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RESUMEN

El gen del sustrato del receptor deinsulina IRS-1 juega un rol clave en la transduccién de sefiales deinsulina en muasculo
esquelético. Diver sos polimor fismos del gen IRS-1 han sido reportados en estados de insulinor resistencia como obesidad y
diabetestipo 2.

Lasratas eSS desarrollan espontaneamente diabetes tipo 2 magra, con insulinor esistencia car acterizada por hiperglucemiae
hiperinsulinemia. Durante el segundo afio existe disminucion progresiva de lainsulinemiay agravamiento del sindrome. Nuestro
proposito fue buscar la mutacion Phe-809 en el gen IRS-1, que implica sustitucion del aminoécido Ser por Phe en e codon 809;
dicho sitio se halla conservado en larata. Esta variante fue identificada en pacientes diabéticostipo 2. El gen del IRS-1 consta de
un solo exon.

Se analizo un fragmento de 281pb del gen IRS-1, que posee 90% de homologia con € mismo fragmento en humanos. Se purificd
ADN de leucocitos de un pool de sangre deratas machos eSSy controles Wistar. Se cuantificd y amplificé por PCR utilizando un
par deprimersparaamplificar ese mismo fragmento en el gen IRS-1 en humanos. Se usd sangre humana como control de
amplificacion. Se empled el método de Sanger en la secuenciacion del fragmento obtenido por PCR, previa extraccién del mismo
deun gel deagarosa al 2% . Se observé quelarata eSSy las controles mantuvieron la lectura esperada par a ese fragmento, no
encontrandose la mutacion investigada. Se descarta la mutacion Phe-809 como origen delainsulinoresistencia delarata eSS.

PALABRAS CLAVE: mutacion Phe-809; gen IRS-1; diabetestipo 2; ratas eSS
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SUMMARY: SEARCH FOR THE PHE-809 MUTATION OF THE INSULIN RECEPTOR SUBSTRATE-1 GENE IN THE
DIABETIC ESSRATS

Insulin resistanceis a pathophysiological condition involved in the development of type 2 diabetes. The gene encoding I nsulin
Receptor Substrate- 1 (IRS-1) playsakey rolein insulin-mediated signal transduction in both human and animal skeletal
muscle. Several polymorphisms of IRS-1 gene have been reported to be associated with states of insulin resistance such as obesity
and type 2 diabetes.

The eSSinbred-line of rats spontaneously develops a type 2 diabetes more severein malesthan in females. Using eSS males, we
investigated the possible presence of the Phe-809 variant in the IRS-1 gene, a site conserved in the rat, which has Ser for Phe at
codon 809. Thisvariant has been found in type 2 diabetes patients.

We analyzed a 281pb fragment of the IRS-1 gene, which has 90% homology with the same fragment of IRS-1in humans.

L eukocyte DNA was purified from a pool of blood samples of eSSrats. Wistar ratswere used as controals. It was quantified and
amplified by PCR with an annealing temperature of 50° C, using a pair of primers employed to amplify the same fragment in the
IRS-1 gene in humans. Human blood was used as control of amplification. We employed the method of Sanger sequencing of the
fragment obtained by PCR after extraction of an agarose gel 2% . When reading the radiographs, we did not find the mutation.
We concludethat eSSrats do not show the Phe-809 mutation in the IRS-1 gene.

KEY WORDS: Phe-809 mutation; |RS-1 gene; type 2 diabetes, eSSrats

INTRODUCCION

Ladiabetestipo 2 esta relacionada con defectos en la secrecion delainsulinay con laresistencia a la acciéon de dicha hormona,
dependiendo su expresion clinica de la interaccion de factor es genéticos y ambientalesl. Tanto en pacientes como en modelos
animales, laresistencia a lainsulina esta intimamente ligada al desarrollo de diabetestipo 22-3.

En los Ultimos afios se han identificado en poblaciones humanas mutaciones del gen IRS-1 (sustrato de receptor deinsulina) que
podrian implicar mayor riesgo genético para diabetestipo 2 al asociar se con resistencia a lainsulina e hiperinsulinemia?.

Se sabe que la activacion del receptor deinsulina (IR) induce una cascada de reacciones intracelular es que pueden estar
alteradas cuando las células expresan receptor es de insulina mutados, lo que se traduce en una menor accion delainsulina>®. IR
pertenece a una familia de moléculas receptor as de membrana con actividad tirosina quinasa. El receptor activado fosforila
normalmente a una gran familia denominada sustrato del receptor deinsulina (IRS), que son mediador es en la accién tisular de
lainsulina. IRS-1fue e primer sustrato identificado y representa el prototipo del grupo IRS7. Esel sustrato mayor parala
tirosina quinasa del receptor deinsulinay desempefia un rol clave en la transduccién de sefialesdeinsulinay en el transporte de
glucosa mediado por la hormona en las células de los misculos, € higado y la grasa®8-9.

Lamutacién del gen IRS-1 es uno de los factor es genéticos que se asocia con predisposicion a padecer diabetestipo 2. En
distintas poblaciones del mundo, se han detectado variaciones en el gen de I|RS-1 con distinta frecuencia, algunas presentes en
pacientes con insulinorresistencia que cur saban con obesidad y diabetes tipo 2 mientras que otras variantes er an silenciosas8 10,

La manipulacién genética deratones en relacion con genes candidatos pararesistencia a lainsulina, ha permitido generar una
mutacion nula en IRS-1 queinduce un importanteretardo del crecimiento, resistencia alainsulina, hiperplasia delas células
beta e hiperinsulinemia aunque con solo unaligeraintolerancia ala glucosay sin desarrollo de diabetes manifiestall.
Posterior mente se comprobd que €l alelo nulo de IRS-1 induce en losratones una intensaresistencia a lainsulina en lasfibras
muscularesy en el higado asi como hiper plasia mar cada de la células beta mientras que ratones con la mutacion en € sustrato
IRS-2 desarrollan intensaresistencia a lainsulina en e higado, moderada en el misculo y una modesta hiperplasia de las células
beta 12,

De los polimor fismos indentificados para I|RS-1 en los codones 170, 209, 809 y 97110, cuatr o sustituciones de un aminoacido estan
en sitios conservados tanto en humanos como en ratasy ratones?. L a sustitucion Ser809 'Phe provocar ia alter aciones de su
funcién ya que al estar cercano a Tyr 750/751 son sitios de fosforilacion. La sustitucion Ser809 'Phe fue encontrada
exclusivamente en pacientes diabéticos a diferencia de otras cuya prevalencia en pacientes diabéticos no discrepa dela
comprobada en controles sanosto,

Larata eSS esunalinea con diabetes magra que manifiesta en forma temprana hiperlipidemia eincrementos moderadosy
progresivos hasta € afio dela glucemiay delainsulina plasmatical3-14 mientras el pancreas muestraimagenes de
nesidioblastosis!é. Durante e segundo afio de vida, sobre todo en los machos, la insulinemia disminuye con un mar cado
agravamiento de la hiperglucemia 'y una dramatica disminucién en el nimero y tamario de losislotes de L anger hans!5-16,

El propésito de este trabajo fueinvestigar la posible existencia dela mutacion Phe809 en larata eSS.
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MATERIAL Y METODOS

Se analiz6 en machos eSSy testigos Wistar (W) un fragmento de 281pb del gen IRS-1 que presenta un 90% de homologia con
mismo fragmento del IRS-1 humano.

1. Muestras. Pool de sangre deratas machos delalinea eSSy deratas controles W de 12 meses de edad. Se utilizé sangre
humana como control de amplificacién del fragmento (por PCR) que contiene la mutacion buscada.

2. Purificacion del ADN gendmico:

Seextrajo ADN de leucocitos de sangre obtenida por puncion cardiaca por la técnica de Proteinasa K-SDS7-19, Se determiné la
concentracion de ADN a partir de una alicuota de cada uno delos ADN purificados selas diluy6 en un volumen final de Iml y se
realizé un barrido de absorbancias en un espectrofotdmetro en laregién ultravioleta en un rango de longitudes de onda: 220-300
nm. Teniendo en cuenta que €l coeficiente de absor bancia a 258nm para ADN es 50 g/ml, se calculé la concentracion de ADN en
cada muestra. Larelacion de absor bancias 258/280nm per mitié determinar la pureza de las muestras en cuanto al contenido de
proteinas. Laintegridad del ADN se analiz6 por electroforesis en gelesde agarosa al 1%, en presencia de buffer TBE 1x (pH
8.0), coloreados con bromur o se etidio (10mg/ml de agua) seglin técnicas convencionales.

3. Amplificacién por PCR:
Se amplifico €l fragmento de 281pb, utilizando un par de primers (forward y rever se) empleados para amplificar ese fragmento
del gen del IRS-1 en humanos.

Secuencia nuclectidica de los primer s humanos usados:

Primer forward: 5CTCTCCTACTACTCATT
Primer reverse: 5 CAGACCAATAGCCGCCT (Enlarata, en e lugar de T hay una C)

En lareaccién de PCR se usaron 250 g de ADN gendmico, (segn concentracion); 5| de buffer 10x, 11 MgCI2 (concentracion
final 1,5 mM), 41 dNTP (concentracion final 200 uM), 11 primers (concentracion final 50 pmoles de cada uno) y 0.21 (0.2
Unidades) GIBCO-BRL de Taq Polimerasa; se completé con H20 hasta un volumen final de 50 I. Se utilizé un termociclador
Stuart Sientific teniendo como condiciones de amplificacion 95 °C durante 3 min; 29 ciclos compuestos por 95°C durante 1 min,
50°C durante 1 min, por 72°C durante 1miny otros 72°C durante 5min.

El tamafio del producto de amplificacion de 281pb puede ver se en Resultados.

Mediante el método de Sanger serealiza la secuenciacién de ADN doble cadena obtenido por amplificacion mediante la técnica
de PCR. El fragmento de ADN amplificado por PCR seextrajo del gel deagarosaal 2% despuésdela corrida electroforéticay
para €ello se usd un kit de extraccién répida del gel (" Concert Gel Extraction Systems' - Gibco BRL).

El método de secuenciacion desarrollado por Sanger consiste en la sintesisde ADN in vitro por una ADN polimerasa utilizando
como templado cadena simple de ADN. Lasintesis seinicia en un solo sitio donde un primer de oligonucleétidos se une al
templado especificamente, que acttia como cebador paralareaccion de sintesis, ésta selleva a cabo por incorporacion de
nucledtidos complementarios, uno de ellos mar cado con isétopos radioactivos. Lareaccion termina por laincorporacion de un
analogo nucleotidico (dideoxinucledtido, ddNTP) que impide la continuacién de la polimerizacion.

4. Protocolo de marcacion del primer:

Serealizé lamarcacién del primer con ATP32 por medio de la enzima T4 polinucletido kinasa, del extremo 5 del primer
especifico al fragmento de ADN doble cadena a secuenciar. Se utiliz6 como primer de secuencia (10 pmol) 4| (dilucion 1/60); 31
de ATP32 (10pmoal), 11 10x Buffer deKinasa, 0.51 T4 Polinucleétido Kinasa (5U), llevando a un volumen final con agua de 101.
Semezcl6 eincubd a 37°C por 30 min y luego seinactivé la kinasa a 90°C por 3 min. Se centrifugd brevementey €l primer

mar cado se conservé a -20°C por €l término de una semana.

Lamezcla dereaccion (Mix) compuesta por 7 | detemplado de ADN, 1.5 de primer marcado con 32P, 51 de buffer de secuencia
5%, 251 deH20 esteril y 11 de Taqg Polimerasa (5u/ I). Se mezcl6, se centrifugé brevementey se conservé en hielo. Se marcaron 4
tubos de microcentrifugacomo A, C, Gy T y en cada uno de ellos se colocaron 2 | de mezcla apropiada de d/ddNTP
respectivamente (mezcla de terminacion A, mezcla de terminacion C, mezcla de terminacién G y mezcla determinacion T); se
agregaron 41 de Mix a cada tubo. Se colocd una gota de aceite mineral sobre cada mezclay se centrifugod brevemente a 12000
r.p.m. manteniéndose el tubo en hielo.

5. Programa de ciclado par a secuenciacion:

Se calent6 el termociclador a 95°C, se colocar on los tubos e inmediatamente se comenz6 con el programa de ciclado con 95°C por
2 minutos, luego, 30 ciclos de 30 segundos (s) a 95°C (desnaturalizacion), 30 sa 58°C (annealing) y 60 sa 70°C (extension). Una
vez finalizado €l ciclado se agreg6 a cada tubo, 3| de solucién stop que contiene fosfamida y los color antes que marcan €l frente
decorrida.

Previamente ala corrida electrofor ética, las muestr as se desnaturalizaron a 90°C por 5 min y se sembraron 4 | de cada reaccion
en geles de poliacrilamida al 6% con urea. Finalizada la electroforesis, el gel sefij6 con &cido acético al 10% y metanol al 10%
por 20 min a temperatura ambientey se secd por vacio. L as soluciones usadas como buffer de corrida TBE 10x, 54g Tris, 27.51
acido boérico, 20ml EDTA (0.5M) y H20 c.s.p. 500ml. Lareparacion del gel de poliacrilamida al 6% sellevé a cabo con 126g de
urea, 17.4g de acrilamida, 0.6g de bisaclilamida, 27ml de TBE 10x y H20 c.s.p. 300 ml.

http://biomed.uninet.edu/2010/n1/daniele.html
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Parala elaboracion de cada gel de secuencia se utilizaron 60ml de mezcla, 601 de TEMED y 120 | de una solucién recientemente
prepar ada de per sulfato de amonio (500mg/ml). La electroforesis de 50 x 35cm de Life Technologies SA (1200 - 1500V, 60 Watts,
mA libres).

Trasfinalizar e recorrido electroforético, serealizd laradiografiay posterior lectura dela secuencia.

RESULTADOS

Amplificacion por PCR: lafigura 1 muestra el recorrido electrofor ético en gel de agarosa al 2% del producto de amplificacion
por PCR del fragmento de 281pb del gen del sustrato del receptor deinsulina (IRS-1). En lacalle 1 se observa el control
negativo, en la calle 2 el fragmento de IRS-1 delasratas macho eSS, en la calle 3 e fragmento IRS-1 delasratas Wistar y en la
calle 4, el fragmento de IRS-1 humano.

Secuenciacion del ADN doble cadena por € método de Sanger: en la posterior secuenciacion del producto de amplificacion
correspondiente al fragmento de 281pb del gen del IRS-1 no se hall6 la mutacion puntual Phe-809 (TCT' TTT) en lasratas eSS
ni en lasratas controles Wistar.

Calle 1 Calle 2 Calle 3 Called

il < 281pb

Figura 1: Recorrido electroforético en gel de agarosa al 2% del producto de amplificacion por PCR
del fragmento de 281 pb del gen del SRI -1.
Calle 1: control negativo de PCR. Calle 2: rata Wistar. Calle 3: rata eSS. Calle 4: control humano.

fhttp://biomed.uninet.edu/2010/n1/daniele.html
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DISCUSION

Debido a la estrecha sintenia entre humanosy roedor es, se ha sugerido que el estudio de diferentes cepas endocriadas puede
ayudar alaidentificacion de genes candidatos para la diabetes en seres humanos??, entre ellos los que estan involucrados en la
sefializacion delainsulinay lainsulinor esistencia?l-22,

L osresultados verificados per miten concluir quelalinea endocriada eSS no presenta la variante Phe-809 en el gen de IRS-1, por
lo que puede descartar sela como causante de su insulinorresistencia.

Cabe sefialar que si bien pacientes portador es de distintas mutaciones del |RS-1 muestran anor malidades metabolicas propias de
sindromes de resistencia a lainsulina, las mismas suelen ser mar cadas® lo que difiere del sindrome diabético de la linea eSS,
caracterizado por ser de moder ada intensidad!3. Asimismo, los modelos animales con resistencia a lainsulina debida a defectos
genéticosinducidos en el IRS-1 tampoco son semejantes al sindrome diabético de eSS.

Espertinente sefialar que la diabetes delarata eSS surgié en forma stbita en la colonia deratasel IM dela Catedra de Biologia
dela Facultad de Ciencias M édicas de Rosar io afectando r apidamente a toda la descendencial3 por lo que se sugirié como factor
etiologico un complejo reordenamiento genético producto de su elevada endocr ia, mas que la aparicion subita de una mutacion
puntual?3. L os resultados obtenidos avalan esta hipotesis.
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Ladiabetestipo 2 esla forma de la diabetes més prevalente que se caracteriza por su insulinoresistencia. El gen que codifica
para el IRS-1 (gen del sustrato del receptor delainsulina 1) juega un papel importante en la transduccion de sefial dela insulina
y han sido descritos diver sos polimor fismos en los codones 170, 209, 809 y 971 de este gen.

En estetrabajo losautoresrealizan un estudio con €l objetivo de detectar si lainsulinoresistencia en lasratas eSS, que
desarrollan diabetestipo 2 sin sobrepeso, esta asociado a una mutacion en el codon 809. M ediante la secuenciacion de Sanger,
observaron que estasratas no presentan la mutacién Ser809-Phe, encontrada en pacientes diabéticos.

El estudio realizado por estos autor es per mite establecer que esta mutacion no esla causa de insulinor esistencia en estasratas,
estableciendo una nueva car acter istica en este modelo experimental.

Comentario del revisor Maria Jesis Coma M D, PhD. Head of Research Unit. Complejo Asistencial Universitario de Burgos.
Espafia

Se han descrito varios polimor fismos cor respondientes a sustituciones de aminoacidos en el genoma de pacientes diabéticos,
entrelos que se cuenta unarara variacion de serina por Phe809. El significado funcional de esta mutacién aun no esta bien
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conocido.

Los autores de este trabajo se proponen evaluar en un modelo de animales diabéticos, desarrollado por los propios autores,
dicha mutacién genética, no habiendo encontrado su presencia. Seria interesante ademasver si hay diferenciasen toda la
secuencia del gen afectado.
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