana inicial. Atg9 funciona de manera dependiente de ULK1 y WIPI1/2, y es uno
de los componentes recuperados del autofagosoma antes de su fusién con lisosomas (Young
et al., 2006).

La membrana inicial contiene PI(3)P y ciertas proteinas Atg, incluidas las de los comple-
jos de Beclinal y ULKI. Esto produce el reclutamiento de otras proteinas Atg como Atg8
(LC3, microtubule-associated proteins 14/1B light chain 3) y Atgl2, ambas funcionan como
proteinas “andlogas a ubiquitina” y son conjugadas a otras mediante dos sistemas enzimé-
ticos con caracteristicas similares al utilizado para la conjugacién de ubiquitina a proteinas

(Figura 1.17) y revisado en Geng y Klionsky, 2008.
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Figura 1.17 Sistemas ubiquitin-like de conjugacién de proteinas Atg.
Existen dos sistemas (I y 1), en (I) Atg12 funciona como proteina andloga a ubiquitina y es conjugada a Atg7 (E1-like) y posteriormente a
Atg10 (E2-like). Atg12 queda conjugado a Atg5 sin la necesidad de una enzima con actividad E3 ligasa, y forma un complejo tetramérico
junto con Atg16. En (ll), LC3 es conjugado con Atg7 (E1-like) y Atg3 (E2-like). Finalmente es conjugado con fosfatidiletanolamina, para son
necesarios Atg5-Atg12, los cuales presentan una actividad E3-like. LC3 (Atg8) conjugado con fosfatidiletanolamina es esencial para autofagia
(denominado muchas veces LC3-ll), y se encuentra en autofagosomas.

Autofagosoma

En mamiferos son muchos los homoélogos de Atg8 incluyendo LC3A, LC3B, LC3C y pro-
teinas de la familia de GABARAP (proteina asociada a receptor de dcido y-aminobutirico
tipo A), se cree que la familia de LC3 participa en la elongacién del autofagosoma inicial y la
familia de GABARAP en la maduracién final. Los diferentes miembros de la familia de LC3
pueden variar en distribucién tisular, siendo LC3B el mas estudiado. La conversién de LC3 es
probablemente el proceso més frecuentemente monitorizado para la evaluacién experimental
de autofagia. Usualmente, LC3-I (forma no lipidada) se encuentra en el citosol, y es locali-
zada en autofagosomas cuando es conjugado con fosfatidiletanolamina para formar LC3-I1.

Este paso es esencial para la elongacion y finalizacién del autofagosoma. Muchas proteinas
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contienen regiones que interaccionan con LC3 (u otros homélogos de Atg8), y sirven como
adaptadoras entre estructuras definidas, como proteinas ubiquitinadas u orgédnulos danados,
para su interaccién con la maquinaria autofdgica. Algunas de las mejor caracterizadas son

p62/SQSTMI (secuestrosoma 1) y Bnip3l/NIX.

Tras la maduracién del autofagosoma y la inclusion de su cargo, este es fusionado con li-
sosomas para formar autolisosomas. Este proceso debe de estar regulado con el fin de que
la fusién no se produzca antes de tiempo. Los mecanismos moleculares que regulan la fase
de fusidn son bien conocidos en levaduras, y algunas evidencias indican que en mamiferos
son muy similares. Los autofagosomas son generalmente formados en regiones periféricas,
y conducidos a través de microttbulos hacia el centro organizador de microtibulos, donde
generalmente se encuentran acumulados. Este movimiento es esencial para la formacién final

de autolisosomas (Jahreiss ez /., 2008).

1.3.4.2 Regulacion de la autofagia por estrés de RE

La relacién entre RE y autofagia se puso por primera vez de manifiesto mediante estudios lle-
vados a cabo en levaduras (Bernales e 4/., 2006; Yorimitsu ez 4/., 2006), desde un principio se
apuntd al efecto protector de la autofagia frente al estrés de RE, lo cual fue también observado

en fibroblastos murinos (Ogata et al., 2006).

Autofagia y estrés de RE estédn conectados a multiples niveles. Varios elementos son los que
posibilitan la respuesta autofégica ante estrés de RE. La fosforilacion de Eif2a mediada por
PERK y la expresion de Atgl2 es necesaria para la induccidn de autofagia mediada por agre-
gados de poli-glutamina (Kouroku ez /., 2007). Mientras que la activacién de IRE1-JNK lo
es para la autofagia inducida por agentes como tunicamicina y thapsigargina (Ogata ez /.,
2006). Otros mecanismos también han sido demostrados, el estrés de RE causa resistencia a
la accién de la insulina a través de JNK (Ozcan ez 4/., 2004), reduciendo la activacién de la
ruta PI3K/Akt/mT'ORC1, lo cual aumenta la autofagia (Qin ez 4/., 2010). Otro mecanismo
regulador de la ruta Akt/mT’ORC1 dependiente de estrés de RE es la induccion del coactiva-
dor transcripcional p8 y de su diana TRB3 (#7ibbles homolog 3), observado tras estimulacion
de glioma humano con A%tetrahidrocanabinol (THC). Esta accién es dependiente de la
activacién de Eif2a por THC, y la modulacién negativa de Ake/mTORCI por TRB3 (Du ez
al., 2003; Salazar et al., 2009).

Aunque bajo estrés de RE la traduccién proteica es drasticamente reducida, algunos mensa-

jeros como el de ATF4 son selectivamente traducidos. ATF4 a su vez actia aumentando la
expresion de LC3, componente esencial del autofagosoma (Milani ez 4/., 2009). Un aumento
de Ca** intracelular procedente del RE dafiado, también puede mediar un aumento de auto-
fagia mediante la activacién de CaMKK/AMPK e inhibicién de mTORC1 (Hoyer-Hansen
et al., 2007). Ademds la deplecién de Ca** del reticulo endoplasmético activa a la proteina
quinasa C tipo theta (PKCB), e induce autofagia. PKCH solo es necesaria para la induccién
de autofagia mediada por estrés de RE y no otros estimulos inductores de autofagia (Sakaki
et al.,2008).



Las consecuencias bioldgicas de la induccidn de autofagia por estrés de RE parecen indicar
que es una respuesta esencial para la recuperacion de la homeostasis y la supervivencia. La
respuesta ante estrés de RE estd desencadenada por la presencia de proteinas mal plegadas, las
cuales deben ser dispuestas convenientemente. Ademds la autofagia puede jugar un impor-
tante papel mediante la degradacién del RE dafado (Bernales ez a/., 2007). Sin embargo, el
desenlace final de la autofagia inducida por estrés de RE también puede ser la muerte autofd-
gica (revisado en Verfaillie ez al., 2010). La ejecucién de muerte o supervivencia por autofagia

puede depender de tipo celular, asi como de la naturaleza e intensidad del estimulo inductor.

1.3.4.3 Autofagia selectiva de mitocondrias

La autofagia puede degradar organulos de manera selectiva con el fin de mantener un control
de calidad y regular su nimero. Las mitocondrias tienen una vida media aproximada de 1-3
semanas, dependiendo del tejido (Menzies y Gold, 1971), por lo que debe de haber mecanis-
mos que regulen el remplazo mitocondrial. La degradacion de mitocondrias estd mediada
por autofagia selectiva, denominada mitofagia. Aunque este proceso habia sido observado,
el comienzo de su caracterizacién molecular en mamiferos como un proceso selectivo es muy
reciente. Los glébulos rojos maduros carecen de mitocondrias, durante su maduracién se
observé como las mitocondrias son eliminadas de forma selectiva por mitofagia, de forma
dependiente de NIX (NIP3-like protein X), también conocida como Bnip3l (Sandoval ez al.,
2008). NIX presenta un dominio de interaccién con LC3, lo que permite el englobamiento

de mitocondrias marcadas con NIX en autofagosomas (Novak ez 4., 2010).

Dado lo reciente de la caracterizacién de este proceso, se conocen pocas moléculas implica-
das en mitofagia. Mitocondrias danadas o que han perdido su potencial mitocondrial son
capaces de interaccionar con PINK1, la cual recluta a una ubiquitin-ligasa, Parkin, que media
la ubiquitinizacién de proteinas mitocondriales (Vives-Bauza et 4/., 2010). Para el reconoci-
miento de estas proteinas ubiquitinadas es necesario el papel de moléculas adaptadoras como
p62/SQSTM], la cual interacciona con LC3 (Geisler e al., 2010). Mitocondrias “sanas”,
son capaces de importar PINKI y degradarlo por la proteasa PARL (presenilin-associated
rhomboid-like protein), de una forma dependiente de Ay , y de esta forma las mitocondrias
activas inhiben su mitofagia (Jin ez 4/., 2010). NIX también contribuye a la autofagia de mi-
tocondrias despolarizadas, ademds la estimulacion experimental con agentes despolarizantes
de mitocondrias produce la inhibicién de m'ORCI1 (Ding ez /., 2010). AMPK y ULK1
también participan en mitofagia, MEF Ulkl " o Ampka.l; Ampko2 ", presentan una mayor
masa mitocondrial. Muchas de sus mitocondrias tienen una morfologia deforme (Egan er
al., 2011). En las primeras fases de la mitofagia, las mitocondrias colocalizan con estructuras
conteniendo a ULK1 y Atg9 (Itakura ez 4/, 2012).

Las mitocondrias son organulos altamente dindmicos y su morfologia se encuentra regulada
por procesos de fision y fusién mitocondrial. Para la autofagia de mitocondrias es preciso que
estas sean fisionadas (Cho ez al., 2001a; Twig ez al., 2008). El mecanismo de fusién mito-
condrial también puede permitir la recuperacién de Ay a mitocondrias que previamente se

encontraban despolarizadas, protegiendo de la apoptosis mediada por liberacién de proteinas
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mitocondriales al citosol. En célula B, el estrés causado por dcidos grasos o niveles altos de
glucosa generan una deficiente fusién mitocondrial, y en esta situacién manipulaciones que

favorecen fusién son capaces de prevenir apoptosis de célula B (Molina ez al., 2009).

Aunque atin no existen demasiadas evidencias, se hipotetiza que la mitofagia puede ser im-
portante para proteger a las células de mitocondrias danadas que pueden sufrir permeabiliza-
cién de membrana mitocondrial y desencadenar apoptosis (Green ez a/., 2011). Por otro lado,

el papel especifico de MTORC1 sobre mitofagia es précticamente desconocido.

1.3.4.4 Autofagia y célula B

Modelos animales con una autofagia deficiente en célula f han puesto de manifiesto la esencia-
lidad de este proceso para un correcto funcionamiento de la masa de célula B y la homeostasis
metabélica (Ebato e 4l., 2008; Jung ez al., 2008). En ambos modelos, la delecidn selectiva
de Arg7 en célula B produce una disminucién de la masa de célula (. El fenotipo diabético
de estos animales se agrava cuando son enfrentados a una dieta hipercalérica (Ebato ez al.,
2008), lo cual pone de manifiesto la relacién entre progresién a diabetes tipo 2 y autofagia

en célula .

Otros estudios también demuestran el papel protector de la autofagia en célula f frente a la
apoptosis inducida por oligomerizacién del polipéptido amiloide de islote (IAPP) Rivera ez
al.,2010; al igual que frente a estimulos 77 vitro de alta glucosa (Han ez al., 2010), o de dcidos
grasos insaturados (Choi e# 4/, 2009). El papel de la autofagia en célula § para el manteni-
miento de un nimero apropiado de granulos de secrecién de insulina (proceso denominado
crinofagia), fue observado hace mds de 40 anos en animales tratados con diazdxido, inhibidor
de la secrecion de insulina (Creutzfeldt ez 4l., 1969; Hellman ez al., 1974). Mas recientemente
también se ha observado en el modelo deficiente de secrecién Rab3a 7~ (Marsh et 4., 2007).
En este modelo, a pesar de presentar un defecto de secrecién, la sintesis de insulina se man-
tiene constante, y hay una marcado aumento de la degradacién autofigica de los granulos
de insulina. Esto sugiere que la autofagia puede jugar un papel protector en para la célula
cuando hay un fallo o desconexidn entre las sefiales que llevan a la secrecién de insulina y su

sintesis.

Por otro lado, existen indicios de que la estimulacidon de autofagia en ciertas condiciones
puede llegar a ser deletérea para célula B. En el caso de islotes sanos tratados con rapamicina,
fue observado como la autofagia jugaba un papel negativo sobre la funcidn secretora del
islote, de manera directamente dependiente de la mayor induccién de autofagia (Tanemura
etal.,2012). Ademds, en ciertas condiciones se ha observado como la inhibicién de autofagia
puede proteger a célula B, este es el caso de animales PdxI */, cuyas masa de célula  es muy
proclive a disminuir por apoptosis. La interferencia de PdxI en MING6 también causa una

progresiva muerte celular, pero la inhibicién de autofagia la retrasa (Fujimoto ez 4/, 2009).



1.3.5 Otras teorias sobre el fracaso de la célula B

1.3.5.1 Efecto gluco-lipotdxico

La glucotoxicidad puede definirse como el dafio causado por exposicién crénica a concentra-
ciones suprafisioldgicas de glucosa, que en islotes puede llevar a una disminucién de funcién 'y
apoptosis. Dependiendo de la especie estudiada, el efecto “glucotéxico” es diferente, mientras
que islotes humanos o de Psammonnys obesus (gerbo del desierto) son muy sensibles a concen-
traciones de glucosa por encima de 5.6 mM (Leibowitz ez al., 2001; Maedler ez al., 2001);
islotes murinos son més resistentes o incluso estan protegidos por concentraciones de glucosa
mads elevadas (Hoorens ez al., 1996). La glucosa en célula  puede ejercer su potencial efecto

negativo a través de diferentes mecanismos (revisado en Robertson, 2004).

La mayoria de evidencias sobre el efecto téxico de la glucosa sobre célula  son derivadas de
experimentos iz vitro con lineas celulares o ex vivo con islotes. Sin embargo, su importancia
in vivo puede ponerse en entredicho, ya que fuera de toda duda, la hiperglucemia es causa
directa del fracaso de la masa de célula , y no al contrario. La posibilidad de que la propia
hiperglucemia pudiese acelerar la muerte de las células f remanentes en animales diabéticos
no ha sido tratada convenientemente, sin embargo hay evidencias que indican que podria ser
todo lo contrario, como demuestran los resultados de animales tras induccién de diabetes por
estreptozotocina. Estos animales presentan células (b hiperproliferativas de manera depen-

diente de hiperglucemia (Pechhold ez 4/, 2009).

Respecto a la lipotoxicidad en célula B, evidencias #7 vivo indican que los lipidos pueden ser
benignos en célula B, salvo en el caso de elevaciones dramdticas iz vitro las cuales resultan
razonablemente téxicas. La elevacion de dcidos grasos libres en ratas obesas Zucker es una
sefial que permite la adaptacién de masa de célula § en condiciones de resistencia a la insuli-
na (Nolan ez 4., 2006). Sin embargo, los efectos téxicos de los dcidos grasos aparecen en el
contexto de hiperglicemia, causando lo que se conoce como “glucolipotoxicidad”. En esta si-
tuacion, la elevada glucosa inhibe AMPK y ACC se encontraria activada, lo que se traduce en
aumento de malonil-CoA, inhibicién de la carnitina-palmitoil-transferasa ¢ impedimento el
metabolismo mitocondrial de 4cidos grasos. En estas condiciones, en las que los mecanismos
de detoxificacion de 4cidos grasos se encuentran disminuidos, y en las que ademds se generan
lipidos complejos los cuales son téxicos, se puede hablar de glucolipotoxicidad en célula f. De
nuevo habria que considerar que la normoglucemia se mantiene hasta el “fracaso primario” de
la célula 8. Hay autores que hablan de un “fracaso secundario” causado por glucolipotoxicidad

(revisado en Poitout y Robertson, 2002).

Varios autores coinciden en que parte del papel nocivo de glucosa y dcidos grasos puede estar
causado por aumento de estrés de RE. Estudios i vifro demuestran como concentraciones
altas de glucosa de manera crénica aumentan la de sintesis de proinsulina por parte del RE en
un principio. Pero finalmente se produce estrés de RE y disminucidn de sintesis de proinsuli-
na (Lipson ez al., 2006). Los efectos de dcidos grasos sobre el RE, de forma especifica en célula

B, se mencionan en la seccion 1.3.3.3.
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1.3.5.2 Disfuncidn mitocondrial y estrés oxidativo

Las células B pancredticas son muy sensibles a la muerte mediada por estrés oxidativo, esto
es en parte debido a la baja expresion en célula  de enzimas antioxidantes como superéxido
dismutasa, glutatidn peroxidasa y catalasa (Lenzen ez al., 1996). Especies reactivas de oxigeno
(ROS) son producidas en mayor medida en islotes de pacientes diabéticos en comparacién
con sujetos no diabéticos (Sakuraba ez 4/., 2002; Marchetti e al., 2004).

Aunque la generacién de ROS se produce en multiples localizaciones, la fuente mayoritaria
es la mitocondria. El flujo de electrones a través de la cadena de transporte electronico mito-
condrial genera pequenas cantidades de anién superdxido (O,*), principalmente a través de
los complejos Iy III. A su vez pueden generarse otros radicales como peréxido de hidrégeno
(H,0,) y el altamente reactivo radical hidroxilo (HOs). Estas especies, si no son detoxifi-
cadas, ejercen su toxicidad a través de dafio a nivel de ADN, lipidos y proteinas (revisado
en Balaban et 4/, 2005). Siendo la mitocondria la principal fuente de ROS, es de suponer
que también es el compartimento més proclive a ser dafiado por ROS, de lo que se deduce la

importancia de su correcto reemplazo (ver seccidn 1.3.4.3: mitofagia).

La generacién aguda de ROS en mitocondrias puede producir oxidacién de fosfolipidos mi-
tocondriales (principalmente cardiolipina), pérdida de potencial mitocondrial, y liberacién
de citocromo c. Este proceso es observado en islotes y lineas de célula § (Zhao ez 4/., 2010b).
Ademds ROS son capaces de aumentar la expresién de la proteina desacoplante 2 (UCP2)
Echtay ez al., 2002; lo cual disipa el gradiente de protones que permite la sintesis de ATP,
disminuyendo la funcién secretora célula § (Zhang ez al., 2001). El aumento de UCP2 es
encontrado comtiinmente en célula } durante progresion a la diabetes, y es otra explicacién

mis a la progresiva pérdida de funcién de célula B (De Souza ez 4l., 2007).

El animal A#¢7  de forma especifica en musculo o célula f demuestra como la autofagia de-
fectiva se traduce en disfuncién mitocondrial (W ez /., 2009), y en el caso de célula f causa
un progresivo deterioro de la funcién de célula 8 y diabetes. En este trabajo se observa como
las anormalidades mitocondriales ocurren desde edad temprana, cuando ain la patologia no
es evidente, lo cual pone en evidencia el papel primordial de la disfuncién mitocondrial y su
relacién con autofagia defectuosa en el fracaso de la masa de célula B y progresion a diabetes

tipo 2.



e Hipotesis y
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a diabetes tipo 2 es una enfermedad metabélica de manifestacion principalmente car-

diovascular. Esta enfermedad estd muy ligada a la obesidad, razén por la cual en los paises
desarrollados su prevalencia ha aumentado sin freno durante las tltimas décadas, y las estima-
ciones prevén que siga creciendo. La enfermedad estd caracterizada por un desarrollo lento,
en el que el evento inicial es la resistencia a la insulina. Esta resistencia es compensada gracias
a un aumento de la masa de célula B pancredticas y de la insulina producida por estas. S6lo
cuando las células B fracasan, se manifiesta la hiperglucemia y las complicaciones cardiovas-
culares por las que se caracteriza la diabetes. El fin de esta tesis es contribuir al conocimiento
de los mecanismos moleculares que gobiernan tanto el aumento de la masa de célula B como

las razones y procesos responsables de su fracaso.

12 parte

La masa de célula B es el principal sensor del estado energético del organismo, me-
diante una fina regulacion de la secrecién de insulina permite alcanzar la homeostasis
metabdlica. Tanto glucosa como insulina son importantes factores que modulan la
funcién de célula B (Withers et al., 1998; Kubota ez al., 2000; Briaud e al., 2003;
Ueki et al., 2006; Terauchi ez al., 2007). Estos factores pueden actuar de forma in-
dependiente, segtin fue demostrado en un trabajo previo del grupo (Guillen ez 4/,

2006).

Senales provenientes tanto de factores de crecimiento como de estatus energético son
capaces de regular la actividad de mT'ORCI1 a través de TSC2 (Inoki ez al., 2002;
Manning et al., 2002; Inoki et al., 2003a; 2003b). Siendo mMmI'ORC1 un importante
regulador de la masa de célula  (Pende ez al., 2000; Rachdi e# l., 2008; Shigeyama ez
al., 2008; Hamada ez 4/., 2009; Mori et al., 2009b).

Objetivos
Utilizando lineas de célula  pancredtica y la expresion de las diferentes isoformas del IR:

1. Estudiar como las seiales provenientes de factores de crecimiento y estatus energético
modulan la sefalizacion mT'ORCI, profundizando en el papel integrador de TSC2

en célula B pancredtica.

2. Estudio del papel diferencial de las isoformas del receptor de insulina (IR, e IR)),
y como estas afectan a la sefializacién de mI'ORCI vy la proliferacién de célula B

pancredtica.
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22 parte

En la progresién a diabetes tipo 2 hay una progresiva pérdida de funcién de la masa
de célula B, causada por dos factores, la secrecion de insulina defectuosa y la muerte
apoptdtica de la masa de célula B (Pick ez al, 1998; UKPDS, 1998; Kahn, 2001;
Butler ¢ 4., 2003). Ademds, la mayor demanda biosintética de insulina debido a la
resistencia a insulina sistémica causa estrés de RE en célula B (Lipson et al., 2006). La
acumulacién de proteinas mal plegadas en citoplasma es causa conocida de estrés de
RE en célula p (Oyadomari e 4/, 2002). Por lo tanto nos planteamos la posibilidad
de que la propia secrecion de insulina deficiente fuera causa de estrés de RE, pudiendo

contribuir a la muerte acelerada de la célula B pancredtica.

QObjetivos

Utilizando lineas de célula  de origen fetal, con secrecién de insulina deficiente, y

lineas derivadas de insulinoma, como control:

Estudiar el estrés de RE y autofagia en condiciones de secrecidn de insulina defi-
ciente por parte de las células p pancredticas. Profundizar en el papel de m'ORC1
como regulador critico de autofagia y sintesis de proteinas, con el fin de resolver la
siguiente cuestion: ¢Juega la autofagia un efecto protector sobre célula B en estas

circunstancias?.

32 parte

La hiperactivacién de mORCI es usualmente encontrada en progresion a la diabe-
tes tipo 2, de forma especifica en célula p (Um ez al., 2004; Shigeyama ez al., 2008).
Esta hiperactivacion es esencial para un aumento de la masa de célula f en condiciones
de resistencia a la insulina. Pero por otro lado, la hiperactividad crénica de mTORC1
es causa de estrés de RE (Ozcan er al., 2008). Ademds la autofagia es un proceso
directamente bajo control de mTORC1 (Noda y Ohsumi, 1998; Ravikumar et 4L,
2004), por lo que cabe la posibilidad de que se encuentre regulada negativamente de
forma crénica. Previamente se ha demostrado el papel protector de la autofagia frente

a estrés de RE (Bartolomé e 4l., 2012).

Objetivos

Trabajando con el modelo animal  75¢2, ademas de con lineas celulares con hiperactivacién

de mTORC1 (MEF T5c2”, MING T5c2-shRNA, INS-1E Tsc2-shRNA):

4.

Estudio de las consecuencias de la hiperactivacion de mI'ORCI por delecién de
TSC2 de forma especifica en célula  (375c27), centrdndose en procesos como auto-

fagia y estrés de RE.

Investigar la posible implicacién de la hiperactivacién crénica de mI'ORCI en el

fracaso de la masa de célula f.
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m Animales

3.1.1 Trabajo con modelos animales

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron diferentes modelos animales. Con el fin de generar
lineas de célula p pancredtica sin receptor de insulina (IR) para trabajo iz vitro, se usaron
ratones C57Bl/6 con el exén 4 del IR flanqueado por secuencias loxP (IR*?), los cuales
fueron creados por recombinacién homéloga de la manera previamente descrita (Briining ez

al., 1998).

Por otro lado se trabajé iz vivo con un modelo con delecidn de Tic2 especificamente en célula
B (BT5c27") Shigeyama ez al., 2008. Este modelo fue generado por el sistema Cre-lox, derivado
del bacteriéfago P1 (Sauer y Henderson, 1988), y que permite la circularizacién y escision
del genoma de la secuencia flanqueada por secuencias /oxP, de manera tejido-especifica al
expresar la Cre recombinasa bajo promotores especificos (Gu ez a/., 1994). El modelo  75c2
proviene del cruce de animales C57Bl/6] que expresaron Cre recombinasa bajo el promotor
de la insulina (fs-Cre) Herrera, 2000; y los generados por recombinacién homéloga para

introducir secuencias JoxP flanqueando los exones 3-4 del gen Zsc2 (Zsc2 ™)

, segun lo
descrito previamente (Shigeyama ez 4/., 2008). Los animales 7sc2 “**"*? no presentaron alte-
raciones en el metabolismo de la glucosa o funcién de célula B respecto a animales wild-type,

por lo que fueron usados como control.

Solo ratones macho han sido usado para los estudios. Los animales fueron mantenidos en
ciclos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, con alimento y agua ad libitum desde el destete
(3 semanas). Todo el trabajo se realizé segtin las normas del Comité de Experimentacién
Animal de Universidad Complutense de Madrid, o el Animal Ethics Committee of Kobe
University Graduate School of Medicine (Kobe, Japén).

3.1.2 Cria y genotipaje de animales

3.1.2.1 Mantenimiento del modelo BTsc2 "

El alelo Ins-Cre fue mantenido en heterocigosis (Inzs-Cre *°) en hembras (Ins-Cre *;
Tsc2 »/+7)  Los alelos de T5¢2 con exones 3-4 flanqueados con secuencias /oxP fueron man-
tenidos siempre en homocigosis (75c2 “/T)
cruzados machos (Zsc2 »*/7) con hembras (Ins-Cre */; Tsc2 /) obteniéndose un 50%

de machos control Zc2 “* y un 50% de machos B73c2” segtin las leyes mendelianas.

. Para la obtencién del modelo 3 75¢27 fueron

3. Material y métodos
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3.1.2.2 Obtencion de ADN de cola de ratin

Las colas se incubaron en 300 pl de un tampdn compuesto por [Tris-HCl 10 mM,
EDTA 100 mM, SDS 0.5% (p/v), pH 7.4] y 20 mg/ml proteinasa K (Life Technologies,
Carlsbad, EE.UU.), durante toda la noche a 55°C. Al dfa siguiente se extrajo el ADN con
300 pl de una mezcla de fenol, cloroformo e isoamilalcohol (25:24:1), y tras vértex intenso
seguido de centrifugacién (4°C, 10 min, 15,000 x g), se recogid la fraccion superior. ELADN
fue precipitado por adicién de 500 pl de etanol absoluto y centrifugacion en dos pasos (5 min,
15,000 x g, 4°C). El precipitado se dejé secar durante 5 min, y siguientemente fue resuspen-
dido en 300 ul de ddH,O y calentado durante 3 min a 95°C.

3.1.2.3 Genotipaje

El genotipaje de los animales fue realizado por PCR (ver seccién 3.4.2.3) con 1 pl de la
solucién anterior (Figura 3.1). Los primers y condiciones de PCR quedan recogidos en la
Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Primers usados para genotipaje

Gen Secuencia Producto Condiciones (Tm y ciclos)
S: 5-GGTGTTGGAACTGAGCAGAT-3’ WT: 171 pb .
Tsc2 (ex. 3-4) 57°C, 35 ciclos
AS: 5-CAGCCTTGCCTGTATCTATG-3’ loxP: 205 pb
S: 5-CCTGTTTTGCACGTTCACCG-3’ .
Ins-Cre 270 pb 57°C, 35 ciclos
AS: 5’-ATGCTTCTGTCCGTTTGCCG-3’
S: 5'-CCTAAGGTCTGCCAAATC-3’ WT: 270 pb o
IR (ex. 4) 57°C, 30 ciclos
AS: 5'-TTAAAGCAATCCTCCTGCCTCAGCCT-3’ loxP: 304 pb
Tsc2 loxPlioxP WT
Figura 3.1. Genotipaje del modelo 3Tsc2--. -
Ejemplo de resultado del genotipaje de ratones control (Tsc2 /), BTsc2 /-y - + + + + + - Ins-Cre

wild-type. La PCR de Ins-Cre (270 pb) y Tsc2-loxP (205 pb, positivo; 171 pb,
negativo) se realizé siempre al mismo tiempo, utilizando los 4 primers corres-
pondientes en la mezcla de reaccién. De este modo el resultado de la PCR de
Tsc2-loxP fue utilizado ademds como control interno del funcionamiento de la
PCR, permitiendo descartar posibles falsos negativos en la PCR de Ins-Cre.

__ 270 pb
— 205 pb
—171 pb
o) 4,
0, A 7.
5, pTsc2 %,

(]

3.1.3 Aislamiento de islotes mediante canulacion de colédoco

Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y desinfectados con etanol 70%
(v/v). Se abrié el abdomen mediante incisién en forma de "V" desde el abdomen inferior
extendiéndose hacia las porciones laterales del diafragma, con objeto de exponer todos los
érganos de la cavidad peritoneal. El animal fue exanguinado y se colocé bajo una lupa MS5
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) de manera que la cabeza quedase més cerca del
investigador y la cola apuntase hacia fuera. Se fijaron unas pinzas para bloquear la seccién
del duodeno donde desemboca el colédoco (ampolla de Vater), con el fin de impedir la
salida de colagenasa al intestino. Utilizando una aguja de calibre 27-G, se perfundieron a

través del colédoco alrededor a de 5-7 ml de HBSS (Hanks’s balanced salt solution: NaCl
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137 mM, KCI 5.4 mM, Na,HPO, 0.25 mM, KH PO, 0.44 mM, CaCl, 1.3 mM, MgSO,
1 mM, NaHCO, 4.2 mM, D-glucosa 1 g/1, rojo fenol 10 mg/l, pH 7.3) suplementado con
colagenasa P (1.5 mg/ml) Roche, Basilea, Suiza. La inyeccién se practicé segtn se refleja en

el esquema de la Figura 3.2

Figura 3.2. Inyeccién de la solucién de colagenasa para aislamiento
de islotes.

El colédoco fue canulado desde la unién en forma de "Y" del conducto
cistico de la vesicula biliar, y el conducto hepdtico izquierdo. La solucién
fue inyectada muy lentamente desde esta posicién para llegar a todo
el pdncreas. En caso de romperse el colédoco, o no llegar bien a la cola
del pdéncreas, se inyectaron pequefias gotas directamente en los 1ébulos

pancredticos. Esquema de Carter et al., 2009.
Tail

Head

Una vez el pancreas se ha inflado completamente de cabeza a cola, se extrae separandolo com-
pletamente del intestino, la curvatura del estdmago y finalmente del bazo. El pincreas inflado
se sittia en un tubo cénico de 50 ml (2-3 pdncreas a la vez como médximo), y es digerido por
agitacioén intensa en bafio a 37°C durante 18-20 min (mds agitacién manual ocasional). Los
tubos son situados en hielo y la solucién fue diluida con HBSS frio para parar la accién de
la colagenasa. El producto de digestion fue lavado 3 veces con HBSS vy centrifugacion para
eliminar el sobrenadante (2 min, 290 x fe 4°C). Tras los lavados, el producto es pasado a
través de un filtro de té que hace de tamiz, centrifugado de nuevo y suspendido en 10 ml de
Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.), que fue cubierto lentamente con 10 ml
de HBSS, y centrifugado (20 min, 1,200 x g, 4°C). La densidad especifica de los islotes hace
que queden en la interfase entre la solucién de Histopaque y HBSS, mientras que la mayor
parte del péncreas exocrino queda sedimentado y se descarta. El sobrenadante es lavado 3
veces con HBSS suplementado con 2% NCS (normal calf serum) y centrifugaciéon (2 min,
290 x g, 4°C). Los islotes en HBSS 2% NCS fueron pescados 2 veces de una placa de 60
mm con el fin de dejarlos lo ms limpio posible de restos de pancreas exocrino, y depositados
sobre hielo. El cultivo de islotes ex vivo se realizé en medio RPMI 1640 suplementado con

10% FBS (suero bovino fetal) y antibiéticos.

3.1.4 Establecimiento una linea de célula B a partir de animales /R'ox/lox?

Las lineas de célula ( fetales fueron establecidas segin el método previamente descrito por
el grupo (Guillen ez 4l., 2006). Ratones IR “** gestantes (dfa 17) fueron sacrificados por
dislocacién cervical. De los fetos fue obtenido el tejido pancredtico bajo lupa, y los pancreas
troceados con tijeras y mantenidos en HBSS frio (100 pl por pancreas). Posteriormente
fueron digeridos con colagenasa P (0.28 mg/péncreas) en un volumen final de 200 pl/pdn-
creas, durante 10 min a 37°C. Tras la digestion fueron realizados 3 lavados de 5 min con
HBSS para después pescar manualmente los islotes bajo lupa. Los islotes obtenidos se incu-

baron en RPMI 1640 suplementado con 20% FBS en placas multiwel/ de 6 pocillos. Fueron
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Fetos murinos dia-17

Andlisis <= PUromicina,

mantenidos 72 h para dejar que los islotes se recuperasen del proceso de digestién y quedaran

adheridos a las placas sobre una capa de fibroblastos.

Seguidamente, se procedié a la inmortalizaciéon por el método previamente descrito en otras
lineas (Benito e al., 1993). Para ello se llevé a cabo la infeccién con particulas virales codifi-
cando para el brazo largo del antigeno T (LTAg) de SV40 (DeCaprio ez al., 1988) ver seccién
3.3.5.1; obtenidas mediante transfeccion de células empaquetadoras Phoenix con el pldsmido
pBABE-puro-LTAg (forma K1 mutante, E107K) Gjoerup ez 4/., 2000; amablemente cedido
por el Dr. J. de Caprio (Dana-Farber Cancer Institute, Boston, EE.UU.). Tras 72 h de infec-
cidn, los islotes fueron cuidadosamente recogidos y replaqueados. Se procedié a la seleccion
con puromicina 1 pg/ml durante 3 semanas, las células inmortalizadas fueron subclonadas
para la obtencién de células  (entre otras poblaciones del islote o fibroblastos y otras células
contaminantes del cultivo primario) y ensayadas frente a marcadores de célula B (insulina,

IAPP) Figura 3.3.

o g= Colagenasa y
- ﬁ-_:._-‘ﬁr_ aislamiento de

EI" islotes

Péancreas fetales

Seleccién con

subclonaje.

Infeccién con particulas
retrovirales SV40-LAgT (puro)

Figura 3.3. Esquema que ilustra el procedimiento de obtencién de células [} fetales.
El uso de la forma K1 mutante del LTAg (E107K) fue importante a la hora de generar las lineas celulares,
ya que la forma salvaje es capaz de estimular de manera basal la ruta PI3K-Akt (Yu y Alwine, 2008).



m Cultivos celulares

3.2.1 Lineas celulares y medios de cultivo

Todos los medios de cultivo y suplementos fueron obtenidos de Life Technologies, salvo
excepciones indicadas. Todos los medios fueron suplementados con antibidticos: penicilina
G (12 pg/ml), estreptomicina (10 pg/ml), anfotericina B (0.25 pg/ml) y MycoZap (Lonza,

Basilea, Suiza).

Las células B fetales fueron cultivadas en DMEM glucosa 1 g/l suplementado con suero fetal
bovino (FBS) 10% y HEPES 20 mM (pH 7.4). Se usaron dos lineas celulares provenientes de
insulinomas. INS-1E, originadas en rata, fucron proporcionadas por P. Macechler (Université
de Geneve, Ginebra, Suiza) Merglen ez al., 2004; y se cultivaron en medio RPMI 1640 suple-
mentado con FBS 10%, piruvato de sodio 1 mM, 2-mercaptoetanol 50 uM, glutamina 2 mM
y HEPES 10 mM. Por otro lado, se usé la linea MING originaria de insulinoma murino
(Miyazaki et al., 1990), cultivada en DMEM (4.5 g/1), suplementado con FBS 15% y 2-mer-
captoetanol 50 uM. El cultivo de islotes primarios para experimentos ex vivo fue realizado en
RPMI 1640 suplementado con FBS 10%.

Aparte de lineas derivadas de célula B fueron usadas las lineas Phoenix y HEK293T para
produccién de particulas virales, y fibroblastos embrionarios murinos (MEF), todas ellas cul-
tivadas en DMEM (4.5 g/1) suplementado con FBS 10%. Los MEF T¢I "y T5c2”" asi como
sus controles fueron generosamente proporcionados por D. Kwiatkowski (Harvard Medical

School, Boston, EE.UU.).

3.2.2 Condiciones de cultivo, mantenimiento y experimentacion

3.2.2.1 Condiciones de cultivo

Las células fueron cultivadas en placas de poliestireno tratado para cultivo (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, EE.UU.) y mantenidas en incubadora a 37°C en una atmdsfera controla-
da con alta humedad y CO, al 5%. Las células fueron subcultivadas tras lavado con PBS
(NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO, 4.3 mM, KH,PO, 1.47 mM, pH 7.4) e incubacién
con una solucién de tripsina 0.25% y EDTA 0,02% en PBS. La tripsina permite levantar
a las células adherentes de la placa al digerir proteinas que mantienen a las células unidas
entre si y ala placa, la digestion es parada mediante adicién de medio completo con suero. El

subcultivo se realiz6 una o dos veces a la semana dependiendo de la linea celular.

3. Material y métodos
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3.2.2.2 Congelacion, criopreservacion y descongelacion de lineas celulares

Para congelar una linea celular las células fueron tripsinizadas y una vez parada la reaccién se
centrifugaron (3 min, 110 X g), para ser resuspendidas en FBS suplementado con dimetilsul-
féxido 10% (v/v), e introducidas en criotubos debidamente etiquetados (Thermo Scientific,
Waltham, EE.UU.). El proceso de congelacién fue llevado a cabo enfriando desde t.a. hasta
—80°C a un ritmo de —1°C/min. Para ello los criotubos se colocaron sobre un soporte de
polictileno baiado por isopropanol (Mr. Frosty, Thermo Scientific) que fue introducido en
un congelador a —80°C. Las células asi congeladas pudieron mantenerse a —80°C durante
meses. Para periodos mds largos los criotubos fueron llevados a un tanque de nitrégeno

liquido (—190°C).

La descongelacién fue realizada de forma rdpida, pasando los viales directamente de —80°C o
nitrégeno liquido a un bafio a 37°C, con agitacién manual. Una vez descongeladas, las células

fueron sembradas en placas de cultivo con medio completo.

3.2.2.3 Condiciones de experimentacién

Por lo general, las células fueron sembradas el dfa anterior al comienzo del experimento. Las
deprivaciones de suero y glucosa previas a estimulos con insulina y glucosa, fueron realizadas
durante 3 h en medio sin glucosa y sin suero con BSA 0.1% (p/v), en estos experimentos
los inhibidores fueron afiadidos 30 min antes del estimulo con insulina. Los estimulos con
agentes que producen estrés de RE e inhibidores/inductores de autofagia fueron realizados

en medio completo, salvo indicacidn.

3.2.2.4 Micoplasma

La contaminacién de cultivos celulares con micoplasmas sigue siendo uno de los mayores pro-
blemas encontrados en investigacion bioldgica. Esta contaminacion puede producir grandes
cambios en los cultivos que infecta y muchas veces no es detectable a simple vista (Russell ez
al., 1975). Por ello, todas las lineas fueron ensayadas para presencia de micoplasma tras su

descongelacién, y de forma rutinaria 1-2 veces al mes, mediante dos técnicas diferentes.

Por un lado se realizé un ensayo citoquimico, las diferentes lineas celulares en marcha fueron
sembradas en placas de 12 pocillos y 2 dias mds tarde lavadas con una solucién de DAPI
1 pg/ml (4,6’-diamidino-2-fenlindol) en metanol ¢ incubadas con esta misma solucién 15
min a 37°C. Seguidamente fueron lavadas una vez con metanol y cubiertas con PBS para
la observacién directa en un microscopio invertido de fluorescencia. DAPI se une selecti-
vamente al ADN, dando lugar a nacleos altamente marcados y citoplasma no detectable.
Los complejos DAPI-ADN tienen absorbancia mdxima a 340 nm (excitacién con luz UV)
y emisién maxima a 488 nm (azul). En el caso de contaminacién con micoplasma se observa-
rfan focos de fluorescencia caracteristica en el citoplasma y a veces en espacios intercelulares

(Figura 3.4).



Por otro lado, el sobrenadante de células cultivadas al menos 48 horas fue recogido y anali-
zado por PCR para comprobar la presencia de una secuencia especifica de Mycoplasma sp.

(S: 5’-GGCGAATGGGTGAGTAACACG-3’; AS: 5'-CGGATAACGCTTGCGACCTATG-3’)

3.2.4 Transfeccion transitoria de células en cultivo

3.2.4.1 Transfeccién de ARNi

Se utilizaron 3 ARNi (ARN de interferencia) diferentes frente a 75c2 murino (Bionova
Cientifica, Madrid). Después de probar con cada uno, una combinacién de los 3 oligonu-
cledtidos a partes iguales resulto ser més efectiva en la interferencia de 75c2. Como ARNi
control se utilizé un “Scrambled’, el cual no es capaz de silenciar la expresién de ningn gen.
El ARN:i fue introducido mediante electroporacién con el Nucleofector I, y la Nucleofector
Solution T (Lonza). Se contaron 2 x 10° células para cada transfeccién individual, se cen-
trifugaron y fueron resuspendidas en 100 pl de Nucleofector Solution T, junto con 2 pg de
ARN], pasdndose a la cubeta de transfeccion, donde se realiz6 segin el programa X-001 del
Nucleofector IL Tras la transfeccion, se afiadieron 500 pl de medio completo atemperado, y
el volumen se sembré para los experimentos correspondientes: alrededor de 1.6 x 10° células
para western-blot, y 8 x 10* para citometria de flujo y experimentos de proliferacién. Se com-
probé la interferencia a las 24 y 48 horas. Este método fue utilizado sélo en la primera parte

de la tesis, en adelante se realizé interferencia mediada por shRNA (seccién 3.3.5.2).

3.2.4.2 Transfeccién de ADN plasmidico

EIADN plasmidicose transfecté porlipofeccién con Lipofectamina 2000 (Life Technologies)
siguiendo métodos estandar. Las células fueron sembradas para obtener alrededor de un 50%
de confluencia al dia siguiente, para placas de 60 mm se usaron 8 pgde ADN plasmidicoy 20
ul de Lipofectamina 2000 (Life Technologies), diluidos en Opti-MEM (Life Technologies)
segun las instrucciones del fabricante. La solucidn fue aplicada gota a gota sobre las células
(en medio sin antibidticos), y se mantuvo durante 15 h. Al dfa siguiente el medio se reempla-

z6 por medio fresco con antibidticos, y se dejaron 24 h para la expresion del vector.

3. Material y métodos

Figura 3.4. Uso de DAPI para deteccién
de micoplasma

Se muestran células limpias (izquierda) en
las cuales son solo observables los nicleos,
y células contaminadas (derecha) con
gran cantidad de focos fluorescentes en
citoplasma.
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3.2.4 Delecién in vitro del IR por expresion de Crerecombinasa

Las lineas de célula ( fetales generadas contienen secuencias JoxP flanqueando el exén 4 del
receptor de insulina. Mediante el sistema Cre-Lox es posible escindir del genoma una regién

flanqueada por secuencias /oxP (Figura 3.5).

IR (ADN)
Exon 3 loxP Exon 4 loxP Exon 5
Adeno-Cre

-r—.—_i

Figura 3.5. La secuencia loxP de 34 pb
existe naturalmente en el genoma del
bacteriéfago P1. Consiste en una secuencia
asimétrica de 8 pb entre dos secuencias
palindrémicas de 13 pb. Esquema de la
eliminacién del exén 4 del IR por el sistema
Cre-Lox.
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La Cre recombinasa es una proteina tetramérica del bacteriéfago P1. Reconoce las secuencias
loxP, y circulariza la region entre ellas mediante recombinacion, eliminando dicha regién del
genoma. En el caso del IR, al escindir el ex4n 4, en el mensajero queda un codén de parada
que detiene la traduccién del IR, perdiendo completamente su funcién. Las células B IR/
en subconfluencia se infectaron con adenovirus que codifican Cre recombinasa. Tras una
hora, el sobrenadante con adenovirus fue reemplazado por medio de cultivo, y se aislaron
colonias individuales, comprobéndose la recombinacién por PCR. Las células fueron sub-
clonadas dos veces y se volvieron a infectar con adenovirus para asegurarse de que la escision

fue completa. De esta manera quedd establecida la linea celular IR .

3.2.5 Generacion de lineas celulares por infeccién retroviral o lentiviral

Uno de los objetivos por los que resultaba de interés conseguir la linea IR -, fue la posibilidad
del estudio diferencial de las dos isoformas del receptor (IR, e IR,), pues abrié la posibilidad
de reconstituir la expresién de una tnica isoforma generando dos nuevas lineas a partir de las

IR . Las dos nuevas lineas establecidas se denominaron Rec A y Rec B.

A partir de dos construcciones que conferfan resistencia a higromicina, y que codificaban
cada uno para una u otra isoforma del receptor de insulina humano (secuencias proporcio-
nadas por C.R. Kahn, Joslin Diabetes Center, Boston, EE.UU.), se obtuvieron particulas

retrovirales (ver seccién 3.3.5.1).

Las infecciones retrovirales se realizaron con aproximadamente 1 ml de sobrenadante viral
enriquecido con polibreno 8 pg/ml (Sigma-Aldrich) por placa de 60 mm durante 1 hora,
completado hasta 5 ml con medio completo sin antibidticos durante las siguientes 72 h. Tras
los 3 dias de infeccidn, se procedid a la seleccidn con antibidtico durante 3 semanas y sub-

clonaje, que fue realizado por el método de la dilucidn limite. Las infecciones lentivirales se
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realizaron con 50-500 pl de sobrenadante lentiviral (ver seccién 3.3.5.2), en medio completo
con 8 pg/ml de polibreno, durante 15 horas. Procediendo con la seleccién 24 horas después.

La Tabla 3.2 recoge un listado de diferentes lineas estables generadas.

Tabla 3.2. Lineas celulares estables generadas |

Nombre Inserto Vector origen Método Seleccién

IR */* (Célula B fetal) LAgT pPBABE-LAgT-puro Retrovirus Puromicina (1 Hg/ml)
Rec A (Célula (3 fetal) IR isoforma A pPBABE-IRA-hygro Retrovirus Higromicina (200 pg/ml)
Rec B (Célula B fetal) IR isoforma B PBABE-IRA-hygro Retrovirus Higromicina (200 pg/ml)
MING6-Tsc2-shARN Tsc2-shARN pLKO.1-Tsc2-neo Lentivirus Geneticina (750 pg/ml)
MING6-Scrambled-shARN Scr-shARN pLKO.1-Scr-neo Lentivirus Genticina (750 pg/ml)
INS-1E-Tsc2-shARN Tsc2-shARN pLKO.1-Tsc2-neo Lentivirus Geneticina (250 Hg/ml)
INS-1E-Scrambled-shARN Scr-shARN pLKO.1-Scr-neo Lentivirus Geneticina (250 pg/ml)
MIN6-Raptor-myc Raptor pBABE-Raptor-hygro Retrovirus Higromicina (200 pg/ml)

MEF-IreTa-shARN IreTa-shARN pLKO.1-IreT1Q-puro Lentivirus Puromicina (1 pg/ml)

MEF-Scrambled-shARN Scr-shARN pLKO.1-Scr-puro Lentivirus Puromicina (1 Hg/ml)
INS-1E-EGFP-LC3B EGFP-LC3B pEGFP-LC3B Lipofeccién Geneticina (250 pg/ml)
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3.3.1 Cultivo de bacterias

Para la produccién de ADN plasmidico recombinante se utilizaron cultivos de E.coli de di-
ferentes cepas (XL1/2-Blue, DH5e¢, etc.). Todos los plésmidos amplificados fueron de alto

numero de copias.

3.3.1.1 Cultivo en placa de agar-LB

Las bacterias fueron crecidas en placas Petri con agar bacteriolégico 1.5% (p/v) en medio
LB, Luria Bertoni: NaCl (10 g/1), triptona (10 g/1), extracto de levadura (5 g/1). El medio fue
autoclavado, y enfriado hasta 55°C para la adicién de antibiéticos: ampicilina (100 pg/ml) o
kanamicina (50 pg/ml). Entre 20-25 ml fueron vertidos por placa Petri, sobre la cual, una vez
solidificado el medio, se sembraron las bacterias por estrias con un asa de Kolle. Se dejaron
crecer no mas de 15 h, con el fin de evitar la aparicion de colonias satélite en las placas de agar
con ampicilina. Se trabajé en condiciones asépticas, en la proximidad de un mechero Bunsen,

utilizado para esterilizar el asa de Kolle.

3.3.1.2 Cultivo en LB liquido

Todas las inoculaciones para amplificacién de pldsmidos provinieron de colonias tnicas selec-
cionadas de placas de agar con antibidtico. Se inocularon primeramente en un volumen de 2-3
ml de LB con antibiético (miniprep), crecidas en incubador a 37°C en tubos de polipropileno
no cerrados herméticamente para permitir el intercambio de gases, con agitacién vigorosa
(=250 rpm) hasta saturacién del cultivo (10-15 h). La miniprep fue pasada directamente a un
volumen de 100-200 ml de LB con antibidtico (maxiprep), y cultivado en agitacién durante

15 h. De esta manera se obtuvo una masa de bacterias aproximada de 0.3 g/100 ml.

3.3.1.2 Congelacion (glycerol-stock)

Medio LB conteniendo E.coli expresando construcciones de interés fueron mantenidas inde-
finidamente tras mezclar 500 pl de medio LB con 500 pl de una solucion estéril de glicerol
50% (v/v). Los glycerol-stock fueron crioconservados a —80°C. Para recuperar las construccio-
nes se raspé la superficie del gycerol-stock con un asa de Kolle (sin llegar a descongelarlo para

ello), y se sembré en placas de agar.
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3.3.2 Purificacion de plasmidos y transformacion de bacterias

Los pldsmidos fueron purificados de cultivos bacterianos por el método de la lisis alcalina
(Birnboim y Doly, 1979). Para ello se utilizé el Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden, Alemania),
siguiendo las instrucciones del fabricante y usando las soluciones incluidas o preparadas en
nuestro laboratorio, las cuales quedan recogidas en la Tabla 3.3. Los pldsmidos fueron resus-
pendidos en tampén TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0). La ARNasa A de origen
pancredtico (Roche) fue preparada a una concentracién de 10 mg/ml en Tris-HCl 10 mM
(pH 7.5), NaCl 15 mM, calentada a 100°C durante 15 min (con el fin de inactivar cualquier

ADNasa contaminante), enfriada lentamente a t.a., alicuotada y conservada a —20°C.

Tabla 3.3 Tampones para purificaciéon de plasmidos

Nombre Composicién
Tampén de resuspension (P1) Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM, 100 pg/ml ARNasa A, pH 8.0
Tampén de lisis (P2) NaOH 200 mM, SDS 1% (p/v)
Tampén de neutralizacién (P3) Acetato potdsico 3 M, pH 5.5
Tampén de equilibrado (QBT) NaCl 750 mM, MOPS 50 mM, isopropanol 15% (v/v), 0.15% Triton X-100 (v/v), pH 7.0
Tampén de lavado (QC) NaCl T M, MOPS 50 mM, isopropanol 15% (v/v), pH 7.0
Tampén de elucién (QF) NaCl 1.25 M, MOPS 50 mM, isopropanol 15% (v/v), pH 8.5

3.3.3.1 Regeneracion de las columnas para purificacion de plasmidos

Las columnas comerciales con resina de intercambio aniénico (QIAGEN-tip), fueron reuti-
lizadas indefinidamente siguiendo un método previamente descrito (Siddappa ez al., 2007).
Brevemente, las columnas fueron lavadas con HCI 1 M y conservadas con la solucién de
lavado hasta su uso. Antes de ser usadas fueron lavadas extensivamente con ddH,O y equi-
libradas con tampén QBT. Este método permite la completa fragmentacion y elucién de
cualquier ADN unido a la resina, y posteriormente la regeneracién de la resina para su nuevo

uso.

3.3.3.2 Transformacidn de bacterias

Se transformaron E. col cepa XL1-Blue o XL2-Blue ultracompetentes (Agilent Technologies,
Santa Clara, EE.UU.). 25-50 pl de bacterias enriquecidas con 2-mercaptoetanol 25 mM
fueron transformadas con 1 pl de ADN (0.1-50 ng), mediante un pulso de calor a 42°C,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células se sembraron en una placa de LB-agar

con antibidtico, y fueron extendidas por toda la placa con un asa de Drigalski.

3.3.4 Clonaje y trabajo con enzimas de restriccién

3.3.4.1 Diserio y anillamiento de oligonucledtidos

Los oligonucleétidos fueron disefiados con el fin de que fueran compatibles con el sistema
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pLKO.1 (The RNAi Consortium) Moftat ez 4l., 2006; segtin lo descrito en la Figura 3.6. Las
secuencias de ARNi fueron diseniadas con el fin de interferir la expresién de determinados

genes de Mus musculus (y en ocasiones de Rattus norvegicus).

U6
Sentido: 5’-CCGG—ARN:i (S)}—CTCGAG—ARN;i (AS)—TTTTTG-3’ shRNA
Antisentido: 57 AATTCAAAAA—ARN (AS)—CTCGAG—ARN:i (S)-3’
Construct
Figura 3.6 Oligonucleétidos para clonaje en pLKO.1. 5"-CCGG0000000000000000000 X CTC GAG 00000000000000000000TTTTT-3'

Se disefiaron con el fin de obtener extremos “pegajosos” compatibles

GGLOO000O0000000O0O0IGA G CTOOO000O0O000000000O A AAAA

con los dejados por las enzimas Agel y EcoRl. (Esquema de Addgene). 1” -
anscription
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shRNA
vu-
Para el anillamiento de los oligonucleétidos se resuspendieron los oligonucledtidos sentido
(S) y antisentido (AS), a concentracién final de 2 uM cada uno en tampén de ligacién
(NaClI 50 mM, Tris-HCI 10 mM, MgCl, 10 mM, ditiotreitol 1 mM, pH 7.9), en un volumen
final de 50 pl. La solucién se incubd a 95°C durante 4 min, para después colocarla flotando
en un bano de agua hirviendo, el cual se dejé enfriar lentamente hasta t.a. El proceso de en-
friamiento tardé varias horas, pero fue importante para que los oligonucleétidos quedaran

anillados. La lista de oligonucleétidos utilizados queda recogida en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4 Oligonucleétidos cl dos en el vector pLKO.1

Gen Secuencia

5’-CCGGccctgaaatggeattatccaaCTCGAGtHggataatgecatttcagggTTTTTG-3,

Al 5’-AATTCAAAAAccctgaaatggcattatccaaCTCGAGHggataatgecatttcaggg-3’
5’-CCGGccagctetgaactcaataataCTCGAGtattattgagttcagagetggTTTTTG-37,
e 5’-AATTCAAAAAccagctctgaactcaataataCTCGAGtattattgagttcagagetgg-3’
- 5’-CCGGcccgatatgtgttctccaaCTCGAGttggagaacacatategggTTTTTG-37,
sc

5’-AATTCAAAAAcccgatatgtgttctccaaCTCGAGttggagaacacatateggg-3’

5’-CCGGgctegtgaattgatagagaaaCTCGAGtttctctatcaattcacgagetTTTTG-3,
Irela (Ernl)
5’-AATTCAAAAAgctcgtgaattgatagagaaaCTCGAGtttctctatcaattcacgage-3’

5'-CCGGgycccgagtctgtgaatgtaatCTCGAGattacattcacagactcgggeTTTTTG-3,
Raptor
5’-AATTCAAAAAgcccgagtctgtgaatgtaatCTCGAGattacattcacagactcggge-3’

5’-CCGGectaaggttaagtegeectcgCTCGAGegagggcegacttaaccttaggTTTTTG-37,
Scrambled
5'-AATTCAAAAAcctaaggttaagtegeectcgCTCGAGcgagggcegacttaaccttagg- 3’

Secuencias sentido y antisentido para cada uno de los genes diana, se muestra en mindscula la secuencia especi-
fica que codifica para el shARN de interés.

3.3.4.2 Digestion con enzimas

Enzimas de restriccién fueron usadas de manera rutinaria para comprobar la correcta iden-
tidad de plasmidos amplificados u obtenidos de diversas fuentes. Las enzimas de restriccion
utilizadas fueron obtenidas de Roche (EcoRI, Pstl, Scal, Xhol); Fermentas, Vilna, Lituania
(Mlul, BamHI); New England Biolabs, Ipswich, EE.UU. (Agel) y Promega, Fitchburg,
EE.UU. (Norl).



Alno usarelvector pLKO.1-TRC-puro (usado de rutina por el RNAi Consortium y la mayorta
de investigadores), para obtener las construcciones en los vectores usados (pLKO.1-z¢e0 o
pLKO.1-hygro) fueron disefadas estrategias de clonaje y screening alternativas que son deri-
vadas de la estdndar (Addgene, Cambridge, EE.UU.). El vector pLKO.1 fue digerido en dos
pasos con Agel y EcoR], siendo purificadas bandas de geles de agarosa. Se realizé un tercer
corte “de seguridad’, con Mlul, al existir un punto de corte entre la regién que va de Agel a
EcoRI, siendo esta region no lo suficientemente grande como para ser descartados los frag-
mentos lineales no digeridos con la segunda enzima. Este tercer corte redujo el nimero de
colonias con plasmido religado, lo cual facilitd la tarea de encontrar colonias con el inserto

esperado.

3.3.4.3 Purificacion de bandas de geles de agarosa

Bandas de geles de agarosa al 0.8% con pldsmidos linearizados fueron cortadas en un tran-
siluminador UV (alta longitud de onda) y digeridas usando el QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) segtin las instrucciones del fabricante. El ADN fue eluido usando 30 ul de ddH,O
(pH ajustado a 8.0 con NaOH).

3.3.4.4 Ligacion y cribado de colonias positivas

2 ul de la solucién de oligonucledtidos anillados y 20 ng de pldsmido linearizado fueron
ligados mediante T4 ligasa con el Rapid DNA Ligation Kit (Roche), siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. La reaccién de ligacién se llevé a cabo durante 4 h a 16°C mantenidos

en termociclador. 1 pl de la mezcla final fue usado para transformar bacterias.

Se seleccionaron hasta 10 colonias positivas por construccién, las cuales se amplificaron en
miniprep, y se guardé un glycerol-stock de cada una. Para el cribado a gran escala (hasta 48
colonias simultineamente) se usé un método sencillo, rdpido y de bajo coste (sin necesidad
del uso de columnas para purificar pldsmidos). Las bacterias obtenidas por miniprep se some-
tieron a lisis alcalina con 100 pl de cada uno de los tampones siguientes (resuspensién, lisis y
neutralizacién), mezclados uno a uno cuidadosamente. La solucién fue centrifugada (15 min,
15,000 x g, 4°C) y pasada a un nuevo eppendorf con 900 pl de etanol absoluto, centrifugada
de nuevo (15 min, 15,000 x g, 4°C), y el precipitado obtenido lavado con etanol 70% (v/v) y
centrifugado (2 min, 15,000 x g, 4°C). El precipitado fue dejado secar 5 min y se resuspendié
en 50 ul de ddH,O. 1 pl de la solucién resultante fue incubado con 0,3 pl de BamHI y 0,3 ul
de Mlul y el correspondiente tampén (Fermentas) durante 15 min a 37°C. BamHI lineariza

el pldsmido y Mul solo corta los plasmidos religados sin el inserto (Figura 3.7).

insertos.

el inserto.

Plasmido religado (negativo)

3. Material y métodos

~7kb Figura 3.7 Cribado de colonias expresando pLKO.1 con

De ADN aislado de las diferentes colonias solo se observa
una que presenta la secuencia de restriccidn reconocida por
~1kb MIlul, indicativo de que se ha religado y no ha incorporado
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3.3.4.5 Secuenciacion

Los pldsmidos obtenidos de diversas fuentes fueron secuenciados rutinariamente para com-
probar su integridad y la presencia de mutaciones puntuales especificas (caso de Rbheb-Q64L).
Los pldsmidos pLKO.1 con insertos fueron secuenciados para comprobar que habian intro-

ducido la secuencia de forma correcta.

Para secuenciacion se utilizaron 6 pl/reaccién (100 ng ADN/pl) y 2 pl/reaccién de primera S
pmol/pl, en un secuenciador ABI Prism 3730 (Life Technologies). Los primers para secuen-

ciacion utilizados estdn recogidos en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5 Primers usados para secuenciacion

Primer Secuencia
LKO.1 5’ 5’-GACTATCATATGCTTACCGT-3’
BABE 5’ 5’-CTTTATCCAGCCCTCAC-3’
CMV 5’-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3’
17 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’

3.3.5 Produccion de particulas virales

3.3.5.1 Obtencion de particulas retrovirales

Para obtener particulas retrovirales se utilizaron las células empaquetadoras Phoenix (Swift
et al., 2001). La linea Phoenix deriva de la HEK293T, expresando establemente los genes
de la estructura retroviral en dos construcciones diferentes, gag-po/ por un lado y env por
otro, con el fin de minimizar riesgos de recombinacién que diesen lugar a retrovirus repli-
cantes competentes. Estas células se usaron junto a construcciones en el vector de expresion
pBABE, el cual contiene elementos criticos para su funcién como vector retroviral (al igual
que los contienen los pldsmidos para obtener lentivirus, como pLKO.1). Estos son dos long
terminal repeats (LTR), elementos implicados en la integracién de la secuencia viral en el
genoma diana; y una secuencia Ps7, responsable del empaquetamiento del ARN viral en la
cépside. Mediante los sistemas retrovirales (incluidos lentivirus), conseguimos integrar en el
genoma diana tinicamente nuestros genes de interés (gen clonado en vector y gen que confiere

resistencia a antibiéticos en mamiferos).

Siguiendo las recomendaciones del grupo que generé la linea Phoenix (Dr. Nolan, Standford
University, Standford, EE.UU.) Las células Phoenix fueron pasadas por higromicina
(300 pg/ml) durante unasemana, paramejorar laexpresiéon de gag, envy pol. Apréximadamente
5 x 10° células fueron sembradas por placa de 100 mm (con medio completo enriquecido con
glutamina 2 mM), y transfectadas con las construcciones en pBABE por lipofeccién segiin
lo previamente descrito. Al dia siguiente se cambi6 el medio por DMEM FBS 10%, glutami-
na 2 mM, y se recogié el sobrenadadante con particulas virales a las 24 h y 48 h siguientes,
paséndolo por filtros de 0.45 um para eliminar cualquier célula que hubiese podido quedar
suspendida. Las particulas virales fueron usados al momento para un mejor rendimiento, o

bien conservados a —80°C.



3.3.5.2 Obtencion de particulas lentivirales

Las particulas lentivirales fueron producidas segtin el protocolo del RNAi Consortium y
Addgene (Moffat e al., 2006). Para el trabajo con lentivirus se tomaron las medidas de segu-
ridad pertinentes: uso de guantes y ropa de proteccién en todo momento, los residuos fueron
descontaminados con lejia al 10% (v/v) y desechados de forma segura. Ademas se utilizé un
sistema de produccién de lentivirus de segunda generacién, mucho mas seguro que métodos
originales. Este sistema requirié la expresion transitoria de tres plasmidos, ademas de contar
con una secuencia LTR 3’ auto-inactivable en el vector pLKO.1 (Zufferey ez al., 1998), lo
cual incrementé notablemente la bioseguridad del trabajo con lentivirus, haciendo que la

posibilidad de generacién de virus replicantes competentes fuera virtualmente imposible.

Los lentivirus se produjeron usando células HEK293T. Fueron sembradas aproximadamente
7 x 10° células por placa de 60 mm. Al dia siguiente se transfectaron por lipofeccion usando
los siguientes vectores y cantidades: 1 pg de pLKO.1-shARN, 750 ng de psPAX2 (codifica
para las proteinas funcionales del virus) y 250 ng pMD2.G (codifica para las proteinas de la
envoltura). Tras 15 h se cambié el medio por uno fresco, y se recogié el sobrenadadante con
particulas virales a las 24 h y 48 h siguientes, pasindolo por filtros de 0.45 um para eliminar
cualquier célula que hubiese podido quedar suspendida. Los lentivirus fueron conservados a
—80°C.

3. Material y métodos
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3.4.1 Aislamiento de ARN

3.4.1.1 Obtencion de ARN de lineas celulares

Se sigui6 el método de Chomezynski y Sacchi el cual consiste en la extraccién de ARN con
una mezcla de tiocianato de guanidinio, fenol y cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 1987).
Las células fueron lavadas una vez con PBS frio, y en una campana extractora de gases, y
sobre hielo, se anadi6 Trizol (Life Technologies) 170 ul por placa de 60 mm, con el fin de
conseguir la lisis celular y solubilizar el ARN. Las muestras sc homogenizaron y se pasaron a
eppendorf, a los que se anadieron 35 pl de cloroformo. Se agitaron las muestras con la ayuda
de un agitador mecdnico, y se dejaron reposar 15 min en hielo, para seguidamente centri-
fugarlos (15 min, 15,000 x g, 4°C). Se obtienen dos fases, la inferior orgénica que contiene
las proteinas y el ADN, y la superior acuosa con el ARN, que se pasa a un nuevo eppendorf.
El volumen que se ha separado con el ARN solubilizado se mezcla con un volumen igual de
isopropanol, agitando por inversién, y mantenido a —20°C durante mds de una hora para
precipitacién de los dcidos nucleicos. Por centrifugacién (15 min, 15,000 x g, 4°C) se obtiene
un precipitado blanco. El sobrenadante se elimina por vacio, y el precipitado se lava con 1 ml
de etanol al 70% (v/v), para volver a centrifugar y resuspender el precipitado de ARN en 20 pl
de ddH,O-dietilpirocarbonato 0,1% (v/v).

3.4.1.2 Obtencion de ARN de islotes primarios

Se obtuvo ARN de cada animal por separado (2-3 por modelo y edad). A partir de unos 100
islotes, se obtuvo ARN con el RNeasy kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante,

y fue finalmente resuspendido en 20 ul de ddH, O.

3.4.2 RT-PCR

3.4.2.1 Valoracion de dcidos nucleicos

El contenido de 4cidos nucleicos se valora por una lectura espectrofotométrica doble 2 260 y
280 nm en cubeta de cuarzo. A 260 nm los 4cidos nucleicos tienen un maximo de absorcidn,
mientras que a 280 nm presentan un mdximo los aminodcidos aromaticos de proteinas. El
ratio A, /A, da una idea del grado de contaminacion de las muestras con proteinas, y en
condiciones dptimas debe situarse entre 1.8 y 2. Para valorar el contenido de los 4cidos nu-

cleicos, hay que tener en cuenta que cada unidad de densidad 6ptica a 260 nm se corresponde



a 20 pg/ml de oligonucledtidos, 40 pg/ml para ARN de cadena sencilla y a 50 pg/ml para
ADN.

3.4.2.2 Sintesis de ADNc por retrotranscripcion

Para eliminar posibles contaminaciones con ADN, se incubaron 2-3 ug de ARN de cadalinea
celular con 10 U de ADNasa I (Roche) en un tampén de incubacién (Tris-HCI 40 mM,
NaCl 10 mM, MgCl, 6 mM, CaCl, 1 mM, pH 7.9) y 20 U de inhibidor de ARNasas, RNasin
(Promega), Las muestras se incubaron 30 min a 37°C, y posteriormente la ADNasa se inac-

tivé por S min a 95°C.

Para la sintesis del ADN, la solucidn resultante de la reaccidn anterior fue sometida a trans-
cripcién inversa con el High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies),
utilizando primers aleatorios y retrotranscriptasa segtn las instrucciones del fabricante. La
solucién se incubd dos horas a 37°C, y posteriormente se inactivé la enzima calentando a

95°C durante 5 min.

3.4.2.3 PCR y electroforesis en geles de agarosa

La PCR fue realizada a partir de ADN extraido de cola de ratén o bien de ADNc. Se usaron
por lo general reactivos de Biotools, Madrid; salvo excepciones indicadas. Para la reaccién
se utilizé un 1 ul de ADN en un volumen final de 25 pl compuesto de tampén de reaccién
[Tris-HCI 75 mM, MgCl, 2 mM, KCI 50 mM, (NH,),SO, 20 mM, pH 9.0], primers 0.2 uyM
(cada uno), dN'TPs 0.2 mM (cada uno) y 1 U de ADN polimerasa.

Para la PCR se usé un termociclador Veriti 96-well (Life Technologies). Y las siguientes

condiciones.

94°C 5 min
94°C 30's

(Tm)°C 30s
72°C1 min:I 30-35 ciclos

72°C 7 min
4°C final

Para el paso de hibridacién se usé la 77z (temperatura de melting) tedrica de los primers -5°C
(ajustada por la concentracién de sales, usando Primer-BLAST). Los primers utilizados en
PCR con ADNc como molde quedan recogidos en la Tabla 3.6. Cuando fue posible se di-
sefiaron primers tales que uno de la pareja hibridase con uniones exén-exén (especificos de

ARNm maduros). Salvo excepciones indicadas, los primers son especificos para Mus musculus.

El producto de la PCR se completo con un tampén de carga, concentracion final [ Tris-Hcl,
1.7 mM, azul de bromofenol 0.005% (p/v), xileno cianol 0.005% (p/v), glicerol 10% (v/v),
EDTA 10 mM, pH 7.6}, y fue resuclto mediante electroforesis en un gel de agarosa al
1.5-3% (p/v) en TAE (Tris-HCl 40 mM, 4cido acético 20 mM y EDTA 1 mM, pH 8.0),
suplementado con GelRed (Biotium, Hayward, EE.UU.) tras la disolucién de la agarosa. La

3. Material y métodos

73



Angdlisis de la expresion génica

electroforesis se llevé a cabo en tampén TAE. Como marcadores para electroforesis de ADN
se utilizaron los siguientes: para PCR, Phi-X174/Haelll (Promega) o el PCR low ladder
set (Sigma-Aldrich); para plismidos o fragmentos grandes, Lambda/HindIIl (Promega) o
1 Kb Plus Ladder (Life Technologies). El resultado fue visualizado mediante un transilumi-
nador UV, y las imdgenes captadas con una cimara CCD (charged coupled device), ChemiDoc
XRS+ (Bio-Rad, Hercules, EE.UU.).

Tabla 3.6 Primers usados en PCR (ADNc)

Gen

Atgs

Atg7

Gapdh
(ratén/rata)

lapp

Ins2

IRex 11
(ratén)

IRex 11
(humano)

Irela (Ernl)

Xbp1

Secuencia Amplicén Condiciones (Tm y ciclos)
$: 5" - ATGCGGTTGAGGCTCACTTTA-3’ 145 ob 55°C. 35 cicl
AS: 5-GCCCAAAACTGGTCAAATCTGTC-3’ P r 99 ciclos
$: 5. TTICAGTGCTTTTGACATGAGTGC-3’ 160 ob °C 35 cie

AS: 5"-CACCTGACTTTATGGCTTCCC-3’ P 957G, 35 ciclos
S: 5'-CATCAAGAAGGTGGTGAAGC-3’ 110 ob 55°C. 30 cicl
AS: 5-CATCGAAGGTGGAAGAGTTGG-3’ P r SV clclos
$: 5"-CCTCATCCTCTCTGTGGCAC-3' 175 ob 55°C. 35 cicl

AS: 5-CACGTIGGTIGGTGGGAG-3’ P r 99 ciclos
$: 5. TTTGTCAAGCAGCACCTTTG-3' 165 ob °C 30 cie
AS: 5-GGTCTGAAGGTCACCTGCTC-3’ P 957G, 30 ciclos
$: 5'-ATCAGAGTGAGTATGACGACTCGG-3’ IRB: 258 pb 57°C. 35 cidl
AS: 5'-TCCTGACTTGTGGGCACAATGGTA-3’ IRA: 222 pb 7°C, 35 ciclos
$: 5"-ACCAGAGTGAGTATGAGGATTCGG-3’ IRB: 258 pb

o .
AS: 5-TCCGGACTCGTGGGCACGCTGGTC-3'  IRA: 222 pb 7€, 35 ciclos

S: 5'-CAGGGCCACGTCCTGCCATG-3’

o .
AS: 5-TTCCAAAACTCCCGGGGCCG-3’ 87 pb 55°C, 35 ciclos
$ (ratén): 5'~ACACGCTTGGGAATGGACAC-3' Unspliced:
$ (rata): 5'-ACACGCTTGGGGATGGATGC-3’ 171 pb 56°C 35
AS (ratén/rata): Spliced: r 99 clclos
5.CCATGGGAAGATGTICTGGG-3' 145 pb
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3.4.3 PCR cuantitativa

El contenido de ADNc obtenido a partir del ARN de islotes fue evaluado en un ABI Prism
7900 (Life Technologies), con primers especificos recogidos en la Tabla 3.7, y SYBR Green
PCR Master Mix (Life Technologies). La abundancia relativa de los ARNm fue calculada
tomando el ARNm de ciclofilina A como control invariante. Las medidas fueron realizadas

por triplicado.

Tabla 3.7 Primers usados para PCR cuantitativa

Gen Secuencia
Chop S: 5’-CCACCACACCTGAAAGCAGAA-3’
AS: 5’-AGGTGAAAGGCAGGGACTCA-3’

Cebpb S: 5-ACCGGGTTTCGGGACTTGA-3’
AS: 5’-GTTGCGTAGTCCCGTGTCCA-3’

Bip S: 5'-TGGAGTTCCCCAGATTGAAG-3’

AS: 5’-CCTGACCCACCTTTTTCTCA-3’

Ciclofilina A S: 5'- CAGACGCCACTGTCGCTTT-3’

AS: 5’-TGTCTTTGGAACTTTGTCTGCAA-3’




m Analisis de la expresion de proteinas

3.5.1 Extractos proteicos

3.5.1.1 Obtencion de extractos proteicos

Las células fueron lavadas 2 veces con PBS frio, colocadas sobre hielo y raspadas con 50-500
ul de tampdn de lisis segtin el formato y densidad celular [Nonidet-P40 1% (v/v), Tris-HCI
50 mM, EDTA 5 mM, EGTA 5 mM, NaCl 150 mM, NaF 20 mM, pH 7.5] y anadidos
extempordneamente PMSF 1 mM, aprotinina 10 pg/ml y leupeptina 2 pg/ml. El lisado se
pasd a eppendorfs y tras 5-10 min en hielo y un ligero agitado fueron centrifugados (15 min,
15,000 x g, 4°C). Se recogié el sobrenadante con el lisado proteico, y se descartaron los restos

celulares del pellet.

Para obtener extractos proteicos de la fraccion insoluble, el pellet fue lavado con PBS, resus-

pendido en tampdn de lisis y sonicado hasta completa disolucién.

Los islotes usados para western-blot fueron lavados 3 veces con PBS y centrifugados (2 min,
290 x g, 4°C), lisados en el tampén de lisis ya descrito, y sometidos a 3 pulsos de 10 segundos
en un bafio sonicador con hielo. Los extractos centrifugados (15 min, 15,000 x g, 4°C) y el

sobrenadante pasado a nuevos eppendorfs.

3.5.1.2 Valoracidn de proteinas

Las proteinas se determinaron por el método de Bradford (Bradford, 1976). Este ensayo se
basa en la observacién del cambio de absorbancia (de 465 nm a 595 nm) que se produce
cuando se afaden proteinas a una solucién acidica de Coomassie Brilliant Blue G-250. Las
interacciones hidrofébicas e iénicas producidas por ainoacidos bdsicos (principalmente
arginina) estabilizan la forma anidnica del reactivo indicador, causando un cambio de color
visible. Como control, se prepara una curva de calibrado de 0-10 pg/ml a partir de una so-
lucién estindar de BSA de 2 mg/ml (Bio-Rad). Para el ensayo se cuantifica la absorbancia
de una mezcla de 1 pl de la muestra a analizar en 1 ml de la solucién de Bradford (Bio-Rad)

diluida en ddH,O (1:5), y cuantificada su absorcién en espectrofotémetro a 595 nm.

3.5.1.3 Defosforilacion con fosfatasa-)

100 pg de proteina fueron mezclados en tampén de fosfatasa-d [Tris-HCI 50 mM, EDTA
0.1 mM, ditiotreiol 5 mM, BRIJ 35 0.01% (p/v), 2 mM MnClz, pH 7.5] con 400 U de
fosfatasa-\ (Sigma-Aldrich), e incubado 1 ha 30 °C.
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3.5.2 Western-blot

3.5.2.1 Preparacidn de muestras para electroforesis

Se iguald la concentracién de las muestras a 0.5-2 pg/ul de proteina, preparando un volumen
determinado y diluyendo con tampén de lisis, ademds se completan con tampén de Laemli
concentrado (Laemmli, 1970) para una concentracién final [Tris-Hcl 100 mM, glicerol 5%
(v/v),SDS 2% (p/v), 2-mercaptoetanol 1% (v/v), azul de bromofenol 0,004% (p/v), pH 6.8].
Las muestras son desnaturalizadas (5 min, 95°C) y cargados 10-50 ug por muestra en geles de
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Junto a las muestras, se
usd un estdndar de marcador del peso molecular Precision Plus Protein Standards All Blue
(Bio-Rad)

3.5.2.2 Electroforesis en geles de SDS-PAGE

El fraccionamiento del componente proteico de los extractos celulares, se realizé por elec-
troforesis en geles discontinuos de SDS-PAGE, segin el método descrito por Laemmli
(Laemmli, 1970), empleando un equipo de electroforesis Miniprotean II o TetraSystem

(Bio-Rad).

Se prepararon geles con dos zonas de diferente concentracién de poliacrilamida: 5% para el
gel superior concentrante y 6-15% para el gel inferior separador, a partir de una solucién al
30% que contiene acrilamida y bis-acrilamida en proporcién 29:1 (Bio-Rad). El primero, que
contiene los pocillos de depésito de muestras, sirve para concentrar y alinear las muestras; el
segundo, para separar las proteinas segtin su peso molecular. La concentracién de poliacrila-
mida final en el gel utilizada varié en funcién del peso molecular de las proteina a analizar. Los
geles contienen ademas de poliacrilamida, SDS que confiere a las proteinas una carga negativa
uniforme, Tris-HCI pH 8.8 para el gel separador; pH 6.8 para el concentrante, persulfato
amdnico y TEMED que catalizan la polimerizacién del gel. Las proporciones de los diferen-

tes componentes varfan segtn el tipo de gel.

Para el desarrollo de la electroforesis se utilizé el siguiente tampon: Tris-base 25 mM, glicina
190 mM y SDS 0.1% (p/v) pH 8.3, con una fuente Powerpac HC de Bio-Rad, a un voltaje
constante de 100 v para el gel concentrante y de 110-150 v para el gel separador, durante
1.5-2 horas.

3.5.2.3 Transferencia a membranas de PVDF

Una vez finalizada la separacién de proteinas, estas fueron transferidas de los geles de SDS-
PAGE a membranas de PVDF (polifluoruro de vinilideno) Immobilon-P 0.45 pm (Merck
Millipore, Billerica, EE.UU.). Previo a la transferencia se activaron las membranas alta-
mente hidrofébicas de PVDF por un breve paso por metanol, y se dejaron en tampé6n de

transferencia.



El gel se coloco pegado a la membrana de PVDF y el conjunto entre 2 capas de papel
Whatman, colocado todo el sistema entre almohadillas y una carcasa, de tal forma que las
proteinas migraran hacia el polo positivo. El tampdn de transferencia usado fue 25 mM Tris,
192 mM glicina, metanol 20% (v/v). La electrotransferencia fue llevada a cabo con el Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad), con un voltaje constante de 100 v, y una

resistencia inicial de 350 mA, durante una hora y en frio.

3.5.2.4 Bloqueo e incubacidn con anticuerpos

Finalizada la transferencia, se bloquearon los sitios de unién inespecificos a proteinas. Para
ello, las membranas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente, con agitacién suave,
en TBS (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5) mis Tween-20 0,05% (v/v), TTBS;
suplementado con 5% (p/v) de leche en polvo desnatada en unos casos o BSA 3% (p/v),
dependiendo del anticuerpo de interés. Generalmente cuando fueron usados anticuerpos
fosfo-especificos, las membranas se bloquearon con BSA, ya que la leche en polvo contiene

grandes cantidades de fosfo-proteinas como la caseina.

Posteriormente se retird la solucién de bloqueo y se incubé con el anticuerpo primario diluido
en TTBS hasta el dia siguiente, en una cdmara frfa a 4°C, con agitacion suave. Algunos anti-
cuerpos fueron incubados en solucién de bloqueo para reducir el fondo. La lista con todos los

anticuerpos utilizados y sus diluciones se encuentra en la seccién 3.9.4.

Al dia siguiente, la membrana se lavo 3-5 veces con TTBS durante una hora en agitaciéon
fuerte, tras la cual se incubd con el una solucién en TTBS de anticuerpo secundario frente ala
fraccién constante de la especie correspondiente en la que se hubiese generado el anticuerpo
primario. La incubacidn con el anticuerpo secundario fue de 1 h a t.a. en agitacién suave.
Finalmente se volvid a lavar con TTBS otras 3-5 veces durante aproximadamente una hora,

en agitacion fuerte.

3.5.2.5 Deteccion de anticuerpos por quimialumini:cemm

Para detectar los anticuerpos secundarios, conjugados con peroxidasa de rabano (HRP),
las membranas se incubaron con reactivos de quimioluminiscencia, los cuales se basan en la
oxidacién del luminol en presencia de H,O, yun catalizador, a 3-aminoftalato, el cual decae
a su estado fundamental emitiendo luz visible (432 nm). Como reactivos se usaron ECL Plus
Western Blotting Detection (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido), o bien Western
Lighting ECL Plus (Perkin Elmer, Waltham, EE.UU.), segtn las instrucciones del fabricante.
Para fijar la sefial, se utilizaron las placas de autorradiografia Hyperfilm-ECL (GE Healthcare)
y un aparato revelador CURIX 60 (Agfa, Mortsel, Bélgica). Los films fueron posteriormente

digitalizados con un escéner.

Alternativamente se usaron sistemas de deteccién de quimioluminiscencia por cdmara CCD,
los cuales permitieron la digitalizacién directa de los resultados. Se usé un LAS300 mini
(Fujifilm, Tokio, Japén) y el reactivo ECL Plus Western Blotting Detection (GE Healthcare),
o bien un ChemiDoc XRS+ y el reactivo Immun-Star WesternC (Bio-Rad).
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3.5.2.6 Borrado de membranas de PVDF

Para poder ver bandas que podrian solaparse, o en el caso de las proteinas totales tras haber
revelado con anticuerpos fosfoespecificos, se precisé borrar la membrana, con lo que se
elimina el anticuerpo primario y secundario unido a esta, y quedan libres para una nueva
hibridacién. Para ello las membranas de PVDF se incubaron con un tampén de borrado
(Tris-HCl 62.5 mM, SDS 0.5% y 2-mercaptoetanol 100 mM, pH 6.8) durante 20 min a
55°C. Posteriormente se lavaron varias veces en TTBS antes de ser incubadas con un nuevo

anticuerpo.

3.5.3 Inmunoprecipitacion

De los extractos proteicos de cultivos celulares, obtenidos de la manera antes descrita, se reali-
zaron inmunoprecipitaciones. Partiendo de una cantidad de proteina uniforme para todas las
muestras de un mismo experimento (de 300 pg a 1 mg de proteina), en un volumen final de
600-800 pl ajustado con tampdn de lisis, se anadié el anticuerpo de interés para inmunopre-
cipitar (1-2 pg de anticuerpo por 1 mg de proteina), y se mantuvo toda la noche en rotaciéon

a4°C.

Al dia siguiente, para quedarse con toda la proteina que se ha unido al anticuerpo, se afiadié
el extracto proteico 20-30 pl de una mezcla de proteina A o proteina G-agarosa (Roche)
con tampén de lisis (1:1, previamente lavada varias veces con el tampén) y se incubaron 2
h a 4°C. La proteina A/G se une a las IgG por la fraccidn constante, al estar la proteina A
o G conjugada con bolas de agarosa, sedimentan ripidamente y se pueden separar del resto
del sobrenadante, que contiene las proteinas que no han sido reconocidas por el anticuerpo

usado en la inmunoprecipitacion.

La fase sedimentada (con las bolas de agarosa) se lavo varias veces con 500 pl de tampén de
lisis, dejando en un tltimo paso a las bolas lo mas secas posibles, y se anadié tampén de Laemli.
Las muestras ya preparadas se hierven 5 min a 95°C para eliminar las uniones entre proteinas,
y se cargan en geles de SDS-PAGE para su deteccidn por western-blot. Adicionalmente, se
utilizé un método alternativo de inmunoprecipitacion, mediado por particulas magnéticas
tapizadas con proteina A o G (Dynabeads, Life Technologies), y el uso de un imén DynaMag

2 (Life technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.5.4 Fraccionamiento celular y aislamiento de organulos

3.5.4.1 Aislamiento de reticulo endoplasmitico

El procedimiento fue llevado a cabo siguiendo una metodologia ya descrita (Bozidis ¢ 4f.,
2001). Brevemente, aproximadamente 10 placas (100-mm) por condicién fueron sembradas.

Las células fueron tripsinizadas, lavadas con PBS y resuspendidas en 10 ml de tampon MTE



(D-manitol 270 mM, Tris-Hel 10 mM, EDTA 0,1 mM, PMSF 1 mM, pH 7.4), y lisadas por
una sonicacién suave. Se obtuvo un pellet de restos celulares por centrifugacién (10 min,
1,400 x g, 4°C) y otro pellet conteniendo mitocondrias (10 min, 15,000 x g, 4°C). El sobre-
nadante fue recogido y colocado en la parte superior de un gradiente de densidad de sacarosa
(2.0:1.5:1.3 M). Los tubos de ultracentrifuga fueron completados con tampén MTE para
evitar su colapso, y fueron sometidos a ultracentrifugacién (70 min, 152,000 x g). La interfa-
se entre las soluciones de sacarosa 1.5 My 1.3 M, conteniendo la fraccién de RE, fue recogida
y diluida con tampén MTE. De nuevo se sometié a ultracentrifugacién (22 min, 40,000 x g),
siendo los pellets conteniendo la fraccion de RE resuspendidos en buffer de lisis y sonicados.

10-20 pg de proteina de RE fueron utilizados por punto para western-blot.

3.5.4.1 Aislamiento de mitocondrias para deteccién de proteinas oxidadas

Para la deteccion de proteinas oxidadas en mitocondrias, se utilizaron alrededor de 2 x 107
células por punto. Las células fueron tripsinizadas, centrifugadas (3 min, 110 x e 4°C) y
lavadas con PBS. Para la purificacién de mitocondrias se utilizé el Mitochondria Isolation
Kit for Cultured Cells (Thermo Scientific) segtn las instrucciones del fabricante, pero adap-
tadas al procedimiento subsiguiente. Para ello todos los tampones fueron suplementados con
2-mercaptoetanol 1% (v/v) para evitar la oxidacién de proteinas tras la lisis celular, y para
reducir al maximo la contaminacion con peroxisomas y lisosomas, el pellet de mitocondrias
se obtuvo centrifugando (15 min, 3,000 x I 4°C), en vez de 12,000 x g (obteniendo un

menor rendimientdo pero mucha menor contaminacién de otros orgnulos).

Una vez obtenido y lavado el pellet mitocondrial, fue resuspendido en 30 ul de tampén de
lisis TBS-CHAPS [CHAPS 2% (p/v), Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, 2-mercaptoetanol
1% (v/v), pH 7.5]. Se utilizaron 5 pl para la cuantificacién de proteinas, y el resto para deriva-

cién de proteinas o western-blot directo.

Para la derivacién de proteinas, aproximadamente 10 pg de proteina mitocondrial en un
volumen de hasta 10 ul fueron derivadas usando el kit OxyBlot para deteccién de protei-
nas oxidadas (Merck Millipore). Esta técnica se basa en la deteccién de grupos carbonilo
introducidos en las cadenas laterales de proteinas cuando estas se encuentran sometidas a
estrés oxidativo. Los grupos carbonilos sufren una reaccién de condensacién con 2,4-dinitro-
fenilhidrazina (DNP-hidrazina), y el uso de un anticuerpo especifico frente a DNP permite

la cuantificacién por western-blot de las proteinas oxidadas.
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3.6.1 Inmunfluorescencia de células en cultivo

Las células se sembraron sobre cristales circulares de 1 cm de didmetro. Una vez finalizado el
tratamiento, las células fueron lavadas con PBS y fijadas inmediatamente con una solucién
de paraformaldehido al 4% (p/v), durante 10 min a temperatura ambiente. Seguidamente
se lavaron con PBS, y se incubaron S min a temperatura ambiente con Tritén X-100 0.2%
(v/v) en PBS, con el fin de permeabilizar las células y permitir el marcaje de antigenos intra-
celulares. Tras este tratamiento, se lavan y se incuban 15 min a temperatura ambiente con una
soluciéon de NH 4C1 50 mM, con esto se consigue amortiguar la autofluorescencia endégena
que presentan las células. Tras un nuevo lavado, se bloquean los sitios de unién inespecificos
con una incubacién en una solucién de bloqueo de BSA 1% (p/v), 0,2% Tritén X-100 (v/v)
en PBT [PBS suplementado con Tween-20 0.05% (p/v)] durante 45 min a temperatura am-
biente (en ocasiones enriquecido con 2% de suero de cabra). La incubacién con anticuerpos
primarios (uno solo o una mezcla de dos anticuerpos para doble marcaje), se realizé durante

1.5 hata. en cAmara himeda.

Tras lavado con PBT, se incuba con anticuerpo secundario 45 min (dos veces en el caso de
doble marcaje). Tras un tltimo lavado con PBT, las preparaciones se montaron sobre un
portaobjetos con un liquido de montado SlowFade Gold (Life Technologies) conteniendo
DAPI para la visualizacion de nacleos. Las muestras fueron observadas generalmente al dia
siguiente, ya que el indice de refraccién del liquido de montaje tuvo que madurar y quedd

estable a las 24 horas.

3.6.2 Inmunohistoquimica de secciones pancreaticas

3.6.2.1 Fijacién de pancreas y obtencion de cortes

Los animales fueron sacrificados como es descrito en la seccién 3.1.3, y sometidos a perfusién
intracardiaca con paraformaldehido 4% (p/v) en PBS. Los pancreas fueron sacados de una
pieza, lavados en PBS, y colocados en solucién de Bouin [4cido picrico 1% (p/v), formal-
dehido 10% (v/v), 4cido acético 5% (v/v)] donde fueron dejados en ligera agitacién toda
la noche. Al dia siguiente los pancreas fueron extensivamente lavados en PBS y dejados en
formaldehido 10% (v/v) para su envio a una empresa externa que se encargd de la inclusiéon

del tejido en bloques de parafina.



Los bloques de parafina, previamente enfriados, fueron procesados con un micrétomo
obteniéndose cortes de 5 um que fueron depositados en la superficie de un bano de agua a
55°C para su extensiéon completa, y seguidamente colocados en portaobjetos. Se obtuvieron
alrededor de 8-10 cortes por cada regién del bloque. Para acceder a la siguiente region se
desbasté el bloque mediante cortes de 20 um (total aproximado de 200 pm entre secciones).
En total se obtuvieron cortes de 4-5 regiones por pdncreas, lo cual posibilité la aproximacién

estereoldgica para el calculo de masa de célula B.

3.6.2.2 Desparafinizacion e hidratacién de cortes

Para desparafinizar, los portaobjetos con cortes de pdncreas fueron pasados por xilol
(2 incubaciones de 10 min), y seguidamente por etanol absoluto (2 incubaciones de 2 min)
y una serie de etanoles de concentracién decreciente 90, 80, 70% (v/v), 1 min por cada
solucion. Seguidamente los portaobjetos fueron lavados extensivamente con agua corrien-
te. Posteriormente se realizaron circulos alrededor del tejido con un rotulador hidréfobo

(pap-pen), antes de proseguir con el inmunomarcaje.

3.6.2.3 Inmunofluorescencia para drea de célula

Las secciones fueron colocadas en cimara himeda y bloqueadas con BSA 3% (p/v) en TTBS
at.a. durante 1 h. Posteriormente se incubaron con anticuerpos anti-insulina (1:2000, Dako,
Glostrup, Dinamarca) y anti-glucagén (1:500, Dako), a 4°C toda la noche. Al dfa siguiente
las secciones fueron lavadas 3 veces con TTBS ¢ incubadas con anticuerpos secundarios a t.a.
durante 1 h (FITC-anti conejo 1:200, para glucagén; Cy3-anti cobaya 1:200, para insulina,
Jackson ImmunoResearch, West Groove, EE.UU.). Las secciones fueron lavadas de nuevo en
TTBS y observadas en el periodo de una semana. Para la toma de imdgenes se usaron dupli-
cados de 4-5 regiones diferentes de pancreas de cada animal. Fueron obtenidas imdgenes de
todo el pancreas mediante el uso de un microscopio de fluorescencia semi-automdtico Biozero
BZ-8000 (Keyence, Osaka, Japén), el cual permitié la obtencién de hasta 30 imdgenes (50 x
37 pm) de una seccién pancredtica y la posterior recomposicién con el software BZ-Analyzer

(Keyence). La cuantificacidn del 4rea de célula f estd descrita en la seccién 3.8.2.2.

3.6.2.3 Inmunohistoquimica en secciones de pincreas

Tras el lavado de las secciones en agua, se procedié al desenmascaramiento antigénico. Este
proceso es importante, ya que la extensa fijacién con aldehidos produce gran cantidad de
puentes metileno a lo largo de la estructura de la proteina, lo cual puede ocultar epitopos
reconocidos por los anticuerpos. El desenmascaramiento de las secciones pancredticas fue
realizado siempre, salvo para la inmunofluorescencia con insulina-glucagén. Para desen-
mascarar, las preparaciones se hirvieron durante 20 min en una solucién de citrato sédico
10 mM, pH 6.0. Para ello se usé un microondas a potencia baja tras arrancar el primer hervor.
Seguidamente las preparaciones se dejaron enfriar lentamente a t.a. durante 30 min, y fueron

lavadas 3 veces con ddH,O.
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Las secciones se incubaron 10 min con una solucién de H,O, 3% (v/v) con el fin de bloquear
las peroxidasas endégenas, posteriormente lavadas 2 veces con ddH,O e incubadas en solu-
cién de bloqueo [2% BSA (p/v), suero de cabra 1% en PBS] a t.a. durante 1 h y en cimara
himeda. Seguidamente se reemplaz6 la solucién de bloqueo por anticuerpo primario diluido
en bloqueo, y las preparaciones fueron incubadas toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se
lavaron 3 veces en PBS y tras el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, y nuevos
lavados se procedié al desarrollo de la imagen mediante el uso de 3,3’-diaminobenzidina y
un cromégeno (Dako), siguiendo las instrucciones del fabricante. La 3,3’-diaminobenzidina
forma un precipitado marrén local al oxidarse en presencia de H,O, y peroxidasa. La reac-
cion es parada a los 2-5 min bajo el microscopio, introduciendo las preparaciones en ddH,O.
Previo a la observacidn las secciones con contratefiidas con una solucién de hematoxilina, y

lavadas con ddH, O.

3.6.3 Inmunofluorescencia con islotes aislados

3.6.3.1 Fijacidn y preparacidn de islotes

La fijacién y preparacion de islotes aislados para observacién en microscopio confocal
fue puesta a punto siguiendo las recomendaciones de A.B. Ropero (Universidad Miguel
Herndndez, Elche), y el método ya descrito (Tudurf ez 4/, 2008).

Una vez finalizado el tratamiento ex vivo, los islotes fueron lavados 2 veces con PBS frio y
centrifugados (2 min, 290 x g, 4°C). Este método requirié muchos cambios de solucidn,
todos cllos realizados por centrifugacién (2 min, 290 X g) y aspiracién de sobrenadante, tras
la fijacién el proceso tuvo lugar a t.a. Los islotes fueron fijados con solucién de Bouin (5 min,
t.a.) y lavados varias veces con PBS. Seguidamente se pasaron por soluciones de etanol de con-
centracidn creciente, 30, 50, 70% (v/v), y lavados con PBS. La permeabilizacién fue realizada
con Triton X-100 0.5% (v/v) en PBS, durante 15 min, lavados con PBS y bloqueados en BSA
5% (p/v), Tritén X-100 0.1% (v/v) en PBS durante 1 h.

3.6.3.2 Incubacidn con anticuerpo y montaje

Todo el procedimiento de incubacién y montaje fue realizado bajo lupa. Para la incubacién
con anticuerpos, se prepar6 una placa lisa de polipropileno en la cual se hicieron circulos con
un rotulador hidréfobo, con espacio para 20-30 pl. Los islotes en solucién de bloqueo fueron
depositados en una placa, de la cual 10-15 islotes fueron pescados y colocados en los circulos
preparados. La solucion fue retirada y reemplazada por una nueva solucién de bloqueo con

los anticuerpos de interés (1:50-1:500) ver seccidn 3.9.4; e incubados toda la noche a 4°C.

Al dfa siguiente los islotes fueron lavados 3 veces con PBS, retirando la soluciones cuidado-
samente. La incubacién con anticuerpos secundarios conjugados con fluoréforos (1:200) se
realizd a t.a. durante 1 h en la misma placa. Tras lo cual los islotes volvieron a lavarse 3 veces

con PBS y se montaron (Figura 3.8).



Figura 3.8 Montaje de islotes.

alas 24 h.

3.6.3.2 Marcaje selectivo de mitocondrias con alto AV,

Para ¢l marcaje de mitocondrias en islotes,
tras es aislamiento los islotes fueron dejados
en RPMI FBS 10% durante toda la noche.
Al dia siguiente, los islotes se recogicron en
eppendofs y se incubaron en medio sin suero
con Mitotracker Orange CMTMRos 500

. . . CH,CI
nM (Life Technologies), en incubador a 37°C 2
. . Mitotracker Orange CMTMRos
durante 30 min con la tapa abierta. Tras este Fluorescente

tiempo se lavaron los islotes 2 veces con PBS y

se prosiguié con la fijacion.

Mitotracker Orange CMTMROos es solamente incorporado por mitocondrias respirando
activamente, y es capaz de quedar irreversiblemente unido a proteinas (Figura 3.9), por lo

que no se pierde tras la fijacién con aldehidos.

3.6.4 Microscopio invertido

Se utilizé un microscopio invertido Nikon Eclipse TE300 (Nikon, Tokio, Japén) acoplado a
una cdmara y a ldmpara de mercurio. Permiti6 la captura de imdgenes en contraste de fases y
de inmunofluorescencia de células en cultivo. Las imdgenes fueron obtenidas con el software

Nis-Elements F (Nikon).

Todas las imégenes de secciones de pancreas, y las imagenes de contraste de fase de islotes
aislados para el célculo de didmetro de islote fueron obtenidas mediante un microscopio
invertido Biozero BZ-8000 (Keyence) y el software BZ-Analyzer. El microscopio cuenta con
una ldmpara de mercurio y diferentes filtros de emisién usados con los fluoréforos indicados
entre paréntesis, 360/40 nm (DAPI), 470/40 nm (FITC, EGFP) y 540/25 (Cy3).

N(CHa),  (CHg),N

Conjugacion con tiol

3. Material y métodos

Los islotes se depositaron en cubreobjetos (grosor no. 1), dentro de
camaras adhesivas fabricadas con la ayuda de un taladro perfo-
rador de papel, como las mostradas en la figura. Se retiré el PBS
restante y fue reemplazado por liquido de montaje (SlowFade Gold
con DAPI, Life Technologies). Las preparaciones fueron observadas

CHQS—Péptido

Conjugado fluorescente

Figura 3.9 Conjugacién irreversible de
Mitotracker a proteinas mitocondriales.
Mitotracker CMTMRos (un detivado de la
tetrametil-rosamina), al contrario que otras
sondas fluorescentes selectivas de mito-
condria, no se pierde tras la fijacién con
aldehidos, por lo que es compatible con
marcaje con anticuerpos.
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3.6.5 Microscopio confocal

Se utiliz6 un microscopio confocal Axio Observer.Z1 con el modulo de escanco LSM 700
(Zeiss, Oberkochen, Alemania). Se dispuso de 4 ldseres de estado sélido (Diodo 405 nm,
5 mW; diodo 488 nm, 10 mW; diodo 555 nm, 10 mW; diodo 639, 5 mW), utilizados por
lo general a < 2% de transmisién. La lista de fluoréforos utilizados en microscopia confocal

queda recogida en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8 Fluoréforos utilizados en microscopia confocal

Nombre Ex. max (nm) Em. max (nm) Laser usado (nm)
DAPI 345 455 405
FITC 495 519 488
Cy3 550 570 555
MTR Orange 554 576 555
Alexa Fluor 647 652 668 639

Para obtener imdgenes de islotes completos, se usé un objetivo 40x Zeiss Plan-Apochromat
oil (apertura numérica 1.3), y para imdgenes a detalle de células dentro del islote se usé el
objetivo 63x Zeiss Plan-Apochromat oil (apertura numérica 1.4). Con este tltimo objetivo,
en ocasiones se tuvo que recurrir a > 2% de transmision de ldser. Ambos objetivos fueron

siempre utilizados con aceite de inmersién.

DAPI siempre fue visualizado en un canal aparte con el liser de 405 nm y un filtro de paso
bajo (SP 550 nm), ningun otro fluoréforo utilizado es excitado a 405 nm. Para los marcajes

més complejos se utilizaron los siguientes filtros de emision.

. FITC/EGFP Laser 488 nm: BP 420-528 nm
. MTR Orange/Cy3: Léser 555 nm: BP 576-640 nm
. Alexa Fluor 647: Laser 639 nm: LP 640 nm

* SP: filtro de paso bajo, BP: filtro de paso de banda, LP: filtro de paso largo.

Todas las imdgenes fueron obtenidas en formato de 1024 x 1024 pixeles, a una velocidad
de 0,5-5 ps/pixel (dependiendo del experimento). El pinbole del microscopio que permite la
toma de imdgenes confocales fue de un tamafio de aproximadamente 1 airy unit, o algo mayor
dependiendo del experimento. Las imagenes a lo largo del eje z (z-stacks) fueron recogidas en
espacios de 2.5 um (objetivo 40%), y de 1 um (objetivo 63%). Para la operacién del microsco-

pio y la obtencién de imdgenes se utilizé el software ZEN2011 (Zeiss).

3.6.6 Microscopia electronica de transmision

Pellets de células tripsinizadas fueron pasados a eppendorfs, lavados con PBS y fijados en pa-
raformaldehido 4% (p/v), Electron Microscopy Sciences; glutaraldehido grado 12,5% (v/v)
Sigma-Aldrich; en tampén de fosfato sédico 0.1 M (pH 7.3), durante 3 horas. Se lavaron

con PBS 3 veces y se dejaron hasta el dfa siguiente a 4°C. Todo el procedimiento fue llevado



a cabo en campana extractora de gases, utilizando eppendorfs y aspirando cuidadosamente

cada solucién para dejar el pellet celular sedimentado (sin centrifugacién).

Al dia siguiente las muestras fueron post-fijadas con una mezcla de OsO, 1% (p/v) Electron
Microscopy Sciences; K, [Fe(CN),] 1% (p/v) durante 1 h, y deshidratadas en una bateria de
etanoles (30, 50, 70, 80, 90, 95, 100%), 15 min por cada una y embebidas en resina epoxi
(Epon812, TAAB, Aldermaston, Reino Unido) pasindose por mezclas etanol:resina (3:1,
1 h; 1:1, 1h; 1:3, 2h; resina pura). La resina pura se cambia a las 24 horas y los eppendorfs
se dejan abiertos en estufa a 60°C durante 3 dias. Una vez polimeriza la resina, las mues-
tras fueron llevadas al Centro de Microscopia Electronica de la UCM. Secciones ultrafinas
(60-70 nm) fueron obtenidas con un ultramicrotomo (Ultracut E, Leica), tefiidas con citrato

de plomo y examinadas mediante un microscopio electrénico de transmisién (JEM-1010,

JEOL, Tokio, Japén).

3. Material y métodos

El tetréxido de osmio (OsO,) es
volatil y extremadamente tdxico.
incluso a concentraciones bajas
Se une altamente a fosfolipidos
@ y proteinas, por lo que todos los
residuos generados son neutralizados

con leche en polvo.

N J
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Ensayos de proliferacion, muerte y
supervivencia

3.7.1 Analisis del ciclo celular por citometria de flujo

Una vez realizado el tratamiento deseado en cultivo, se levantaron las células con tripsina, y
tras parar la reaccién con medio con suero, se centrifugaron las células (5 min, 110 x g, 4°C)
dos veces tras lavarlas con PBS. El pellet celular se resuspendié en 300 pl de PBS frio mas 700
ul de etanol absoluto a —20°C, en estas condiciones se agitaron las muestras y se dejaron en
hielo durante 1 min, y las células fueron lavadas 2 veces mds con PBS frio. Se resuspendieron
finalmente en 500 ul de PBS atemperado, y asi fueron incubadas durante 30 min a 37°C con
ARNasa (preparada segtin lo descrito en seccién 3.3.2). El tltimo paso fue afadir 25 pl de
ioduro de propidio (Sigma-Aldrich) 0.1% (p/v) en PBS.

Se valord el contenido celular de ADN por incorporacién de ioduro de propidio, (emisién
fluorescente entre 562-588 nm), pudiendo diferenciarse células apoptdticas (<2n), células en
fase G/G,y células en proliferacién (fase S/ G-M, >2n). Para ello se utilizé un citémetro
FACScalibur y el software Cell Quest Pro (Becton Dickinson).

3.7.2 Marcaje con anexina-V/ioduro de propidio

Tras finalizar el ensayo iz vitro, se recogieron células del sobrenadante y las pegadas a los platos
previa tripsinizacion. Los pellets fueron lavados con PBS y aproximadamente 1.5 x 10° células
fueron centrifugadas y resuspendidas en 100 pl de buffer de unién a anexina-V (HEPES
10 mM, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl,, pH 7.4), e incubadas con 5 pl de anexina-V-FITC
y 5 uL de solucién de ioduro de propidio (Immunostep, Salamanca). Tras 15 min de incu-
bacién a temperatura ambiente y en oscuridad, se afadieron 400 pl de tampén de union a
anexina, y las muestras fueron llevadas a un citémetro para el analisis doble de anexina-V/

ioduro de propidio.

La pérdida de asimetria en los fosfolipidos de la membrana plasmatica es un signo caracteristi-
co de laapoptosis, dando lugar a la externalizacién de fosfatidilserina (PS), como sefial para el
reconocimiento por parte de macréfagos de las células apoptdticas (Fadok ez al., 1992). Esto
permite el uso de anexina-V, una proteina anticoagulante que se une a PS en la superficie de
las células, para la deteccién de apoptosis temprana (Koopman ez 4/., 1994). La combinacién
de anexina-V-FITC ¢ ioduro de propidio permite diferenciar entre células apoptdticas tem-
pranas (sélo anexina-V positivas) y células apoptéticas tardias/células necréticas (anexina-V

e ioduro de propidio positivas).



3.7.3 Cristal violeta

Se sembraron las células en placas de 12 pocillos a una densidad de 5000 células/cm?®. Tras
el tratamiento deseado, las células fueron lavadas con PBS y tenidas con cristal violeta 0,2%
(p/v) en 2% etanol (v/v) durante 10 min. Seguidamente las placas fueron lavadas varias veces
con ddH, O y se dejaron secar. Para cuantificar la cantidad de colorante fijado se anadi6 1 ml
de SDS 1% (p/v) por pocillo y se midi6 la absorbancia de cada uno de los puntos a 560 nm.

Se utilizé un lector de placas FluoStar Omega (Bmg Labtech, Ortenberg, Alemania).

3. Material y métodos
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3.8.1 Técnicas bioinformaticas

3.8.1.1 Trabajo con secuencias de ADN

BLAST (National Institutes of Health, Bethesda, EE.UU.) http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
Disefio de primers y comparacién de secuencias con las bases de datos del NIH.

LablLife (http://www.lablife.org)
Trabajo con enzimas de restriccién, prediccién de puntos de corte dentro de una secuencia.

4peaks (Mekentosj, Aalsmeer, Holanda)
Software gratuito usado para trabajo con archivos .ab1 de secuenciadores ABI. El programa permite
visualizacién de electroferogramas de secuenciador y la correccién manual de secuencias.

Pairwise Sequence Alignment; EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute)
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/)
Alineamiento de secuencias de ADN y aminodcidos.

3.8.1.2 Tmbajo con imdgenes

ZEN2011 (Zeiss)
Software utilizado para la operacién del microscopio confocal LSM 700 y toma de imdgenes, pero
ademds usado en los posteriores ajustes y andlisis de las imagenes.

Adobe Photoshop CS3 (Adobe, San Jose, EE.UU.)
Ajustes de imégenes.

Imaged (National Institutes of Health)
Software gratuito usado para andlisis de imégenes (drea), y densitometria de blots.

Amira (Visage Imaging, Berlin, Alemania)
Generacién de modelos tridimensionales a partir de z-stacks y medicién de volumen.

BZ-Analyzer (Keyence)
Recomposicién de secciones de pdncreas a partir de miltiples imégenes.

3.8.1.2 Otros

BD Spectrum Viewer (Becton Dickinson)
(http://www.bdbiosciences.com/research/multicolor /spectrum_viewer /)

Aplicacién online que permite consultar espectros de emisidn y absorcién de diferentes fluoréforos,
ademds de simular experimentos de marcaje miltiples.

Cell Quest Pro (Becton Dickinson)
Operacién de citémetro y andlisis de resultados.

Gatelogic (Inivai, Mentone, Australia)
Generacién de histogramas y dot-plots a partir de los resultados de citometria

GraphPad (http://www.graphpad.com/quickcalcs)
Aplicacién online usada para célculos estadisticos.

Papers (Mekentosj)
Organizacién de documentos cientificos y gestién de referencias.
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3.8.2 Cuantificacion

3.8.2.1 Blots

Los blots fueron cuantificados usando la herramienta “Analyze\

O O O Plots of Clipboar...

. . . 000 mage) et RS
Gels” de Image] (Figura 3.10) Fueron seleccionadas regiones FREEERRNA BECEEanDEEe
a
. \
rectangulares de mismo 4rea para todos los puntos del blos, | / \
[N
y se obtuvieron representaciones de la densidad de sefial a lo B reentlipbostd N AN
largo de la regién seleccionada. Se dibujé una linea base y se \
s e e S e e ey - \
obtuvo el 4rea bajo la curva, indicativa de la senal relativa de | g
‘ /oo
cada punto. Los resultados fueron siempre normalizados con la S — |
sefial del control invariable (B-actina, Gapdh, etc.). T 15439673
2 17477.208 -
3 7180.752 AN
4 1160.163 . N\
3.8.2.2 Imdgenes . ;}
Para el andlisis de masa de célula f se utilizé el programa Image]. )

Las imdgenes de secciones reconstruidas de péncreas frente a
insulina fueron procesadas mediante la funcién “Image\Color\Stack to RGB”, con el fin de  Figura 3.10 Ejemplo de uso de la funcién
separar los tres canales (rojo, verde y azul) de la imagen. Mediante la funcién “Image\Adjust\ Analyze/Gels de ImageJ
Threshold” se selecciond automdticamente todo el 4rea positivo para insulina (en rojo por
marcaje con Cy3) y el dato de drea relativo fue obtenido con la funcién “Analyze\Measure”
El 4rea de célula (b fue representado frente al total del pancreas, las imagenes de contraste
de fases, obtenidas en paralelo a las de inmunofluorescencia, fueron usadas para calcular el
drea total por el mismo método. La seleccion automdtica fue corregida manualmente para

eliminar defectos, o dreas de tejido graso.

Para la cuantificacion de 4reas en imdgenes de contraste de fases, o tamano de autofagosomas
en imégenes de microscopia electrénica, se utilizé Image]J y la herramienta “Frechand selec-
tion”. Las 4reas en imdgenes de microscopia confocal fueron determinadas con el software
ZEN2011. Para la determinacién del didmetro medio (d) a partir del drea (A) se utilizé la
férmula d= 2(A/w)">. El volumen celular fue obtenido a partir de z-stacks con el software

Amira.

3.8.3 Estadistica

Las prucbas estadisticas entre valores medios fueron determinadas mediante el test 7 de
Student para comparacién de dos muestras independientes (prueba-t despareada, usada en la
practica totalidad de andlisis realizados en esta tesis). Andlisis simple de la varianza mediante
ANOVA de una via, fue utilizado para comparaciones multiples. Las diferencias fueron con-

sideradas estadisticamente significativas para P < 0.05.
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3.9.1 Reactivos

Reactivos comunes de laboratorio fueron obtenidos de las siguientes casas comerciales.

. Merck Millipore: Triton X-100 y Tween-20.

. Panreac (Castellar del Vallés): acido acético, etanol, glicerol, glicina, HCl, isopropanol, metanol
y NaCl.
. Pronadisa (Torrején de Ardoz): agar bacteriolégico, agarosa, extracto de levadura y triptona.

. Roche: aprotinina, leupeptina y PMSF.
. Santa Cruz (Santa Cruz, EE.UU.): geneticina e higromicina.
. Sigma-Aldrich: anfotericina B, ampicilina, CHAPS, DAPI, ditiotreiol, DMSO, EDTA, EGTA, estrep-

tomicina, HEPES, kanamicina, 2-mercaptoetanol, MOPS, NaF, paraformaldehido, penicilina G,
puromicina, SDS y Tris base (Trizma).

3.9.2 Inhibidores y otros agentes farmacolégicos usados

OH 2-deoxiglucosa (2dG) Sigma-Aldrich
Andlogo no metabolizable de la glucosa que puede ser transportado
o al interior de las células. Inhibe indirectamente la glucolisis y la produc-

HCI)-|O cién de ATP. Causa estrés de RE al inhibir la glucosilacién de proteinas

en RE.

oluble: agua, . Concentracion etectiva: 1-5 m,
OH Solubl M. C ién efectiva: 1-5 mM

AICAR: 5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-B-D-ribofuranosido Q
(Sigma-Aldrich) HA Ne
Es un intermedio de la generacién de inosina monofosfato. CH’ = \

Farmacolégicamente usado como andlogo de AMP que una vez fosfo- HO//P\O/\/O\/N\/
. - OH
rilado es capaz de activar a AMPK.

Soluble: agua, 50 mg/ml. Concentracién efectiva: 1-5 mM

HO OH
Bafilomicina A, (Sigma-Aldrich)

Macrélido producto de Streptomyces griseus. Funciona como un inhibidor
altamente especifico de la H*/ATPasa vacuolar, inhibiendo la acidifi-
cacién de lisosomas y su fusién con autofagosomas. Por lo tanto inhibe

la autofagia efectiva.

Soluble: DMSO, 0.1 mg/ml. Concentracién efectiva: 1-20 nM




CCCP (Carbonilcianuro m-clorofenilhidrazona) Wako Chemicals, Osaka, N

Japén |
Inhibidor qUimico de la fosforilacién oxidativa, impide el funcionamiento H

de la ATP sintasa al funcionar como ionéforo en la membrana mito-  Cl N =
condrial, produciendo el colapso del Ay . Es comunmente usado como N \\N

inductor de mitofagia.

Soluble: DMSO, 100 mM. Concentracién efectiva: 5-30 pM

Cloroquina, difosfato (N’-(7-cloroquinolil-4-il)-N,N-dietil-pentano-1,4-
CH, diamina) Sigma-Aldrich.
f Compuesto lisosomotropo que aumenta el pH lisosomal, llevando a
inhibicién de la fusién autofagosoma-lisosoma. Compuesto relacciona-
do estructuralmente con la quinina, alcaloide obtenido de corteza de
Cinchona sp.

Soluble: agua, 50 mg/ml. Concentracién efectiva: 10-25 pM

MG132 - Z-Leu-Leu-Leu-CHO (Enzo Life Sciences, Farmingdale, EE.UU.)

—
Compuesto peptidomimético que funciona como inhibidor especifico del o] H O /d?
_0

proteasoma 26S.

Soluble: DMSO, 25 mg/ml. Concentracién efectiva: 1-10 pM

Ho

Rapamicina (Merck-Millipore)

Macrélido producto de Streptomyces hygroscopicus. La rapamicina actia
al unirse a FKBP12, y el complejo es capaz de asociarse a mTORC1,
inhibiendolo. Sin embargo a las dosis utilizadas frecuentemente, solo es
capaz de inhibir a mTORCT, y no a mTORC2.

Soluble: DMSO, 50 mg/ml. Concentracién efectiva: 20-40 nM

Thapsigargina (Sigma-Aldrich)

Lactona sesquiterpénica extraida de una planta (Thapsia garganica).
Inhibe la Ca?*/ATPasa de RE, rompiendo su homeostais de Ca?* y gene-
rando estrés de RE.

Soluble: DMSO, > 1 mM. Concentracién efectiva: 10-1000 nM

Tunicamicina (Sigma)

Antibiético andlogo de nucleésidos, producido por diversas bacterias
como Streptomyces clavuligerus o Streptomyces lysosuperficus. En ma-
miferos es capaz de inhibir la N-acetilglucosamina fosfotransferasa,
enzima clave para la sintesis de N-glucoproteinas. Utilizada cominmen-
te para producir estrés de RE de forma experimental.

Soluble: DMSO, > 10 mg/ml. Concentracién efectiva: 1-5 pg/ml

U0126 (1,4-diamino-2,3-diciano-1,4-bis(2-aminofeniltio)butadieno
(Merck-Millipore).

Inhibidor altamente selectivo de MEKT y MEK2

Soluble: DMSO, 100 mM. Concentracién efectiva: 5 pM

Wortmanina (Sigma-Aldrich)

Furanoesteroide metabolito del hongo Talaromyces wortmanii. La
wortmanina es un inhibidor covalente especifico de las fosfatidilinositol
3-kinasas (PI13K), especialmente de PI3K clase la.

Soluble: DMSO, > 1 mM. Concentracién efectiva: 40 nM

/
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3. Material y métodos

La cloroquina es cominmente usada
como antimaldrico. Estd estructuralmente
relacionada con la quinina, alcaloide
obtenido de la corteza de Cinchona sp.
El nombre de este género deriva del
hecho de que en 1638, la Condesa
de Chinchén (esposa del Virrey de
Per(), consciente de sus propiedades
antipalidicas, fue artifice del inicio de
su exportacién a Europa. Carlos Linneo
quiso honrar a la condesa nombrando
de esta manera al género Cinchona.

=7 2

Modis en "Rapa Nui" [Creative Commons]

La rapamicina fue descubierta por
primera vez en una muestra de suelo de
la Isla de Pascua (Chile), conocida como
“Rapa Nui” por los nativos. Este lugar da
nombre de manera indirecta a mTOR
(mammalian target of rapamycin).

Thapsia garganica [Franz Bauer]
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3.9.3 Listado de plasmidos

Tabla 3.9. Lineas celulares estables generadas

Nombre Ab. bacteria Ab. Mamifero Origen Ref.
pPBABE IRA Ampicilina Higromicina
C.R. Kahn M -
pPBABE IRB Ampicilina Higromicina
pBABE LAgT-K1 Ampicilina Puromicina J. de Caprio @ Gjoerup et al., 2000
pPBABE myc-Raptor Ampicilina Higromicina Addgene #18116 Gwinn et al., 2008
pEGFP-LC3B Kanamicina Geneticina Addgene #11546 Jackson et al., 2005
pFLAG Rheb-WT Ampicilina -
Cheol O. Joe ® Suk et al., 2011
pFLAG Rheb-Qé4L Ampicilina -
pLKO.1 hygro Ampicilina Higromicina Addgene #24150 Bob Weingber Lab
pLKO.1 neo Ampicilina Geneticina Addgene #13425 Sheila Stewart Lab
pMD2.G Ampicilina - Addgene #12259 Didier Trono Lab
psPAX Ampicilina - Addgene #12260 Didier Trono Lab

(1) Joslin Diabetes Center, Boston, EE.UU. Las secuencias proporcionadas de IRA/IRB fueron clonadas en pBABE
(2) Dana-Farber Cancer Institute, Boston, EE.UU.
(3) Korea Advanced Institute of Science and Technology, Sedl, Corea del Sur.

3.9.4 Listado de anticuerpos

Tabla 3.10. Listado de anticuerpos primarios
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Anticuerpo Casa comercial (Ref) Origen Dilucién Uso
4E-BP1 Cell Signaling (#9452) IgG Rabbit 1:1000 WB
P-4E-BP1 (Ser®) Cell Signaling (#9451) 1gG Rabbit 1:1000 WB
ACC Cell Signaling (#3662) IgG Rabbit 1:1000 WB
ACC (Ser’®) Cell Signaling (#3661) 1gG Rabbit 1:1000 WB
Antigeno T (H-1) Santa Cruz 25326 mAb IgG, Mouse 1:1000 WB
Akt Cell Signaling (#9272) IgG Rabbit 1:1000 WB
P-Akt (Ser?74) Cell Signaling (#9271) 1gG Rabbit 1:1000 WB
P-Akt (Thr3°8) Cell Signaling (#9275) 1gG Rabbit 1:1000 WB
AMPKa Cell Signaling (#2352) 1gG Rabbit 1:1000 WB
P-AMPK (Thr'72) Cell Signaling (#2531) 1gG Rabbit 1:1000 WB
ATF4 Santa Cruz (sc-200) IgG Rabbit 1:200 WB
B-actina (AC-74) Sigma-Aldrich (A5316) mAb IgG, Mouse 1:5000 WB
Bax Santa Cruz (sc-526) IgG Rabbit 1:500 WB
Bcl-2 Cell Signaling (#2876) 1gG Rabbit 1:1000 WB
Bcl-x (44) Becton Dickinson (610746) mAb IgG, Mouse 1:1000 WB
Beclina-1 Santa Cruz (sc-11427) 1gG Rabbit 1:500 WSB, IP
BiP (C50B12) Cell Signaling (#3177) mAb IgG Rabbit 1:1000 WB
Calnexina (C8.26) Merck-Millipore (MAB3126) mAb 1gG, Mouse 1:1000 WB
Caspasa-3 activa Cell Signaling (#9661) IgG Rabbit 1:1000 WB
C/EBPB Santa Cruz (sc-150) 1gG Rabbit 1:500 WB




3. Material y métodos

Anticuerpo Casa comercial (Ref) Origen Dilucién Uso
CHOP (B-3) Santa Cruz (sc-7351) mAb IgG, Mouse 1:1000, 1:100 WS, IF
cMyc (9E10) Santa Cruz (sc-40) mAb IgG, Mouse 1:500 WSB, IP
Cox4 (3E11) Cell Signaling (#4850) mAb IgG Rabbit 1:200 IHQ, IF
Eif2a Cell Signaling (#9722) 1gG Rabbit 1:1000 WB
P-Eif2a (Ser®') (119A11)  Cell Signaling (#3597) mAb IgG Rabbit 1:1000, 1:100 WS, IHQ
P-Eif2ak3 (Thr?®") Santa Cruz (sc-32577) IgG Rabbit 1:500 WB
ERK 1/2 Cell Signaling (#9102) IgG Rabbit 1:1000 WB
P-ERK 1/2 (Thr?°2/Tyr 2°4)  Cell Signaling (#9101) IgG Rabbit 1:1000 WB
FLAG (M2) Sigma-Aldrich (F1804) mAb IgG, Mouse 1:1000 WSB, IP
FoxO1 (C29H4) Cell Signaling (#2880) mAb IgG Rabbit 1:100 IF
P-FoxO1 (Thr?¥) Cell Signaling (#9464) 1gG Rabbit 1:1000 WB
Glucagén Dako (A0565) IgG Rabbit 1:500 IF
HA (12CA5) Roche (11583816001) mAb IgG, Mouse 1:1000 WB
Hsp60 Enzo Life Sci (SPA-807) mAb IgG, Mouse 1:5000 WB
Insulina Dako (A0564) IgG Guinea pig 1:1000-2000 IF
IR (Cadena B) Santa Cruz (sc-711) 1gG Rabbit 1:1000 WSB, IP
IRS1 Merck-Millipore (06-248) IgG Rabbit 1:2000 WB
P-IRS1 (Ser®®) Cell Signaling (#2381) Rabbit IgG 1:1000 WB
Novus Biologicals
P-IRE1Q (Ser’*) IgG Rabbit 1:1000 WB
(NB100-2323)
INK 1/2 Santa Cruz (sc-571) IgG Rabbit 1:1000 WB
P-INK 1/2 Cell Signaling (#9251) IgG Rabbit 1:1000 WB
LC3B Cell Signaling (#4108) IgG Rabbit 1:1000, 1:200 WSB, IF
mTOR Cell Signaling (#2972) IgG Rabbit 1:1000 WB
P-mTOR (Ser?*4€) Life Technologies (441125) IgG Rabbit 1:1000 WB
Nitrotirosina Merck-Millipore (06-284) IgG Rabbit 1:1000, 1:200 WSB, IHQ
p53 Santa Cruz (sc-6243) 1gG Rabbit 1:500 WB
p62/SQSTM1 Progen (GP62) 1gG Guinea pig 1:2500, 1:200 WSB, IF
Pdx-1 Merck-Millipore (07-696) IgG Rabbit 1:100 IF
S6 (5G10) Cell Signaling (#2217) mAb IgG Rabbit 1:1000 WB
P-S6 (Ser?35/23) Cell Signaling (#2211) IgG Rabbit 1:1000 WB
S6K Cell Signaling (#9202) 1gG Rabbit 1:1000 WB
P-S6K (Thr®) Cell Signaling (#9205) 1gG Rabbit 1:1000 WB
Raptor Cell Signaling (#4978) IgG Rabbit 1:1000 WB
P-Raptor (Ser’??) Cell Signaling (#2083) IgG Rabbit 1:1000 WB
Tom20 (F-10) Santa Cruz (sc-17764) mAb IgG, Mouse 1:50 IF
TSC1 Bethyl (BL1601) 1gG Rabbit 1:1000 WS, IP
TSC2 Cell Signaling (#3612) 1gG Rabbit 1:1000 WSB, IP
P-TSC2 (Ser®) #1 (Regalo de P.Pandolfi) 1gG Rabbit 1:500 WB
P-TSC2 (Ser®®“) #2 Bio Legend (635901) 1gG Rabbit 1:200 ICQ
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Anticuerpo Casa comercial (Ref) Origen Dilucién Uso
P-TSC2 (Ser?) Cell Signaling (#3615) 1gG Rabbit 1:1000 WB
P-TSC2 (Thr'#¢?) (5B12) Cell Signaling (#3617) mAb IgG Rabbit 1:1000 WB
Ubiquitina (FK2-H)* Enzo Life Sci (BML-PW0150)  mAb IgG, Mouse 1:1000 WSB, IF
Ubiquitina (P4D1) Cell Signaling (#3936) mAb IgG, Mouse 1:1000 WB
VDAC Cell Signaling (#4866) 1gG Rabbit 1:200 IHQ

mAb (monoclonal, detallado clon en el nombre del anticuerpo). WB, western-blot; IF, inmunofluorescencia;

ICQ, inmunocitoquimica; IHQ, inmunohistoquimica; IP, inmunoprecipitacién. (¥) Conjugado con peroxidasa

Tabla 3.11. Listado de anticuerpos secundarios

Anticuerpo Casa comercial Conjugado Dilucién Uso
Sheep anti-rabbit GE Healthcare (NA931V) HRP 1:5000 WB
Sheep anti-mouse GE Healthcare (NA934V) HRP 1:5000 WB
Rabbit anti-guinea pig Abcam (ab-6771) HRP 1:5000 WB
Donkey anti-mouse Life Technologies (A21203) Alexa Fluor 594 1:200 IF
Donkey anti-rabbit Life Technologies (A2120) Alexa Fluor 594 1:200 IF
Goat anti-rabbit Jackson (111225008) Cy2 1:200 IF
Goat anti-mouse Jackson (115226072) Cy2 1:200 IF
Donkey anti-rabbit Jackson (711095152) FITC 1:200 IF
Donkey anti-mouse Jackson (715165150) Cy3 1:200 IF
Donkey anti-mouse Jackson (715095150) FITC 1:200 IF
Donkey anti-guinea pig Jackson (706165148) Cy3 1:200 WB
Donkey anti-guinea pig Jackson (706605148) Alexa Fluor 647 1:5000 WB
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4. Resultados y discusion

El complejo TSC1-TSC2 como nexo
integrador de la senalizacion energéticay

de factores de crecimiento

4.1.1 Generacion de lineas de célula g fetales

S e generaron lineas celulares a partir de islotes pancredticos aislados de fetos de ratén (dia
17 de gestacién). Fueron usados ratones con el exén 4 del receptor de la insulina (IR)
flanqueado por secuencias loxP, para posteriormente delecionar iz vitro el IR con dos objeti-
vos: 1) el estudio de la sefalizacién de la glucosa, de manera independiente a la sefializacion
deinsulinay 2) posibilitar la reconstitucién especifica de las isoformas del IR, para su estudio

diferencial.

Tras someter a los islotes a infeccidn retroviral y seleccién con antibiético para la obtencién
de lineas inmortales que expresaran antigeno T de SV40, se obtuvieron diferentes subclones
los cuales fueron ensayados para la expresién de marcadores de célula  (Ins2 ¢ Iapp), ademas

se comprobd la expresién de insulina por inmunofluorescencia (Figura 4.1).

Insulina
a b
Células B
MIN6 fetales
MING6
Células B
fetales

El IR fue delecionado 7 vitro mediante la expresion, mediada por adenovirus, de Cre recom-
binasa, quedando establecida la linea IR . A partir de la linea IR " se establecieron lineas
con la expresion reconstituida de la isoforma A o B del IR (denominadas en adelante Rec Ay
Rec B). De esta manera quedaron establecidas las cuatro lineas celulares (IR */*, IR -, Rec A

y Rec B), utilizadas en la primera parte de esta tesis.

La expresion del IR de las diferentes lineas fue caracterizada por western-blor (Figura 4.2, a).

Las isoformas del IR se diferencian tinicamente por la expresién de un exén adicional en

DAPI Merge

Figura 4.1. Caracterizacion de la linea de
célula B proveniente de islotes fetales.
(a) RT-PCR demostrando la expresién de
ARNm de Ins2, lapp y Gapdh en células 3
fetales y MING (control positivo).

(b) Inmunofluorescencia frente a insulina
(rojo), los nicleos fueron visualizados por
tincién con DAPI (azul).
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IR, (ex6n 11) Seino y Bell, 1989; siendo ambas isoformas reconocidas de manera similar

por anticuerpos. La expresion diferencial de las dos isoformas del IR fue comprobada por

La presencia de las proteinas TSC1 y TSC2 en las lineas celulares, asi
como su asociacion fisica, fue demostrada por inmunoprecipitacién y
western-blot (Figura 4.3, a). TSC1-TSC2 funcionan como regulador
negativo de mI'ORC1 y de la sintesis proteica. Para comprobar si el
estado energético de la célula modulaba los niveles de las proteinas TSC1
0 TSC2, se deprivd a las células de suero y glucosa, y se las comparé con
células control en crecimiento exponencial, no observidndose cambios

entre ambas condiciones (Figura 4.3, b).

RT-PCR (Figura 4.2, b)
a
e - R:c Rgc
RB — | mm I I
B -actina — . ’ H+ - Flic Flgc
)~ -
b

<« IRB(+Ex11)
“ IRA(-Ex 11)

R R
- ec ec

+/+ A B

Figura 4.2. Expresién del receptor de insulina en las diferentes lineas celulares.
(a) Western-blot frente a la cadena B del IR. Presente en todas las lineas menos en la
IR 7. A la derecha se representan los resultados de la cuantificacién densitométrica
(IR-B corregido por B actina) de los resultados de 5 experimentos independientes.

(b) Anélisis por RT-PCR de la expresién a nivel de ARNm, del exén 11 del IR. La lineas
IR */* e IR /- expresan el ARNm de las dos isoformas del IR (IR, sin exén 11; IR, con
exén 11). Pero en el caso de la linea IR 7, el IR no se traduce correctamente. Las lineas
Rec A y Rec B solo expresan selectivamente una de las isoformas.

a b
IR IR Rec Rec
+H+ -~ A B
TSC-2 —| .
TSC2 —»| %% e LIRS "‘; -
S 3 TSC-1 — —
-
IP: TSC2 c 9 o© 9 o© Q c 9
O % 5 % %
.- - - % 4 %
TSC1 —»
IR +/+ IR -/- Rec A Rec B

Figura 4.3. El complejo TSC1-TSC2 en célula f.
(a) Asociacién entre TSC1 y TSC2, por IP de TSC2, y western-blot frente a TSC1.
(b) Niveles de TSC1 y TSC2 en condiciones basales, y tras deprivacién de suero y glucosa durante 6 h.

4.1.2 Estimulacion de la ruta TSC/mTORC1 por la via PI3K/Akt

Para examinar el efecto de la insulina sobre el complejo TSC1-TSC2, y laactividad mTORCI,
se sometid a las lineas celulares a un tratamiento con insulina 10 nM, a diferentes tiempos. La
estimulacion con insulina llevé a la activacién de la ruta PI3K, y la fosforilacién dependiente
de PDK1 de Akt en Thr*®®. De manera paralela, la insulina activa a mTORC?2, y se produce
la completa activacién de Akt por fosforilacién en Ser (Sarbassov er al., 2005). Ambas
fosforilaciones aparecieron paralelas en las lineas con IR (/R *'*, Rec A y Rec B), aunque
comparando las lineas Rec A y Rec B, la fosforilacién de Akt en Rec A fue mas duradera en
el tiempo. La estimulacion con glucosa 5 mM en las células f IR 7~ no activd la ruta PI3K, ni
mI'ORC2 (Figura 4.4).
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Akt fosforila directamente a TSC2 en Thr'¥*y Ser” (Inoki ef 4l., 2002). Tras la estimulacién
con insulina, la fosforilacién de estos residuos fue paralela a la activaciéon de Ake. La fosfo-
rilacién de TSC2 no se pierde hasta después de 15 h, a la vez que la de Akt. La glucosa no

estimulé la fosforilacién de estos residuos de TSC2.

La actividad de mI'ORC]1, resultante de la fosforilacion de TSC2 y de la inactivacion del
complejo TSC, se comprobé por la fosforilacion de S6K1 en Thr®®. En todas las lineas trata-
das con insulina hubo estimulacion de S6K, con un madximo a los 15 min, y mantenida hasta

las 15 h. En lalinea IR ", la glucosa también fue capaz de estimular a S6K (Figura 4.4).

4. Resultados y discusion

IR +/+ IR -/- Rec A Rec B
P-TSC2
(Thr 1462) —> | s s - a——— - —_—- C - . e — e - - - —
P-TSC2 .1 .0 X
(Ser 939) —’_:m---_—-- e — —— --.'---:
SO — | e R o ][ 0 0 9 e e = |
P-p70S6K1
(Thragg) —>| TRESS - - ===
P-Akt
(Ser473) —> - ww'e - e -
P-Akt G T T,
(Thr 308) - d -— — — .
Mo lwrrer s wv e wry] [REMMRY . DPER e ]
B-actina \M M

C s, 750 S, ')6976 © N, 7, % 8, ’)6996 C . 75 % S

S O N 7,2 S, 2
)476 6\666)6?6

Insulina 10 nM Glucosa 5 mM

Para comprobar que estas acciones eran selectivas de la via de PI3K, se repitié el experimento
de estimulacién con insulina, con el uso de inhibidores, y a un tiempo fijo de 5 min. La esti-

mulacién con glucosa de las células IR 7~ fue de 15 min.

Las fosforilaciones de TSC2 en Thr'“? y Ser’® resultaron especificas de la ruta PI3K/Akt.
La adicién de U0126, inhibidor especifico de MEK 1/2, no modificé la fosforilacién de
TSC2 en los residuos mencionados. Sin embargo, la wortmanina, un inhibidor especifico e
irreversible de la subunidad catalitica p110 de PI3K, inhibié la activacién de Akt (ausencia
de fosforilacién tanto en Thr**® como en Ser?”?) y por ende, la fosforilacién de TSC2 en los

residuos que dependen de esta via. La estimulacion con glucosa en la linea /R 7, de nuevo no

produjo fosforilacién de Akt 0 TSC2 en Thr'?/Ser?® (Figura 4.5).

A nivel de la fosforilacién de Akt, hubo diferencias significativas entre las lineas Rec Ay
Rec B. Mientras que la fosforilacién de Ake-Ser?”, mediada por insulina a través del IR,
se inhibié completamente con wortmanina 40 nM, esta fosforilacién no fue completamen-

te abolida por el mismo inhibidor en la linea que expresa IR,. La fosforilacion de Akt se

Insulina 10 nM

Insulina 10 nM

Figura 4.4. Curva de tiempo de la fosfori-
lacién de TSC2.

Células en crecimiento exponencial fueron
deprivadas durante 3 h de suero y de
glucosa, y subsiguientemente estimuladas
con insulina 10 nM o bien glucosa 5 mM.
Se realizé una curva de tiempo entre 0-24
h. Los extractos proteicos fueron recogidos
y sometidos a SDS-PAGE. Los resultados
se obtuvieron por western-blot mediante el
uso de anticuerpos especificos.
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sigui6 correlacionando con la de TSC2. Estos resultados contradicen lo que estaba descrito
anteriormente respecto a las isoformas del IR (Leibiger ¢# 4/, 2001). La insulina estimulé
tanto la senalizacién por la via PI3K/Akt, como de la ruta de MEK/ERK, ya que se observa
fosforilacién de ERK 1/2, que solo es inhibida por U0126. Ambas vias son estimuladas en

lineas que expresan tanto IR , como IRB.

Tanto la activacién de S6K como la inactivacién de 4E-BP1, ambas por fosforilacién mediada
por mI'ORC, fueron inducidas por la estimulacién con insulina en las lineas con IR, o por
glucosa en las células IR . La inhibicién de MEK 1/2 con U0126 no redujo en gran medida
la activacién de S6K, pero si se vio significativamente disminuida por el bloqueo de la ruta de
PI3K con wortmanina. Al igual que pasa con Akt-Ser*”?, la disminucién de la fosforilacién de

S6K-Thr*® por la adicién de inhibidores, no es completa en la linea Rec A pero sien la Rec B

(Figura 4.5).

IR +/+ IR -/- Rec A Rec B
1.00.1 1.5:0.1* 0.4+0.05* 1.0£0.1 25+0.3* 1.8:0.1* 1.0£0.1 2.0£0.3* 1.1z0.2
P-TSC2 o : - . »
(Thr 1462) . - TS . .. - n: ’ l
P-TSC2 __ | e o —— PR— . — Pp— p——
(Ser 939) - Salnsai™ i 2% -
TSC2 b | ——— . ———— ——— i ——— — — —
— e pa—. _—— -
1.0£0.05 4.10.4* 1.240.1 1.0£0.1 4.6£0.5* 2.8:0.3* 1.1x0.1 4.5:0.6* 1.1x0.1
P-Akt
(Sera73) e o= Gy - - -
A e[l | (GO S5 6D S0 G5 6D 40 e we
— - — —— o - — ——
P-ERK1/2 _,| o — — e o p—rvg -— > —
P-4EBP1a —_— e = - - ——— L e o — e — —— — — —
(Ser 65)
Y -
4EBP1|3__:E "eee s . T .- . - g ———
a .
P(-_I[_)ZOg:;(; -- —— e — D ——— —
r

p-actina —» _ﬁ

Figura 4.5. Insulina y

Células en crecimiento exponencial fueron deprivadas durante 3 h de suero y de glucosa. Los inhibidores fueron afiadidos 30 min antes de las
estimulaciones, que fueron de 5 min para la insulina 10 nM (en IR */*, Rec A y Rec B), y de 15 min para la glucosa 5 mM (en IR 7). Los extractos
proteicos se sometieron a western-blot y fueron incubados con anticuerpos especificos. (Wort: wortmanina 40 nM; U0126 5 uM). Los blots son
representativos de al menos tres experimentos independientes. La cuantificacién de los puntos mds representativos (control, Insuling, Insulina més

C 4 Y b © Y %
% 7%
X
3
7
+ Insulina

glucosa sobre la ruta PI3K/TSC/mTORCI.

e %% % %4 %C %
O, (Y O,
B 7R 2 7
) S ) >
)
% % %
+ Insulina + Insulina

wortmanina) es mostrada, los datos reflejan la media * s.d. ¥, P < 0.05 comparado al punto control.
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4. Resultados y discusion

4.1.3 Accion de la glucosa sobre ERK 1/2 y TSC2

En un trabajo anterior, nuestro grupo habia comprobado como la glucosa es capaz de esti-
mular a ERK 1/2 y S6K en célula B de manera independiente de la insulina (Guillen ez 4.,
2006). Se quiso demostrar que la activacién por glucosa de la ruta mTORC1/S6K se produce
a través de dos vias que confluyen en el complejo TSC1-TSC2: la inhibicién de la AMPK, y

otra dependiente directamente de ERK.

Para comprobar la accién especifica de la glucosa sobre la fosforilacion de TSC2 en célula p
pancredtica, se propusieron varios abordajes. El primero fue el andlisis por western-blot, de
la fosforilacién del residuo TSC2 Ser®* en células IR - en respuesta a glucosa. Para ello se
utilizé un anticuerpo fosfoespecifico, generado en el laboratorio de Pier Paolo Pandolfi (Beth
Israel Deaconess Medical Center, Boston, MA), y cortesia del mismo (Ma ez 4/., 2007). El
anticuerpo fue generado por inmunizacién con un péptido que contenfa la secuencia humana
para la regién proxima al residuo Ser®®, pero dada la alta conservacién de esta regién entre
diferentes especies, su uso en ratdn parecia viable (Figura 4.6, a). Los resultados demostraron
que la glucosa es capaz de estimular la fosforilacién de TSC2-Ser®* en la linea IR -, y que un
inhibidor de MEK 1/2, como U0126, inhibe dicha fosforilacién (Figura 4.6, b).

a b
: . « P-Tsc2
IP: (Ser 664)
TSC2
Homo sapiens S664 : KKTSGPLSPPTGPPG . i <+— TSC2
Mus musculus S664 : KKASGPLSPPTGPPS
Rattus norvegicus ;: : P-ERK1/2
9IcUs 5664 : KKASGPLSPPTGPPS Extractos
(@] [ <
% x
G
/"o
c No Ab Control Glucosa 5 mM Insulina 10 nM (IR+/+)
~ ] g ; ',_.'. L - ‘. '. /t\".."' ‘
p 4 <
' » = - ’q? B - ++ ’l 3 v \’
IR~ ! Sl ¥ oy ¢ = IR L!. R+’ L,‘
Ta iy ! ¥ ! 24 \l
4 | * . » 0! " 4 -
=3 : . W\ e }; - Z’ffu” ‘>
- .
, ‘e Lh L ~
. ’ ” t 29 * , ¢
{ - '\ ' Rko -
RKO e - %’ 4
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Figura 4.6. Fosforilacién de TSC2-Ser®®*.

(a) Conservacién de la regién préxima a TSC2-Ser®®* en ratén, rata y humano.

(b) Células deprivadas 3 h de suero y glucosa fueron estimuladas con glucosa 5 mM, durante 5 min. El inhibidor UO126 5 UM se afiadié 30 min antes del
estimulo. Con los extractos proteicos se realizé una IP frente a TSC2, y WB frente a TSC2-Ser®¢*. Se muestran blots representativo.

(c) Células creciendo en cultivo fueron deprivadas 3 h de suero y glucosa, y se les estimulé durante 15 min con glucosa 5 mM (Células IR /-, RKO) o insulina
10 nM (Células IR */*, RKO). Las células fueron sometidas a inmunocitoquimica con un anticuerpo que reconoce el residuo TSC2-Ser®®* fosforilado.
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El siguiente abordaje, fue el uso de otro anticuerpo fosfoespecifico para TSC2-Ser®* de
humano, pero que solo reconoce el residuo fosforilado en la conformacién nativa de la pro-
teina, por lo que su uso para western-blot resultaba inviable. Se realizaron ensayos de inmu-
nocitoquimica sobre células § pancredticas en cultivo. Como control se llevd en paralelo la
linea RKO, derivada de carcinoma colorrectal humano. La glucosa fue capaz de estimular la
fosforilacién de TSC2-Ser®, aunque la estimulacién de la via ERK-TSC2 fue més clara tras
la adicién de insulina. Esto mismo se observé atin con mds intensidad en las células RKO

(Figura 4.6, c).

4.1.4 Modulacién de la ruta mTORC1 por el estado energético de la célula

AMPK es el sensor energético celular, es una quinasa activada por un aumento en el ratio
AMP/ATP. Observaciones previas en células HEK293 demostraron que la activaciéon
de AMPK por un bajo estado energético, producia una inhibicién de mTORC1 mediada
por TSC2 (Inoki ez al., 2003b). AMPK es ademds capaz de fosforilar Raptor, proteina que
forma parte del complejo mT'ORCI, y cuya fosforilacién produce la inactivacion del com-
plejo (Gwinn ez al., 2008). Estas observaciones aun no habfan sido reproducidas en célula
( pancredtica, donde AMPK tiene un papel clave en el control de la secrecidn de insulina,

proliferacidn y supervivencia.

Los datos obtenidos demostraron como la deprivacion de glucosa es capaz de activar AMPK
en célula f pancredtica. Esta activacion fue mayor atn al tratar con 2dG (2-deoxiglucosa), un
andlogo no metabolizable de la glucosa que impide la glucdlisis y aumenta el ratio AMP/ATP
intracelular, lo cual activa fuertemente a AMPK. Los resultados se repiticron estimulando
con AICAR, un andlogo sintético de AMP que también estimula AMPK. La activacion de
792

AMPK se tradujo en una mayor fosforilacién de Raptor-Ser
cién de mTORC1/S6K, que fue total con 2DG o AICAR (Figura 4.7, a).

,y en la pérdida de la senaliza-

Comparando las cuatro lineas celulares, destaca la baja activacion de la AMPK por 2dG en la
linea IR 7, comparado con las lineas con receptor de insulina (/R *'*, Rec A y Rec B). Como
erade esperar, la adicién de 2dG se tradujo en la inhibicién de la via mTORC1/S6K en todas
las lineas estudiadas. La estimulacién con glucosa tuvo un efecto contrario, inhibiendo a
AMPK y activando mTORC1/S6K. La insulina es capaz de activar esta via mds atn, incluso

en presencia de un alto estatus energético (Figura 4.7, b).

El estrés energético es capaz de modular positivamente la fosforilacién de TSC2. Sin
embargo, y al contrario que las fosforilaciones en Thr'** y Ser’® mediadas por Akt (Inoki e
al., 2002), AMPK es capaz de fosforilar a TSC2 en Thr'** y Ser'*® (Inoki ez al., 2003b). Al
no existir anticuerpos fosfoespecificos para estos residuos observamos el cambio de movilidad
producido por la activacion de AMPK, mediante tratamiento con 2dG. Esta disminucion
de movilidad es debida a fosforilacion de TSC2, ya que el tratamiento de las muestras con

fosfatasa ) lo revirtié (Figura 4.7, c).
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Figura 4.7. Senalizacién dependiente del estado energético de
la célula

(a) Células IR */* fueron deprivadas de suero y glucosa durante 3
h, seguidamente fueron estimuladas con glucosa 5 mM, 2dG (2-5
mM) o AICAR 4 mM. Los extractos proteicos fueron sometidos a

P-AMPK _, . . . — — SDS-PAGE y western-blot, e incubados con anticuerpos especificos.

TSC2—>~-.—"-—~

(Thr 172) (b) Células en fase de crecimiento exponencial se deprivaron de
suero y glucosa durante 3 h, seguidamente fueron estimuladas. Los

APPasa - - - - + + + + estimulos de 2dG (5 mM), glucosa (5 mM) o glucosa mds insulina
2-DG - - + + - - + + (10 nM) fueron de 15 min. La cuantificacién de fosfo-AMPK Thr'72

en las diferentes lineas celulares se encuentra indicada. Los datos
se presentan como medias * s.d. *, P < 0.05, comparado al resultado de IR 7. Los blots son representativos de tres experimentos independientes.
(c) Células IR */* creciendo exponencialmente fueron estimuladas o no con 5 mM 2dG por 15 min, extractos proteicos fueron recogidos y una parte tratados
con fosfatasa-A. Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE e incubadas con anticuerpos especificos.

4.1.5 Interferencia de Tsc2en célula g pancreatica

Para comprobar la importancia de TSC2, tanto en regulacién de la sefalizacidn, como en
su papel en la proliferacién de célula f pancredtica, nos propusimos interferir su expresion.
Para ello se transfecté la linea IR */* con diferentes ARNi frente a 75c2. Utilizando la misma
cantidad de ARNi en todos los casos, se probaron 3 ARNIi diferentes, 0 una combinacién de
los 3, siendo esta tiltima la mds efectiva. Mediante western-blot frente a TSC2 se cuantificaron
niveles de interferencia Se obtuvo una disminucién de TSC2 superior al 70%. La interferen-
cia fue igual de efectiva tras 24 y 48 h de transfeccién, todos los experimentos subsiguientes

comenzaron 24 h después de la transfeccion.
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En la linea IR */* transfectada con diferentes ARNi, se observé un aumento de la actividad
basal de mTORCI cuantificada por fosforilacién en mTOR-Ser** o S6K-Thr*®. Dicho
aumento de la sefalizacion fue proporcional a la delecién de la proteina TSC2. La interferen-
cia de 75c2 no tuvo efectos sobre los niveles de la proteina TSC1, con la que forma complejo
(Figura 4.8).
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Figura 4.8. Interferencia de la expresién
de Tsc2 con diferentes ARNi

(a) Las células fueron transfectadas de un
Unico ARNi frente a Tsc2, o una combina-
cién de esos (Tsc2-1, Tsc2-2 y Tsc2-3), y
posteriormente sembradas. Un ARNi scram-
bled fue usado como control. Tras 24 o 48
h se recogieron los extractos proteicos y se
analizaron por western-blot.

(b) Andlisis densitométrico de tres expe-
rimentos independientes sobre el nivel de
interferencia alcanzado sobre la expresién
de la proteina TSC2. Los datos son medias
+ s.d. ¥, P < 0.05 comparado al control
(ARNi scrambled).
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El siguiente paso fue interferir la expresidn de 75c2 en las cuatro lineas celulares, y ver la
respuesta de estas a la estimulacién con insulina o glucosa, y como diferentes inhibidores
farmacoldgicos interferfan en su sefializacién en estas circunstancias. Se alcanzé un grado
similar de interferencia en las cuatro lineas estudiadas (Figura 4.9, b). La interferencia de
T5c2 causd un aumento de la senalizacion de mTORC, lo cual se reflejé en un aumento de
la fosforilacién de S6K en condiciones basales (Figura 4.9, a). Aunque inesperadamente la
hiperactividad basal hizo que la fosforilacidn de S6K fuera més susceptible de ser inhibida

con el uso de agentes farmacoldgicos (wortmanina, U0126, rapamicina).

A este nivel, la interferencia de Téc2 produjo resistencia a la insulina en célula §, posiblemen-
te mediado por los mecanismos de retroalimentacidn negativa que existen para frenar una
sobreactivacién de mORCI1 (Um ez 4/, 2004). Tal y como se ve reflejado en los paneles
(Figura 4.9, a), o en la cuantificacién del nivel de estimulacién de Akt Ser*” (Figura 4.9,
d), la estimulacién con insulina no consiguié elevar la fosforilacién de Akt en la linea
IR *'*, ni en la linea que expresa IR, (Rec B) cuando la expresién de 75c2 estd interferida.
Sorprendentemente, la expresion especifica del IR, en la linea Rec A, es capaz de salvar el
efecto de la interferencia de 75c2, y la estimulacién de Akt sigue produciéndose tras la adicién

de insulina (Figura 4.9, a, d).
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Figura 4.9. (pédgina anterior) Interferencia de TSC2 y su efecto en la sefializacién de insulina y glucosa en las cuatro lineas celulares.
(a) 24 h tras la transfeccién con ARNi frente a Tsc2, las células fueron estimuladas con insulina 10 nM (IR */*, Rec A y Rec B) durante 5 min, o
glucosa 5 mM durante15 min (IR /-, panel superior derecho). Los inhibidores especificos (wortmanina 40 nM, UO126 5 uM o rapamicina 40
nM) fueron afiadidos 30 min antes de la estimulacién. Se recogieron los extractos proteicos y los resultados se obtuvieron mediante western-
blot e incubacién con anticuerpos especificos. Los blots son representativos de cuatro experimentos independientes.

(b) Representaciéon de los niveles de interferencia de TSC2 alcanzados, mediante andlisis densitométrico.

(c) Nivel de estimulacién (incremento de sefial por densitometria) de la fosforilacién de S6K Thr3®? tras la adicién de insulina. *, P < 0.05
comparado con cada control, #, P < 0.05 comparando las diferencias en el ratio de estimulacién entre células control /interferencia de Tsc2,

respecto a la linea IR */*.

(d) Nivel de estimulacién (incremento de sefial por densitometria) de la fosforilacién de Akt Ser®” tras la adicién de insulina. Los datos son
medias * s.d. ¥, P < 0.05 comparado con cada control.
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Por otro lado, la interferencia de 75¢2 también se tradujo en una menor estimulacién de S6GK
por insulina, ya que los niveles basales se encuentran aumentados y la pérdida de 75c2 supone
hacer a la ruta mTORC1/S6K independiente, en buena parte, de factores de crecimiento.
Atn asi, la estimulacién con insulina en la linea Rec A siguié siendo capaz de aumentar la
fosforilacién de S6K Thr*®, aunque esta estimulacién solo se recuperd parcialmente, y no en
su totalidad como resulté con Ake. De igual forma, la glucosa en la linea IR 7 fue capaz de
ejercer una estimulacion de S6K de manera independiente a 75¢2, aunque de nuevo ésta fue
bastante menor que en las condiciones control (Figura 4.9, a, ¢). Por tltimo encontramos
que la estimulacion de ERK 1/2 quedé completamente abolida tras interferir 75c2, algo que
atin no habfa sido descrito en ningun tipo celular. Curiosamente la presencia de 75c2 parece
ser necesaria para que ERK 1/2 sea estimulado, pues ni siquiera el tratamiento con rapami-
cina consiguié recuperar la estimulacién mediada por insulina. En este caso, ni siquiera la

expresion de IR, fue capaz de recuperar la estimulacion de ERK 1/2 (Figura 4.9, a).
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se estimularon células 15 min con insulina 10
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fosforilacién de IRS1-Ser?”. Esta fosforilaciéon es

mediada por S6K (Um ez al., 2004), y fue regu-

lada positivamente en la linea Rec B en compara-

o -+ B o Y cion con las lineas Rec A o IR *'*, y revertida con
) % - .
® ® rapamicina (Figura 4.10).
Ins 10 nM Ins 10 nM Figura 4.10. Fosforilacién en IRS-1 Ser’” es diferen-
temente activada dependiendo de la isoforma del IR.
Rec A Rec B Células fueron deprivadas de suero y glucosa durante

3 h, y estimuladas con insulina 10 nM, 15 min. La rapa-
micina 40 nM fue afiadida 30 min antes de la estimu-
lacién. Los blots son representativos de 3 experimentos
independientes. Los datos son medias * s.d. *P < 0.05
comparado con la linea IR */*.

4.1.6 Efecto de la interferencia de TSC2 sobre la proliferacion de célula g

Para evaluar el ritmo proliferativo y el papel jugado por mTORCI1 en célula B, se plantearon
diferentes ensayos complementarios. Mediante contaje de células, fue descrito el diferente

ritmo proliferativo de las 4 lineas celulares, en presencia o ausencia de rapamicina. La linea
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reconstituida con IR, (Rec A) muestra un ritmo proliferativo mayor que la reconstituida
con IR, (Rec B), siendo esta tltima muy similar a la /R */*. La linea sin receptor de insulina
IR 7" muestra el ritmo proliferativo mas bajo. En todas las lineas, la adicién de rapamicina

disminuye la proliferacién celular (Figura 4.11, a-b).

A la hora de estudiar el efecto de la interferencia de 75c2, se analizé el ciclo celular por
citometria de flujo, y el nimero de células indirectamente por tincién con cristal violeta
(Figura4.11, c-d). En todas las lineas celulares transfectadas con ARNi frente a 75c2 aumentd
la proliferacién, observado por ambas técnicas. Los histogramas de citometria no mostraron
apoptosis en ninguna condicién estudiada. Por tltimo, la rapamicina revertié el incremento
proliferativo observado tras interferir 752, lo cual indica que el efecto es mediado por la

hiperactivacién de m[ORCI.
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Figura 4.11. Efecto de la inhibicién o la hiperactivacién de mTORC1 sobre la proliferacién de célula B.

(a) Células IR */* e IR /- fueron contadas y sembradas a la misma densidad, y crecidas en medio con 10% FBS, en presencia o ausencia de
rapamicina 40 nM. Las células fueron contadas a las 24 y 48 h.

(b) Mismo experimento pero para células Rec A y Rec B. Los resultados reflejan las medias * s.d. (n=3). *, P < 0.05 comparado a los controles, #,
P < 0.05 comparado con la linea Rec B.

(c) Células a las que se interfirié la expresién de Tsc2 y células control fueron crecidas en medio con 10% FBS durante 24 h, en presencia o ausencia
de rapamicina 40 nM. El contenido celular de ADN fue cuantificado por citometria de flujo, de la manera descrita en material y métodos. Las barras
muestran la cantidad de células proliferativas (en fase S/Gz-M) respecto a los controles.

(d) Células a las que se interfirié la expresiéon de Tsc2 y células control fueron sembradas a la misma densidad. Tras 24 y 48 h se cuantificé la
tincién por cristal violeta. Las diferencias de absorbancia respecto a los controles estan reflejadas en las barras, expresando medias * s.d. (n=3).
*,P < 0.05 comparado con los controles.
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4.1.7 Discusion

Modelos animales han puesto de manifiesto el papel del complejo TSC1-TSC2 como
represor de la actividad de mTORCI1 y su importancia en el control de la masa de célula
( pancredtica. Animales con delecién de Zscl o Tsc2 de forma especifica en célula p mues-
tran aumento de masa de célula B, hiperinsulinemia e hipoglucemia (Rachdi ez 4/, 2008;
Shigeyama et al., 2008; Mori ez al., 2009b). De forma similar, el modelo que sobreexpresa
Rheb en célula B, pierde la regulacién mediada por TSC2 y como consecuencia muestra una
masa de célula f aumentada (Hamada e 4/, 2009). El papel de mIORC1 sobre la masa de
célula B en humanos también queda patente; la progresiva pérdida de funcién de célula
fue observada en pacientes recipiente de trasplante de islotes y posteriormente tratados con

rapamicina como inmunosupresor (Desai et al., 2003; Zahr ez al., 2007).

En un trabajo previo se demostré como insulina y glucosa, de forma independiente, son
capaces de inducir proliferacién en célula B de origen fetal (Guillen ez al., 2006). Y aqui se
ha tratado el mecanismo de la integracién de ambas senales para la regulacién de mTORC1
y proliferacién celular. Nuestro trabajo se basé en observaciones sobre lineas celulares (b pan-
credticas, con una diferente expresién del IR. Las células f IR 7, son una herramienta que
permitio estudiar la sefalizacion de la glucosa de manera independiente a la de insulina. Por
otro lado, para el estudio de la sefalizacién de la insulina, contamos con tres lineas celulares:
IR *"*, y las lineas celulares derivadas de IR ", con la expresion reconstituida de la isoforma A

0B del IR (Rec Ay Rec B).

La estimulacién con insulina media la fosforilacién de TSC2 de manera dependiente de
PI3K/Akt, llevando a una menor actividad GAP de TSC2 frente a Rheb, lo cual se traduce en
mayor actividad de mTORCI1 (Inoki ¢ /., 2002; Manning ez 4l., 2002; Inoki ¢t al., 2003a).
La fosforilacién de TSC2 llevé a su vez a un aumento de la fosforilacién en las dianas de
mI'ORCI1 S6K y 4E-BP1. Ademis, se encontré que la insulina fue capaz de estimular las vias
PI3K/Akty Ras-MAPK tanto en células expresando IR, como IR. Estos resultados descar-
tan suposiciones previas que argumentaban sobre la accién de IR, e IR a través de diferentes
vias (Leibiger ez al., 2001; Uhles ez al., 2007). Adn asi, se encontraron diferencias entre las
lineas Rec A y Rec B, al inducir la insulina una fosforilacién mds prolongada de dianas de la
sefalizacién de la insulina en células que expresaron IR,y ademas la fosforilacién de Akt o

TSC2 no fue completamente bloqueada por wortmanina en la linea Rec A.

Las diferencias observadas entre la sefalizacién a través de IR, e IR, indican, no vias de sefia-
lizacién independientes, sino una diferente potencia. El trabajo de Leibiger y colaboradores
analizaba la senalizacién diferencial de las 2 isoformas del IR en célula 8, concluyendo que
la estimulacién de IR " mediaba la transcripcién del gen de la insulina, y el de IR, la trans-
cripcion del gen de la glucoquinasa (Leibiger e# 4l., 2001). Segtin este trabajo, IR, sefializa a
través de PI3K de clase Ia y S6K, mientras que IR, ejerce su accion a través de PI3K de clase
IT'y Ake. Estos resultados se contradicen con los aqui mostrados, ya que tanto IR, como
IR, son capaces de senalizar a través de PI3K/Akt/TSC/mTORC1/S6K, ademas de a través

de la ruta Ras-MAPK. Sin embargo, es posible que las diferencias observadas entre ambas



isoformas puedan deberse a una sefalizacion preferente a través de diferentes isoformas de

PI3K.

Esta descrito que la PI3K de clase Ia presenta una CI, de 1-10 nM para la wortmanina,
mientras que la CIso de la PI3K de clase II, para el mismo compuesto es al menos 5 veces
mayor; 50 nM para la PI3K-C2B, y 500 nM para PI3K-C2a. Por otro lado, la CI,; de las
PI3K para LY294002, otro inhibidor usado en muchos estudios, es en PI3K clase Ia 6.5 mM,
PI3K-C20 7.3 pM y para PI3KC2f 23.1 uM (Fruman ez al., 1998). M4s importante atn,
y algo tenido en cuenta en muy pocos trabajos, es que los inhibidores de PI3K son capaces
de inhibir la actividad quinasa de mTOR, cuya CI,; para wortmanina es de 200 nM, y para
LY294002 de 3 uM (Brunn et al., 1996) Tabla 4.1. Por lo que todos los resultados obtenidos
con LY294002, e incluso wortmanina a altas dosis, son en muchos casos cuestionables. Al
inhibirse la actividad quinasa de mTOR tanto mTORC1 como a mTORC2 se ven afectados.
Por esta razdn, nosotros no hemos usado LY294002, y wortmanina sdlo a bajas dosis (40 nM)
para inhibir especificamente a las PI3K de clase I. Para la inhibicién especifica de mTORCI

usamos rapamicina 40 nM.

Tabla 4.1. Cl, de PI3K/mTOR para wortmanina y LY.

Cl,, wortmanina Cl,, LY294002
PI3K Clase la 1-10 nM! 6.5 uM!

PI3K-C20: 50 nM! PI3K-C20: 7.3 uM'
PI3K Clase I PI3K-C2B: 500 nM' PI3K-C2B: 23.1 uM!
mTOR 200 nM? 3 um?

'Fruman et al., 1998. 2Brunn et al., 1996.

Los resultados en la literatura sobre la sefalizaciéon de IR LeIR, hablan de una senalizaciéon
de IR, via PI3K-Ta/S6K, e IR via PI3K-II/Akt, pero no tienen en cuenta el efecto inhibi-
torio de LY294002 sobre m'ORC1 y mI'ORC2, este ultimo descrito como responsable de
la fosforilacién de Akt en Ser?” (Sarbassov e 4/., 2005). Nosotros proponemos un modelo
en el que ambas isoformas del IR estén senalizando a través de PI3K de clase I 'y II, pero

posiblemente con diferente afinidad por una u otra.

La glucosa es un factor de proliferacién esencial en célula § (Guillen ez 4/, 2006; Assmann ez
al., 2009). Hay trabajos que presentan como la glucosa es capaz de estimular la ruta PI3K/
Akt debido al efecto autocrino de la insulina en célula B (Dickson ef 4l, 2001). Aqui se
muestra, usando células B IR 7, como la glucosa activa la ruta de Ras-MAPK y no la PI3K/
Akt, ni tampoco estimula la fosforilacién de TSC2 en residuos dependientes de Akt. Ademds
la sefalizacion a través de ERK 1/2 estimulada por glucosa es capaz de activar a mTORC1/
S6K. Esto es posible mediante la modulacién directa de TSC2 por fosforilacién en Ser®®,
la cual es también activada por insulina en lineas /R */*. La fosforilacién en TSC2-Ser®** ha

sido identificada como marcador de la activacién de mTORC], mediada por ERK 1/2 en

esclerosis tubular y cincer (Ma et al., 2007).

La glucosa también puede regular la actividad de mTORCI a través de la modulacién de los

4. Resultados y discusion
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niveles de ATP y la inhibicién de AMPK, quinasa que tiene un importante papel en célula
B y puede inhibir tanto secrecién de insulina como proliferacidon y supervivencia (Salt ez
al., 1998; Kefas et al., 2003b; Richards e# al., 2005). Su activacién implica inactivacién de
mI'ORCI: por un lado, AMPK estabiliza el complejo TSC1-TSC2 por fosforilacién (Inoki
et al., 2003b), lo cual conduce a inhibicién de MTORCI; por otro lado puede fosforilar a
Raptor, inhibiendo directamente a MORC1 (Gwinn ef 4/., 2008). Aqui se demuestra como
la glucosa reduce la fosforilacién de AMPK y Raptor, mientras que un antagonista, 2-deoxi-
glucosa es capaz de inducir la fosforilacién de AMPK, TSC2 y Raptor en célula §, contribu-
yendo a la disminucién de sefializacién de mTORC1/S6K en condiciones de bajo estatus
energético. Ademds, la activacién de AMPK fue menos sensible a la deprivacién energética
en lalinea /R 7 en comparacién con el resto de lineas que expresaron IR. Esto se correlacio-
na con observaciones previas de transporte de glucosa mediado por GLUT-2/IR en lineas
de célula B fetales (Escribano ez al., 2009), o hepatocitos neonatales (Nevado e 4/., 2008).
AMPK respondié de forma mds aguda a la deprivacién energética en las lineas con mayor
transporte de glucosa. El mayor transporte de glucosa se dio en las lineas expresando IR ,, y el
menor en lineas IR 7, también se encontrd una correlacidn positiva del mayor transporte de

glucosa con los datos de proliferacién aqui mostrados.

La interferencia de 75¢2 produce un aumento de la actividad de S6K vy resistencia a insulina
en las lineas IR ** y Rec B a nivel de Ak, debido a la fosforilacién en serina de IRSs. Este
mecanismo ha sido previamente demostrado en diferentes lineas celulares no procedentes
de islotes (Harrington ez al., 2004; Manning, 2004; Shah ez al., 2004), y posteriormente en
célula B con el modelo BS6£“* (Elghazi ez al., 2010). Esto también puede explicar como la
estimulacién crénica con glucosa produce la degradacion proteasomal de IRS-2 en células
B (Briaud et 4/., 2005). La fosforilacién en serina de IRS por hiperactivacién de mORC1
es direactamente dependiente de S6K (Um ez al., 2004), y es regulada positivamente en
obesidad (Hotamisligil ez al., 1996). Esto llevé a proponer la inhibicién de mTORC1 como
posible tratamiento para la reduccion global de resistencia a la insulina en obesidad, pero
sin embargo el tratamiento con rapamicina resultd tdxico para las células (, impidiendo el
aumento compensatorio de la masa de célula 8, agravando el fenotipo obeso y contribuyendo
al desarrollo de diabetes (Fraenkel ez 4/, 2008).

Ademais describimos un efecto novel de resistencia sobre la sefalizacién de Ras-MAPK a
nivel de ERK1/2 en respuesta a insulina o glucosa, y mediado por la interferencia de 75c2.
Este efecto es consistente con observaciones que describen el efecto inverso, hiperactivacién
de ERK tras inhibicién de mT'OR en lineas celulares o en preparaciones de tumores de ani-
males tratados 7 vivo (Carracedo ef al., 2008). Atn asi, la inhibicién de MTORCI1 con rapa-
micina tras interferencia de 75¢2 no revirtié el efecto observado sobre ERK 1/2, sugiriendo
la existencia de algin mecanismo de retroalimentacién independiente de MT'ORCI. En la
linea IR 7 la glucosa no estimulé ERK tras interferencia de Tc2 pero si fue capaz de estimular

mI'ORCl, posiblemente a través de AMPK/Raptor.

Sorprendentemente, la linea que expresa IR, fue capaz de superar la resistencia a la insulina

causada por la interferencia de 75¢2 y se observé estimulacién de Akt por insulina. Los datos
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obtenidos demuestran como la inhibicién de la sefalizacién de la insulina a nivel de IRS

puede estar diferentemente modulada en lineas expresando IR, o IR La fosforilacién de

IRS-1 Ser®” estd considerada marcador de resistencia a la insulina (Um ez al., 2004), y en las

lineas estudiadas fue de menor intensidad en Rec A frente a Rec
B en respuesta a insulina. Esto puede explicar las diferencias

encontradas en estas lineas tras la interferencia de 75c2.

En los animales con delecién de Zscl o T5c2 se muestra siempre
hipertrofia celular (Rachdi ez 4/., 2008; Shigeyama ez 4/., 2008;
Mori et al., 2009b), pero solo el modelo BZic2  estudiado
por Rachdi y colaboradores muestra hiperplasia. En nuestras
lineas de célula p observamos un aumento de la proliferacion en
todas las lineas tras interferencia de 75c2. Este incremento fue
dependiente de MTTORC1, ya que su inhibicién con rapamicina
bloqued el efecto observado sobre la proliferacion. De forma
basal la proliferacién es mayor en la linea que expresa IR, frente
alR,, y més baja en la linea IR 7~ frente a IR */*. Curiosamente
el tratamiento con rapamicina reduce hasta 4 veces la pro-
liferacién en la linea Rec A y solo 2 veces en la linea Rec B,
indicando dependencia de mI'ORCI1 en la hiperproliferacion
observada en las lineas expresando IR,. Estos resultados apoyan
las diferencias de sefalizacién previamente discutidas, asi como
las observaciones de mayor expresion de IR, iz vivo en islotes
hiperplasicos del modelo LIRKO inducible (lver-specific IR
knock-out). Este animal presenta resistencia a la insulina prima-
ria en higado y desarrolla hiperplasia pancredtica compensato-

ria (Escribano ez 4l., 2009).

En conclusién, aqui se demuestra la relevancia del complejo TSCI-TSC2 en la integracién

Senalizacion de la insulina Senalizacion de la glucosa

-

ATP/AMP
ratio

Sintesis proteica, tamano celular
proliferacién

Figura 4.12. Esquema simplificado de la

de la sefializacién independiente de glucosa e insulina (Figura 4.12). Este complejo participa sefializacién de insulina y la glucosa en

célula B. Vias que actian sobre el complejo

en la coordinacion de sefales tanto energéticas como de factores de crecimiento, y regulala  15¢1.15¢2, y Ia regulacion de mTORCI.

sintesis de proteinas a través de mORCI. La ruta estd descrita como critica para el mante-

nimiento de la masa de célula 8, jugando un importante papel en la compensacién por parte

del pancreas en estados de resistencia a la insulina. En este punto, la expresion relativa de IR .

versus IR en célula B puede jugar un papel clave en la regulacion de proliferacion de célula f.

Un mejor conocimiento de los mecanismos moleculares detras de la plasticidad de la masa de

célula B serdn necesarios para comprender el papel de la célula B en progresién a la diabetes

tipo 2.
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La autofagia como mecanismo protector
ante estrés de reticulo endoplasmatico en
célula B pancreatica

4.2.1 Autofagia basal aumentada en células B con secrecion de insulina
deficiente

ara explorar el papel de la autofagia en célula § bajo un estado de secrecién de insulina

deficiente, se usaron lineas celulares generadas a partir de islotes pancredticos aislados de
fetos de ratén (dfa 17 de gestacién). Los islotes fetales han sido previamente caracterizados
como deficientes en secrecién de insulina debido a la inmadurez de la maquinaria requerida
para su secrecién (Masaki ez al., 1987; Hughes, 1994; Tu y Tuch, 1996), aunque nosotros y
otros hemos probado que células ( aisladas de islotes fetales, aun incapaces de secretar insu-
lina, expresan la hormona y otros marcadores de célula p como IAPP (Figura 4.1) Guillen ez

al., 2006.

La sintesis y la secrecién de insulina son dos procesos independientes. Previamente fue
demostrado que un defecto en la secrecidon de insulina produce un incremento de la acti-
vidad autofégica en célula B pancredtica. Dicha observacién fue realizada por primera vez
en animales tratados con agentes que inhiben la secrecién de insulina (Creutzfeldt et al.,
1969; Hellman ez al., 1974). Un aumento de autofagia en célula p también es observado el
modelo animal Rab34 ", el cual muestra secrecion de insulina deficiente (Marsh ez 4/., 2007),
o células B de humano expuestas a acidos grasos (Lupi ez al., 2002). Nosotros encontramos
que la autofagia basal estaba aumentada en las células B procedentes de islotes fetales, en com-
paracién con las que provienen de insulinomas de animales adultos (MING ¢ INS-1E). Los
niveles de LC3B-II se encontraron aumentados en las células ( fetales, y el bloqueo del flujo
autofdgico con cloroquina (agente lisosomotropo que aumenta el pH lisosomal ¢ inhibe la
fusién autofagosoma-lisosoma y la degradacién proteica) incrementé mds atin los niveles de
LC3B, probando que la las diferencias basales observadas no son debidas a una degradacién
ineficiente de LC3B en los autofagosomas de las células { fetales (Figura 4.13, a). Ensayos
de inmunofluorescencia mostraron claramente mayor punteado de LC3B en célula B fetal.
El tratamiento con rapamicina, como control positivo, incremento el punteado en todas las
lineas estudiadas (Figura 4.13, b y d). Im4genes obtenidas por microscopia electrénica de
transmisién revelan un alto contenido de vacuolas autofdgicas en células P fetales (Figura
4.13, c: 1-5, y e), las cuales son bastante més escasas en células de insulinoma MING (Figura
4.13, c: 6, y e). Estas vacuolas autofdgicas fueron reconocidas como estructuras con doble
membrana con contenido que abarcé desde citoplasma granulado, organulos degenerados,
reticulo endoplasmdtico y agregados proteicos. La presencia de anfisomas por la fusién de

autofagosomas con vacuolas digestivas también fue observado (Figura 4.13, c: 4-5). No se
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encontraron diferencias significativas en el didmetro medio de las vacuolas autofégicas de

células f fetales y MING (Figura 4.13, e).
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Figura 4.13. Los niveles de autofagia basal estdn aumentados en célula [} con secrecién de insulina deficiente.

(a) Western-blot frente a LC3B en condiciones basales o tras 24 h de tratamiento con cloroquina (CQ; 10 pM). La forma LC3B-II (indicadora de autofagia
activa) es conjugada con fosfatidiletanolamina, y dado que es més hidréfoba, presenta mayor movilidad electroforética.

(b) Inmunofluorescencia frente a LC3B (verde) en condiciones basales, o tras tratamiento con rapamicina (40 nM, 24 h). La aparicién de sefial focalizada
es indicativa de presencia de LC3 en autofagosomas (autofagia activa). En ausencia de autofagia, LC3B se encuentra disperso en el citoplasma. Nicleos
(azul) visualizados por tincién con DAPI.

(c) Imé&genes de microscopia electrénica de células B fetales (1-5), y MING (6). Secciones de (1) estdn ampliadas en (2-3), seccidén de (4) se encuentra
ampliada en (5). Las barras representan 500 nm. Las vacuolas autofdagicas presentes en MING estdn indicadas con flechas azules. VA, vacuola autofagica;
nu, nicleo; m, mitocondria; MVB, cuerpo multivacuolar.

(d) Barras representando la proporcidn de células con punteado positivo para LC3B en condiciones basales del experimento mostrado en (b), expresado
como media % s.d. (n = 3), ¥, P < 0.001 comparado con cada una de las lineas celulares restantes.
(e) Cuantificacién del volumen citoplasmatico ocupado por autofagosomas (izquierda) y el diémetro medio de los autofagosomas (derecha), *, P < 0.001.

4.2.2 Presencia de agregados proteicos en células B con secrecion de
insulina deficiente

La presencia de agregados conjugados con poli-ubiquitina fue demostrada mediante inmu-
nofluorescencia con el anticuerpo FK2, el cual reconoce proteinas ubiquitinadas pero no
ubiquitina libre (Fujimuro y Yokosawa, 2005). Se observé punteado positivo para FK2 en

células B fetales, pero no en células control (MING e INS-1E) Figura 4.14, a. La autofagia

113



La autofagia como mecanismo protector ante estrés de reticulo endoplasmatico en célula 3 pancreatica

FK2
(Poliubiquitina)

Basal

Rapamicina

Rapamicina
+
Cloroquina

Células B fetales

juega un importante papel en el aclaramiento de los agregados proteicos (Szeto ez 4l., 2006),
encontramos que LC3B colocalizaba con la sefial de FK2, ademas el tratamiento con rapa-
micina incrementd atn mds la sefial de LC3B y disminuyd la de FK2. Este efecto no fue
observado tras tratar a las células con rapamicina en presencia de un inhibidor de autofagia
como la cloroquina (Figura 4.14, b; Figura 4.15, a). Las diferentes lineas también fueron
comparadas por inmunoblot, encontrandose un patrén de proteinas ubiquitinadas mayor en
célula B fetal tanto en fraccién soluble como en insoluble (Figura 4.14, c). Imagenes de mi-
croscopia electrénica claramente muestran la presencia de agregados proteicos en las células
( de origen fetal, algunas veces observados dentro de autofagosomas, ademds de dilatacién
de RE, signo caracteristico de estrés de RE (Figura 4.14, d; Figura 4.15, b). Por otro lado, el
estimulo con agentes que causan estrés de RE de manera aguda, también es capaz de inducir

autofagia en células § provenientes de insulinoma (INS-1E) Figura 4.16.
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Figura 4.14. Presencia de agregados proteicos en célula [} fetal.

(a) Inmunofluorescencia en condiciones basales frente a FK2 (proteinas poli-ubiquitinadas; verde).

(b) Células fueron estimuladas durante 24h con rapamicina (40 nM) o rapamicina y cloroquina (25 pM). Tras su fijacién y permeabilizacion
fueron incubadas con anticuerpos frente a LC3B (verde) y poli-ubiquitina (rojo). Los nicleos son visualizados en azul por la incubacién con DAPI.
(¢) Western-blot con el anticuerpo FK2, en extractos proteicos soluble (S) e insoluble (IS).

(d) Imégenes de microscopia electrénica de células 3 fetales, agregados proteicos estdn sefialados con (*), RE dilatado es mostrado con flechas rojas,
seccién de (1) se encuentra ampliada en (2). Barra representa 500 nm. (nu, nicleo; m, mitocondria, MVB, cuerpo multivacuolar, VA, vacuola autofagical).
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Figura 4.15. Agregados proteicos en célula f fetal.

(a) Western-blot con el anticuerpo FK2 frente a extracto proteico soluble e insoluble del experimento mostrado en la (Figura
4.14, b).

(b) Imagenes de microscopia electrénica mostrando la formacién de agregados proteicos (flechas rojas) en célula f fetal.

Control, t=0 MG132 1uM 5h

Figura 4.16. Induccién de autofagia por
estrés de RE agudo en célula 3.

Células INS-1E expresando establemente la
proteina de fusién fluorescente LC3B-EGFP,

fueron sometidas a tratamiento con MG 132
1 UM. Se tomaron imdgenes antes y después
de 5 h de tratamiento.
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4.2.3 Mayor sensibilidad a la muerte inducida por estrés de RE en célula 3
con secrecion de insulina deficiente
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Figura 4.17. Respuesta diferencial del U
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PR y diferente sensibilidad a la muerte celular mediada por estrés de RE agudo.

(a) Inmunoblots representativos de células 3 fetales e INS-1E estimuladas con thapsigargina (10 nM) durante los tiempos indicados (parte superior

del panel). Abajo, imdgenes de geles de
spliced (145 pb) de Xbp1 son mostradas.
(b) Dosis-respuesta durante 15 h de thaps
muestran resultados de supervivencia por
(c) Células B fetales o INS-1E fueron deja

agarosa mostrando el ADN complementario (ADNc) amplificado por RT-PCR. Formas unspliced (171 pb) y

igargina (izquierda) y MG132 (derecha), para células [} fetales (linea continua) e INS-1E (discontinua). Se
ensayo de cristal violeta, expresado como media * s.d. (n = 3), ¥, P < 0.05, **, P < 0.01.
das sin tratar (control), o tratadas 24 h con thapsigargina 10 nM (thaps) o MG132 100 nM. La tincién de

anexina-V-FITC /ioduro de propidio fue analizada por citometria de flujo.Dot-plots representativos son mostrados.
(d) Células P fetales del experimento mostrado en (b) fueron fijadas y el contenido de ADN fue medido mediante tincién con ioduro de propidio y

andlisis por citometria de flujo. Los porcen
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tajes de células hipodiploides de histogramas representativos son mostrados.

Al enfrentar a las células con agentes quimicos que causan estrés de RE de forma aguda, como
thapsigargina (inhibe Ca?*-ATPasa del RE), 0 MG132 (inhibidor de proteasoma), las células
( fetales mostraron mucha mayor sensibilidad a la muerte inducida por estos agentes (Figura
4.17). La estimulacién con dosis bajas de thapsigargina (10 nM), atn es capaz de causar
estrés de RE irresoluble y muerte en las células ( fetales. Andlisis del UPR (ulfolded protein
response) muestra fosforilacién de Eif2a-Ser’! como respuesta al estrés de RE inducido por
thapsigargina. Sin embargo, las c¢lulas f fetales muestran fosforilacién basal y no son capaces
de incrementar la fosforilacién de la misma manera que se observa en la linea INS-1E. Por

otro lado, la fosforilacién de IREla Ser’* solo fue observada en las células B fetales, al igual



que el splicing de Xpb1, el cual es mucho mayor en célula § fetal y se encuentra retrasado en las
células INS-1E. Aunque la fosforilacién de JNK1/2 se encuentra aumentada en ambas lineas
tras estimulacién con thapsigargina, una induccidn mds sostenida se observa en célula f fetal,
probablemente como resultado de la mayor actividad de IRE1a. BiP/GRP78, chaperona del
RE y marcador cldsico de estrés de RE fue inducido solamente en célula § fetal. La reduccién
de expresion de Bel-2, aumento de CHOP y caspasa-3 activa también fueron observados
en célula B fetal (Figura 4.17, a). Ensayos de supervivencia por tincién con cristal violeta
revelaron la mayor sensibilidad a menores dosis de thapsigarginay MG132 en células f fetales
(Figura 4.17, b). La muerte apoptdtica mediada por thapsigargina y MG132 a bajas dosis
también fue confirmada mediante ensayos de anexina-V/ioduro de propidio (Figura4.17, c),
y la presencia de un pico de ADN hipodiploide en anélisis de ADN realizado por citometria
de flujo (Figura 4.17, d).

4. Resultados y discusion
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Debido a la gran disparidad en la actividad de IRE1a entre células 8 fetales y provenientes de
insulinoma, se quiso profundizar en el papel de IRE1¢/XBP1 en la autofagia inducida por
estrés de RE, ya que los datos existentes en la literatura son contradictorios (Ogata ez /., 2006;
Tasdemir ez al., 2008; Hetz et al., 2009). Para ello se generd una linea de fibroblastos embrio-
narios murinos (MEF), la cual expresase establemente shARN para interferir la expresién de
IREle. El splicing de Xbp1 es menor en la linea IRE1a-shARN en respuesta a thapsigargina
(Figura4.18, a). Estalinea presenta una conversién de LC3B retrasada, y mayor acumulacién
de p62/SQSTMI en respuesta a thapsigargina (Figura 4.18, b) al igual que a tunicamicina
(Figura 4.18, c). Estos resultados parecen indicar que IRE1a/XBP1 juegan un papel activo

en la autofagia inducida por estrés de RE, y apoyan lo observado en célula p.

Figura 4.18. Papel de IRE10 en autofagia
inducida por estrés de RE agudo.

(a) MEF expresando establemente una
secuencia de shRNA que no interfiere la
expresién de ningin gen Scrambled-shARN,
o interfiriendo la expresién de Irela fueron
estimuladas con thapsigargina 100 nM
durante 30 min. Las imégenes muestran el
ADNc amplificado por RT-PCR.

(b) MEF fueron estimulados con thapsigar-
gina 100 nM durante los tiempos indica-
dos, se muestran blots representativos.

(c) MEF fueron estimulados con thapsigar-
gina (Th) o tunicamicina (Tun) a las dosis
indicadas durante 3 h. Se muestran blots
representativos.
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4.2.4 Papel de Bcl-2 en la autofagia inducida por estrés de RE

El nivel de expresién de la proteina antiapoptética Bel-2 se encontré altamente disminuido
en las células B de origen fetal en comparacién con las derivadas de insulinoma (INS-1E),
tanto en condiciones basales, como tras la estimulacion de estrés de RE mediada por thap-
sigargina (Figura 4.19, a). Bcl-2 tiene funcién antiapoptética y antiautofégica, inhibiendo
la autofagia mediante interaccién con Beclinal en el RE (Pattingre ez 4/., 2005). Ensayos de
inmunoprecipitacién demostraron la mayor labilidad de la interaccién entre Bcl-2 y Beclinal
en célula B fetal tras estimulacion con thapsigargina, lo cual apoya las observaciones de mayor
induccién de autofagia mediada por estrés de RE en estas células (Figura 4.19, b). Ademas,
el fracciénamiento de RE vy citosol revelé menores niveles de Bel-2 en RE en célula B fetal
(Figura 4.19, c). Por otro lado, miembros proapoptéticos de la familia de Bcl-2 como Bax
y Bak son capaces de modular positivamente la actividad de IREla a través de interaccion
directaen RE (Hetz ez al., 2006). Niveles incrementados de Bax fueron encontrados en célula
f fetal en comparacion con la linea INS-1E, tanto en condiciones basales como tras estimulo
con thapsigargina (Figura 4.19, a). Los niveles de Bax también se encontraron elevados en
la fraccién de RE (Figura 4.19, d), este resultado podria explicar la mayor fosforilacién de
IRE1x en respuesta a estrés de RE y su actividad ARNasa de XbpI como ha sido mostrado en
la Figura 4.17.
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Figura 4.19. Papel de Bcl-2 en la autofagia estimulada por estrés de RE.

(a) Células B fetales o INS-1E fueron estimuladas con thapsigargina 100 nM durante 15 o 24 h. Se muestran blots representativos,
con alta y baja exposicién para Bcl-2, ademés de cuantificacion en la grafica inferior. Las diferencias entre células  fetales e INS-1E
fueron significativas para todos los puntos de tiempo. P < 0.01.

(b) Extractos proteicos fueron inmunoprecipitados con anticuerpo anti-Beclinal, WB frente a Beclinal y Bcl-2.

(¢) Extractos proteicos totales o fraccién enriquecida en reticulo endoplasmatico (RE), fue obtenida segin lo explicado en material y
métodos, y sometidos a western-blot. Calnexina fue usada como marcador de la fraccién del RE.



4.2.5 Papel de mTORC1 en autofagia y muerte o supervivencia celular tras
estrés de RE agudo

La rapamicina es un inhibidor especifico de mTORC1 y potente inductor de autofagia
(Noda y Ohsumi, 1998; Ravikumar ez al., 2004). Para investigar el papel de mIORC1 en
células ( bajo estrés de RE, células f fetales fueron sometidas a pre-tratamiento con rapami-
cina (40 nM), y subsiguientemente estimuladas con bajas dosis de thapsigargina (10 nM). La
rapamicina revirtié parcialmente el efecto observado sobre la viabilidad celular (Figura 4.20,
a-c). La induccién de autofagia, cuantificada como lipidacién de LC3B, estuvo inversamente
relacionada con la actividad de mMTORC1 tomada como fosforilacién de S6K-Thr** (Figura
4.20, a). El tratamiento con rapamicina fue capaz de reducir los niveles basales de CHOP y
BiP observados en estas células. Ademds, el pre-tratamiento con rapamicina previo a la esti-
mulacién aguda de estrés de RE, potencid la recuperacion de proteinas antiapoptéticas como
Bcl-2 0 Bcl—xL, junto con una reduccion de la activacion de la caspasa-3. Andlisis del marcaje
de anexina-V/ioduro de propidio por citometria de flujo también revelé el efecto protector
de la rapamicina, revirtiendo casi completamente el marcaje con anexina-V tras tratamiento
por 15 h con bajas dosis de thapsigargina 0o MG132 (Figura 4.20, d). Atn asi, tratamiento
por més de 24 h con rapamicina resulta tdxico para las células f, y no protege frente a la

muerte inducida por estrés de RE (datos no mostrados).
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Figura 4.20. El bloqueo de mTORC1 con rapamicina protege frente a la muerte inducida por estrés de RE.

(a) Inmunoblots representativos de células tratadas o no con rapamicina 40 nM 24 h, el tratamiento con thapsigargina 10 nM fue llevado a cabo

durante las dltimas 24 h.

(b) Cuantificaciones de los blots mostrados en (a), diferencias frente a los puntos de rapamicina y thapsigargina y rapamicina son estadisticamente

significativas, *, P < 0.05; **, P < 0.01.
(c) imagenes del experimentomostrado en (a).

(d) Del mismo experimento, dot-plots representativos mostrando la tincién con anexina-V-FITC /ioduro de propidio, analizado por citometria de flujo.

119



La autofagia como mecanismo protector ante estrés de reticulo endoplasmatico en célula 3 pancreatica

Para implicar de mayor manera a mTORCI1 en el desenlace que observamos tras estrés de
RE agudo, se tom¢ una aproximacion opuesta a la anterior. Para incrementar la actividad de
mI'ORCI se expresé una forma constitutivamente activa de Rheb (Q64L) o Rheb-wild type
como control. Rheb-GTP es capaz de unirse a mI'ORC1 vy activarlo. Por otro lado, TSC2

presenta actividad activadora de GTPasa (GAP) hacia Rheb, actuando ast como un freno

a b de mT'ORCI. La expresion transitoria
Th 15h (10nM) -+ -+ Th 15h (10nM) -+ - + de FLAG-RbEb-Q64L disminuyé la
FLAG-Rheb-WT + + - - shARN Scrambled + + = - lipidacién de LC3B, e incrementd los
FLAG-Rheb-QBAL - - + + ShARN Tsc2 - -+ o+ niveles de BiP y de caspasa-3 activa
tras estimulacién con  thapsigargina
FLAG-Rheb —» ' -~ P TSC2 —» — 4 . o
(Flgura 421, a). De manera similar,
Caspasa-3 Caspasa-3 _, ! . . .
e > - - activa - la interferencia de 752 mediada por
shARN hizo a las células mas sensibles
_ Tm P BiP — R —
BiP —» a la muerte mediada por estrés de RE,
P-S6 incrementando BiP y casapasa-3 activa,
PS6 .| D - (Ser235/236)> | - - y casap
(Ser235/236) .. . .
P — y disminuyendo Bcl-2 tras estimulacién
I -
LcsB o db « g — con thapsigargina (Figura 4.21, b). El
Bck2 -» | #% # s = [ aumento de actividad de mI'ORCI es
B-acting | e v .
mostrado como incremento de la fosfo-
B-actina | .. .. . - q ., , .
rilacién de la proteina ribosomal S6.

Figura 4.21. La regulaciéon positive de
mTORC1 aumenta la muerte mediada
por estrés de RE en células P fetales.

(a) Células P fetales fueron transfectadas
transitoriomente con un vector de expre-
sién de Rheb “salvaje” (Rheb-WT) o cons-
titutivamente activo (Rheb-Q64L) ambos
FLAG-tagged, y sometidos a thapsigargina
10 nM durante 15 h.

(b) 24 h después de la infeccién con lenti-
virus codificando shARN scrambled o frente
a Tsc2, las células fueron dejadas sin tratar
como control, o tratadas con 10 nM thapsi-
gargina durante 15 h.
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4.2.6 La autofagia protege frente a la muerte mediada por estrés de RE

Tras pretratar a las células con cloroquina, para inhibir la respuesta autofdgica, células (5
fetales fueron estimuladas con diferentes dosis de thapsigargina. La inhibicién de la autofagia
increment los niveles de BiP y la expresién de CHOP. Tras estimulacién con thapsigargina,
los niveles de CHOP y BiP fueron incrementados mds atn, ademds se observé una disminu-
cién de Bel-2 y aumento de caspasa-3 activa (Figura 4.22, a). Como los autofagosomas no
pueden ser procesados en presencia de cloroquina, LC3B-II se acumula en la membrana de
los autofagosomas, por lo que el incremento de LC3B-II no debe de ser tomado como mayor
autofagia efectiva, sino como mayor flujo de autofagosomas que no pueden ser procesados.
Andlisis de supervivencia por cristal violeta y del marcaje de células por anexina-V/ioduro de
propidio también mostraron los efectos deletéreos de los inhibidores de autofagia cloroquina
y bafilomicina A tras estimulacién aguda de estrés de RE (Figura 4.22, by c). De una manera
similar, la interferencia mediada por shARN lentiviral de Az¢S o Atg7, hipersensibilizé a las
células frente al efecto de la thapsigargina sobre la muerte celular, visto como un aumento de

la caspasa-3 activa y expresién de BiP (Figura 4.22, d).
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a €Q (10 pM) b ShARN: Scrambled Atg5 Atg7
Thaps 24h (nNM) - 10 1001,000 - 10 100 1,000 Thaps (10nM) -+ - + - +
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Figura 4.22. La inhibicién de la auvtofagia aumenta
d ca BafA1 la muerte mediada por estrés de RE en célula f fetal.
T 1 (a) Células B fetales fueron tratadas con diferentes
[ 0, o, o 0, [
2% 12%) 3% 13%) 2% 14% A concentraciones de thapsigargina durante 15 h, en
presencia o ausencia de cloroquina 10 UM. Son mos-
Control trados inmunoblots representativos del experimento.
L ik (b) 24 h tras la infeccién con lentivirus codificantes de
shARN: scrambled (shARN cuya secuencia no interfiere
1% 2% 2% la de ningun gen), Atg5 o Atg7. Las células fueron
tratadas durante 15 h con thapsigargina 10 nM.
2% 19%]| [29% 30% 9% 49% En los paneles superiores se muestran resultados de
2 western-blot. En los paneles inferiores aparecen las
P imdgenes de geles de agarosa con los resultados de
Thaps RT-PCR frente a los ADNc descritos, y la cuantificacion
& correspondiente.
(c) Las células fueron dejadas sin tratar (control) o
8% 7% 9% tratadas durante 24 h con inhibidores de autofagia
(cloroquina 10 uM, CQ; bafilomicina A; 2 nM, BafA )
3% 24%| 5% 42%| 4% 47% en presencia o ausencia de thapsigargina 10 nM o
MG132 100 pM durante las Oltimas 15 h del expe-
rimento. Se muestran resultados de supervivencia por
MG132 : ensayo de cristal violeta, expresado como media *
2 ‘i, s s.d. (n=3),* P <0.05.
1 (d) Para el experimento descrito en (c), tincién con
8% | 5% 7% anexina-V-FITC /ioduro de propidio, analizada por
> citometria de flujo, dot-plots representativos son

Anexina V-FITC

mostrados.
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4.2.7 Discusion

Este trabajo se basé en observaciones sobre lineas de célula 8 pancredtica. Para ello dispusimos
de una linea con secrecién de insulina deficiente debido la inmadurez de sus mecanismos
de secrecién dado su origen fetal (Masaki er 4/, 1987; Hughes, 1994; Tu y Tuch, 1996).
Encontramos mayor autofagia de forma basal en las lineas de origen fetal, como respuesta
a la acumulacion de agregados proteicos. Agregados proteicos y su aclaramiento autofigico
han sido previamente observados en islotes de ratas Zucker diabéticas (Kaniuk et 4/, 2007).
Curiosamente los islotes de estos animales mostraron una secrecién de insulina deficiente
(Sturis et al., 1994; Pick et al., 1998). De manera similar, animales tratados con diazéxido,
inhibidor de la secrecién de insulina (Creutzfeldt ef /., 1969; Bommer et al., 1976), o con
secrecidn de insulina deficiente por deficiencia Rab3a 7 (Marsh et al., 2007), mostraron

autofagia aumentada en islotes.

Un mantenimiento adecuado de la masa y funcién de célula f es esencial para frenar la pro-
gresion a diabetes tipo 2. La apoptosis de célula (b es un factor critico contribuyente a la apa-
ricién de la enfermedad (Pick ez al., 1998; Butler ez a/., 2003). Una sobrecarga crénica del RE
por mayor demanda biosintética de insulina puede desencadenar estrés de RE y la respuesta
prolongada del UPR causando apoptosis de célula p (Oyadomari et 4/., 2002; Lipson et al.,
2006; Fonseca et al., 2009). Aqui describimos la mayor sensibilidad frente a estrés de RE
agudo en células  con secrecion de insulina deficiente, las cuales muestran de manera basal
fosforilacién de Eif2a al igual que expresion de BiP y CHOP, todos ellos marcadores de estrés
de RE. Tras estimulacion con dosis bajas de agentes que causan estrés de RE, las células
fetales rdpidamente sufrieron activacion de IREla y splicing de Xbp1, con induccidén masiva
de BiP y CHOP, siendo la alta expresion de esta ultima moléculala posible razén de la muerte

apoptdtica (Oyadomari ez 4., 2002).

Las diferencias en IRE1e/XBP1s entre las diferentes lineas podrian explicar la mayor induc-
cién de autofagia en lineas con secrecion de insulina deficiente. Nuestros resultados indican
que la activacién de esta ruta parece tener un papel positivo en la autofagia estimulada por el
estrés de RE, otros apoyan como IREl estimula autofagia de manera independiente de su
dominio ARNasa L, y por lo tanto de XBP1 (Ogata ¢z 4l., 2006). Por otro lado la deficiencia
de XBP1 en sistema nervioso central induce autofagia (Hetz ez al., 2009), aunque no queda
claro que XBP1s juegue directamente un efecto inhibitorio sobre autofagia, como llega a in-
sinuarse en el trabajo de Hetz y colaboradores. No obstante, parece que la forma unspliced de
XBP1 podria traducirse y jugar un papel antiautofégico mediante interaccién con proteinas

en citoplasma (C. Hetz, comunicacién personal, datos no publicados).

Se observaron grandes diferencias a nivel de expresién de Bcl-2 entre lineas provenientes
de insulinoma y células {8 fetales. En las lineas fetales Bel-2 se expresa muy reducidamente,
ademds de que su interaccion con Beclina-1 es mds l4bil, posiblemente contribuyendo a la
apoptosis y autofagia basal tan aumentada en estas células. Aparte de ser un clésico efector
antiapoptdtico en la mitocondria, Bcl-2 puede encontrarse en RE, donde ejerce funcién an-

tiautofdgica interaccionando con Beclinal (Pattingre e# al., 2005). Recientemente también



se ha descrito que Bcl-2 mitocondrial puede inhibir la autofagia inducida por Ambral

(Strappazzon et al., 2011).

Otros estudios iz vivo han demostrado el papel esencial de la autofagia en célula  para el
reciclaje basal de organulos y proteinas, lo cual permite mantener funcién y masa de célula p
(Ebato ez al., 2008; Jung ez al., 2008). Estos modelos fAz¢7 - muestran células 8 con defectos
ultraestructurales debido a autofagia deficiente, lo cual se traduce en pérdida de funcién y
masa por apoptosis, llevando a desarrollo de diabetes. Una expresion disminuida de protei-
nas de UPR y estrés de RE aumentado también fue recientemente encontrado en animales
BArg7 7~ (Quan ef al., 2012a). Estos autores también demuestran como la apoptosis estd
aumentada en islotes de animales BA4zg7 7 tras tratamiento ex vivo con thapsigargina (Quan
et al., 2012b). Otros trabajos también describen el efecto positivo de juega la autofagia en
célula B bajo estrés como la exposicién a dcidos grasos o hiperglucemia (Choi ez 4/, 2009;
Han ez al., 2010). La oligomerizacién del polipéptido amiloide de islote de origen humano
(hIAPP) es capaz de alterar la autofagia basal de célula B, siendo el aumento de autofagia
mediado por rapamicina capaz de reducir la apoptosis mediada por hIAPP (Rivera et 4l.,
2010). Por otro lado, otros autores describen un posible papel de la autofagia contribuyendo
ala muerte de célula f en ciertas condiciones, como bajo deficiencia de Pdx ! (Fujimoto ez al.,
2009). Recientemente también ha sido descrito que la estimulacién de autofagia mediada por
rapamicina en islotes pancredticos sanos, es capaz de perjudicar su funcién y supervivencia
(Tanemuraez al., 2012), probablemente indicando que una hiperestimulacién de la autofagia

en células ( sanas puede tener efectos negativos.

Mis alld del hecho de que las células  con secrecion de insulina deficiente muestran mayor
nivel de autofagia, nuestro objetivo fue investigar el papel que esta podria estar jugando en la
muerte o supervivencia de la célula . mMTORCI es un regulador negativo de autofagia cuando
factores de crecimiento y nutrientes estdn presentes (Noda y Ohsumi, 1998; Ravikumar ez
al., 2004). La inhibicién de mTORC1 mediada por rapamicina fue capaz de incrementar
la eliminacién de agregados proteicos en las células f fetales. Se encontré que el aumento de
autofagia era el mecanismo responsable de este hecho. Es mds, el tratamiento con rapamicina
confirid resistencia a la muerte mediada por agentes que causan estrés de RE, mientras que
un aumento de actividad de mTTORC1 sensibilizo a la muerte. Atn asi, la modulacién de la
autofagia en célula 8 con rapamicina o andlogos debe de ser tomado con precaucién, ya que
la actividad de mT'ORCI1 es clave en el aumento de la masa de célula § (Shigeyama ez al.,
2008; Bartolomé ez al., 2010), siendo el tratamiento crénico con rapamicina negativo para la
masa y funcién de célula B (Zahr e# al., 2007; Fraenkel ez al., 2008). Otros trabajos también
sugieren el papel positivo de la autofagia en la apoptosis inducida por palmitato en la linea
INS-1E. La respuesta autofdgica inducida por palmitato es parcialmente reducida por trata-
miento con la chaperona quimica 4-PBA (4cido 4-fenil butirico), lo cual puede indicar que el
palmitato induce autofagia al causar estrés de RE . Un aumento de la sensibilidad al estrés de
RE también fue demostrado en fibroblastos embrionarios murinos (MEF) Tscl 7~ o T3c27,
los cuales presentan hiperactivacién de mTORCI (Qin ez 4/, 2010; Kang et 4., 2011b). La
autofagia disminuida en MEF deficientes en Tscl o Tsc2 ha sido descrita como una de las

causas de su mayor sensibilidad a muerte por estrés energético (Ngez a/., 2011).

4. Resultados y discusion
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+ Separacién hipotética entre Apoptosis y Homeostasis

Finalmente, demostramos que tanto la inhibicién quimica de la autofagia, o la interferen-
cia de A1g5/Arg7 incrementd la muerte en célula B fetal tras el tratamiento con agentes que
causan estrés de RE. La respuesta autofégica frente a estrés de RE fue primeramente encon-
trada como un mecanismo protector (Bernales ez al., 2006; Ogata e al., 2006) en levaduras
y fibroblastos, también jugando un papel protector en otros modelos de enfermedad (Hetz
y Glimcher, 2009; Milani ez 4/., 2009; Fouillet ez /., 2012). Sin embargo, la implicacién de
la autofagia en la supervivencia tras estrés de RE no es siempre clara a través de la literatura.

El resultado puede depender de la

linea celular estudiada (Bernales

w et al., 2006; Ogata et al., 2006;
14 Ding et al., 2007a; Ullman ez al.,
'g Células B sanas 2008; Milani ez 4., 2009; Qin ez
-g * & CHOP al., 2010), y probablemente de
» * # Bci-2, Bel-x, los compuestos y dosis utilizados
% para producir estrés de RE. En
© Células B con este estudio se han utilizado las
.g secrecién deficiente  enores dosis de thapsigargina
.2 *Estrés de RE basal, y MGI132 capaces de inducir
‘5 &I. Y autofegia sefializacién del UPR y muerte
o “ A CHOP celular en menos de 24 horas,
® VB2, Bk, otros estudios llegan a usar dosis

+ 10-100 veces mayores de estos

Intensidad del estrés de RE compuestos.

Figura 4.23. Diagrama hipotético en el
que se indica un margen de separacién
diferente, para células B con secrecién de
insulina normal o deficiente, en el destino
celular final (homeostasis o apoptosis) tras
estrés de RE y activacién del UPR.

124

Durante la progresion hacia la diabetes tipo 2, las células f pueden tener un comportamiento
anémalo. Defectos en la secrecién han sido observados, esto junto con observaciones en pa-
ralelo de agregacion proteica y estrés de RE, podrian estar llevando a la muerte de la célula §
(Kaniuk ez 4/., 2007; Fonseca et al., 2009). Algunos de estas proteinas formando agregados
han sido identificadas, y ejemplos son el polipéptido amiloide de islotes (Huang ez al., 2007;
Gurlo et al., 2010; Rivera et al., 2010) o la propia (pro)insulina (Oyadomari ez al., 2002;
Jansen et al., 2005). Mutaciones encontradas en el gen humano de la insulina, similares a
las responsable del fenotipo del ratdn “Akita” (Oyadomari ef 4/., 2002), son observadas en
pacientes con diabetes neonatal permanente, enfermedad que causa estrés de RE y pérdida
masiva de células B (Stoy et al., 2007). Proponemos que defectos en la secrecién de insulina
pueden estar acelerando la pérdida de células § al incrementar la sensibilidad a estrés de RE
(Figura 4.23), y en este escenario, encontramos que la autofagia juega un papel protector. La

modulacién de la autofagia en estos casos, podria ser una estrategia a considerar.



4. Resultados y discusion

Fracaso de la célula B pancreatica
mediado por la hiperactividad de
mTORC1 y la incapacidad autofagica

4.3.1 Respuesta bifasica de la masa de célula B en el modelo g Tsc2 -

asobrecarga de nutrientes es considerada como una de las principales causas que pueden
llevar al desarrollo de resistencia a la accién de la insulina y diabetes tipo 2. La sobrecarga
de nutrientes causa hiperactivacién de mI'ORCI, este hecho es comunmente encontrado

durante la evolucién de la enfermedad (Um ez 4/., 2004; Tremblay ez 4l., 2005).

Para estudiar el papel de MTORCI1 en la progresién a la diabetes tipo 2, de manera especifica
en célula f pancredtica, se genero un modelo animal 4zock-out de Tic2 en célula B, mediante
el cruce de ratones que expresaban Cre recombinasa bajo el promotor la insulina (Z7s-Cre)
Herrera, 2000; y otros que contenian secuencias loxP flanqueando los exones 3-4 de T5c2
(Zsc2 o' fos) | obteniéndose el ratdn knock-out para Tic2 de manera especifica en célula
(PZ5c2 ) Shigeyama e al., 2008. El modelo fue primeramente descrito presentando un
aumento temprano de la masa de célula §, que llega hasta las 30-40 semanas, acompafiado de
hiperinsulinemia e hipoglucemia. Posteriormente la masa de célula 8 regresiona, apareciendo

hipoinsulinemia ¢ hiperglicemia (Shigeyama ez 4/., 2008).
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Las observaciones previas sobre el perfil bifisico del modelo fueron reproducidas, la hipoglu-
cemia se mostré hasta la semana 40 (Figura 4.24, a), debido al aumento de masa de célula
en los ratones B75¢2 7 respecto a los controles (Figura 4.24, b). A partir de la semana 40 la

masa de célula f quedé muy disminuida y aparece hiperglucemia.
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Figura 4.24. (pagina anterior) Respuesta bifasica de la masa de célula B y glucemia en el modelo BTsc27-.

(a) Glucemias medidas de manera previa al sacrificio de los animales de diferentes edades.

(b) Secciones de pdncreas fueron sometidas a marcaje con anticuerpos anti-insulina, y con la ayuda de un microscopio automatizado se
tomaron fotos de toda la seccidén. Posteriormente se reconstruyé una imagen completa y se cuantificd, en tanto por ciento, el drea positiva
para insulina (masa de célula ) frente al total del pancreas. Los datos mostrados son medias * s.d. (=3-8 por edad y modelo), *, P < 0.05,
* P <0.01,** P<0.001.

Se muestran imdgenes representativas de islotes de animales de 35 y 47 semanas, los ratones
(T5c2 " presentaron islotes generalmente mds grandes, pero tras la pérdida de masa de célula
f se observaron islotes compuestos mayoritariamente de células o (Figura 4.25, a). La presen-
cia de caspasa-3 activa, fendmeno indicativo de apoptosis, fue evidente a las 35 semanas, y su
presencia especifica en célula B quedd demostrada por inmunohistoquimica (Figura 4.25, b).
Extractos proteicos de islotes de ratones de 40 semanas también demostraron la mayor induc-
cién de caspasa-3 activa en islotes B Zsc2 - (Figura 4.25, c). Reconstrucciones de imdgenes de
inmunofluorescencia en pdncreas también mostraron claramente como la masa de célula B se

encuentra aumentada y posteriormente involuciona (Figura 4.26).

Caspasa-3 .
activa Insulina
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—acti —— —
B-actina Control  BTsc2-/-

Figura 4.25. Pérdida selectiva de células  por apoptosis

(a) Im&genes representativas de islotes obtenidas de secciones de pdncreas por inmunofluorescencia frente a insulina (célula 3, en rojo)
y glucagén (célula @, en verde). Las barras representan 50 um.

(b) Presencia de caspasa-3 activa por inmunohistoquimica, las secciones fueron incubadas posteriormente para marcar especificamente
las células B con anticuerpo anti-insulina.

(c) Extractos proteicos de islotes de animales de 40 semanas fueron sometidos a western-blot. A la derecha se muestra la cuantificacién
de caspasa-3 activa como media * s.d. (n=2), *, P < 0.05.
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4.3.2 La hiperactivacion de mTORC1 conduce a un aumento de masa de
célula p mediado por hipertrofia celular

La delecién de Zsc2 conlleva la hiperactivacién de mI'ORCI, asi en extractos de islotes de

339 residuo fosforilado

ratones B75c2 7 se encontré un aumento de fosforilacién de S6K-Thr
directamente por m'ORCI. La propia diana de S6K, la proteina ribosomal S6, también se
encontré hiperfosforilada en islotes B 75c2 7~ (Figura 4.27, a). El aumento de masa de célula f
observado anteriormente podria deberse a un aumento del nimero de células (hiperplasia),
al aumento del tamafo de estas (hipertroﬁa), o bien ambas. Para obtener una aproximacién
cuantitativa del tamafio celular individual se obtuvieron imdgenes tomograficas de islotes
aislados mediante microscopia confocal. Los islotes fueron marcados con insulina (célula B),
glucagén (célula o) y B-catenina para marcar membranas y ayudar a la segmentacién celular.
La reconstruccién de las imdgenes obtenidas permitié recrear modelos tridimensionales
de los islotes y la cuantificacion del volumen celular. Los resultados obtenidos reflejan una
aumento de 4-5 veces el volumen medio de las células f de islotes B75c2 -, los nicleos también
doblaron su volumen. Mientras tanto el volumen medio de las células o, aunque también
aumentd posiblemente debido a mecanismos compensatorios, lo hizo en mucha menor
medida (Figura 4.27, b). Las secuencias de imdgenes tomogréficas representativas asi como

un ejemplo de reconstruccién tridimensional son mostrados en los videos suplementarios 1-3.

4. Resultados y discusion

Figura 4.26. Involucién de la masa de
célula B en pancreas de BTsc2 7.
Secciones de pdncreas fueron marcadas
con anticuerpos frente a insulina y gluca-
gén. Las imdgenes que se muestran son
reconstrucciones de multiples imdgenes
obtenidas con un microscopio de fluores-
cencia automatizado.
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Figura 4.27. Hiperactivacion de mTORC1
y tamaiio celular.

(a) Extractos proteicos de islotes fueron
sometidos a western-blot con anticuerpos
especificos.

(b) Islotes de ratones de 24 semanas fueron
aislados, e incubados con anticuerpos
especificos para el marcaje de células a
(glucagén, verde), células B (insuling, rojo),
membrana  citoplasmatica  (B-catening,
azul), y nicleos con DAPI (blanco). Los
islotes fueron visualizados en un micros-
copio confocal y se obtuvieron imdgenes
tomogrdficas, con las cuales se pudieron
realizar reconstrucciones tridimensionales
para la cuantificacién del volumen celular,
representado en las gréficas como medias
de volumen por islote * s.d.
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Para cuantificar el tamafio medio de los islotes existen dos técnicas, el anlisis estereoldgico
de secciones de pancreas (utilizado aqui para la estimacién de masa de célula §) o la medida
directa de los islotes aislados por digestidn enzimdtica del péncreas. El primer método tiene
como principal inconveniente el que las dimensiones observadas para cada islote dependen
de la seccidn, mientras que el segundo permite observar las dimensiones totales de cada
islote, y por lo tanto fue el utilizado para obtener el tamafio medio de los islotes en ratones
de 24 semanas. Mientras que el didmetro medio de los islotes en animales control es de
201 + 10 um, en el modelo B75c2 7~ es de 281 + 20 um (Figura 4.28, a-b). También se obtuvo
una distribucidn de tamano de los islotes, que claramente muestra el mayor tamafio de los
islotes B75¢2 - (Figura 4.28, c).

4.3.2 La delecion de Tsc2 en célula g induce resistencia a la insulina 'y
confinamiento nuclear de FoxO1

La delecién de T5c2 y la consecuente hiperactivacion de mI'ORC1/S6K inducen resistencia
a la insulina por fosforilacién de IRS (Shah ez al., 2004; Um ez al., 2004). En célula  la
interferencia de 75¢2 también produce resistencia a la accion de la insulina, como es mostrado

en la primera parte de esta tesis (Figura 4.7). Se obtuvo una linea de célula  proveniente de
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insulinoma (MING6) en la cual se interfirié 7sc2 de manera estable, mediado por shARN. En  Figura 4.28. Lla  hiperactivacién de
mTORC1 produce un aumento del

estas células, S6 se encontré hiperfosforilada por la hiperactivacién constitutivade mTORC1
y la estimulacion de Akt mediada por IGF-I se estuvo impedida, no recuperdndose totalmen-
te con rapamicina (Figura 4.29, a), como ha sido descrito previamente (Huang et al., 2008).
La senalizacién de la insulina es necesaria para una correcta funcién y el mantenimiento de la
masade célula f (Withers ez 4/., 1998; Kubota et /., 2000; Ueki ez al., 2006), y Akt fosforila di-
rectamente a FoxO1 en Thr?!, promoviendo su exclusion nuclear (Nakae ez 4/., 2002). FoxO1
juega un importante papel en proliferacién y respuesta al estrés de célula 8, y normalmente se
encuentra excluida del nicleo por la accién autocrina de la insulina secretada por las propias
células . Sin embargo, resistencia a la insulina y localizacién nuclear de FoxO1 inhiben la
expresion de Pdx] y proliferacion de célular (Kitamura ez /., 2002). Tanto en MING6 7Tic2-
shARN como en MEF T2 * la fosforilacién de FoxO1-Thr*! en presencia de suero se en-
contrd disminuida, recuperdndose tras tratamiento con rapamicina (Figura 4.29, b). El bajo
estado de fosforilacién de FoxO1 coincidi6 con la localizacién nuclear observada por inmu-
nofluorescencia (Figura 4.30). En células B de islotes primarios de  75c2 7 la localizacién de
FoxO1 fue exclusivamente nuclear. Esta localizacién se puede atribuir a la hiperactivacién de
mI'ORC1, ya que el tratamiento ex vivo con rapamicina durante 24 h fue capaz de recuperar
totalmente la localizacién citoplasmdtica (Figura 4.29, c). Estas observaciones fueron repeti-

das en animales de 8, 24 y 40 semanas de edad, con idénticos resultados (datos no mostrados).

Pdx1 es un factor de transcripcidn necesario para el desarrollo del pancreas (Jonsson ez al.,
1994), y uno de los principales reguladores de funcién y proliferacién de célula 8 (McKinnon
y Docherty, 2001). Previamente fue descrito como la presencia nuclear de FoxO1 inhibe la
expresion de Pdxl (Kitamura ez al., 2002). Imagenes de inmunofluorescencia obtenidas de
islotes aislados permitieron ver como en islotes de B75c2 7, la presencia nuclear de Pdx1 se
encontrd disminuida respecto a los controles, y de manera similar en animales de 8, 24 y 40

semanas (Figura 4.31).

tamaiio de los islotes.

(a) Fotos representativas de islotes aisla-
dos de ratones de 24 semanas.

(b) Didmetro medio de los islotes, repre-
sentado como medias por ratén t s.d.
(n=4). ¥** P < 0.001.

(c) Distribucién de frecuencias del didmetro
medio de islotes representado como por-
centaje frente al numero total de islotes,
expresando medias por animal * s.d.
(n=4).

129



La autofagia como mecanismo protector ante estrés de reticulo endoplasmatico en célula 3 pancreatica

a (o]
Scrambled Tsc2
SshARN DAPI FoxO1
IGF- (10 nM) - + + - ¥
Rapa (20 nM) - - - + +
P-Akt P—— &
(S473) Control
P-S6 ey
(5235/S236)
B-actina | D D G GID GID 4D
BTsc2+
b MING6 MEF
’§ @i Tsc2
& /. -/
Q& c&‘@ § ShARN Tsc2 ++ Tsc2
BTsc2+
TSC2 — Rapa 20 nM w
24h
P-FoxO1 -—— - -
'-\
(T24) A : L) o
B-actina —
Rapamicina
20 NM 24 h -+ -+ -+

Figura 4.29. La hiperactivacion de
mTORCI1 en célula B induce resistencia a
la insulina.

(a) MING expresando establemente shARN
control que no interfiere la expresién de
ningun gen (scrambled-shARN), o interfirien-
do la expresién de Tsc2 fueron deprivadas
3 h en medio DMEM sin suero y sin glucosa
0.1% BSA (en presencia o ausencia de ra-
pamicina 20 nM), y estimuladas con IGF-|
10 nM durante 5 min. Se muestran blots
representativos.

(b) MIN6 o MEF creciendo en presencia de
suero, fueron tratadas o no con rapamicina
20 nM 24h.

(c) Islotes aislados fueron incubados en
RPMI 10% FBS en presencia o ausencia de
rapamicina 20 nM durante 24h. Se obtu-
vieron imagenes de inmunofluorescencia en
un microscopio confocal.
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4.3.4 La delecién de Tsc2 en célula B produce estrés de RE

mI'ORCI1 dirige la sintesis proteica a través de la fosforilacion de 4E-BP1y S6K (aumento de
traduccién de ARNm), ademds de incrementar la biogénesis ribosomal. La activacién crénica
mI'ORCI lleva a un aumento descontrolado de la sintesis de proteinas, poniendo a prucba la

integridad del reticulo endoplasmético (RE) Ozcan et al., 2008.

Dado que el modelo B75¢2 7~ muestra un perfil bifsico, con aumento temprano de la masa de
célula By fracaso posterior mediado por apoptosis, se quiso comprobar qué papel podria estar
jugando el estrés de RE en esta segunda fase. Para ello se analizaron proteinas del UPR (unfol-
ded protein response) en extractos proteicos obtenidos de islotes aislados a las 40 semanas. La
fosforilacién de PERK-Thr’® asi como la de su diana Eif2a-Ser®! se encontré aumentada en
islotes B75¢2 - (Figura 4.32, a). En condiciones de estrés de RE, la traduccién de mensajeros
es reducida por el secuestro de Eif2b mediado por Eif2a fosforilado, pero paradéjicamente la
traduccién de algunos mensajeros como ATF4 es aumentada (Harding ez /., 2000a), asi los
niveles de ATF4 se encontraron aumentados en islotes de p75¢2 -, al igual que los niveles de
la chaperona del RE BiP/GRP78 (Figura 4.32, a). Por otro lado, factores de transcripcién

relacionados con apoptosis inducida por estrés de RE en célula f como CHOP (Oyadomari
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Figura 4.30. La hiperactivacién de mTORC1 en célula f§ induce localizacién nuclear de FoxO1.
MIN6 o MEF creciendo en presencia de suero, fueron tratadas o no con rapamicina 20 nM 24h. Las células fueron fijadas y se obtuvieron
imé&genes de inmunofluorescencia en un microscopio confocal.

Pdx1 Pdx1/DAPI

% Niicleos positivos Figura 4.31. La hiperactivacién de
Control para Pdx1 mTORC1 en célula B disminuye la loca-
100 1 lizacién nuclear de Pdx1.
* Islotes aislados fueron incubados en RPMI
80 1 10% FBS durante 24h. Se obtuvieron ima-
60 :|: genes de inmunofluorescencia en un micros-
copio confocal. El gréfico representa % de
N . .

etal.,2002) y C/EBPP (Matsuda ez 4/., 2010), también se encontraron aumentados en islotes
BTsc2 7 (Figura 4.32, a).

40 células con Pdx1 nuclear, expresado como
20 media por islote * s.d. (h=5). ¥, P < 0.05
0 -

Control BTsc2-/-

Para comprobar la evolucion de la respuesta del UPR con la edad, se obtuvo ARN de islotes
de animales de 8 y 40 semanas. La expresién medida por PCR cuantitativa de Bip, Cebpb
y Chop aumenta en islotes con la edad, y en mucha mayor medida en los animales 752
(Figura4.32, b). A nivel de proteina, CHOP es indetectable en islotes 3 75¢2 7~ de animales de
8 semanas, encontrdndose expresado a las 40 semanas (Figura 4.32, ). Otras observaciones
en B75¢2 ", como el aumento de p62/SQSTMI son constantes a lo largo de la vida de los

animales, lo cual no pasa con los marcadores de estrés de RE, que aumentan con la edad. Para
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localizar especificamente en célula B a algunos de los marcadores que se vieron aumentados
por western-blor y PCR cuantitativa en extractos totales de islotes B7Z5c2 -, se realizaron
aproximaciones de inmunomarcaje. CHOP es localizable en nucleos de células B en anima-
les de 40 semanas (Figura 4.32, d), y fosfo Eif2a-Ser’! en células B de cortes de pancreas de
animales de 35 semanas (Figura 4.32, ). No se encontré CHOP o fosfo EiF2a en islotes de

animales control (datos no mostrados).
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Figura 4.32. Estrés de RE en célula B del modelo BTsc2 -

(a) Extractos proteicos de islotes de ratones de 40 semanas fueron sometidos a western-blot con anticuerpos especificos. Se muestran blots representativos.
A la derecha se muestra la cuantificacién de P-PERK Ser®, P-Eif2a Ser®', BiP y C/EBPP (LAP) en unidades arbitrarias (U.A.) como medias + s.d. (n=2-3).
* P <0.05, **, P <0.01.
(b) Los niveles de mensajeros en islotes de animales de 8 y 40 semanas fueron analizado por PCR cuantitativa. Datos expresados en unidades arbitrarias
como medias * s.d. *, P < 0.05, **, P < 0.01, **, P < 0.001.

(c) Extractos proteicos de islotes de animales de 8 y 40 semanas fueron sometidos a western-blot.

(d) Islotes aislados de animales de 40 semanas fueron analizados por microscopia confocal. Se muestra imagen representativa donde se observa CHOP
en nucleo (verde), nicleos visualizados con DAPI (azul).

(e) Preparaciones pancredticas en parafina fueron sometidas a inmunohistoquimica con un anticuerpo que detecta la fosforilacién de Eif2a en Ser®',
posteriormente las secciones fueron incubadas con anticuerpos anti-insulina para localizar las células B dentro del islote.
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Como ha sido expuesto en la eccién 2 de esta tesis, el estrés de RE se encuentra cominmente
asociado a un incremento en la ubiquitinizacién de proteinas, lo cual indica acumulacién
de proteinas mal plegadas (Huang et al., 2007). El perfil de proteinas ubiquitinadas fue
ligeramente mayor en extractos proteicos de islotes de $75c2 -, en comparacién con los
controles (Figura 4.33, a). Preparaciones de pancreas en parafina también mostraron mayor
inmunoreactividad de islotes B75c2 - frente a un anticuerpo que detecta proteina poli-ubi-
quitinadas, y de manera especifica en célula f como demostrd la contra-tincién con insulina
(Figura 4.33, ). Secciones de pancreas incubados con IgG normal de conejo, como controles

negativos, son mostrados (Figura 4.33, c).
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Figura 4.33. Acumulacién de proteinas ubiquitinadas en islotes $Tsc2 .

(a) Extractos proteicos de islotes de 24 semanas fueron sometidos a SDS-PAGE 12%, y western-blot con el anticuerpo monoclonal anti-poli-
ubiquitina (P4D1). Se muestra densitometria representada como unidades arbitrarias en media + s.d. (n=2). *, P < 0.05.

(b) Secciones pancredticas fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal anti-poli-ubiquitina (FK2), detectando acimulos positivos en célula .
(¢) Secciones pancredticas incubadas con IgG normal de conejo (como control negativo) y procesadas en paralelo a otras inmunohistoquimicas
mostradas en este trabajo.
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4.3.5 La hiperactivacion de mTORC1 como causa de autofagia deficiente

mI'ORCI es un importante regulador negativo de autofagia (Noda y Ohsumi, 1998;
Ravikumar ez al., 2004), por lo tanto cabe esperar que su hiperactivacién crénica debido
a la delecion de Tic2 pueda llevar a una actividad autofigica deficiente. Los niveles basales
de LC3B-II en lisados de islotes son muy similares entre controles y B75c2 -, sin embargo
p62/SQSTMI se encuentra claramente acumulado (Figura 4.34, a). Imdgenes de microsco-
pio confocal también muestran como el punteado de p62/SQSTM1 es de mayor nimero, y
estos acimulos son mayor tamano en células p de BZsc2 7~ (Figura 4.34, b). También permi-
tié observar como la acumulacién de p62/SQSTMI1 es exclusiva de célula B y no ocurre en

células o (Figura 4.34, e).
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Figura 4.34. Autofagia deficiente en islotes $Tsc2 7.
(a) Extractos proteicos de islotes de 24 semanas fueron sometidos a western-blot. (*) indica bandas inespecificas. Se muestra densitometria de

p62/SQSTM1 representada como unidades arbitrarias en media * s.d. (n=

3). #*, P <0.01.

(b) Islotes de 24 semanas fueron observados a microscopio confocal (barras 10 um), se conté el nimero de puntos positivos para p62/SQSTMI
en varios islotes de al menos 5 animales por grupo, representando media por animal % s.d. El diédmetro medio en Um de los puntos positivos esté
expresado como media * s.d. por islotes en al menos 3-4 animales. ¥, P < 0.05. **, P < 0.01.

(c) Islotes aislados de animales de 24 semanas fueron incubados en RPMI 10% FBS y tratados con tunicamicina (Tun) 2 pg/ml o DMSO durante 15 h
en presencia o ausencia de cloroquina (CQ) 10 pM.

(d) Células MING fueron tratados con tunicamicina (Tun) 2 pig/ml o DMSO durante 15 h en presencia o ausencia de cloroquina (CQ) 10 uM.

(e) Imagen de microscopio confocal mostrando detalle de islote de BTsc2 /- en el cual se aprecia acumulacién de p62 especificamente en célula B.
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Para observar diferencias en la conversion de LC3B fue preciso someter a los islotes a trata-
miento ex vivo con el fin de poner a prueba su capacidad de inducir autofagia. Para ello islotes
aislados fueron tratados con tunicamicina, agente que inhibe la N-glucosilacion de proteinas
causando estrés de RE de forma aguda. El tratamiento se hizo en presencia o ausencia de
cloroquina, la cual permite hacerse una idea del flujo autofdgico al disminuir la acidificacién
de lisosomas y la degradaciéon de LC3B-II en ellos. En islotes control, el tratamiento con
tunicamicina disminuy? la actividad de mTORC, visto como reducida fosforilacién de S6-

235236y estimulé la conversion de LC3B. Sin embargo en islotes $75c2 7~ no se observa

Ser
disminucién de la fosforilacién de S6, y la respuesta a la tunicamicina fue nula, indicando
una respuesta autofgica deficiente frente a estrés de RE (Figura 4.34, c). Este experimento
se repitid en lineas de MING con expresion de T5c2 interferida, obteniéndose similares resul-

tados (Figura 4.34, d)

Para confirmar como la hiperactivacién de mI'ORCI1 por delecién de 52 produce una res-

puesta autofdgica deficiente a estrés de RE se realizaron experimentos iz vitro usando MEF

4. Resultados y discusion
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Tsc2 . La estimulacidn con tunicamicina en células control MEF Tic2 */* es capaz de dismi-
nuir la actividad de mT'ORC1 y reducir la fosforilacién de S6K y S6. La conversion de LC3B
tras estimulo con tunicamicina fue claramente observada. Sin embargo, en MEF 752 - el
estimulo no fue capaz de bloquear la fosforilacion de S6K/S6 y la conversién de LC3B resultd
impedida. Este fenémeno es atribuible al aumento constitutivo de actividad de mTORC1
en MEF 752 ", ya que el tratamiento con rapamicina en estas c¢lulas fue capaz de recuperar
el patrén observado en las células control MEF Z5c2 */+ (Figura 4.35, a). Otro método para
observar actividad autofdgica es monitorizar la liberaciéon de EGFP de la proteina de fusién
EGFP-LC3B, ya que EGFP es mds resistente a la degradacidn por enzimas lisosomales que
LC3B. Laliberacién de EGFP da idea del nivel de formacién de autofagosomas, en los cuales
LC3B sera degradado (esquematizado en Figura 4.35, c). MEF fueron transfectados transi-
toriamente para la expresion EGFP-LC3B, y tras tratamiento con tunicamicina, se observé la

liberacién de EGFP, claramente mayor en MEF 75c2 */+ (Figura 4.35, b).

O EGFP Libre

Figura 4.35. Respuesta autofdgica defi-
ciente a estrés de RE en MEF Tsc2 .

(a) MEF fueron tratados con tunicamicina 2
ng/ml o DMSO durante 15 h, en presencia
o ausencia de rapamicina 20 nM y/o clo-
roquina 10 pm en los puntos indicados. Se
muestran blots representativos.

(b) MEF transfectados
para la expresién de la proteina de fusién
EGFP-LC3B, tras 24 h fueron tratados por
15 h con tunicamicina 2 Ug/ml. Los extrac-
tos fueron sometidos a SDS-PAGE 12% e
incubados con anticuerpo que reconoce
GFP, visualizdndose tanto la proteina de
fusién EGFP-LC3B (convertible a EGFP-
LC3B-Il) como EGFP libre.

(c) Esquema explicativo del experimento
anterior.

transitoriamente
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Figura 4.36. Menor nUmero de au-
tofagosomas tras estimulacién de
estrés de RE en MEF Tsc2 .

MEF tratados con tunicamicina 2
pg/ml durante 15 h, en presencia
o ausencia de cloroquina 10 pM.
Iméagenes de microscopio confocal
muestran  autofagosomas  (LC3B,
verde). y nucleos visualizados con
DAPI (azul). Las imdgenes del experi-
mento de deprivacién de glucosa (15
h) no son mostradas. Se cuantificé el
nimero de autofagosomas por drea
citoplasmadtica (excluyendo nucleos)
en diferentes imdgenes. Se repre-
sentan medias por experimento T
s.d. (n=3). ¥, P < 0.05, **, P < 0.01,
comparando los puntos de Tsc2 */*
con Tsc2 7. (Imdgenes de deprivacién
de glucosa no mostradas).
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Por inmunofluorescencia frente a LC3B también se observé un menor nimero de autofa-
gosomas en MEF 75c2 " tanto en condiciones basales como en respuesta a tunicamicina o

deprivacién de glucosa (Figura 4.36).
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Cloroquina

E 12

8 10 '88

S +

3 8

E *k

86 *k T '|'

g 41 ¥

- o ol i
":','0 i i — =
I

Control Tunic No gluc Control Tunic No gluc
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Para corroborar los resultados vistos hasta ahora, se sometieron islotes de controles y BZ5c2
a tratamiento ex vivo con tunicamicina para obtener imdagenes tomogréﬁcas de islotes mar-
cados con LC3B y permitir el contaje de autofagosomas. Al ser las células 8 de 75c2 7 de un
tamano significativamente mayor, los resultados fueron normalizados por drea. Se observa
efectivamente como en condiciones basales el nimero de autofagosomas por 100 um?* fue
de 2.5 = 0.6, mientras que tras tratamiento con tunicamicina aumentd su numero a 6.6 =
1.5. Al detener el flujo autofégico con cloroquina, el nimero de autofagosomas observado
alcanzé los 9.7 = 0.8 por 100 pm? (Figura 4.37). Sin embargo, en islotes B75¢2 " el contaje de
autofagosomas arrojo resultados similares a los mostrados en los inmunoblots de figura 4.34,

ya que no hubo respuesta significativa tras el tratamiento con tunicamicina (Figura 4.37).

Otro estimulo que fue utilizado para probar la actividad autofdgica en islotes 75¢2 7 fue la
deprivacion de glucosa. Al igual que la tunicamicina inhibe la N-glucosilacién de proteinas,
la deprivacién de glucosa también produce estrés de RE al impedir la N- y O-glucosilaciéon de
proteinas por la propia falta de glucosa, aunque quizas de manera menos dréstica que lo que se
observa tras tratamiento con tunicamicina. Ademas, la deprivacic’)n energética per se es un es-
timulo que en parte estimula autofagia por la ruta AMPK/TSC2 la cual lleva a la inhibicién
de mTORC1 (Inoki ez a/., 2003b; Hosokawa et a/., 2009; Kim et a/.,2011). En islotes B 75¢2

la respuesta autofdgica a deprivacién de glucosa también es deficiente cuando se compara a



controles (Figura 4.38, a). Esta respuesta impedida es especifica de célula f ya que imagenes
de microscopio confocal muestran como las células a del islotes B75c2 * si muestran un au-
mentado nimero de autofagosomas tras deprivacién de glucosa (Figura 4.38, b). Por tltimo
se muestran comparaciones de los resultados de nimero de autofagosomas en experimentos
de estimulo con tunicamicina y deprivacion de glucosa en controles y B75c2 7 referido por

dreay por célula (Figura 4.38, c).

4. Resultados y discusion
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Figura 4.37. Menor nomero de autofagosomas tras estimulacién de estrés de RE en islotes BTsc2 .

Islotes aislados de animales de 24 semanas fueron incubados en RPMI 10% FBS y tratados con tunicamicina 2 pig/ml durante 20 h
en presencia o ausencia de cloroquina 10 UM. Se contaron nimero de autofagosomas por drea en varios islotes de 3-5 animales.
Representado el nimero de autofagosomas por 100 pm? como media por animal * s.d. Gréfica de la izquierda para condiciones

basales y de la derecha para estimulos con tunicamicina. *, P < 0.05, **, P < 0.01, *** P < 0.001.
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Figura 4.38. Menor respuesta autofdgica a deprivacion de glucosa en islotes BTsc2 7.

(a) Islotes aislados de ratones de 24 semanas fueron incubados en RPMI 10% FBS durante una noche, y después incubados en medio sin glucosa durante
20 h en presencia o ausencia de cloroquina 10 UM. Se muestran imégenes representativas de microscopia confocal (Barra 10 um). Se contaron ndmero
de autofagosomas por drea en varios islotes de 3-5 animales. Representado el n° de autofagosomas por 100 pm? como media por animal  s.d. *, P <
0.05, ¥*, P < 0.01, ***, P < 0.001.

(b) Imagen de microscopio confocal mostrando detalle de islote de BTsc2 /- en el cual se aprecia respuesta autofdgica deficiente en célula B, pero no en
célula o.

(c) Representacién de todos los experimentos de contaje de autofagosomas expresados por drea. (d) Representacién de todos los experimentos expre-
sando resultados por célula. Nétese como al ser de mayor tamafio las células B de BTsc2 7/ en comparacién con los controles, un método u otro arroja
diferentes resultados. Se muestran resultados del test estadistico al comparar cada punto de los controles (C) con el correspondiente en BTsc2 /- (KO). *,
P < 0.05, **, P < 0.01.
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4.3.6. Hiperactivacion de mTORC1 y mitofagia deficiente.

Debido alas observaciones que evidenciaron una autofagia deficiente, y a otras observaciones
previas que demostraron lamayor masamitocondrial en célula f de animales B Zsc2” (Koyanagi
etal.,2011). Se planted la hipétesis de una posible menor degradacion mediada por autofagia
de las mitocondrias (mitofagia) en célula § de este modelo. Esto podria estar contribuyendo
al fracaso de la célula B, al acumularse mitocondrias danadas. Recientemente el proceso de
mitofagia ha sido propuesto como protector frente apoptosis, aunque no existen demasiadas

evidencias al respecto (Green e al., 2011).

Para probar la hipétesis, se aislaron islotes de ratones de 40 semanas, y se llevé a cabo un doble
marcaje con COX4 (proteina mitocondrial) y p62/SQSTM], la cual permite el reconoci-
miento de agregados proteicos u organulos dafados, por la maquinaria autofégica (Pankiv ez
al.,2007). Los islotes fueron observados a microscopio confocal con objetivo de alto aumento,
con ¢l fin de obtener imagenes tomograficas con detalle de las células B dentro del islote. En
células f de islotes p75¢27 se encontré mayor nimero de estructuras p62/SQSTMI positi-
vas, como ha sido mostrado anteriormente en la Figura 4.34. Sorprendentemente, parte de
estas estructuras colocalizaron con COX4, indicando la presencia de mitocondrias marcadas
para su degradacién por autofagia (Figura 4.39) Okatsu ez 4/., 2010. Experimentalmente,
es dificil encontrar mitocondrias colocalizando con la maquinaria autofdgica (Twig ez af.,

2008). Se ha descrito que el proceso de digestién de mitocondrias una vez reconocidas por
p62/Sgstm1

los autofagosomas es de 5-7 min (Rodriguez-
Enriquez et al., 2006; Kim er al., 2007),
aunque en célula B estd descrito que pérdida
de potencial mitocondrial (AV, ) se produce  gniror
en el rango de horas antes de la degradacién
autofagica (Twig ez al., 2008). Nuestras ob-
servaciones evidenciaron una colocalizacién
de p62/SQSTMI con mitocondrias result6
précticamente inexistente en islotes control,
mientras que (75¢2 7 se encontr6 con fre- BTsc2
cuencia, lo cual indicod que estas mitocondrias
podrian acumularse debido a una eliminacién

por mitofagia deficiente.

Con el fin de observar el estado de las mitocondrias que colocalizaron con p62/SQSTMI,
se realiz6 un triple marcaje con TOM?20, p62/SQSTM1 y Mitotracker CMTMROos, segin
el esquema mostrado (Figura 4.39, b). Mitotracker CMTMRos se acumula especificamente
en mitocondrias respirando activamente (alto AV ), permitiendo diferenciar mitocondrias
activas de aquellas despolarizadas (colapso de AV ), y ademds el marcaje no se pierde tras
fijacién con aldehidos, permitiendo el marcaje multiple con anticuerpos. Al igual que en la
figura anterior, la colocalizacién de p62/SQSTMI1 con mitocondrias fue mucho mayor en
BTsc2", y se produce especificamente en mitocondrias despolarizadas (Figura 4.40, a, c, y

videos suplementarios 4y 5). Este experimento fue llevado a cabo con islotes de animales de 8,

4. Resultados y discusion

Cox4 Merge (DAPI)

Figura 4.39. Acumulacién de mitocon-
drias p62 positivas en islotes fTsc2 .
Islotes aislados en animales de 40 semanas
fueron sometidos a inmunofluorescencia
con COX4 (mitocondrias) y p62/SQSTM1.
Se marcan con flechas mitocondrias que
colocalizan con p62/SQSTMI. Barras re-
presentan 10 um.
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24y 40 semanas con el fin de observar la evolucién del fenémeno con la edad de los animales.
Curiosamente se encontrd que el nimero de mitocondrias despolarizadas y marcadas con
p62/SQSTMI fue aumentando en islotes p75¢2 7 con la edad, mientras que en controles su
presencia resulté anecddtica y sin variaciones respecto a la edad. Por otro lado, encontrar ex-
perimentalmente mitocondrias respirando activamente y colocalizando con p62/SQSTM1
fue bastante inusual, y no hubo diferencias segin modelo o edad. (Figura 4.40, c). Cabe
puntualizar que mas que mitondrias per se, se observaron regiones negativas para Mitotracker
con colocalizacién de p62/SQSTM1 y marcadores mitocondriales, en las que posiblemente
se encuentren aciimulos de mitocondrias dafiadas ya que p62/SQSTMI juega un importan-
te papel en el reconocimiento y agrupacién de mitocondrias previo al reconocimiento por
la maquinaria autofigica (Narendra ez /., 2010; Okatsu e 4/., 2010). Para confirmar estas
observaciones, los experimentos fueron ademds repetidos utilizando COX4 como marcador
mitocondrial alternativo a TOM?20, con iguales resultados (datos no mostrados). Las grandes
diferencias observadas en este experimento entre islotes controles y 75c2" solo son explica-
bles asumiendo una mitofagia deficiente en célula (b por la hiperactivacién de mTORCI en
el modelo p75c2".

Se usaron MEF T5c2 7 para ensayar cdmo era la respuesta autofdgica frente CCCP, un
agente que produce pérdida de Ay 'y es usado comiunmente como inductor de mitofagia
(Narendra et al., 2008). Dosis crecientes de CCCP llevaron a la disminucién de la actividad
de mTORCI, visto como menor fosforilacién de S6, y aumento de conversién de LC3B
en células 75¢2**. Sin embargo en células 75c2 " la fosforilacién de S6 no disminuyé tras
tratamiento con CCCP y la estimulacién de autofagia resultd menor, observandose ademds
mayor acumulacién de p62/SQSTMI en células 752 (Figura 4.41, a). Con el fin de atri-
buir la respuesta deficiente a la hiperactividad de mTORC1, se repitid el experimento en pre-
sencia de rapamicina. Como era esperable, el tratamiento con rapamicina redujo totalmente
la fosforilacién de S6, aumentando la conversién de LC3B, y reduciendo la acumulacién de
p62/SQSTMI tras tratamiento con CCCP. Esto posibilité observar en células 75c2 " trata-

das con rapamicina un perfil similar al observado en células 75c2*/* (Figura 4.41, b).

Se obtuvieron imdgenes de inmunofluorescencia de células MEF control Tic2 **y
Tsc27, las cuales fueron marcadas con Mitotracker y posteriormente con anticuerpos frente
a p62/SQSTM1 y LC3B. Dado lo rdpido del proceso de digestion tras elreconocimiento
de mitocondrias, resulta muy raro poder observar mitocondrias respirando activamente
(positivas para Mitotracker), que colocalicen con marcadores de autofagosoma (LC3B), sin
embargo resultd ain més raro en células 75¢2”", mientras que en 75c2*/* fue posible ocasional-
mente. La frecuencia de mitocondrias observables colocalizando con LC3B aumentd tras tra-
tamiento con cloroquina en células Zsc2*'* (Figura 4.42), mientras que en células 75c2” fue
posible observar grandes acimulos de p62/SQSTMI que no colocalizaron con LC3B, de
nuevo indicando un defecto en el funcionamiento de la maquinaria autofdgica en células
T5c2”". En células control resulta raro observar acimulos positivos para p62/SQSTM1 que

no colocalicen con el marcador de autofagosomas LC3B (Figura 4.42).
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Figura 4.40. Acumulacién progresiva con la edad de mitocondrias despolarizadas en islotes BTsc2 .
(a) Islotes aislados de ratones de 24 semanas fueron incubados en RPMI 10% FBS durante una noche, y al dia siguiente tratados
con 500 nM Mitotracker Orange CMTMRos (clorometil-tetrametilrosamina) durante 30 min en medio sin suero. Posteriormente fueron
fijados e incubados con anticuerpos especificos. Se muestran imégenes de islotes de 40 semanas, y las flechas blancas indican
mitocondrias con bajo Ay _, negativas para Mitotracker (MTR), y positivas para p62. Barras representan 10 um.

(b) Esquema que ilustra el marcaije llevado a cabo en el experimento mostrado en esta figura.
(c) Cuantificacién del nimero de mitocondrias por célula B (p62*-MTR’, izquierda) y (p62*-MTR", derecha). Se contabilizaron por
célula en diferentes secciones, en varios islotes por animal. Medias por animal % s.d. (h=3-4). Diferencias significativas al comparar
BTsc2 7/-con BTsc2 */*, o BTsc2 /" de 8 y 40 semanas.®, P < 0.05, **, P < 0.01, *** P < 0.001.

141



La autofagia como mecanismo protector ante estrés de reticulo endoplasmatico en célula 3 pancreatica

Tsc2++ Tsc2+ Tsc2++ Tsc2
TSC2 |mEsmmESn | TSC2 | |
Bactina | == =] F;-st;gy |~m - ]
sg§$/M1*_-.'““-"~:—---—- |+ |~,.__,_,,.__—-....,. __.|
(szgs-/ssgss) |"T‘-‘ —— ’--""| sgg/m | -- - ._.._.|
S6 |- - Rp— | B-actina | - |
LC3B |I| e " szgs-/ssgse | —— -——— — |

¢ |

CQIOUM - + - + = 4 - + - + - + - + - + ---.......-—..“|

DMSO 5uM 10uM 20 uM DMSO 5pM 10 pM 20 uM Lcsg |
1} T —_— —_ — e —
ccepP CCCP CCCP20puM - - + + - - + + - - + + - - + +
+ - -+

‘ ‘ CQI0UM - 4+ - + - 4+ - + - 4+ - +
Rapa20nM - - - - 4+ 4+ + + - - - - + + + +

Figura 4.41. La hiperactivacién de mTORC1 disminuye la respuesta autofdgica inducida por desacoplamiento mitocondrial.

(a) MEF control Tsc2 */* y Tsc2 7/~ fueron tratados con diferentes dosis del desacoplante mitocondrial carbonilcianuno m-clorofenilhidrazona

(CCCP) durante 15 h, en presencia o ausencia de cloroquina 10 pM. (*) Indica banda no especifica.
(b) MEF fueron tratados con CCCP durante 15 h en presencia o ausencia de rapamicina 20 nM. Se muestran blots representativos.

Mitotracker LC3B p62/SQSTM1 Merge

J‘

MEF Tsc2+/+
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MEF Tsc2-/
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Figura 4.42. Mitofagia disminuida en MEF Tsc2 -

MEF fueron ensayados por inmunofluorescencia en condiciones basales o tras inhibicién del flujo autofdgico con cloroquina 10 pM durante 15 h. Previo
a la fijacién con 4% (p/v) paraformaldehido, las células fueron incubadas con Mitotracker Orange CMTRox 200 nM en medio sin suero durante 30
min, y posteriormente incubadas con anticuerpos para la visualizacién de LC3B (verde) y p62 (rojo), ademds de nicleos con DAPI (blanco). Puntas
blancas indican mitocondrias que colocalizan con LC3B/p62 en MEF Tsc2 */*. En MEF Tsc2 /* se encuentran agregados positivos para pé2 que son
negativos para LC3B (puntas naranjas).
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4.3.7. La deficiencia de Tsc2 produce aumento de la masa mitocondrial y
acumulacién de proteinas mitocondriales oxidadas

El papel de mTORCI1 sobre la funcién mitocondrial fue primeramente descrito al obser-
varse como la rapamicina disminufa los niveles de PGC-1a y la expresién de genes claves
para el metabolismo mitocondrial, los cuales estaban anormalmente aumentados en MEF
T5c2 - (Cunningham e al., 2007). En el modelo B75¢2 " también fue demostrado como
animales de 8 semanas contaban con una mayor masa mitocondrial en célula 8 (Koyanagi e

al., 2011).

Usando secciones pancredticas de ratones control y B75¢2 7 se realizé inmunohistoquimica
frente a diferentes marcadores mitocondriales (COX4, VDAC y TOM20). Mientras que
la inmunoreactividad en islotes de animales control es uniforme a lo largo de todo el islote,
en 75¢27 se muestra muy aumentada especificamente en célula  para los tres marcadores

mencionados (Figura 4.43).

Control BTsc2 -+

4. Resultados y discusion

P

COXx4

VDACH1

TOM20

P

Figura 4.43. Mayor masa mitocondrial en células f§ de islotes BTsc2 -

Secciones de pdncreas de animales de 35 semanas fueron sometidas a inmunohistoquimica con anticuerpos especificos de proteinas mitocondriales
(COX4, VDAC1, TOM20). Se muestran imdgenes de islotes BTsc2 /- donde se aprecia la mayor inmunoreactividad especificamente en célula J3,

revelado tras post-tincién con insulina (rojo) y glucagén (verde).
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Una menor degradacién autofigica de las mitocondrias podria estar llevando a la acumula-
cién de mitocondrias no funcionales, lo cual ha sido relacionado con envejecimiento y muerte
celular (Terman y Brunk, 2004; Yen y Klionsky, 2008). Las mitocondrias son la fuente pri-
maria de especies reactivas de oxigeno (ROS), por lo que su maquinaria proteica y mcADN
son especialmente propensos a dafio por ROS (Kim y Lemasters, 2011). Una disfuncién de la
degradacién de mitocondrias resulta en la acumulacién de proteinas mitocondriales oxidadas
(Twig et al., 2008; Wu et al., 2009).
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Figura 4.44. Acumulacién de proteinas mitocondriales oxidadas en modelos de célula B con hiperactivacién de mTORCI1.

(a) Secciones pancredticas de animales de 35 semanas fueron sometidas a inmunohistoquimica con anticuerpo que detecta residuos de nitrotirosina
(Nitro-Tyr). Se encuentran delineados los margenes del islote.

(b) Células MING o INS-1E expresando shARN control (scrambled) o frente a Tsc2 fueron sometidas a fraccionamiento (mitocondria/citosol), y los
extractos proteicos mitocondriales fueron derivados con dinitrofenil-hidrazona, reaccionando con residuos oxidados para su deteccién mediante
western-blot (Oxyblot). Hsp60 fue usado como control de carga mitocondrial

() Células MING fueron tratadas con 20 nM bafilomicina A, 0 DMSO durante 3 h. Se obtuvieron extractos proteicos de las fracciones mitocondriales
para su andlisis por western-blot directo (Nitro-Tyr) o tras derivacién previa (Oxyblot).

Se quiso comprobar si la mitofagia defectiva en p 75¢2 tenia como consecuencia la acumula-
cién de proteinas oxidadas. Secciones pancredticas fueron hibridadas con un anticuerpo que
reconoce residuos de tirosina nitrada (nitro-Tyr), fruto de la reaccién de ROS con proteinas,
y cuya presencia es relacionada con situaciones patolégicas (Pacher ez 4/., 2005). En secciones
de péncreas de p75¢27 se observa un aumento significativo de la inmunoreactividad de los
islotes frente a nitro-Tyr (Figura 4.44, a). Ademds se puso de manifiesto la mayor presencia

de proteinas mitocondriales oxidadas en lineas de célula 8 con expresion interferida de Z5c2
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(MING e INS-1E) Figura 4.44, b. Por tiltimo se implicé al defecto autofégico debido ala in-
terferencia de Z5¢2 y la hiperactividad de mTORCI como causa de la acumulacién de protei-
nas mitocondriales oxidadas. Para ello células MING control y T5¢2-shARN fueron tratadas
conun inhibidor de autofagia, y posteriormente los extractos proteicos mitocondriales fueron
analizados por dos métodos de deteccidn de proteinas oxidadas: inmunoblot directo frente a
nitrotirosina, o tras derivacién de proteinas oxidadas con dinitrofenil-hidrazona (Oxyblot).
La inhibicién de autofagia con bafilomicina A, aumenta el perfil de proteinas mitocondriales
oxidadas en MING control, pero no en MING6 Zsc2-shARN, cuyo nivel de proteinas oxidadas
ya es més alto de forma basal (Figura 4.44, c). Estos resultados indican que la autofagia juega
un papel en la eliminacidn selectiva de proteinas mitocondriales dafiadas, y que la interferen-
cia de Z5c2 e hiperactividad de mTORCI1, al ser causa de un funcionamiento deficiente de la

maquinaria autofigica, producirfan una acumulacién de mitocondrias oxidadas.

4.3.8 Discusion

La sefalizacién a través de TSC2/mTORCI es esencial para el aumento de masa de célula
B en circunstancias de mayor demanda de insulina (Zahr ez 4/., 2007; Fraenkel ez 4/., 2008).
Esta ruta es la principal reguladora de sintesis de proteinas, esencial para ejecutar los meca-
nismos compensatorios que llevan a mayor masa de célula f y en consecuencia una mayor
sintesis y secrecién de insulina. TSC2/mTORCI integran la sefializacién de estatus energéti-
coy sefiales hormonales (Bartolomé e 4/., 2010), ambos factores aumentados en condiciones
de resistencia a la insulina, permitiendo el aumento de masa de célula B (Um ez al., 2004;

Tremblay et 4l., 2005).

Para estudiar el papel de la ruta en célula f, fue previamente generado el modelo (7527, el
cual presento un aumento de masa de célula f temprano, acompanado de hiperinsulinemia
¢ hipoglucemia (Shigeyama et 4/., 2008). Sin embargo, a partir de las 35 semanas la masa de
célula B declina y los animales B75c2 desarrollaron diabetes por deficiencia insulinica. Esta
segunda fase de fracaso es dependiente de la hiperactivacion de mTORCI1, ya que tratamiento

de animales con rapamicina fue capaz de revertirlo (Shigeyama ez al., 2008).

Debido a que la hiperactivacién de mI'ORC1 es un hecho comunmente encontrado en la
progresion a la diabetes, se quiso investigar la posible implicacién de este hecho en el fracaso
de la célula f pancredtica. En nuestro nuevo estudio de los animales f 75¢2 se encontré hipo-
glucemia y masa de célula p aumentada en animales hasta las 35-40 semanas. Posteriormente
la masa de célula f regresiond por apoptosis y dio lugar a la aparicién de hiperglucemia, de
forma consistente con las observaciones previas. Los islotes de animales B75c2 " presentaron
hiperactivacién de la via de mT'ORC]1, y el aumento de masa fue directamente atribuido a
hipertrofia de célula B, al demostrar los estudios de volumen celular un aumento de hasta 5

veces en células f de animales B75c2* comparados a los controles.

4. Resultados y discusion
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Las conclusiones a las que se llega con estos resultados iz vivo difieren parcialmente de las
obtenidas tras los resultados #7 vitro en la primera parte de esta tesis. La delecion de 75c2
en celula § 7z vivo produce hipertrofia y no hiperplasia, mientras que 77 vitro el aumento
de proliferacién por interferencia de 73¢2 resulté evidente (Figura 4.11). Si bien las dife-
rencias son fAcilmente explicables por el hecho de que las células en cultivo presentan un
ritmo proliferativo elevado, y en este caso la hiperactivacién de mTORCI puede ser traducida
como hiperplasia. Otras evidencias confirman esta posibilidad, MEF deficientes en Zscl o
Tic2 presentan mayor capacidad proliferativa iz vitro (Zhang et al., 2003), algo también ob-
servado por nosotros (datos no mostrados). Sin embargo, tumores asociados al complejo de
esclerosis tubular presentan células hipertréficas pero son considerados benignos al ser poco

proliferativos (Manning ez a/., 2005; Harvey et al., 2008).

En laliteratura existen varios modelos de hiperactivacién de mTORCI en célula B. Shigeyama
y colaboradores describieron en primer lugar el animal 37527, el cual presentd un feno-
tipo bifdsico con pérdida de masa de célula § en la segunda fase (Shigeyama ez al., 2008).
Sorprendentemente posteriores modelos que se aproximaban a este no muestran una segunda
fase de disminucién de funcién de célula B, el modelo B75c2 - de Rachdi y colaboradores
presenta masa de célula f aumentada hasta las 52 semanas (Rachdi ez 4/., 2008). Segun los
autores estas diferencias pueden deberse bien a un diferente background genético de los
animales (E. Bernal-Mizrachi, comunicacién personal), o diferencias en la generacién del

modelo (Y. Kido, comunicacién personal).

El modelo $75c1 7 tampoco present6 una segunda fase de disminucién de la masa de célula
f, aunque solo fue estudiado a las 4 y 8 semanas (Mori ez 4/., 2009b). Estos animales expresan
Cre recombinasa bajo el promotor RIP2 y sufren delecién de Zicl en también en neuronas
hipotaldmicas, lo cual posibilité a los autores el estudio de las consecuencias de este efecto
(Mori et al., 2009a). Este hecho hace que los animales 375/ * desarrollen tumores neu-
roendocrinos, y no lleguen a vivir mas de 20 semanas (K-L. Guan, comunicacién personal,
datos no publicados), lo cual imposibilita la observacién del efecto de la hiperactivacién de
mI'ORCI alargo plazo en el modelo BZ5c1 .

Por otro lado, el modelo que sobreexpresa Rheb en célula f (Hamada ez al., 2009), presenta
una masa de célula f aumentada, la cual no disminuye hasta las 50 semanas en las que fue es-
tudiado. Si bien el fenotipo es menor comparado con otros modelos al ser la hiperactivacién
de mTORCI mis ligera (K. Hara, comunicacién personal). Esto se puede explicar por la
actividad GAP de TSC2 presumiblemente aumentada por resistencia a la insulina, y capaz de

actuar sobre Rheb aun cuando se encuentra sobreexpresado.

Por ultimo, el modelo BS6k“* si presenta una apoptosis aumentada en célula B debido a la
hiperactivacion crénica de S6K, los autores demuestran c6mo la progresién a través del ciclo
celular se encuentra impedida por la resistencia crénica alaaccién de la insulina, la cual induce

acumulacién de p275%*! en nicleos de células f desde las 16 semanas (Elghazi ez 4/, 2010).

Ninguno de estos trabajos estudié mecanismos relacionados directamente con mTORC1

como autofagia y estrés de RE. Para ello estudiamos el modelo p 75¢2, con el fin de investigar



la posible implicacion de estos procesos en la fase de fracaso de célula B. En el anterior trabajo
se mostrd como la hiperactivacién de mIORCI1 era causa de resistencia a insulina en islotes.
Aqui se ha profundizado en este asunto y se observé acumulacién de FoxO1 en nucleos de
islotes 752, de manera dependiente de mM'ORCI ya que fue revertido con rapamicina.
Este hecho se correlacioné con el menor niimero de nicleos positivos para Pdx1 en 752
Estudios previos demostraron como FoxoO1 acttia como represor de Pdx1, factor de trans-
cripcién clave en célula B (Kitamura ez 4l., 2002), y puede explicar en parte la tendencia al
fracaso de célula B observado en animales 3752 . La localizacién nuclear de FoxOl, junto
con la resistencia a la accién de la insulina fue un fenémeno también observado en lineas

celulares, con idénticos resultados.

Recientemente, tanto la presencia de FoxO1 en nucleos, como la ausencia de Pdx1 han sido
relacionados con estrés de RE aumentado. La expresion de una forma constitutivamente
activa de FoxO1 en higado es capaz de aumentar la expresion de BiP por regulacion directa
del promotor, y desencadenar de forma crénica la senalizacién del UPR (Kamagate et al.,
2010). Por el contrario, la expresién de un dominante negativo de FoxO1 protege a célula
del estrés de reticulo causado por exposicién a dcidos grasos, al revertir la expresion de CHOP
(Martinez et al., 2008). Ademds, animales Pdx! * son susceptibles al desarrollo de estrés de
RE en célula B, al desregular la produccién de genes responsables de la homeostasis del RE,
incluyendo genes del UPR o responsables de la formacién de puentes disulfuro (Sachdeva er
al., 2009).

La propia hiperactivacién de mTORC1 es una causa demostrada de estrés de RE (Ozcan ez
al., 2008). Por lo tanto se explord la presencia de estrés de RE en islotes de p75¢2, y efecti-
vamente s¢ encontr6 mayor respuesta de la senalizacion del UPR, y expresion de factores de
transcripcién relacionados con apoptosis mediada por estrés de RE. BiP, CHOP y C/EBPS
fueron expresados de manera creciente con la edad de los animales B 75¢2. Ademds se encon-
tr6 acumulacién de proteinas ubiquitinadas en islotes p 75¢2 7, algo previamente relacionado

con el fracaso de célula B (Kaniuk ez /., 2007).

Dado que mT'ORCI1 es uno de los principales reguladores de autofagia y se encuentra hipe-
ractivado en B75c27, esperdbamos encontrar autofagia disminuida. Primeramente se encon-
tré una acumulacién basal de p62/SQSTMI en islotes, indicando un aclaramiento defectivo
de proteinas u orgdnulos marcados con la proteina adaptadora p62/SQSTM1. Tumores de
pacientes con TSC también presentan acumulacién de p62/SQSTMI, y se postula que la
autofagia teéricamente disminuida en estos tumores pueda contribuir a su baja agresividad
(Parkhitko ez 4/, 2011).

Evidencias de la baja actividad autofigica en islotes de p 75¢2 7 fue obtenida por experimentos
con islotes ex vivo usando agentes que causan estrés de RE de forma aguda o deprivacién
de glucosa. Estos tratamientos no fueron capaces de inducir autofagia en islotes de p75¢27,
ni tampoco en modelos celulares con hiperactivacién de mTORCI. La autofagia deficiente
ha sido también directamente relacionada con mayor estrés de RE en islotes de animales

BArg7 " (Quian et al., 2012a). Nuestro estudio previo muestra como la autofagia juega un
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papel protector en célula B frente a estrés de RE (Bartolomé ez 4/.,2012), y como la inhibicién
de autofagia acelera la muerte por agentes que causan estrés de RE. Aunque hay evidencias
que relacionan la actividad de mTORCI1 con inhibicién de autofagia por un lado, y con estrés
de RE por otro; la posibilidad de que el estrés de RE sea consecuencia directa de la insu-
ficiencia autofdgica no ha sido estudiada en modelos de hiperactivacién de mI'ORCI. Sin
embargo, segun las conclusiones de la segunda parte de esta tesis, ambos hechos contribuirfan

de forma sinérgica a la muerte celular.

mI'ORC1 ha sido caracterizado previamente como regulador de masa y actividad mito-
condrial (Schicke ez 4., 2006; Cunningham ez al., 2007). Y recientemente se observé como
animales B75¢2 7" mostraban una mayor masa mitocondrial a las 8 semanas de edad, lo cual
aumentd la funcidn secretora de los islotes y puede explicar la hiperinsulinemia encontrada
en animales de esta edad (Koyanagi ez 4/., 2011). Sin embargo, esta funcién declina con la
edad (M. Koyanagi, datos no publicados). Recientemente Bravo y colaboradores han des-
crito como en una primera fase de respuesta al estrés de RE, la masa mitocondrial sufre una
reorganizacién en la cual se asocia en mayor medida con RE, aumentando AV y produccién
de ATP (Bravo et al., 2011). Estos resultados apoyan la observacién de funcién mitocondrial
aumentada en una primera fase, observado en animales B75c2 " jovenes, pero que no puede
ser mantenida en animales de mas edad. Aunque la funcién no se mantiene, en este estudio
la masa mitocondrial resulto evidentemente aumentada en islotes de animales p75c2 7 de
todas las edades estudiadas. El hecho de encontrar una actividad autofégica disminuida llevo

a proponer el estudio de la autofagia selectiva de mitocondrias (mitofagia).

Sorprendentemente, los islotes de p75¢2 7~ mostraron acumulacién de mitocondrias mar-
cadas con p62/SQSTMI, lo cual indic6 un deficiente aclaramiento de mitocondrias por
mitofagia. Recientemente observaciones similares han sido realizadas en fibroblastos Ulk! 7,
estas células fueron caracterizadas como deficientes en mitofagia, observandose una masa
mitocondrial aumentada, pero con defectos morfolégicos (Egan ez al., 2011). Ademds, ex-
tractos proteicos de fibroblastos Ulk!  presentaron acumulacién de p62/SQSTMI, si bien
no se comprobd si p62 colocalizaba con mitocondrias (R.J. Shaw, comunicacién personal).
Nosotros ademds comprobamos como fibroblastos 752 7 tienen una respuesta autofagica de-
ficiente a la estimulacion con agentes que causan desacoplamiento mitocondrial. Este defecto
fue directamente dependiente de mTORC1, ya que el tratamiento con rapamicina consiguid

recuperar una respuesta normal.

Ademds, se describié c6mo las mitocondrias que colocalizaron con p62/SQSTMI en islotes
BT5c27" presentaron un potencial mitocondrial colapsado. Esto indica que el mecanismo de
degradacion de mitocondrias que han sobrepasado su vida ttil se encuentra impedido en
célula f de animales B75c27. Acumulacién de mitocondrias despolarizadas en célula  ha sido
relacionado con mayor sensibilidad a apoptosis (Molina ez 4/, 2009), y en este sentido ha sido
puesto de relevancia el papel de mitofagia para la correcta disposicién de mitocondrias que

pueden ser peligrosas para la supervivencia de la célula (Green ez a/., 2011).



Por tltimo, se observé como islotes B 7527 presentan mayor nivel de proteinas oxidadas. Este
hecho fue confirmado con lineas celulares tras interferencia de 75c2, las cuales presentaron
mayor oxidacién de proteinas mitocondriales, de manera relacionada con autofagia impe-
dida. Otros estudios demostraron como una fisién y mitofagia deficiente en lineas de célula
@ produjeron acumulacién de proteinas oxidadas (Twig e al., 2008). Ademds el modelo
BArg7 - mostré disfuncién mitocondrial y aumento de ROS en islotes, junto con pérdida
de masa de célula f y desarrollo de diabetes (Wu ez 4/., 2009). Estas observaciones apoyan la
importancia de la autofagia de mitocondrias en célula 8 para el correcto mantenimiento de la
homeostasis celular, y como una deficiencia de autofagia, y més concretamente de mitofagia

puede contribuir a la muerte celular, fracaso de la masa de célula  y progresion a la diabetes.

En resumen, el modelo BZ5c2”- muestra hiperactivaciéon de mI'ORCI, el cual en una primera
fase es un jugador activo en el aumento de masa de célula f mediado por hipertrofia. Pero por
otro lado, la activacién crénica de mTORCI produce una serie de alteraciones que quedan
recogidas en la Figura 4.45, y que pueden contribuir al posterior fracaso de la célula f y de-
sarrollo de diabetes. La activacién crénica de mI’TORCI causa resistencia a la accién de la
insulina, acumulacién nuclear de FoxO1 y pérdida de Pdx1. Las células B de estos animales
presentan estrés de RE de manera dependiente de la edad, y por otro lado una respuesta au-
tofdgica deficiente. Al ser mTORCI uno de los principales reguladores de autofagia es de

esperar que su activacién crénica esté impidiendo autofagia, pero ademds recientemente se
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ha caracterizado la necesidad de FoxO1 citoplasmdtico para la ejecucién de autofagia (Zhao
et al., 2010a). Aunque no se ha caracterizado el papel de GSK3p en estos animales, estudios
demuestran que la ablaciéon de Tic2 hace a GSK3p independiente de la sefializacidn de in-
sulina al ser directamente fosforilado por S6K (Zhang ez 4l., 2006a), y recientemente se ha
caracterizado su papel antiautofdgico (Lin ef al., 2012). Por lo tanto evidencias multiples
en la literatura apoyan nuestras observaciones de autofagia deficiente por hiperactivacién de

mTI'ORC1. Modelos previos con autofagia deficiente por delecién de un gen critico, A#¢7, de

4. Resultados y discusion
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Figura 4.45. Esquema que muestra efectos
observados por la hiperactivaciéon de
mTORC]1 en islotes de animales BTsc2 /" en
una primera fase (a), y una segunda fase
que lleva al fracaso de célula f (b).

149



La autofagia como mecanismo protector ante estrés de reticulo endoplasmatico en célula 3 pancreatica

150

forma especifica en célula b, muestran su papel clave en el mantenimiento de la masa de célula

{ (Ebato et al., 2008; Jung et al., 2008; Wu ez al., 2009).

Aqui se ha puesto de manifiesto por primera vez como la hiperactivacion iz vivo de mTORC1
en célula B produce estrés de RE, deficiencia autofdgica y una mitofagia deficiente que lleva a
acumulacién de mitocondrias despolarizadas y oxidadas. Estas observaciones son de gran im-
portancia, ya que mI ORC1 es activado durante la progresion a la diabetes, y aunque su papel
es esencial en una primera fase, su hiperactivacion crénica puede llevar al fracaso de célula
(. La terapia dirigida frenar la progresién a la diabetes mediante el bloqueo de mTORC1,
resulta infructuosa al impedir la primera fase de compensacién (Fraenkel ez 4/, 2008). Pero
es posible que esta misma terapia aplicada en una segunda fase en la cual la masa de célula
P ya se encuentra aumentada, pueda ayudar a retrasar el fracaso de célula B y el desarrollo
de diabetes. Esta hipétesis es apoyada con estudios que demuestran como el tratamiento de
animales con rapamicina es capaz de alargar la vida, pero solo cuando se aplica a partir de una
fase tardfa de la vida (Harrison ef /., 2009). La caracterizacién de los eventos que regulan la
muerte o supervivencia de la masa de célula B y los mecanismos moleculares responsables,
serdn necesarios para la aparicién de nuevas terapias que permitan detener el fracaso de la

masa de célula 8, con el fin de frenar la progresion de la diabetes tipo 2.









La resistencia a la accién de la insulina, y la disfuncién de la célula B son los rasgos mas
caracteristicos de la diabetes tipo 2. La naturaleza progresiva de la diabetes tipo 2, junto
con larelacién entrela funcién dela célula B, y laaparicion de hiperglucemiay complicaciones,
ha sido reafirmada en diferentes estudios prospectivos (UKPDS, 1998; Weyer et al., 1999;
Kahn, 2001). Individuos que presentan resistencia a la insulina, son capaces de mantener
una tolerancia a la glucosa normal, gracias a una hipersecrecion adaptativa de insulina, que
compensa la menor accién de la hormona. En ciertos individuos, estos mecanismos compen-
satorios fallan con el tiempo, apareciendo hiperglucemia y las manifestaciones clinicas de la
diabetes. Comprender la naturaleza de los mecanismos de la célula f que permiten adaptarse
a la resistencia a la insulina, y las razones de su fallo con el tiempo en determinados indivi-
duos, son clave para discernir la fisiopatologia de la diabetes tipo 2, y asi poder abordarla

convenientemente.

Esta tesis se ha centrado en el estudio de las vias de senalizacién en célula B que convergen en
TSC2/mTORCI y los eventos que se encuentran bajo su control para modular proliferacién,
muerte y supervivencia. En una primera parte se estudiaron las vias se sefalizacién molecular
controladas por insulina y glucosa, y que inciden sobre mTORCI1 para el control de prolife-
racion celular. La segunda parte hace hincapié en el estudio de mecanismos como estrés de
RE y autofagia, y su papel en condiciones de secrecion de insulina deficiente. Y por tltimo en
la tercera parte se abordo el papel iz vivo de la hiperactivacion de mTORCI1 en célula B, y su

posible relacion con el fracaso de la masa de célula p.
Las conclusiones obtenidas en esta tesis son las siguientes:

1. Laactivacién de Ake en célula B, media con una cinética similar a su propia acti-
vacién, la fosforilacién de TSC2 en Ser’ y Thr'%?, estimulando de esta manera la

actividad de MmTORC1 sobre sus efectores (S6K, 4E-BP1).

2. Lasenalizacion de las isoformas del receptor de insulina IR, e IR, se produce tanto
a través de las rutas PI3K/Akt, como de Ras-MAPK. Las diferencias radican en
una diferente potencia de sefializacién, siendo més duradera y no completamente

inhibible por wortmanina la sefalizacién a través de IR .

3. La glucosa y la insulina son capaces de estimular en célula B, la fosforilacién de
TSC2-Ser®* mediada a través de la ruta de Ras-M APK. Esta fosforilacién aumenta

la actividad de mT’TORCI.

4. AMPK en célula f es capaz de inactivar a mMTORCI por fosforilacién de TSC2 y
de Raptor. La glucosa en célula , de forma independiente de insulina, es capaz de

activar a mI'ORC1 modulando la actividad de AMPK.

5. Conclusiones
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Lainterferencia de 75c2 en célula B produce un aumento de actividad de mTORC1/
S6K y resistencia a la accion de la insulina sobre la rutas PI3K/Akt y Ras-MAPK.

Esta resistencia es contrarrestada por la expresion de IR,

La expresion de IR, confiere una mayor capacidad proliferativa a la célula 8 frente a

IR, de forma dependiente de la mayor activacién de mTORCI.

La interferencia de T5¢2 en célula 8 in vitro, produce un aumento de proliferacion
dependiente de mT'ORCI. El bloqueo de mI'ORC1 con rapamicina induce el

efecto inverso.

Células 5 con secrecidn deficiente de insulina muestran una autofagia basal aumen-
tada, posiblemente como consecuencia de la acumulacion de agregados proteicos.
La eliminacién de los agregados se lleva a cabo a través de la regulacion autofégica

mediada por mTORCI.

Las células  con secrecion deficiente presentan una alta sensibilidad a la muerte
por estrés de RE agudo, expresan bajos niveles de Bcl-2 y Bel-x , y presentan una
interaccién Beclinal/Bel-2 més 14bil, mecanismo molecular que puede explicar la

elevada autofagia basal.

La ruta IRE1a/JNK se hiperactiva ante estrés de RE en células con secrecién de
insulina deficiente, lo cual puede ser explicado por los niveles de Bax y Bcl-2, y posi-

blemente responsable de la alta induccién de autofagia en estas células.

La inhibicién de mTORCI1 mediada por rapamicina aumenta autofagia y rescata
parcialmente de la muerte inducida por estrés de RE. Sin embargo, la inhibicién de
autofagia aumenta la muerte tras estrés de RE. Por lo tanto queda patente el efecto

protector de la autofagia frente a estrés de RE en célula f.

La hiperactivacién de mI'ORCI en célula f iz vivo lleva al aumento temprano
de masa celular ¢ hipoglicemia. El aumento de masa estd mediado por hipertrofia
celular. Sin embargo, la hiperactivacién crénica lleva a una segunda fase de fracaso

de la masa de célula 8 por apoptosis, y la aparicién de hiperglicemia.

La hiperactivacién de mTORCI1 causa resistencia a la accién de la insulina en célula

B, traducido en acumulacién nuclear de FoxO1 y pérdida de Pdx1.

La hiperactivacion crénica de mORCI produce estrés RE en célula b y expresion
de factores de transcripcién proapoptdticos como CHOP y C/EBPB, de manera
dependiente de la edad.

La hiperactivacién de mI'ORCI causa una respuesta autofdgica deficiente, con

acumulacion basal de de agregados proteicos en células f de islotes.



5. Conclusiones

16. mT'ORCI1 produce un incremento de la masa mitocondrial en célula §, pero ademds
se encuentra inhibiendo mitofagia. Esto puede conducir a disfuncién mitocondrial,

aumento de radicales libres y contribuir al fracaso de la masa de célula B y desarrollo

de diabetes.

CONCLUSION FINAL: El complejo TSCI-TSC2 y mTORCI actian como
integradores de sefales nutricionales y hormonales para la regulacién de la masa
de célula . Un aumento de la actividad de mTORCI1 es un contribuyente positivo
y esencial para el aumento de la masa de célula B. Sin embargo la hiperactivacion
crénica de mT'ORCI puede influir negativamente sobre la viabilidad de la célula § al
causar resistencia a la insulina e inhibir procesos citoprotectores como la autofagia.
En la progresion a la diabetes, situaciones tipicamente encontradas como defectos
en la secrecién de insulina o aumento de estrés de RE, pueden necesitar de la accién
protectora de la autofagia. Es por esto que la hiperactivacién crénicade mTORC1 en

progresion a la diabetes, puede acabar siendo negativa para la masa de célula
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Role of the TSC1-TSC2 Complex in the Integration of
Insulin and Glucose Signaling Involved in Pancreatic
B-Cell Proliferation

Alberto Bartolomé,* Carlos Guillén,* and Manuel Benito

Departamento de Bioguimica y Biologia Molecular (A.B., C.G., M.B.), Facultad de Farmacia, Universidad
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Enfermedades Metabdlicas Asociadas (CIBERDEM) (A.B., C.G., M.B.), Mallorca 183, 08036 Barcelona,
Spain

Tuberous sclerosis complex proteins 1-2 (TSC1-TSC2) complex integrates both nutrient and hor-
monal signaling and is a critical negative regulator of mammalian target of rapamycin (mTOR)
complex 1. The use of different B-cell lines expressing or not the insulin receptor (IR*/* and IR™"")
or with a reconstituted expression of IR isoform A or B (Rec A and Rec B) revealed that both
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt/TSC/mTOR complex 1 and MAPK kinase/ERK pathways mediate
insulin signaling in IR™/*-, IRA-, or IRB-expressing cells. However, glucose signaling was mediated
by MAPK kinase/ERK and AMP-activated protein kinase pathways as assessed in IR/~ cells. The
effect of insulin on Akt phosphorylation was completely inhibited by the use of the phosphati-
dylinositol 3-kinase inhibitor wortmannin in IR™/* and Rec B cells, a partial inhibitory effect being
observed in Rec A cell line. The knockdown of TSC2 expression up-regulated the downstream basal
phosphorylation of 70-kDa ribosomal protein S6 kinase (p7056K) and mTOR. More importantly,
upregulation of p70S6K signaling impaired insulin-stimulated phosphorylation of Akt Ser®’® and
p70S6K in IR** and Rec B but not in Rec A cell lines. In fact, insulin receptor substrate-1 Ser®”
phosphorylation signal in Rec B was stronger than in Rec A cell line during insulin action. Rec A cells
induced a higher proliferation rate compared with Rec B or IR*/* during serum stimulation. Thus,
we propose that the regulation of TSC2 phosphorylation by insulin or glucose independently
integrates B-cell proliferation signaling, the relative expression of IRA or IRB isoforms in pancreatic
B cells playing a major role. (Endocrinology 151: 3084-3094, 2010)

ancreatic 3 cells are the main source of insulin, a hor-

mone required for maintaining metabolic homeosta-
sis. Through a tight regulation of insulin levels, B cell is the
energetic sensor for the metabolic control of the whole
organism. Insulin demand is increased under different
physiological and pathological conditions, such as preg-
nancy, obesity, or aging (1, 2). These various conditions
enforce the B-cell mass to adapt to higher insulin synthesis
and secretion requirements. Thus, B-cell plasticity can be
accomplished by an increase in B-cell mass, which is the
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net result of both cell hyperplasia and cell hypertrophy (3).
Under certain conditions, B-cell mass and insulin levels
can achieve a dramatic compensation up to 40- to 50-fold
increase (4). The failure of these compensatory mecha-
nisms results in an insulin deficiency that leads to hyper-
glycemia and clinical manifestations of type 2 diabetes (3).

Several signals or protein transducers have shown to be
of great importance in these compensatory mechanisms.
On this regard, insulin and IGF-I signaling through ty-
rosine kinase receptors and insulin receptor substrates

Abbreviations: AICAR, 5-Amino-4-imidazole carboxamide riboside; AMPK, AMP-activated
protein kinase; 2-DG, 2-deoxyglucose; FBS, fetal bovine serum; GAP, GTPase-activating
protein; iLIRKO, inducible-liver IR knockout; IR, insulin receptor; IRA, insulin receptor iso-
form A; IRB, insulin receptor isoform B; IRS, insulin receptor substrate; MEK, MAPK kinase;
mTORC1, mammalian target of rapamycin complex 1; p70S6K, 70-kDa ribosomal protein
S6 kinase; PBT, Tween 20 at 0.05% in PBS; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; Rheb, Ras
homolog enriched in brain; siRNA, small interfering RNA; TSC, tuberous sclerosis complex
protein.
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(IRS) is essential for B-cell compensation in insulin-resis-
tant states (5, 6). Downstream effectors of insulin signal-
ing, such as Akt and the 70-kDa ribosomal protein S6
kinase (p70S6K), have proven to be positive key regulators
of B-cell mass (7, 8).

Glucose is the main effector of insulin secretion in 8
cells, but it also plays a role in B-cell proliferation. Mice
haploinsufficient for glucokinase are unable to increase
B-cell mass in response to high-fat diet (9). Furthermore,
glucose has been found to stimulate ERK 1/2 activation
(10,11). This activation is independent of insulin signaling
as seen in insulin receptor IR~ B cells (12). Glucose di-
rectly increases ATP/AMP ratio, inhibiting AMP-acti-
vated protein kinase (AMPK) activity. This enzyme has
been described as a crucial node of energy sensing in con-
trolling cell metabolism and proliferation. Its importance
in B cells has been reviewed recently (13).

The tuberous sclerosis complex protein TSC1-TSC2
complex is located in the crossroad of this signaling net-
work, integrating different signals to determine the cellu-
lar fate through regulation of protein synthesis, cell size,
and proliferation (14). The GTPase-activating protein
(GAP) activity of TSC2 toward Ras homolog enriched in
brain (Rheb) negatively regulates mammalian target of
rapamycin complex 1 (mTORCT1) signaling. Akt stimula-
tion directly phosphorylates TSC2 Ser*® and Thr'*®2,
leading to a diminished GAP activity, and thus increasing
mTORCI signaling (15). MAPK kinase (MEK)/ERK sig-
naling can also stimulate mTORC1 through TSC2 phos-
phorylation of Ser®®* (16). In contrast, AMPK activation
has been found to phosphorylate TSC2 and stabilize the
TSC1-TSC2 complex, leading to a diminished mTORC1
activity under low energetic states (17). In addition,
AMPK can directly inhibit mMTORC1 by phosphorylation
of Raptor Ser’?? (18). TSC/mTORC1/p70S6K signaling
pathway is tightly regulated. On one hand, a diminished
mTORC1/p70S6K activity leads to a decrease in B-cell
mass and diabetes as described previously. On the other
hand, its hyperactivity induces an insulin-resistance state
by a negative feedback loop on IRS-1/2 (19-21). Just re-
cently, animal models have shown the key role of TSC1-
TSC2 complex in pancreatic 3 cells. Specific disruption of
the complexin Bcells by either TSC1 (22) or TSC2 (23, 24)
deletion or Rheb overexpression (25) results in hyperin-
sulinemia and improved glucose tolerance mainly as a re-
sult of an increase in B-cell size.

Alternative splicing of the IR results in two isoforms,
one encoding the 36 nucleotide exon 11 (IRB) and the
other one without it (IRA) (26). Although some authors
have reported a stronger binding affinity for insulin of IRA
vs. IRB (27), more recent data support no differences of
affinity between both IR isoforms (28). The relative ex-
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pression of the two isoforms varies among different tissues
(29) and may play a role in different pathological condi-
tions such as cancer or insulin resistance (30). A differen-
tial signaling of IRA and IRB through p70S6K-insulin
gene or Akt-glucokinase gene, respectively, was observed
previously (31). Chronic hyperglycemia was found to
drive an isoform shift from IRA to IRB in B-cell cultures
(32). Finally, we have observed recently an increase of
IRA in pancreatic islets from inducible-liver IR knock-
out (iLIRKO) mice showing compensatory B-cell hyper-
plasia in response to hepatic insulin resistance (33).

Here, we report a differential regulation of TSC2 phos-
phorylation and mTORCT1 signaling by insulin or glucose
in pancreatic B-cell lines. Insulin effects are dependent on
both phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) and MEK/ERK
pathways, whereas glucose can exert its effects through
MEK/ERK and AMPK. The use of different B-cell lines
expressing IRA or IRB revealed that both PI3K/Akt/TSC/
mTORC1 and MEK/ERK pathways mediate insulin sig-
naling in either IRA- or IRB-expressing cells. Interestingly,
this signaling was more sustained through the IRA iso-
form, and Akt/TSC phosphorylation was not completely
blunted by wortmannin. A marker of insulin resistance,
IRS-1 Ser*°” phosphorylation, is differently regulated in
IRA- or IRB-expressing cell lines. Furthermore, specific
expression of IRA overcame the insulin-resistance state
induced by small interfering RNA (siRNA)-mediated
TSC2 expression knockdown in control or in Rec B B-cell
lines, suggesting a differential insulin signaling mediated
by both IR isoforms.

Materials and Methods

Antibodies and reagents

All antibodies were from Cell Signaling Biotechnology (Dan-
vers, MA) unless stated otherwise. Exceptions were IR-3 (sc-711;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), TSC1 (Bethyl Lab-
oratories, Montgomery, TX), phospho-mTOR Ser***® (Bio-
Source International, Camarillo, CA), B-actin (Sigma, St. Louis,
MO), and phospho-TSC2 Ser®®* used for immunocytochemistry
(BioLegend, San Diego, CA). Antibody against phospho-TSC2
Ser®®* used for Western blot was a generous gift from P. P. Pan-
dolfi (Beth Israel Deaconess Medical Center, Boston, MA).
U0126 [1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(o-aminophenylmer-
capto)butadiene], wortmannin, and rapamycin were from Cal-
biochem (San Diego, CA), and insulin, cycloheximide, AICAR,
and 2-deoxyglucose (2-DG) were from Sigma.

Origin of pancreatic p-cell lines and cell culture
Pancreatic B cells from IR loxP mice were generated as de-
scribed previously (12). Briefly, cells were immortalized by trans-
fection with attenuated simian virus 40, and the IR/~ cell line
was generated after infection with adenovirus encoding Cre re-
combinase. Individual colonies were selected for IR recombina-
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tion by PCR. For reconstitution of single IR isoforms, viral
Bosc-23 packaging cells were transfected by the calcium phos-
phate method, with 3 pug per 6-cm dish of the pBabe hygromycin-
resistance retroviral vector containing either IRA or IRB, kindly
provided by C. R. Kahn (Joslin Diabetes Center, Boston, MA).
Cells were infected with 8 ug/ml polybrene-supplemented ret-
roviral particles and, after 72 h, were subjected to hygromycin
selection (200 pg/ml) for at least 2 wk. Expression of the IR
isoform mRNA was assessed by RT-PCR as described previously
(34). All cell lines express B-cell-specific markers, checked rou-
tinely as described previously (12). Although these B cells are still
immature and cannot secrete insulin, expression and regulation
of insulin mRNA is produced by glucose stimulation (12). Pan-
creatic B-cell lines were grown in 1 g/liter glucose and 10% fetal
bovine serum (FBS)-DMEM, and all of the experiments were
performed in cells from passage 3 to 15. RKO cells (CLR-2577;
American Type Culture Collection, Manassas, VA) were used as
control for immunocytochemistry against phospho-TSC Ser®®*.

Cell signaling

For cell signaling experiments, cells were serum and glucose
starved for 3 h in DMEM containing 0.2 mMm glucose and 0.5%
BSA and subsequently stimulated with 10 nMm insulin or 5 mm
glucose for 5 or 15 min, respectively. Such a dose of glucose is
sufficient to stimulate cell signaling. Inhibitors were added 30
min before stimulus. Cells were washed and lysed for protein
extraction according to standard procedures (35). Protein de-
termination was performed by the Bradford dye method, using
the Bio-Rad (Hercules, CA) reagent and BSA as the standard.

Immunoprecipitation and Western blotting

For immunoprecipitation, equal amounts of protein (300—
1000 pg) were immunoprecipitated at 4 C with the correspond-
ing antibodies. The immune complexes were collected on protein
A-agarose beads. Protein samples were submitted to SDS-PAGE.
Then, gels were transferred to Immobilon-P membranes (Milli-
pore Corporation, Billerica, MA), and they were blocked using
5% nonfatdried milk or $% BSA in 10 mm Tris-HCland 150 mm
NaCl (pH 7.5) and incubated overnight with several antibodies
as indicated in 0.05% Tween 20, 10 mm Tris-HCI, and 150 mm
NaCl (pH 7.5). Immunoreactive bands were visualized using the
ECL Western Blotting Detection kit (GE Healthcare, Little Chal-
font, UK).

siRNA transfection

siRNA against the expression of mouse TSC2 was designed
and chemically synthesized by Bionova Cientifica (Madrid,
Spain). For siRNA transfection, cells were electroporated using
Nucleofector I and Cell Line Kit T (Amaxa Biosystems, Gaith-
ersburg, MS) following the instructions from the manufacturer.
A pool of three siRNA (2 ug) was added to the transfection
reagent per 2 X 10° cells. After transfection, cells were seeded,
and protein expression was checked after 24-48 h.

Violet crystal assay

Immediately after transfection with TSC2 siRNA, cells were
seeded in 12-well plates at a density of 5000 cells/cm? in DMEM
supplemented with 10% FBS. After 24-48 h, assay was per-
formed as described previously (36). These cells were tested for
apoptosis resulting negative.

Insulin and Glucose Signaling in B-Cell Proliferation
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Cell cycle analysis

After siRNA transfection, cells were seeded and grown in 1
g/liter glucose and 10% FBS-DMEM. At 24 h later, adherent and
nonadherent cells were collected by centrifugation and fixed
with cold ethanol (70% vol/vol). The cells were then washed,
resuspended in PBS, and incubated with Rnase (Roche Diagnos-
tics, Indianapolis, IN) for 30 min at 37 C. After addition of
0.05% propidium iodide (Sigma), cellular DNA content and cell
size was quantified by flow cytometry.

Phospho-TSC2 Ser®®* immunocytochemistry

After treatment, cells were washed with PBS and fixed with
paraformaldehyde 4% (weight/vol) during 10 min at 4 C. Cells
were washed with PBT (Tween 20 at 0.05% in PBS) and per-
meabilized with 0.2% (vol/vol) Triton X-100 in PBS for 5 min.
Cells were subsequently treated with H,O, 3% (vol/vol) in 50%
MeOH for 45 min to quench endogenous peroxidases. After cell
wash with PBT and 45 min of blocking with 3% BSA in PBT, cells
were incubated with anti-phospho-TSC2 Ser®®* antibody at 1:50
(BioLegend) overnight. The next day, cells were washed with
PBT and incubated with the secondary antibody, peroxidase-
conjugated antirabbit IgG at 1:200. After cell wash with PBT,
color development was followed under microscope, using the
diaminobenzidine reagent (Dako, Carpenteria, CA) and follow-
ing the instructions of the manufacturer. Image captures were
obtained with a Nikon (Tokyo, Japan) Eclipse TE 300 inverted
microscope and the software Nis-Elements F.

A-Phosphatase treatment

Total lysates (100 ug) were mixed in A-phosphatase buffer
[50 mm Tris-HCI (pH 7.5), 0.1 mMm Na,EDTA, 5§ mwm dithio-
threitol, 0.01% BRIJ-35 (polyoxyethylene lauryl ether), and 2
mM MnCl,] with 400 U of A-phosphatase (Sigma), and then the
mixture was incubated for 1 h at 30 C.

Statistics
Statistically significant differences between mean values were
determined using paired Student’s ¢ test for paired comparisons.
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FIG. 1. IR and TSC1-TSC2 complex in B cells. A, IR expression by
Western blot in the different pancreatic g-cell lines: IR*/*, IR/, and
reconstituted cell lines stably expressing IRA (Rec A) or IRB (Rec B). A
densitometric analysis of the IR levels is shown; data are presented as
means * sem (n = 5). B, Total RNA was isolated, and IR exon 11 (Ex
11) expression was checked by RT-PCR as described in Materials and
Methods.
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One-way ANOVA and Tukey’s tests were used for multiple com-
parisons. Differences were considered statistically significant at
P < 0.0S.

Results

Characterization of pancreatic B-cell lines

Four different cell lines were used in our study (IR*'*,
IR/7, Rec A, and Rec B). From an IR/~ B-cell line gen-
erated in our previous work (12), Rec A and Rec B cell lines
were reconstituted by retrovirus-mediated transfection
with a human IRA or IRB encoding plasmid and their
corresponding empty vectors. IR levels were measured by
Western blotting (Fig. 1A), and RT-PCR of IR exon 11
mRNA determined the specific expression of both iso-
forms (Fig. 1B). Expression of TSC1 and TSC2 and its
association were found in all cell lines (see Supplemental
Fig. 1A published on The Endocrine Society’s Journals

IR +/+ IR -/-

1.040.1 1.5£0.1% 0.40.05%
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Online web site at http://endo.endojournals.org). In ad-
dition, cells submitted for 3 h to serum and glucose with-
drawal did not modify the TSC1-TSC2 protein expression
(Supplemental Fig. 1B). Thus, all additional experiments
were performed under these conditions.

Insulin stimulates TSC/mTORC1 signaling pathway
through PI3K/Akt in pancreatic g cells

To assess the effect of insulin on TSC2 phosphoryla-
tion, we stimulated §3 cells bearing IR (IR™*, Rec A, and
Rec B) with 10 nm insulin at different time points (from 15
min to 24 h). TSC2 Ser”*? and Thr'**? phosphorylation
are directly correlated to Akt activation (as measured by
Akt Ser*”? phosphorylation), and mTORCT1 activity was
determined by p70S6K Thr**? phosphorylation (Supple-
mental Fig. 2) as seen previously in HEK293 cells (15). In
the Rec A cell line, the stimulation of Akt/TSC2 was more
sustained than in Rec B cells. InIR ™/~ cells, glucose did not
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FIG. 2. Insulin and glucose action on the PI3K/TSC/mTORC1 pathway. Exponentially growing cells were glucose and serum deprived for 3 h. After
that, cells were stimulated with insulin at 10 nm for 5 min (IR*/*, Rec A, and Rec B) or glucose at 5 mm (IR™/7) for 15 min. Specific inhibitors were
added 30 min before stimulation (wortmannin at 40 nm, UO126 at 5 um). Protein extracts were collected and submitted to Western blot with the
use of specific antibodies. Blots are representative of three independent experiments. Quantification of the most significant points is shown
(control, insulin stimulation, and insulin plus wortmannin). Data are presented as means *+ sem. *, P < 0.05 compared with control points. C,

Control; Ins, insulin; Wort, wortmannin; Glug, glucose.
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stimulate either TSC2 or Akt phosphorylation in these
residues. However, glucose stimulated p70S6K Thr**’
phosphorylation (Supplemental Fig. 2).

To assess the signaling pathway specificity, we used
selective inhibitors of the class I PI3K (wortmannin at 40
nM) and MEK 1/2 (U0126 at 5 uM). Use of wortmannin
blocked insulin-stimulated Akt Ser*”® phosphorylation
and subsequently TSC2 Ser”*® and Thr!*** phosphoryla-
tion and mTORCT1 activity. Inhibition of the MEK/ERK
pathway did not affect either Akt or TSC2 phosphoryla-
tion levels. Surprisingly, although both reconstituted cell
lines express similar levels of IR (Fig. 1A), wortmannin at
40 nMm only partially impaired Akt/TSC2 phosphorylation
in the IRA-expressing 3-cell line. However, this phosphor-
ylation was totally blunted in IR*/*- or IRB-expressing 8
cells (Fig. 2).

Glucose activates TSC/mTORC1 signaling via ERK
1/2 independently from insulin signaling in
pancreatic B cells

In a previous study, we described an insulin-indepen-
dent activation of ERK 1/2 and mTORC1/p70S6K by
stimulation with 5 mm glucose in IR~ B cells (12). De-
scribed previously was an ERK-dependent phosphoryla-
tion site of TSC2 in Ser®®*, inhibiting the repressor func-
tion of TSC1-TSC2 toward mTORC1 (16). To test
whether glucose by itself was capable of stimulating TSC2

Insulin and Glucose Signaling in B-Cell Proliferation
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glucose-mediated activation of TSC2 Ser®®* phosphory-

lation by Western blot analysis (Fig. 3A). This phosphor-
ylation was completely blunted by the addition of U0126.
TSC2 Ser®®* phosphorylation has been described as a
marker of hyperactivation of MEK/ERK signaling in tu-
berous sclerosis and human breast and colon cancer (37).
In addition, we also observed its phosphorylation status
by immunocytochemistry (Supplemental Fig. 3). Thus,
glucose stimulated TSC Ser®®* phosphorylation in IR ™/~
and insulin in IR*" cell lines. As a positive control, we
performed glucose or insulin stimulation in a human can-
cer cell line (RKO cells).

Energetic status-dependent modulation of
mTORC1

AMPK is the energetic sensor of the cell, and it is acti-
vated by a rise in the AMP/ATP ratio (38). Thus, AMPK
Thr'”? phosphorylation is decreased by glucose and in-
creased by 2-DG in a dose-dependent manner as well as by
4 mm AICAR in IR** B cells. Activation of AMPK by
2-DG or AICAR addition to the culture medium inhibited
mTOR and p70S6K phosphorylation. Conversely, inac-
tivation of AMPK by glucose resulted in an enhancement
of mTOR and p70S6K phosphorylation (Fig. 3B). Thus,
activation of AMPK can directly regulate mTORCI inhi-
bition. In a similar manner, AMPK activation caused Rap-
tor Ser’?? phosphorylation, which has been described as

Ser®®* phosphorylation in pancreatic B cells, we submitted  an additional mechanism to down-regulate nTORC1 sig-
IR/~ B cells to 5 mm glucose stimulation. We found a  naling, independently from the TSC1-TSC2 complex (18).
A Total lysates B
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FIG. 3. Glucose and energy-dependent modulation of TSC2 and mTORC1.

stimulated with glucose at 5 mm for 15 min. U0126 at 5 um was added 30

immunoprecipitation (IP) with anti-TSC2 antibody and were incubated with a phosphor-specific anti-TSC2 Ser

A, IR/~ cells were glucose and serum deprived for 3 h and then were
min before the addition of glucose. Protein extracts were submitted to
664 antibody. Total lysates were used

for Western blot against phospho-ERK 1/2. B, IR™"* cells were serum and glucose deprived for 3 h and subsequently stimulated with glucose at 5
mwm, 2-DG at 2-5 mwm, or AICAR at 4 mm. Protein extracts were subjected to SDS-PAGE and incubated with specific antibodies. C, Exponentially

growing IR*/*

cells were stimulated or not with 2-DG at 5 mm for 15 min, protein extracts were collected, and part of the samples were treated

with A-phosphatase. Samples were subjected to SDS-PAGE and incubated with specific antibodies. Blots are representative of at least three

independent experiments. C, Control; Gluc, glucose; U, U0126.
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The role of the TSC complex in energy-sensing response
was observed, because the phosphorylation of TSC2 by
AMPK activation causes a mobility shift of the TSC2 pro-
tein in PAGE, which is reverted by A-phosphatase treat-
ment of the samples (Fig. 3C). When comparing the re-
sponses of all cell lines energy deprivation, we observed
that AMPK activation by 2-DG was significantly lower in
IR "~ Bcells compared withIR*/* or Rec A or Rec B B-cell
lines (Supplemental Fig. 4). As expected, AMPK activation
by 2-DG was related to mTORC1/p70S6K pathway in-
hibition in all cell lines studied. In addition, AMPK inac-
tivation by glucose enhanced mTORC1/p70S6K signal-
ing. Insulin in the presence of glucose induced an
additional mTORC1/p70S6K activation signaling inde-
pendently from AMPK (Supplemental Fig. 4).

Effect of TSC2 interference on pancreatic p-cell
signaling

To assess the importance of TSC complex in the inte-
gration of B-cell signaling, we targeted the expression of
TSC2 with siRNA. TSC2 bears the GAP activity of the
TSC1-TSC2 complex, so its interference ensures the dys-
function of the complex (39-41). To maximize TSC2 in-
terference, we transfected B cells with different oligonu-
cleotides alone or in combination. The activation of
p70S6K was related to the level of TSC2 interference
achieved, and TSC1 protein levels remained unaltered in
all conditions (Supplemental Fig. 5). The next step was to
explore the effect of TSC2 interference on the insulin or
glucose signaling in the different 3-cell lines studied (Fig.
4A). A similar rate of TSC2 knockdown was achieved in
all the cell lines, close to 70% of protein expression inter-
ference (Fig. 4B). TSC2 knockdown induced p70S6K
basal phosphorylation in all cell lines studied (Fig. 4A).
TSC2 interference generated insulin resistance, decreasing
Aktand p70S6K phosphorylation in response to insulin in
IR*"* (Fig. 4, A and C). However, this insulin resistance
effect was dependent on the IR isoform expression. Thus,
Rec A, but not Rec B, cells overcome insulin resistance on
Akt Ser*”? and p70S6K phosphorylation (Fig. 4, A, C, and
D). In addition, TSC2 interference generated insulin re-
sistance, decreasing ERK 1/2 phosphorylation in IR*/*,
Rec A, or Rec B cell lines (Fig. 4A). The insulin resistance
induced by TSC inactivation in IR*/* or Rec B cells was
blunted by rapamycin treatment, indicating a requirement
for mTORCT signaling. In contrast, the effect observed on
ERK 1/2 was rapamycin independent in all cell lines stud-
ied (Fig. 4A). In IR/~ cells, TSC2 interference impaired
glucose-mediated ERK 1/2 phosphorylation. However,
glucose induced p70S6K signaling regardless of the pres-
ence of the MEK 1/2 inhibitor U0126 through the ERK
1/2-independent pathway (Fig. 4A, top right panel). To

Insulin and Glucose Signaling in B-Cell Proliferation
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FIG. 5. Feedback loop on IRS-1 Ser°7 is differentially activated
depending on IR isoform expression. Cells were glucose and serum
deprived for 3 h and then were stimulated with insulin at 10 nm for 15
min. Rapamycin at 40 nm was added 30 min before stimulation.
Protein samples were collected, subjected to SDS-PAGE, and incubated
with specific antibodies. Blots are representative of three independent
experiments. Results are means = sem. *, P << 0.05 compared with IR*/*
cells. C, Control; Rapa, rapamycin.

further investigate the differences between IRA or IRB
expression on insulin resistance, we stimulated cells with
insulin at 10 nMm for 15 min and observed a different mod-
ulation of IRS-1 Ser*®” phosphorylation. This phosphor-
ylation is mediated by p70S6K, as described previously
(21), reverted by rapamycin, and up-regulated in Rec B
cells compared with Rec A or IR** cells (Fig. 5).

Role of the TSC2/mTORC1 pathway in the
proliferation of pancreatic B cells bearing IRA or
IRB isoforms

To assess the role played by mTORCI1 in the prolifer-
ation rate of B-cell lines studied, we submitted those cells
to 10% FBS in the presence or absence of rapamycin at 40
nM (Fig. 6). The rate of proliferation as estimated by cell
counting increased by 8-fold in IR*'* or Rec B cells and by
4-fold in IR/~ cells (Fig. 6, A and B). In addition, Rec A
cells showed a much higher rate of proliferation under the
same experimental conditions (10-fold increase). Addi-
tion of rapamycin lowered the proliferation rate in all the
cell lines studied, but this effect was of different magni-
tude. In Rec A cells, the effect of rapamycin on prolifera-
tion was a 4-fold decrease, whereas in Rec B cells only a
2-fold decrease was observed (Fig. 6, A and B). Flow cy-
tometry assays showed a tendency in cell size increase after
TSC2 interference, although it was not statistically signif-
icant (data not shown). In addition, TSC2 interference
increased the number of cells in S/G,-M phase in all cell
lines studied (Fig. 6C). These data were confirmed by crys-
tal violet assays (Fig. 6D) Rapamycin treatment reverted
the increased proliferation mediated by TSC2 knockdown
in all cell lines studied (Fig. 6A-C).
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FIG. 6. Effect of mTORC1 inhibition or overactivation on B-cell proliferation. A, IR** and IR/~ cells were counted and seeded at the same
density and grown in 1 g/liter glucose and 10% FBS-DMEM in the presence or absence of 40 nm rapamycin (Rapa). At 24 and 48 h, cells were

counted. B, Same experiment for Rec A and Rec B cells. Results are means *+ sem. *, P < 0.05 compared with control points. C, Transfected and
control cells were grown in 1 g/liter glucose and 10% FBS-DMEM in the presence or absence of rapamycin at 40 nm. B-Cell DNA content was
analyzed by flow cytometry as described in Materials and Methods. The bars represent the percentage change of cells in S/G,-M phase compared
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Results are means =+ sem. *, P < 0.05 compared with controls for each cell line.

Discussion

Recent animal models have pointed out the relevance of the
TSC1-TSC2 complex acting as a repressor of mMTORC1 for
the control of B-cell mass. Thus, B-cell-specific knockout
models of TSC1 or TSC2 result in an augmented 3-cell mass,
mainly because of a huge cell hypertrophy (22-24). Similarly,
amodel overexpressing Rheb in 3 cells lose the regulation by
the TSC1-TSC2 complex, and, as a consequence, B-cell mass
is also increased (25). The importance of mTORC1 func-
tioning in human f cells is also patent; progressive impair-
ment in B-cell function was observed in patients who received
B-cell transplantation and were treated with rapamycin as an
immunosuppressant (42). We previously demonstrated that
insulin or glucose independently induced proliferation sig-
naling in pancreatic 3 cells of fetal origin (12). Now, we
address the important issue of the integration of both inde-
pendent signaling in the regulation of B-cells proliferation.
Insulin stimulation mediates TSC2 phosphorylation in
a PI3K/Akt-dependent manner, leading to diminished

TSC2 activity toward Rheb and subsequently producing
downstream mTORC1 activation (15, 43). TSC2 phos-
phorylation leads to an increase in p70S6K or the eukary-
otic translation initiation factor 4E-binding protein 1
phosphorylation. More importantly, insulin stimulates
Akt/TSC2/p70S6K and MEK/ERKs pathways in either
IRA- or IRB-expressing cell lines. These results contrast
with previous data showing specific signaling for each of
the IR isoforms (31, 44). However, insulin induced a more
sustained signaling in Rec A compared with Rec B cell
lines. In fact, wortmannin did not completely block either
Akt or TSC2 phosphorylation in Rec A compared with
Rec B B cells. These results suggest that IRA confers a
stronger proliferation capability compared with IRB in
response to insulin, as we recently published in iLIRKO
primary islets (33) and discussed below.

Glucose is an essential proliferation and survival factor
for pancreatic B cells (12, 45). Its metabolism is necessary
for B-cell compensation in response to insulin resistance
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(9). Glucose stimulation iz vitro is able to induce ERK 1/2
phosphorylation by a not yet well-defined mechanism (10,
11), but it has been found to be independent of insulin
secretionin Bcells (12,45). ERK 2 directly phosphorylates
TSC Ser®®* in HEK293T cells (16) and was increased in
several human tumors, leading to an up-regulation of
mTORCTI signaling (37). We have found previously that
glucose itself is capable of stimulate ERK 1/2 phosphor-
ylationinIR /" Bcells and thus induce mTORC1/p70S6K
activation (12). Neither TSC2 Ser”** nor Thr'*®? phos-
phorylation was observed during glucose stimulation.
However, TSC2 Ser®®* was stimulated by glucose in a
MEK/ERK-dependent manner. Glucose can also exert its
effects on mTORCT1 signaling by modulation of ATP lev-
els and therefore by AMPK inhibition. AMPK, on one
hand, directly stabilizes the TSC1-TSC2 complex (17)
and, on the other hand, modulates an essential component
of mTORC1, Raptor (18). AMPK is a crucial regulator of
B-cell insulin secretion (46), cell proliferation, and sur-
vival (47, 48). Its activation implicates a strong inhibition
of mMTORCI1, which can be reverted by glucose addition.
We have proven that AMPK activation can induce Raptor
792 phosphorylation in pancreatic IR™* B cells, con-
tributing to energy-deprivation-mediated impairment in
mTORC1/p70S6K signaling. In addition, AMPK activa-
tion was found to be less sensitive to energy deprivation in
IR '~ cells compared with IR-bearing cell lines. These dif-
ferences between cell lines with or without IR expression
are correlated with previous observations of IR/glucose
transporter-2-comediated glucose uptake in B-cell lines
(33) or neonatal hepatocytes (34). Whereas the maximum
glucose uptake was achieved in the Rec A cell line, IR ™/~
cells showed a decreased glucose uptake. These data par-
alleled with the rate of proliferation in those 3 cells.
TSC2 interference causes an increase in p70S6K activ-
ity and insulin resistance in IR™* or Rec B B cells on Akt
stimulation, as demonstrated previously in other cell types
(19, 21, 49). Thus, a chronic exposure to high levels of
glucose mediates hyperactivation of mTORC1 and pro-
teasomal degradation of IRS-2 in INS-1 B cells (20).
Lately, some animal and cellular models have shown the
importance of the regulation of mMTORCT in the physiol-
ogy of B cells. Although mTORC1/p70S6K hyperactivity
can lead to IRS-mediated insulin resistance, trials failed to
globally diminish it by blocking mTORC1 with the use of
rapamycin, because a functional mTORC1 is required for
B-cell adaptation (50, 51). In addition, here we describe a
novel mechanism of insulin resistance mediated by TSC2
down-regulation, because TSC2 interference also impairs
ERK 1/2 signaling. This effect is consistent with a previous
report that describes ERK 1/2 hyperactivation after
mTORCT blocking in samples from human tumors (52).
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However, the inhibition of mMTORC1 with rapamycin did
not revert the insulin resistance on ERK 1/2 signaling in
IR*"* cells, Rec B B cells, or Rec A reconstituted cells,
suggesting an mTORC1-independent feedback mecha-
nism on ERK 1/2 signaling. In IR™/~ TSC2 knockdown
cells, glucose induced mTORC1/p70S6K activity indepen-
dently from the TSC complex, more likely through
AMPK/Raptor.

The inhibition of mMTORC1 with rapamycin reverted
the insulin resistance on Akt stimulation in our cell lines.
More importantly, IRA reconstituted cells overcome the
insulin resistance seen above showing insulin-mediated
Akt stimulation but TSC2 knockdown. Our data suggest
that the inhibition of the upstream insulin signaling me-
diated by p70S6K overactivation feedback mechanism
may be differentially modulated in IRA- or IRB-expressing
cells. Phosphorylation of IRS-1 Ser®°” is considered a
marker of insulin resistance (53). The negative loop con-
cerning IRS-1 Ser*®” phosphorylation was up-regulated in
Rec B cells compared with Rec A cells in response to in-
sulin. This might explain the differences observed on Akt
Ser*”? phosphorylation between Rec A and Rec B cells
when we interfered TSC2 expression.

In animal models with a specific deletion of TSC1 or
TSC2 in pancreatic 3 cells, although a cell hypertrophy is
always observed (22-24), B-cell hyperplasia was only
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FIG. 7. Insulin and glucose signaling toward TSC complex and
mTORC1. Integration of insulin- or glucose-independent signaling by
TSC1-TSC2 complex converging on mTORC1/p70S6K proliferation
pathway in pancreatic B-cells of fetal origin.
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found in one of them (23). In our B-cell lines, we found an
increase of proliferation in all cell lines when TSC2 was
interfered. This increase was dependent on mTORCT1 ac-
tivity because rapamycin addition blocked the stimulatory
effect of TSC2 interference on cell proliferation. More im-
portantly, rapamycin inhibited the rate of proliferation
observedin Rec A B cells by 4-fold. This effect of rapamycin
on Rec B cells was only 2-fold. Our results point out the
higher mitogenic effect of IRA vs. IRB isoform in the regu-
lation of B-cell proliferation. This results are consistent with
those described previously in iLIRKO mice, in which hepatic
insulin resistance induced compensatory B-cell hyperplasia
associated with a change in the isoforms profile of IR. Thus,
IRA isoform was up-regulated and IRB isoform down-reg-
ulated in primary islets from those mice (33).

In conclusion, here we described the relevance of the
TSC1-TSC2 complex in the integration of insulin- and
glucose-independent signaling in pancreatic B-cell prolif-
eration (Fig. 7). This complex participates in coordinating
multiple signals from either energetic or hormonal status,
determining the functioning of protein synthesis through
mTORCI. This route has been described as critical for
B-cell-mass maintenance and may play a very important
role in the B-cell-mass hyperplasia associated with insulin-
resistance states. At this stage, the relative expression of
IRA vs. IRB within the B cells may play an essential role in
the regulation of pancreatic B-cell proliferation. A better
knowledge of the molecular mechanisms involved in the
B-cell plasticity is needed to understand its role in type 2
diabetes progression.
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reticulum stress-mediated pancreatic 3 cell death
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Abbreviations: ACTB, actin beta; BAK1, BCL2-antagonist/killer 1; BAX, BCL2-associated X protein; BCL2L1, BCL2-like 1;
DDIT3, DNA-damage inducible transcript 3; ER, endoplasmic reticulum; ERN1, ER to nucleus signaling 1; HSPAS5, heat shock
protein 5; MAPK8/9, mitogen-activated protein kinase 8/9; LC3B, microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta; MTORCI,
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sclerosis complex; UPR, unfolded protein response; XBP1, x-box binding protein 1

There is a growing evidence of the role of autophagy in pancreatic B cell homeostasis. During development of type 2
diabetes, B cells are required to supply the increased demand of insulin. In such a stage, B cells have to address high ER
stress conditions that could lead to abnormal insulin secretion, and ultimately, B cell death and overt diabetes. In this
study, we used insulin secretion-deficient 3 cells derived from fetal mice. These cells present an increased accumulation
of polyubiquitinated protein aggregates and LC3B-positive puncta, when compared with insulinoma-derived B cell
lines. We found that insulin secretion deficiency renders these cells hypersensitive to endoplasmic reticulum (ER) stress-
mediated cell death. Chemical or shRNA-mediated inhibition of autophagy increased B cell death under ER stress. On
the other hand, rapamycin treatment increased both autophagy and cell survival under ER stress. Insulin secretion-
deficient B cells showed a marked reduction of the antiapoptotic protein BCL2, together with increased BAX expression
and ERN1 hyperactivation upon ER stress induction. These results showed how insulin secretion deficiency in B cells may
be contributing to ER stress-mediated cell death, and in this regard, we showed how the autophagic response plays a

prosurvival role.

Introduction

B cells are a highly specialized cell type for the production and
secretion of insulin. Its endoplasmic reticulum (ER) has a high
capacity of protein synthesis and folding, which in turn makes
them extremely prone to misfolded protein accumulation and ER
stress when biosynthetic needs are chronically increased.! The
natural history of type 2 diabetes includes insulin resistance and
compensatory hyperinsulinemia, but only when the 8 cell mass
fails to maintain insulin levels, hyperglycemia and complications
occur.” During the prediabetic stage, the 3 cell mass needs to
cope with the increased demand of insulin and the molecular
environment that is causing insulin resistance, thus the ER is
overwhelmed, and ER stress,” incomplete processing of insulin,*
or abnormalities in insulin secretion,® may occur. The unfolded
protein response (UPR) plays a critical role in order to counter-
balance protein synthesis, folding and degradation, thus reliev-
ing cellular stress. The UPR consist of three signaling cascades
initiated by three ER-resident proteins: ER to nucleus signaling
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1 (ERN1/Irela), activating transcription factor-6 (ATF6) and
eukaryotic translation initiation factor 2 a kinase 3 (EIF2AK3/
PERK). UPR signaling is essential to preserve ER homeostasis
in B cells.”” However, prolonged UPR signaling can lead to the
expression of the proapoptotic transcription factor DNA-damage
inducible transcript 3 (DDIT3, also known as CHOP) and £
cell apoptosis.'® Some events, such as oxidative stress or expres-
sion of mutant or misfolded proteins, produce the accumulation
of protein aggregates in the ER,''* chronically increasing UPR
and triggering apoptosis. Previous reports from yeast show the
direct link between ER stress and macroautophagy,'® which is a
prosurvival effector in mouse embryo fibroblasts after ER stress
induction.” Macroautophagy (hereafter called ‘autophagy’)
is a catabolic process involving the degradation of cytoplasmic
material, playing an important role in cellular homeostasis by
the elimination of damaged organelle and aggregated proteins.
Autophagy is an important response mechanism under different
kinds of cellular stress,” generally promoting cell survival and
counteracting apoptotic cell death.’® Conditional knockout of

Autophagy 1



Atg7 in B cells shows the importance of autophagy in vivo for 8
cell homeostasis and its possible implication in diabetes patho-
genesis.””"? Autophagy plays a protective role in 3 cell cultures
under high glucose or after palmitate-induced cell death,***
and is also involved in the clearance of polyubiquitin protein
aggregates formed in pancreatic islets after oxidative stress."" A
long time before the molecular mechanisms of autophagy were
described, increased lysosomal degradation was found on islets
from rodents treated with diazoxide, an agent capable of block-
ing insulin secretion.”” More recently, increased autophagy has
been found in insulin secretion-deficient islets from Rab3a™
mice,* again indicating its possible involvement in the regulation
of insulin content. However, little is known from the role that
autophagy may be playing in the fate of 3 cells under ER stress or
impaired insulin secretion conditions.

Here, we explored the role of autophagy under ER stress in
pancreatic 3 cells caused either by chemical ER stressors and
accumulation of protein aggregates due to secretory incapac-
ity. For this purpose, we used an insulin secretion deficient B
cell line generated from fetal islets. These cells could resemble
the defective secretion situation observed in the late prediabetic
stage, and were a useful tool to study {3 cell death under ER stress
conditions. We propose that a failure in the appropriate folding
or secretion of insulin by B cells may be promoting ER stress-
mediated cell death, and we discuss the possible role of autophagy
as a protective strategy for cell survival under these conditions.

Results

Generation of an insulin secretion-deficient (3 cell line. To
explore the role of autophagy under insulin secretion deficiency, we
generated a 3 cell line from islets isolated on 17-d mouse fetuses.
Fetal islets are insulin secretion-deficient due to immaturity of the
complex metabolic machinery required for secretion in 3 cells,
although we and others have previously shown that 8 cells isolated
from fetal islets, and being unable to secrete insulin, still express
insulin and other specific 3 cell markers (Fig. S1A and S1B).”
High basal autophagy in insulin secretion-deficient 3 cells.
Insulin synthesis and secretion are two independent processes.
It has been previously shown that insulin secretion deficiency
increases autophagic flux, as seen in Rab3a-deficient mice,” or in
fatty acid-exposed human B cells.”® We found basal autophagy
highly increased in fetal B cell lines, when compared with insu-
linoma-derived cell lines from adult animals (INS-1E or MING).
Blocking the autophagic flux with chloroquine, a lysosomotropic
agent which blocks autophagolysosome formation and protein deg-
radation by raising lysosomal pH, further increased the autophagic
marker LC3B-II. This observation indicated that basal differences
observed were not due to inefficient autophagosomal degradation
of LC3B-II in fetal B cells (Fig. 1A). Immunofluorescence assays
clearly showed a much higher rate of cells with LC3B puncta in
fetal B cells. Rapamycin treatment, as positive control, efficiently
increased LC3B puncta in all cell lines (Fig. 1B and D). Electron
micrographs also revealed a huge content of autophagic vacuoles
in fetal B cell lines (Fig. 1C, 1-5, and E), which were scarce in
control MING cells (Fig. 1C, 6, and E). These autophagic vacuoles

2 Autophagy

were recognized as double-membrane structures with contents
ranging from granular cytoplasm, degenerated organelles, endo-
plasmic reticulum or protein aggregates. Presence of amphisomes
by fusion of autophagosomes with multivesicular bodies was also
observed (Fig. 1C, 4-5). There were no significant differences
between the average diameter of autophagic vacuoles found in
fetal B cells or MING (Fig. 1E).

Presence of protein aggregates in secretion-deficient 3
cells. The presence of poly-ubiquitinated protein aggregates was
assessed by immunofluorescence with FK2 antibody, which rec-
ognizes ubiquitinated proteins but no free ubiquitin. FK2-positive
puncta were abundant in fetal § cells, but not found in control
cells (INS-1E, MING) (Fig. 2A). Autophagy was found to play a
major role in protein aggregate clearance. LC3B puncta positively
colocalized with FK2 staining, rapamycin treatment further
increased LC3B puncta while decreasing ubiquitin-protein signal
in fetal B cells; whereas chloroquine treatment blocked the ubig-
uitin-protein clearance observed with rapamycin alone (Fig. 2B),
as was also confirmed by immunoblotting (Fig. S2A). This indi-
cated that efficient autophagy was needed for rapamycin-medi-
ated increase in ubiquitinated protein clearance. Comparison
between fetal B cell and insulinoma-derived cell lines was also
performed by immunoblotting, ubiquitinated-protein pattern
was higher in fetal B cells in both soluble and insoluble fractions
(Fig. 2C). In addition, electron micrographs clearly showed the
presence of these protein aggregates, sometimes found inside
autophagic vacuoles (Fig. 2D, 1-3; Fig. $2B), as well as ER dila-
tion, characteristic of ER stress (Fig. 2D, 2 and 4).

Higher sensitivity to ER stress-induced cell death in secre-
tion-deficient 3 cells. When submitted to chemical ER stressors
such as thapsigargin (which blocks ER Ca** ATPase) or MG132
(proteasome inhibitor), fetal B cells showed greater sensitivity
to ER stress-induced cell death (Fig. 3A—C). Stimulation with
low doses of thapsigargin (10 nM), still caused unresolvable ER
stress and cell death in fetal B cells. Analysis of the UPR showed
phosphorylation on EIF2A Ser51 as a response to thapsigargin-
induced ER stress. However, fetal B cells already showed basal
stimulation of EIF2A, and were not able to increase it to the
extent observed in INS-1E. On the other hand, ERN1 Ser724
phosphorylation was greatly upregulated in fetal B cells upon
thapsigargin stimulation, as well as X4p/ mRNA splicing. In con-
trast, ERN1 phosphorylation was not detected on INS-1E cells,
and Xbpl mRNA splicing was highly delayed compared with fetal
B cells. Although mitogen-activated protein kinase (MAPKS8/9)
phosphorylation was increased in both cell lines, a longer induc-
tion was observed in fetal 8 cells, probably as a result of the higher
ERNI activity found in this cell line. The ER chaperone HSPAS
(also known as BiP/Grp78), a classic marker of ER stress, was
highly induced only in fetal B cells. Reduced expression of BCL2,
as well as an increased DDIT3 expression or the cleaved form of
CASP/caspase-3 were also observed on fetal 3 cells after ER stress
stimulation (Fig. 3A). Dose-response survival assays showed
much higher sensitivity of fetal 8 cells to ER stressors (Fig. 3B).
In addition, increased apoptosis in fetal B cells under low doses
of thapsigargin or MG132, was confirmed by flow cytometry
analysis of annexin-V/PI staining of cells (Fig. 3C), as well as the
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Figure 1. Autophagy on insulin secretion-deficient 3 cells. (A) Fetal B cells, INS-1E and MING6 cells were assayed in the presence or absence of chlo-
roquine (CQ, 10 M, 24 h) for basal conversion of LC3B-I to -1l by immunoblot. (B) Immunofluorescence images of cells treated or untreated with
rapamycin (Rapa, 40 nM, 24 h). Puncta is representative of LC3B presence in autophagosomal structures. Nuclei were visualized by DAPI staining and
UV fluorescence. (C) Electron micrographs of fetal B cells (1-5), and MING6 (6). Sections from (1) were amplified in (2-3), and amplified section from

(4) is shown in (5). Bars represent 500 nm. MIN6 autophagic vacuoles are highlighted with blue arrowheads. AV, autophagic vacuole; nu, nucleus; m,
mitochondria; MV, multivacuolar body. (D) Bars represent the proportion of cells showing puncta under basal conditions from the experiment shown
in (B), expressed as mean + s.d. (n = 3), *p < 0.001 compared with each other cell line. (E) Quantification of cytoplasmic volume occupied by autopha-
gosomes (left graph), and mean diameter of autophagosomes (right graph), *p < 0.001.

presence of a hypodiploid DNA peak in cell cycle analysis by flow
cytometry (Fig. 3D).

Role of BCL2 and other BCL2 family members in ER stress-
induced autophagy. The level of BCL2 expression in fetal B cells
was highly decreased when compared with INS-1E cells, both
under basal conditions and after thapsigargin stimulation. As
shown before, LC3B conversion was observed in both cell lines
but DDIT3 was only induced in fetal B cells (Fig. 4A). BCL2
exerts both antiapoptotic and antiautophagic actions, inhibiting
autophagy through direct interaction with BECN1 in the ER.”
Immunoprecipitation assays showed the higher lability of BCL2
and BECNI interaction in insulin secretion-deficient cells (Fig.
4B). Moreover, ER fractionation revealed low levels of BCL2 on
ER in fetal B cells (Fig. 4C). On the other hand, proapoptotic
BCL2 family members BAX and BAKI positively modulate
ERNT activity through direct interaction in the ER.?" Increased
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levels of BAX were found in fetal B cells on basal conditions or
after thapsigargin stimulus (Fig. 4A). BAX protein levels in the
ER were also higher when compared with INS-1E cells (Fig. 4C).
This might explain higher ERN1 phosphorylation and RNase
activity toward Xbp! as showed earlier.

MTORCI role in autophagy and cell fate after acute ER
stress. Rapamycin, a specific inhibitor of MTORCI is a potent
inducer of autophagy.®' To investigate the role of MTORCI in ER
stressed 3 cells, fetal B cells were submitted to 40 nM rapamy-
cin pretreatment, and were subsequently stimulated with low
doses of thapsigargin (10 nM). Rapamycin partly reverted the
effect of thapsigargin on cell viability (Fig. 5A-D). Autophagy
induction as measured by LC3B lipidation, was inversely related
to MTORCI activity taken as phosphorylation of RPS6KBI
Thr389 (Fig. 5A). Rapamycin treatment alone was able to reduce
basal levels of DDIT3 and HSPAS5 observed on these cells.

Autophagy 3
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Figure 2. Protein aggregates in insulin secretion-deficient 3 cells. (A) Immunofluorescence images of fetal 8 cells, INS-1E and MING cells with,
ubiquitin-conjugated protein aggregates were visualized using FK2 mAb. (B) Immunofluorescence images of fetal B cells, under rapamycin treatment
(40 nM, 24 h) alone or in combination with chloroquine (10 wM, 24 h). Images show signal from FK2 mAb (red puncta), LC3B (green puncta), and nuclei
(blue). (C) Soluble or insoluble protein fractions were subjected to 12% SDS-PAGE, and analyzed with FK2 mAb. (D) Electron micrographs from fetal 8
cells, amplified region from (1) is shown in (2). Bars represent 500 nm. Protein aggregates are marked with (*), arrows indicate dilated ER. AV, autopha-

Moreover, rapamycin pretreatment previous to acute ER stress
induction potentiated the recovery of antiapoptotic proteins
such as BCL2 or BCL2L1, together with reduction of CASP3
cleavage (Fig. 5A and B), and increased cell survival (Fig. 5C).
Flow cytometry analysis of annexin-V/PI staining also revealed
the protective action of rapamycin, as it was able to almost fully
revert annexin-V staining of cells after 15 h treatment with low
doses of thapsigargin or MG132 (Fig. 5D). However, rapamycin
treatment for more that 24 h was toxic for 3 cells and no longer
protected from ER stress induced cell death (data not shown). To
further examine MTORCI effects on [ cell fate after ER stress,
we took the opposite approach. In order to increase MTORCI
activity, 75c2 knockdown or transient transfection with constitu-
tively active Rheb (Q64L) was performed. RHEB-GTP was able
to bind to MTORCI, and somehow activate it. On the other
hand, TSC2 displayed GTPase activating protein (GAP) activity
toward RHEB, acting as brake of MTORCI. Transient expres-
sion of FLAG-tagged Rheb-Q64L impaired LC3B lipidation and

4 Autophagy

increased levels of cleaved CASP3 and HSPAS5 after thapsigargin
treatment (Fig. 6A), MTORCI was not properly downregulated
by thapsigargin stimulation, observed as phosphorylation of ribo-
somal protein S6 (RPS6), and autophagy was not induced to the
same extent as RHEB-WT-expressing cells. Likewise, lentiviral-
mediated knockdown of 7sc2 rendered the cells more sensitive
to ER stress mediated cell death, also impairing LC3B conver-
sion and increasing HSPAS5 and cleaved CASP3, and diminishing
BCL2 after thapsigargin stimulation (Fig. 6B).

Autophagy protected from ER stress-mediated 3 cell death.
After pretreatment of cells with chloroquine in order to inhibit
a proper autophagic response, cells were submitted to different
doses of thapsigargin. Autophagy inhibition alone increased
HSPA5 levels along with DDIT3 expression. Upon thapsigar-
gin stimulation, levels of DDIT?3 or cleaved CASP3 were further
increased, together with diminished antiapoptotic BCL2 (Fig.
7A). As autophagosomes cannot be properly processed in chlo-
roquine-treated cells, LC3B-II accumulates in autophagosome

Volume 8 Issue 12



A Fetal B cells INS-1E B 2100 2400 :
3] ST *x 2 -3
@ 75 1 @ 75
Thapsigargin 10 nM Thapsigargin 10 nM I% 50 - Z; 50
a 25 1 @ 25
C 1 2 4 8 15 24 C 1 2 4 8 15 24(h) 2 0l 2 o
Thaps(nM) C 10 50 100 MG132(hnM)C 100 500 1000
Lcse '
5 - a8y
- C Fetal B cells INS-1E
1% 5% (2% 4% A
P-ERN1
g -
P-EIF2A = e Control ;r )|
(Ser51) ww - ‘ 1
5%
HSPA5 —bl — e — | " 2%
10% 40% [5% 4%
P-MAPKS/9 - -
cwear ol SHE BB 200 o
Thaps -
> "
vapken 3| Ll &2 - ®
1
BCL2 —» —— -~ 5% 5%
12% 55% 2% 4%
DDIT3 —» - d - — |
Cleaved MG132 w
CASP-3 > - @
9% 5%
ACTB —-» >
Anexin V-FITC
i D Control Thaps MG132
spliced 2 A
5
o
o a i
DNA-content

RT-PCR. Unspliced (171 bp) or spliced (145 bp) forms of Xbp1 are shown. (B)

loid cells from representative histograms are shown.

Figure 3. Differential UPR response and sensitivity to ER stress mediated cell death. (A) Representative immunoblots of fetal 8 cells and INS-1E stimu-
lated with thapsigargin (10 nM) for the indicated times (upper part of the panel). Below, agarose gel images showing Xbp7 cDNA (cDNA) amplified by

designed doses of thapsigargin or MG132. Percentage of surviving fetal 8 cells (black line) and INS-1E (gray dashed line) is shown, expressed as mean
+s.d., *p < 0.05, **p < 0.01 (C) Fetal B cells or INS-1E were left untreated (control panels), or treated for 24 h with 10 nM thapsigargin (Thaps), or 100 nM
MG132 and FITC-annexin V/propidium iodide (PI) staining were analyzed by flow cytometry. Dot-plots from a representative experiment are shown. (D)
Fetal B cells from the experiment shown in (C) were fixed and DNA content was measured by Pl staining and flow cytometry. Percentages of hypodip-

Cell survival assay by violet crystal staining, after 15 h of treatment with the

membranes, therefore the increased LC3B-II levels under chlo-
roquine treatment did not necessarily indicate increased efficient
autophagy, but rather as the increased flux of autophagosomes not
being properly processed. In a similar fashion, lentiviral-medi-
ated interference of either Azg5 or Azg7 impaired LC3B lipidation
and made the cells hypersensitive to thapsigargin mediated cell
death, seen as increased cleaved CASP3 and HSPAS expression
(Fig. 7B). Furthermore, cell survival assays, and flow cytometry
analysis of annexin-V/PI showed as well, the deleterious effect of
autophagy inhibitors chloroquine or bafilomycin A, on cell fate
after acute ER stress stimulation (Fig. 7C and D).

Discussion
In the present studies, we used a fetal B cell line as a model

of insulin secretion deficiency due to immaturity of secretion
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machinery of these cells, as described previously.?*** We found
increased autophagy in fetal B cells as a response to the accu-
mulation of protein aggregates. Protein aggregates and their
autophagic clearance have been previously observed in f cells
from Zucker-diabetic fatty rats,'! B cells from these animals
have also been described as insulin secretion-deficient.’>3?
Likewise, insulin secretion deficiency by either diazoxide treat-
ment,* or RAB3A deficiency,”® was found to elicit an autopha-
gic response.

A proper maintaining of 3 cell mass and function is essential
to stop the progression to type 2 diabetes, B cell apoptosis is a
critical contributing factor in the development of the disease.?”
In this regard, chronic ER overload leading to ER stress and
prolonged UPR may be leading to 8 cell apoptosis."'® Here we
described a higher sensitivity to acute ER stress in secretion-defi-
cient 3 cells, these cells already showed EIF2A phosphorylation



Fetal B cells INS-1E Fetal
A i B B cells INS-1E MIN6
I >
LC3B Th 24h (100nM) = + - + - +
" A E — ‘
—= - ~e#]
et B - - IP:

BAX 5| s e - e o

ACTEB | ess b - eup ap -
C 15 24 C 15 24(h)
Thaps Thaps
= 100 nM 100 nM
(2]
£ 1.2
=]
<,
g08
3
< 04
N
-
3]
m 0+
Fetal B cells INS-1E

BCL2 o BECN1
Loexp > - T BCL2—>‘ . - . ' ' ' \
DDIT3 - C

Cytosol ER
@ w @ w
— ~— — ™
E 7 S B
w = w Z

CANX —» ﬁ

HSPA5 —»

BAX —»
L [

blot. CANX represents calnexin used as ER fraction marker.
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and higher basal HSPAS5 and DDIT3 expression. Upon ER stress
stimulation, even with low doses of ER stressors, they rapidly
underwent ERN1 activation, Xbp! splicing and massive induc-
tion of HSPA5 and DDIT3, with DDIT3 induction being likely
the explanation of the high level of observed B cell apoptosis.'’
Huge differences were observed in BCL2 family protein expres-
sion between insulin-secreting and secretion-deficient B cells.
BCL2 was highly reduced in secretion-deficient 8 cells, and its
interaction with BECN1 was weaker, probably contributing to
the much higher basal and induced autophagy found in these
cells. Apart from being a classic antiapoptotic effector in the
mitochondria, BCL2 function in the ER is also important, exert-
ing its antiautophagic action by its interaction with BECN1.”
Mitochondrial BCL2 has also been recently described as an
inhibitor of AMBRAI-induced autophagy.®* We found lower
BCL2 levels in total and ER enriched protein fractions, support-
ing the findings of higher autophagy on these cells. On the other

6 Autophagy

hand, proapoptotic BAX was found increased, as well its specific
expression on the ER. This observation may explain the higher
ERNTI activity found, as BAX is described as positive modulator
of ERNI in the ER.*

Previous in vivo studies show the essential role of autophagy
in B cells in the basal turnover of organelles and maintenance of
function.””'® Decreased expression of UPR genes and increased
ER stress mediated 3 cell death has been recently observed in 3
cell Azg7 conditional knockout mice.”” These authors also show
increased thapsigargin-mediated cell death in isolated islets
from BAzg7 knockout mice.”® Other reports also describe the
positive effect that autophagy plays in B cells under different
stress conditions such as exposure to fatty acids or hyperglyce-
mia.”>*”! Human islet amyloid polypeptide (IAPP) oligomeriza-
tion alters B cell autophagy and rapamycin-induced autophagy
enhancement is able to reduce IAPP-mediated B cell apoptosis.*®
However, other authors also describe a possible involvement
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Figure 5. Rapamycin treatment protected from ER stress-induced cell death in fetal B cells. (A) Cells were left untreated or treated with rapamycin 40
nM for 24 h. Thapsigargin 10 nM treatment was undertaken during the last 15 h of the experiment. Representative immunoblots are shown (B) From
the same experiment, densitometric quantification of LC3B-Il, BCL2, BCL2L2 and cleaved caspase-3 blots are shown. Significant differences were found
between thapsigargin and thapsigargin plus rapamycin treatments, *p < 0.05; **p < 0.01. (C) Images from fetal 8 cells after thapsigargin treatment in
the presence or absence of rapamycin (D) FITC-annexin V/PI staining from the described experiment was analyzed by flow cytometry. Dot-plots from a

of autophagy in B cell death in conditions such as Pdx/ defi-
ciency.”” Recently, it has been described that rapamycin-medi-
ated stimulation of autophagy in healthy pancreatic islets from
1,8 this probably indi-

cates that hyperstimulation of autophagy in nonstressed B cells

mice, impairs islet function and surviva

may have a negative effect.

Beyond the fact that insulin secretion deficient B cells
showed increased autophagy, we aimed to investigate the role
that it might be playing on  cell fate. MTORCI is a major neg-
ative regulator of autophagy when nutrients and growth factors
are present.”’ Rapamycin-mediated MTORCI inhibition was
able to further increase the clearance of protein aggregates in
insulin secretion deficient fetal B cells, increased autophagy was
found to be the mechanism underlying ubiquitinated protein
aggregate clearance. Furthermore, rapamycin treatment con-
ferred resistance to ER stress-mediated cell death in these cells.
Likewise, both TSC2 downregulation and constitutive active
RHEB overexpression impaired the autophagic response to ER
stress and increased cell death. However, autophagy modula-
tion in B cells with MTORCI inhibitors such as rapamycin
must be interpreted with caution. MTORCI positive activity

is a key player in B cell mass increase,*”*

and chronic rapamy-
cin treatment has proved to impair B cell mass and function.”
Previous reports suggest the positive role of autophagy on pal-
mitate-induced cell death in INS-1E cells. Autophagic response

induced by palmitate was partly reduced by the chemical
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chaperone 4-PBA, which could be indicating that palmitate
induces autophagy by increasing ER stress.?' Increased sensi-
tivity to ER stress was also shown in 75c2 or Tscl knockout
fibroblasts.>4?

Finally, we showed that either chemical inhibition of
autophagy or Azg5 or Arg7 gene silencing increased {3 cell death
after stimulation with ER stressors. Autophagy is a protective

response to ER stress,'>'

also playing a prosurvival role in dif-
ferent disease models.*“® However, implication of autophagy
on cell survival after ER stress is not always clear through the
literature. The outcome might be dependent on the cell line
studied,'*!4748 and probably on the different doses or com-
pounds used to produce ER stress. In our study, we concluded
that autophagy is a protective response in 3 cells after ER stress.
We used the lowest doses of thapsigargin and MG132 capable
of elicit UPR signaling and induce cell death in less than 24 h,
while other studies have used 10- to 100-fold higher doses of
these compounds.

During progression to type 2 diabetes, § cells may func-
tion improperly. Abnormalities in insulin secretion have been
reported, this along with parallel observations of protein aggre-
gation and ER stress may lead to B cell death. We propose that
defects on insulin secretion might be accelerating B cell loss
by increasing ER stress sensitivity. In this scenario, we found
autophagy to play a protective role. Autophagy modulation could
be a possible strategy to consider at such a stage.

Autophagy 7
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Materials and Methods

Antibodies and reagents. The following antibodies were obtained
from Cell Signaling Biotechnology: LC3B, #4108; P-EIF2A,
#3597; HSPAS, #3177; P-MAPKS8/9, #9251; MAPKS8/9, #9252;
BCL2, #2876; cleaved CASP3/caspase-3, #9661; P-RPS6KBI,
#9205; RPSOKBI1, #9202. Other antibodies and reagents
sources: Anti-mono and poly-ubiquitinated protein conjugates
FK2 mAb (Enzo Life Sciences, BML-PW0150), DDIT3 (Santa
Cruz Biotechnology, sc-7351), BCL2L1 (Becton Dickinson,
610209), P-ERN1 Ser-724 (Novus Biologicals, NB100-2323),
P-RPS6 (Thermo Scientific, MA5-15140), calnexin (Millipore,
MAB3126), FLAG and ACTB (Sigma, F1804 and A-5316
respectively), rapamycin (Merck, 553210), MG132 (Z-Leu-Leu-
Leu-al) (Enzo Life Sciences, BML-PI102-0005) and thapsigar-
gin, chloroquine, and bafilomycin A (Sigma, T9033, C6628,
B1793, respectively).

Origin of pancreatic B cell lines and cell culture. Fetal
pancreatic 3 cells were generated as described before.”” Briefly,
pancreatic tissue from 17-d mouse fetuses was collected under
a magnifying glass and suspended on Hank’s Balanced Salt
Solution. Tissue was digested with collagenase P (Roche Applied

Science, 11213865001) and islets were recovered by gravity sedi-
mentation, seeded and immortalized by retrovirus-mediated
transfection of attenuated SV40 T-antigen. After 72 h, islets were
handpicked under magnifying glass and seeded for selection with
puromycin (I pg/ml) during 3 weeks. Then, several subclones
were obtained and in order to select 3 cells between the islet pop-
ulation /ns2, and IAPP expression were assayed. Cell lines were
used from passage 3 to 15 and cultured in 10% FBS DMEM.

Lentivirus production and cell infection. HEK293T cells
were co-transfected using Lipofectamine2000 (Invitrogen,
11668-019) with lentiviral packaging plasmid pMD2.G
(Addgene, 12259) and psPAX2 (Addgene, 12260), along with
lentiviral vector pLKO.1 neo or hygro for shRNA production
(Addgene, 13425 and 24150 respectively). Different sequences
were cloned between EcoRI (Roche, 10-200-310-001) and Agel
(New England Biolabs, R-0552S) sites of pLKO.1 lentiviral vec-
tor, following the recommendations from Addgene. Sequences of
oligonucleotides used:

T5c2-sense: 5'-CCG Gece cga tat gtg tec tec aaC TCG Agt tgg
aga aca cat atc ggg TTT TTG-3', Tsc2-antisense: 5-AAT TCA
AAA Acc cga tat gtg tte tec aaC TCG Agt tgg aga aca cat atc

ggg-3,

Figure 7 (See opposite page). Autophagy inhibition increased ER stress-mediated fetal 3 cell death. (A) Fetal B cells were treated with different con-
centrations of thapsigargin for 15 h, in the presence or absence of 10 uM chloroquine. Representative immunoblots from the experiment are shown.
(B) 24 h after infection with scrambled, Atg5 or Atg7 shRNA-encoding lentivirus, cells were left untreated or treated for 15 h with 10 nM thapsigargin.
Protein and RNA were collected for western blot (upper panels) and RT-PCR (lower panels), respectively. Below is shown the densitometric quantifica-
tion of Atg5 or Atg7 mRNA levels. (C) Cells were left untreated (control), or treated for 24 h with autophagy inhibitors (10 uM chloroquine, CQ;

2 nM bafilomycin A, BafA1) in the presence or absence of 10 nM thapsigargin (Thaps), or 100 nM MG132 during the last 15 h of the experiment. Bars
represent surviving cells from cell survival assay by violet crystal staining, expressed as mean + s.d., *p < 0.05. (D) From the experiment described in
(C), FITC-annexin V/PI staining was analyzed by flow cytometry. Dot-plots from a representative experiment are shown.
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Atg5-sense: 5'-CCG Gec ctg aaa tgg cat tat cca aCT CGA Gt
gga taa tge cat ttc agg gI'T TTTG-3,

Atg5-antisense: 5-AAT TCA AAA Acc ctg aaa tgg cat tat cca
aCT CGA Gtt gga taa tgc cat ttc agg g-3',

scrambled-sense: 5-CCG Gece taa ggt taa gtc gee cte gCT
CGA Geg agg geg act taa cct tag gI'T TTT G-3,

scrambled-antisense: 5-AAT TCA AAA Acc taa ggt taa gtc
gee cte gCT CGA Geg agg geg act taa cct tag g-3', nucleotides for
the targeting region are displayed in lower case.

Pairs were annealed and cloned into pLKO.1 using restriction
enzymes from Roche and New England Biolabs and a T4 ligation
kit (Roche Applied Sciences, 11635379001).

Supernatants containing lentiviral particles from 24 and 48 h
after HEK293T transfection were collected and passed through
0.45 pm filters. Cells were infected with lentiviral particles in
polybrene (8 wg/ml) supplemented-media. After 24 h cells were
used for experiments. Lentiviral particles encoding shRNA
against mouse Arg7 (TRCN0000092164), were obtained from
Sigma.

Electron microscopy. Cell pellets were fixed in 4% parafor-
maldehyde (Electron Microscopy Sciences, 15710), 2.5% glutar-
aldehyde grade 1 (Sigma, G8882) in 0.1 M sodium phosphate
buffer (pH 7.3) for 3 h. Samples were postfixed in 1% OsO,
(Electron Microscopy Sciences, 19172) 1.5% K [Fe(CN) ] dur-
ing 1h, dehydrated with ethanol and embedded in Epon812
(TAAB, T004). Thin sections (6070 nm) were obtained with
an Ultracut E (Leica) ultramicrotome, stained with lead citrate
and examined under a JEM-1010 transmission electron micro-
scope (JEOL).

Culture of insulinoma derived cell lines. Rat insulinoma
INS-IE cells were kindly provided by P. Maechler (Université de
Geneve),” and cultured in 10% FBS RPMI 1640 supplemented
with 1 mM sodium pyruvate, 10 mM HEPES, 50 M 2-mercap-
toethanol. Mouse insulinoma MING cells were cultured in 15%
FBS DMEM supplemented with 50 wM 2-mercaptoethanol.

Preparation of detergent-soluble or -insoluble fractions of
cell lysates. Cells were lysed in 1% NP-40-containing lysis buffer
and subjected to 16,800 x ¢ centrifugation for 15 min, superna-
tant was used as the detergent-soluble fraction. In order to obtain
the detergent-insoluble fraction, pellets were washed twice with
PBS and resuspended in lysis buffer for sonication and protein
solubilization.

Violet crystal assay. Cells were seeded in 12-well plates at a
density of 5000 cells/cm? in DMEM supplemented with FBS
10%. After the end of experiment, cells were washed once with
cold PBS and stained with 0.2% violet crystal (w/v) in 2% EtOH
(v/v) for 10 min. Then, plates were rinsed with ddH,O, dried,
and after addition of 1% sodium dodecyl sulfate (w/v), absor-
bance of each point was read at 560 nm.

Flow cytometry analysis. For cell cycle analysis, adher-
ent and nonadherent cells were collected by centrifugation and
fixed with cold ethanol (70% v/v). The cells were then washed,
resuspended in PBS, and incubated with RNase (Roche Applied
Sciences, 10109169001) for 30 min at 37°C. After addition
of 0.05% propidium iodide (w/v) (Sigma, P4170), cellular
DNA content was quantified by flow cytometry. Additionally,
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Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Immunostep,
ANNEXINVKIT) assays were carried following the instruc-
tions from the manufacturer.

RNA isolation and reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR). RNA was isolated with Trizol (Invitrogen,
15596-026), cDNA was obtained with the High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, 4368813).
Primers encompassing the XbpI intron excised by Ernl exo-
nuclease activity were mouse-Xbpl-sense 5-ACA CGC TTG
GGA ATG GAC AC-3), ratXbpl-sense 5-ACA CGC TTG
GGG ATG GAT GC-3', mouse/rat-Xbpl-antisense 5-CCA
TGG GAA GAT GTT CTG GG-3'. Other primer used were:
Atg5-sense 5'-ATG CGG TTG AGG CTC ACT TTA-3', Atg5-
antisense 5-GCC CAA AAC TGG TCA AAT CTG TC-3,
Atg7-sense 5-TTC AGT GCT TTT GAC ATG AGT GC-3,
Atg7-antisense 5-CAC CTG ACT TTA TGG CTT CCC-3,
mouse/rat-Gapdh-sense: 5-CAT CAA GAA GGT GGT GAA
GC-3', mouse/rat-Gapdp-antisense: 5-CAT CGA AGG TGG
AAG AGT TGG-3', Ins2-sense 5-TTT GTC AAG CAG CAC
CTT TG-3, Ins2-antisense 5-GGT CTG AAG GTC ACC
TGC TC-3, Iapp-sense 5-CCT CAT CCT CTC TGT GGC
AC-3, Iapp-antisense 5-CAC GTT GGT TGG TGG GAG-3".
PCR products were resolved on 2% agarose gels stained with
GelRed (Biotium, 41003).

Isolation of endoplasmic reticulum fraction. The procedure
was performed following a methodology previously described.”
Briefly, approximately 10 x 100-mm culture dishes were seeded
per condition. Cells were trypsinized, washed with PBS, resus-
pended in MTE buffer (270 mM D-manitol, 10 mM Tris, 0,1
mM EDTA, phenylmethylsulfonyl fluoride 1 mM, pH 7.4), and
lysed by soft sonication. After pelleting cellular debris and mito-
chondria by two-step centrifugation (10 min 1,400 x g, and 10
min 15,000 x g), supernatant was collected and added in top of
a 2.0:1.5:1.3 M sucrose gradients, covered with MTE buffer to
avoid collapse during ultracentrifugation. After 70 min 152,000
x g ultracentrifugation, the interphase between 1.5 M and 1.3
M sucrose solutions was collected, diluted in MTE buffer and
subsequently subjected to 22 min 40,000 x g ultracentrifugation.
Pellets containing ER fraction were resuspended in lysis buffer
and sonicated. 10-20 g of protein were loaded and resolved by
sodium dodecyl sulfate PAGE (SDS-PAGE).

Western blotting, immunoprecipitation and immuno-
fluorescence. Cell lysates were resolved by SDS-PAGE, fol-
lowed by western blot and incubated with specific antibodies.
Immunoreactive bands were visualized using the ECL Western
Blotting Detection kit (GE Healthcare Bio-Sciences, RPN2106).
Immunofluorescence assays were performed as described pre-
viously. For BECN1 immunoprecipitation, goat anti-BECNI
antibody (Santa Cruz, H-300) was used. Immunoprecipitation
was carried using protein-A dynabeads and DynaMag magnet
(Invitrogen, 100.01D/02D), following the instructions from the
manufacturer.

Statistics. Statistically significant differences between mean
values were determined using paired Student t-test for paired
comparisons. Differences were considered statistically sigificant

at p < 0.05.
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