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Caracterizacion del modelo de ratén knock-in IRS2-GFP-Luc

Resumen

El sustrato del receptor de la insulina 2 (IRS2) es una proteina adaptadora citoplasmatica
esencial en las vias de sefializacion celular reguladas por el receptor de la insulina, el receptor del
factor de crecimiento similar a la insulina y sus ligandos. Los ratones con deficiencia de IRS2
muestran un crecimiento cerebral alterado, subfertilidad y desarrollan progresivamente diabetes
debido a una reduccion de la masa de las células beta pancreéticas y al desarrollo de resistencia
periférica a la insulina. Sin embargo, pese a ser esencial para el crecimiento y la funcién de los
islotes, los niveles de expresion de IRS2 en el pancreas endocrino son relativamente bajos. Ello,
sumado a la falta de herramientas adecuadas, ha dificultado historicamente el estudio de IRS2 en
el pancreas endocrino en diferentes etapas del desarrollo o en condiciones patolégicas. En este
contexto, el grupo de la Dra. Burks ha generado un nuevo modelo murino reportero que permite
monitorizar la expresion génica enddgena in vivo e in vitro. El objetivo general del presente TFG
era explorar varias técnicas para caracterizar la expresion de IRS2 en dicho modelo reportero de
raton. Empleando western blot se evalud la expresion de IRS2 en los islotes pancreaticos y en el
bazo mediante la deteccion de las proteinas reporteras GFP (Green Fluorescent Protein) y
luciferasa. La expresion de IRS2 aumenta con la edad tanto en los islotes como en el bazo en el
modelo reportero. Mediante citometria de flujo se observo que las células del pancreas que no
expresan GFP/IRS2 son més proliferativas que las que si expresan GFP/IRS2. Ademas, se han
comenzado a establecer las condiciones técnicas 6ptimas para separar las células de los islotes
GFP+ y GFP- del modelo reportero mediante citometria de tipo FACS, a la espera de confirmar
si la estrategia de sorting utilizada es adecuada o no.
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Characterization of the IRS2-GFP-Luc knock-in mouse model

Abstract

Insulin Receptor Substrate 2 (IRS2) is a cytoplasmic adaptor protein essential in cell signalling
pathways governed by the insulin receptor, insulin-like growth factor receptor and their ligands.
IRS2-deficient mice show impaired brain growth, subfertility, and progressively develop diabetes
due to a reduction in pancreatic beta-cell mass and the development of peripheral insulin
resistance. However, despite being essential for islet growth and function, IRS2 expression levels
in the endocrine pancreas are relatively low and the lack of appropriate tools has historically
hindered the study of IRS2 in the endocrine pancreas at different developmental stages or in
pathological conditions. In this context, the group of Dr. Burks has generated a new murine
reporter model allowing endogenous gene expression to be monitored in vivo and in vitro. The
overall objective of the current TFG was to explore various techniques to characterize IRS2
expression in this mouse reporter model. Using western blot, IRS2 expression in pancreatic islets
and spleen was assessed by detecting the GFP (Green Fluorescent Protein) and luciferase reporter
proteins. IRS2 expression increases with age in both islets and spleen in the reporter model. Using
flow cytometry, we observed that pancreas cells that do not express GFP/IRS2 are more
proliferative than those that do express GFP/IRS2. We have also begun to establish the optimal
technical conditions for separating GFP+ and GFP- islet cells from the reporter model by FACS-
type cytometry, pending confirmation of whether the sorting strategy used is appropriate or not.
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1. Introduccion

1.1 Ladiabetes. Tiposy prevalencia

La diabetes mellitus engloba un conjunto de trastornos metabdlicos cuyo rasgo definitorio es
la hiperglucemia. Constituye un sindrome en el que dichos trastornos conllevan una
sintomatologia y complicaciones similares, si bien presentan etiologias diferentes. En este
sentido, atendiendo a la etiologia, pueden definirse las dos formas mas comunes de diabetes
mellitus: la diabetes mellitus tipo 1 (DML1), producida como resultado de una destruccion de las
células beta pancreaticas y una consiguiente deficiencia de insulina; y la diabetes mellitus tipo 2
(DM2), causada por una pérdida progresiva de la funcionalidad secretora de dichas células
asociada a una resistencia periférica a la accion de la insulina. En ambos casos, la funcionalidad
deficiente de las células beta pancreéticas desencadena hiperglucemia croénica, asi como un
metabolismo desregulado (Guthrie, R. y Guthrie D., 2004; Schmidt, 2018).

La hiperglucemia crénica, cuyos sintomas asociados son la poliuria, polidipsia, pérdida de
peso e incluso la polifagia, se asocia a dafios a largo plazo, especialmente en los nervios y vasos
sanguineos, y a disfunciones organicas que pueden conducir a complicaciones severas como la
ceguera, enfermedades cardiovasculares, fallos renales y amputaciones (Schmidt, 2018;
AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011; ORGANIZACION MUNDIAL DE LA
SALUD [OMS], 2021). De hecho, todos los tipos de diabetes pueden ocasionar complicaciones
y aumentar el riesgo general de muerte prematura (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA
SALUD [OMS], 2016, p. 2). Existe un tercer tipo de diabetes mellitus, la diabetes mellitus
gestacional (DMG), la cual puede surgir durante el embarazo, constituyendo el desorden
metabodlico mas comdn de la gestacion (Chiefari et al., 2017). Se define como la diabetes
diagnosticada durante el embarazo que no es claramente una diabetes manifiesta (Coustan, 2013),
y tiene su origen en las alteraciones metabdlicas que se dan durante este periodo, entre las cuales
destaca una condicién de resistencia periférica a la insulina (Chiefari et al., 2017).

La diabetes constituye una de las cuatro principales enfermedades no transmisibles, junto con
el céncer, las enfermedades respiratorias cronicas y las enfermedades cardiovasculares
(ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD [OMS], 2021). Ademas, dado que la
hiperglucemia se desarrolla gradualmente y no se manifiesta sintomatologia en estadios
tempranos, es frecuente que no se diagnostique la DM2 durante afios (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2011). A nivel mundial, la prevalencia de la diabetes en personas mayores de
18 afios se ha visto incrementada en un 3,8 % desde 1980 hasta 2014, siendo la prevalencia en
cada uno de estos afios de 4,7 % y 8,5 %, respectivamente. Por su parte, en Europa, existen
actualmente alrededor de 60 millones de pacientes de diabetes, constituyendo el 10,3 % de los
hombres y el 9,6 % de las mujeres mayores de 25 afios. Ademas, con el aumento del sobrepeso,
las dietas poco saludables y el sedentarismo, la prevalencia de la DM2 esta incrementandose a
una velocidad vertiginosa en paises desarrollados, incluyendo Espafia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). No obstante, en la Gltima década, la prevalencia de esta enfermedad
ha aumentado a mayor velocidad en los paises de recursos escasos que en los de ingresos altos
(ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD [OMS], 2016, p. 2). Segln un estudio realizado
en 2020, en nuestro pais existe una incidencia de diabetes, ajustada por edad, sexo y forma de



deteccion, de 11,6 casos/1.000 personas-afio, lo cual se traduce en la aparicion de 386.000 nuevos
casos de DM2 en la poblacion espafiola adulta cada afio (Rojo-Martinez et al., 2020).

A raiz de la tendencia anteriormente descrita hacia un mayor sobrepeso, sedentarismo y dietas
poco saludables, se ha implementado la estrategia NAOS (Nutricion, Actividad Fisica y
Prevencion de la Obesidad). Dado que se basa en el abordaje de dichos tres pilares, los cuales
constituyen factores de riesgo para el desarrollo de la DM2, el plan NAOS podria contribuir a
reducir los casos de diabetes (AGENCIA ESPANOLA DE SEGURIDAD ALIMENTARIA Y
NUTRICION [AESAN], 2020).

1.1.1 Diabetes mellitus tipo 2

La DM2 resulta de un fallo progresivo de las células beta del pancreas en un contexto de
resistencia periférica a la insulina. Pese a que la resistencia a dicha hormona ha sido considerada
el rasgo distintivo de la DM2, el desarrollo de la enfermedad depende de la capacidad de las
células beta pancredticas de satisfacer la mayor demanda de insulina derivada de la resistencia a
la misma. De hecho, el fallo de las células beta en el desempefio de esta funcion ha sido descrito
como el principal determinante de que un individuo resistente a la insulina evolucione a ser
diabético (Sachdeva y Stoffers, 2009). Asi pues, el desarrollo de hiperglucemia manifiesta es
generalmente precedido por una disminucion de la sensibilidad a la insulina, que a su vez tiene
una mayor probabilidad de aparicion en escenarios como la obesidad, la edad avanzada y la
inactividad fisica (National Diabetes Information Clearinghouse, 2008, p. 2).

Concretamente, la resistencia a la insulina se define como “la incapacidad de una cantidad
conocida de insulina ex6gena o enddgena para aumentar la captacion y utilizacion de la glucosa
en un individuo en la misma medida en que lo hace en una poblacién normal” (Lebovitz, 2001).
Se han sugerido diversos mecanismos como posibles causas del desarrollo de la resistencia a la
accion de la insulina. Algunos de estos incluyen alteraciones genéticas de las proteinas que
intervienen en las cascadas de sefializacion que median la accion intracelular de dicha hormona
cuando esta se une al receptor de insulina en la membrana celular (Lebovitz, 2001).

La resistencia a la insulina conduce a una compensacién basada en una secrecion incrementada
de insulina por parte de las células beta pancreaticas. Dicha compensacion se produce gracias a
que en estas células acontecen dos fendmenos: una capacidad aumentada de secrecion de insulina
y una expansion de la masa celular (Sachdeva y Stoffers, 2009). En este sentido, en diversos
modelos murinos se ha constatado que la hiperplasia de los islotes y la hiperinsulinemia pueden
mantener una homeostasis normal de la glucosa en condiciones de resistencia extrema a la
insulina (Burks y White, 2001). Por ejemplo, estudios basados en ratas han demostrado que la
masa de las células beta, asi como la secrecion de insulina incrementan adaptativamente con la
disminucion de la sensibilidad a la insulina vinculada a la edad (Sachdeva y Stoffers, 2009). Del
mismo modo, la mayoria de las personas que desarrollan resistencia a la insulina en un contexto
como la obesidad no manifiestan hiperglucemia durante un tiempo debido a que la
hiperinsulinemia compensa la accion atenuada de la hormona en los tejidos periféricos. Cuando
la compensacion es inadecuada o la funcién de las células beta se deteriora, la diabetes emerge
(Burks y White, 2001).

En definitiva, la plasticidad de las células beta pancreéticas resulta clave en el estado previo a
la DM2. No obstante, cuando el pancreas endocrino alcanza una condicion de agotamiento
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funcional y, por consiguiente, las células beta pancreaticas no logran compensar la resistencia
periférica, se manifiesta la hiperglucemiay, con ella, la diabetes. De hecho, en la DM2 la funcion
de las células beta disminuye linealmente con el tiempo, de modo que, transcurridos 10 afios, mas
de la mitad de los pacientes requieren de terapia basada en administracion de insulina exdgena
(Lim et al., 2011). Asimismo, los pacientes con DM2 presentan una reduccion significativa del
tamano de los islotes debido a un aumento de apoptosis de las células beta, relacionando asi la
disminucién de la masa de estas células con el inicio de la enfermedad manifiesta (Sachdeva y
Stoffers, 2009). En linea con el desarrollo de la enfermedad, la resistencia no compensada a la
accion de la insulina conlleva anomalias en la captacion de glucosa, alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos y lipidos, asi como una secrecion anormal de la hormona (Burks y
White, 2001).

La resistencia a la insulina puede mejorar si se produce una pérdida de peso del paciente, si
bien rara vez se consigue restablecer el estado fisiolégico normal. Ademas, los niveles de glucosa
en sangre anormalmente altos en estos pacientes reducen su calidad de vida y aumentan su riesgo
de padecer diferentes patologias vasculares, visuales y neuronales a largo plazo (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2011). Por tanto, y en vista de los resultados suboptimos de las
terapias actuales de la DM2 basadas en restaurar los niveles de insulina mediante la
administracion de la misma, los estudios orientados a definir nuevas dianas terapéuticas se centran
en prevenir la pérdida de las células beta pancreaticas o en estimular su expansion.

1.2 El pancreas endocrino

El pancreas del ratén, a diferencia del humano, no es un 6rgano bien definido, sino que se
encuentra distribuido de forma difusa dentro del mesenterio del intestino delgado proximal. A
nivel macroscépico, se encuentra dividido en 3 partes principales: el I6bulo duodenal, el esplénico
y el gastrico. Dichos l6bulos se encuentran separados normalmente por zonas de tejido adiposo,
conectivo y linfatico, de manera que durante la extraccion del pancreas se debe prestar especial
atencion para retirarlo integramente (Dolensek et al., 2015). Este 6rgano desempefia un papel
fundamental en la digestion y absorcion de nutrientes, y en la utilizacion y almacenamiento de
sustratos energéticos.

El pancreas esta conformado por dos sistemas glandulares diferentes a nivel estructural pero
funcionalmente integrados, conocidos como el pancreas exocrino y el pancreas endocrino (Leung,
2010a). A diferencia del endocrino, el pancreas exocrino presenta como funcion principal la
secrecion de enzimas digestivas responsables de la digestion y absorcion normales de los
alimentos, asi como de la asimilacion de los nutrientes en el organismo (Leung, 2010b). Por su
parte, el pancreas endocrino esta integrado por cinco tipos de células secretoras agrupadas en los
Ilamados islotes de Langerhans. Dichos islotes constituyen micro-6rganos complejos que, en
respuesta a cambios en los niveles plasmaticos de nutrientes, producen y liberan diferentes
hormonas peptidicas para el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa (In’t Veld y Marichal,
2010).

1.2.1 Los islotes de Langerhans

Los islotes de Langerhans son de morfologia ovalada u esférica y presentan un tamario variable
que abarca desde pequefias agrupaciones de solo unas pocas células endocrinas hasta grandes
agregados formados por varios miles de ellas. Los islotes, que se encuentran distribuidos por el
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parénquima exocrino entre los acinos y las estructuras ductales (Figura 1), constituyen entre el 1
y el 4 % del volumen total del pancreas tanto en ratones como en humanos. Pese al bajo valor
porcentual que representan, estos micro-6rganos se encuentran altamente vascularizados y
reciben alrededor del 10-15 % del total de flujo sanguineo pancreatico (Dolensek et al., 2015;
Leung, 2010a).
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Figura 1. Histologia del pancreas de raton (Mus musculus). Se muestra una seccién histologica (8
pm de parafina) del pancreas de raton sometida a tincién con hematoxilina-eosina. Se hallan
representados los islotes de Langerhans (A) y los acinos pancreaticos (B) que los rodean. Imagen
modificada de MEGIAS, 2021.

Los tipos de células que conforman los islotes de Langerhans se conocen como células alfa,
células beta, células delta, células PP o F, y células épsilon (In’t Veld y Marichal, 2010). Las
células de los islotes se comunican entre si, influyéndose mutuamente en sus funciones secretoras
(Leung, 2010b). Asi pues, la proporcién en la que se hallan los diferentes tipos de células
endocrinas puede ser relevante en la regulacién del metabolismo. En este contexto, el ratio en el
gue se encuentran los diferentes tipos de células de los islotes varia en humanos y primates con
respecto a los roedores. Mas concretamente, en ratones las células B constituyen,
aproximadamente, el 77 % del total de tipos celulares en los islotes, mientras que en el ser humano
la proporcidn se encuentra en torno a 55 %. Del mismo modo, las células o representan en ratones
cerca de un 18 % del total de tipos celulares, en tanto en humanos el valor asciende hasta un 38
% (Proshchina et al., 2019). Por consiguiente, el ratio entre células B y células a es mayor en
ratones que en humanos. Asimismo, las células & y PP representan un porcentaje inferior al 5 %
del total de células de los islotes en ratones y al 10 % en humanos. Finalmente, las células € se
hallan en una proporcion inferior a 1 % en ambas especies (Dolensek et al., 2015).

Cabe afiadir que las secreciones hormonales a la vena porta por parte de todos estos tipos
celulares estan moduladas por factores de sefializacion procedentes del interior y el exterior del
pancreas (Leung, 2010b). Las células B son las responsables de producir insulina en respuesta a
variaciones en los niveles de nutrientes en el plasma, como la glucosa, aminoacidos y acidos
grasos. De hecho, el principal estimulo para la secrecion de insulina es la entrada de estos
nutrientes en la célula B. La secreciobn de dicha hormona peptidica, cuya accion es
hipoglucemiante, también se produce como consecuencia de la influencia de la propia insulina,
el péptido similar al glucagdn tipo 1, o el péptido inhibidor gastrico, entre otras hormonas
intestinales. Sin embargo, la secrecién de insulina se ve disminuida en un contexto de ayunas y/o
ejercicio fisico, asi como por la accion de la somatostatina. Por otra parte, las células o sintetizan
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glucagon, el cual ejerce el efecto opuesto a la insulina. Mas concretamente, el glucagon actla
promoviendo un aumento de los niveles de glucosa en sangre mediante la estimulacion de la
glucogenolisis y de la gluconeogénesis. De esta manera, la secrecion de esta hormona peptidica
se activa en condiciones de hipoglucemia y se inhibe en un escenario hiperglucémico (Leung,
2010a). En tercer lugar, las células 6 liberan somatostatina, hormona inhibidora de la secrecion
de insulinay glucagén (In’t Veld y Marichal, 2010). Con respecto a las células PP o F, la hormona
liberada es el péptido pancreatico, cuya secrecion se incrementa con la ingesta de proteinas y
grasas y la hipoglucemia, mientras que se ve disminuida por la glucosa (Leung, 2010a).
Finalmente, las células € se caracterizan por secretar ghrelina, la cual estimula el apetito, asi como
la lipogénesis (Poher et al., 2018).

Como se observa en la Figura 2, la disposicion de las células endocrinas en los islotes también
difiere segun la especie. Méas especificamente, en ratones las células  se extienden por toda la
zona central del islote, mientras que las células alfa y las delta se encuentran restringidas a la
periferia. En cambio, en primates y humanos las células o y las & no se limitan a una zona
especifica del islote, sino que se encuentran entremezcladas con el resto de los tipos celulares
tanto en el centro como en la periferia (Brereton et al., 2015).

Figura 2. Imagenes del marcaje inmunofluorescente de islotes de Langerhans ilustrativas de las diferencias
interespecie en la disposicion de los tipos de células endocrinas. Se muestra en color verde la insulina, en
rosa el glucagén, y en amarillo la somatostatina, para los islotes de raton (A), primate (B) y humano (C).
Se observa la localizacion periférica de las células productoras de somatostatina y de glucagén (células 8 y
a, respectivamente), asi como la disposicion central de las productoras de insulina (B) en los islotes de
raton. Asimismo, se distingue que en los islotes de primate y humano las células o y & se encuentran tanto
en la periferia del islote como hacia el centro del mismo. Escala, 200 um. Imagen recuperada de Brereton
et al., 2015.

1.2.2 El pancreas endocrino en la condicion diabética

Como se ha explicado en el apartado 1.1.1, en un estado prediabético caracterizado por la
resistencia a la insulina, se produce una respuesta compensatoria por parte del pancreas endocrino.
Esta respuesta se basa en un aumento de la funcionalidad secretora de insulina y de la masa de las
células B, lo cual permite la adaptacion de estas células a la mayor demanda de insulina en tal
estado. Con los niveles de insulina incrementados, pese a la disminucion de la sensibilidad a la
hormona, se logra mantener la normoglucemia. A su vez, la secrecion aumentada de insulina
conduce a una condicion de hiperinsulinemia en los sujetos. Cabe destacar que la expansién
adaptativa de las células B se produce gracias a un aumento en la formacion de nuevas células, asi
como a una disminucion en la apoptosis de las mismas. Con respecto a la primera, se ha propuesto



que la generacion de nuevas células se basa en la replicacion de las ya existentes, si bien no se
descarta la neogénesis a partir de precursores inmaduros (Sachdeva y Stoffers, 2009).

Con todo, llega un momento en el que las células B dejan de poder ajustarse a las necesidades
de insulina debido a un agotamiento funcional. Es entonces cuando los individuos evolucionan
del estado prediabético a la diabetes tipo 2 y su asociada tolerancia alterada a la glucosa. Méas
concretamente, en la progresion a la DM2 se produce un descenso gradual en la masa y
funcionalidad de las células B (Gonzélez et al., 2013). En este sentido, tal y como se observa en
la Figura 3, la evolucidn de la disfuncion compensatoria coincide con niveles crecientes de
glucosa en sangre debido a una inadecuada secrecion de insulina. Eventualmente, el fallo
compensatorio de las células beta desencadena un estado de DM2 manifiesta (Sachdeva y
Stoffers, 2009).

Resistencia a la insulina

e % %,

® células B Disfuncién de las células B Disminucién de masa
O células a Masa incrementada de las células p  Inicio de la descompensacion de las células B

@ células & Resistencia a la insulina compensada poxiag células p Fallo de células
@® células PP Normoglucemia R Diabetes tipo 2

Glucosa en ayunas alterada

Figura 3. Representacion de la evolucion de las células beta desde el estado prediabético, caracterizado por
una resistencia periférica a la insulina, hasta la condicién de diabetes tipo 2, vinculada a la intolerancia a la
glucosa. Se representa en color gris una fase inicial de compensacion de la resistencia a la hormona por
parte de las células beta gracias a un aumento en su masa. En color rojo se simbolizan los niveles
plasmaéticos crecientes de glucosa, que culminan con la manifestacion de la diabetes mellitus tipo 2, en
consonancia con una disfuncion progresiva de las células beta. Imagen modificada de Sachdeva y Stoffers,
20009.

1.3 Sustratos del receptor de insulina

Los sustratos del receptor de insulina (Insulin Receptor Substrates, IRS) constituyen una
familia de proteinas adaptadoras citoplasmicas que funcionan como intermediarias esenciales de
sefializacion aguas abajo de numerosos receptores de membrana (Mardilovich et al., 2009). Pese
a que estas proteinas fueron identificadas inicialmente como mediadoras de los efectos
pleiotrépicos de la insulina e IGF-1 (factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1),
interaccionando con los receptores de ambos, también se unen a receptores de citoquinas y de
hormonas, y estan implicadas en procesos como el cancer, el crecimiento cerebral y el desarrollo



testicular (Withers et al., 1998; Griffeth et al., 2013; Schubert et al., 2003; Mardilovich et al.,
2009; MACHADO-NETO ET AL., 2016).

Desde un punto de vista estructural, las proteinas IRS se caracterizan por contener dos
dominios altamente conservados: un dominio de homologia de tipo pleckstrina (Pleckstrin
Homology, PH) y un dominio de unidn a fosfotirosina (Phosphotyrosine Binding, PTB), los cuales
se localizan en el extremo N-terminal de la proteina. Al no poseer actividad enzimatica intrinseca,
las proteinas IRS contribuyen a la sefializacion a través de su funcién como adaptadoras, y de ahi
la presencia en las mismas de dominios que les permiten ser reclutadas en receptores activados.
En este sentido, el dominio PH permite que las proteinas IRS se unan a otras proteinas, facilitando
asi su reclutamiento en los receptores que se encuentran aguas arriba en la cascada de
sefializacion. Por su parte, el dominio PTB interacta con motivos NPXY (Asn-Pro-X-Tyr) en
receptores activados (Mardilovich et al., 2009). Ademas de dichos dominios, las proteinas IRS
presentan entre 8 y 18 sitios de fosforilacion de tirosina, de manera que, una vez fosforilados por
los receptores, se unen a proteinas efectoras de la cascada. Cabe destacar que las proteinas IRS se
activan por fosforilacion de residuos de tirosina, mientras que estan reguladas negativamente por
tirosinas fosfatasas, la fosforilacion de residuos de serina y la regulacion negativa inducida por
ligando (Taniguchi et al., 2006; Burks y White, 2001).

Dentro de la familia de proteinas IRS se distinguen varios miembros. IRS1 e IRS2 se
encuentran ampliamente distribuidas y constituyen las principales mediadoras de la mitogénesis
dependiente de insulina y de la regulacion del metabolismo de la glucosa en la mayoria de los
tipos celulares (Mardilovich et al., 2009). IRS3, que se expresa en roedores y no en humanos, se
limita principalmente a los adipocitos y al cerebro, mientras que IRS4, la cual se expresa
exclusivamente en humanos, se localiza en el cerebro, el rifion, el timo y el higado. En cambio,
IRS5 e IRS6 guardan una relacion mas lejana con el resto de los miembros de la familia y parecen
tener una expresion tisular limitada (Taniguchi et al., 2006; Mardilovich et al., 2009).

Los diferentes miembros de la familia IRS también difieren atendiendo a los dominios
estructurales que presentan mas alla de los altamente conservados PH y PTB (Figura 4). Asi pues,
Unicamente IRS2 posee el dominio KRLB (Kinase Regulatory Loop Binding), el cual también
participa en el reclutamiento en el receptor activado. Tal y como se ha indicado anteriormente,
tras interaccionar y ser fosforiladas por los receptores aguas arriba, algunos miembros de la
familia IRS adquieren sitios de unidn especificos de diferentes proteinas efectoras, entre las cuales
destacan Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2), PI3K (fosfoinositol 3-quinasa), SHP2
(Src homology region 2 (SH2)-containing protein tyrosine phosphatase 2) y Nck (Mardilovich et
al., 2009; Burks y White, 2001).
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Figura 4. Esquema de los dominios estructurales de la familia proteica IRS (sustratos del receptor de
insulina). Se representan en azul oscuro el dominio de homologia de tipo pleckstrina (Pleckstrin
Homology, PH) y el dominio de unién a fosfotirosina (Phosphotyrosine Binding, PTB), localizados en
los extremos N-terminal de todos los miembros (IRS1-IRS6). En color rosa se esquematiza el dominio
KRLB (Kinase Regulatory Loop Binding), localizado exclusivamente en IRS2 (sustrato del receptor de
insulina de tipo 2). En color naranja, verde y amarillo se observan los sitios de union a las proteinas
efectoras PI3K (fosfoinositol 3-quinasa), Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) y SHP2 (Src
homology region 2 (SH2)-containing protein tyrosine phosphatase 2), respectivamente. En color lila se
simbolizan regiones de similares entre los miembros IRS5 e IRS6 en sus extremos C-terminal. Imagen
recuperada de Mardilovich et al., 2009.

El papel de las proteinas IRS ha sido estudiado empleando modelos de raton knock-out. Los
ratones con ablacién del gen IRS2 presentan un fenotipo diabético: resistencia periférica a la
insulina, asi como un fallo funcional de las células beta pancreéticas asociado a una reduccion de
su masa en un 50 %. En este sentido, dichos ratones han mostrado carecer del mecanismo
compensatorio basado en expandir las células beta ante una situacion de resistencia a la insulina.
El modelo knock-out para IRS2 también presenta defectos en el crecimiento cerebral e incluso
una fertilidad mermada. En contraposicion, el modelo murino con delecion en el gen IRS1 exhibe
una resistencia leve a la insulina y una reduccion en el crecimiento somatico. A diferencia de los
ratones carentes de IRS2, los ratones IRS1”- no progresan a un estado diabético ya que mantienen
un namero normal de células beta pancreéaticas. Asi pues, de entre todas las funciones de las
proteinas IRS, cabe destacar el rol de IRS1 en la regulacion del crecimiento somatico, asi como
el papel de IRS2 en la proliferacion de los islotes pancreaticos y la mediacion de los efectos de la
insulina (Burks y White, 2001; Mardilovich et al., 2009).

1.3.1 IRS2

IRS2 es un mediador clave en numerosas rutas de sefializacion activadas por receptores de
insulina, de citoquinas y de hormonas. En este sentido, est4 implicado en la regulacién de una
serie de efectos metabolicos y vinculados al crecimiento en diferentes tejidos diana. IRS2
interacciona a través de sus dominios de tipo PH y PHB con receptores de tirosina quinasa, como
el receptor de insulina o el receptor del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-
1R). Dichos receptores fosforilan residuos de tirosina en IRS2, lo cual conduce a la activacion de
las cascadas de PIBK/AKT/mTOR (mechanistic target of rapamycin), asi como de MAPK
(proteinas quinasas activadas por mitdgenos), las cuales modulan numerosos procesos, como la
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proliferacion y supervivencia celular, asi como la sintesis proteica y la expresion génica. Cabe
sefialar que IRS2 también desempefia un importante papel en la proliferacion y supervivencia
celulares interaccionando con receptores de hormonas y citoquinas, tales como el receptor de
eritropoyetina, el receptor del factor de crecimiento endotelial-vascular, asi como receptores de
interleuquinas (MACHADO-NETO ET AL., 2016).

Con respecto a la sefializacion de la insulina, tras producirse la fosforilacion de IRS2 en sus
residuos de tirosina por el receptor de insulina o de IGF-1, IRS2 se une a través de dichos residuos
a los dominios SH2 (Src Homology region 2) de proteinas efectoras de la cascada, como las
anteriormente mencionadas PI3K, Grb2, Nck y SHP2. En consecuencia, se activan rutas de
sefializacién que en Ultima instancia determinan la respuesta celular a la insulina o IGF-1. Mas
especificamente, los productos de PI3K, como el fosfatidilinositol-3,4-bisfosfato (P13,4P,) y el
fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (P13,4,5P-), activan una red de quinasas incluyendo mTOR, asi
como las isoformas de PKC (proteina quinasa C) y de PDK (phosphoinositide-dependent protein
kinase 1). Dichas quinasas estan implicadas en mediar la accion de la insulina sobre el transporte
de glucosa, la sintesis de glucogeno, la sintesis proteica, la anti-lipdlisis, y el control de la
gluconeogénesis (White, 2002; Burks y White, 2001).

1.4 El modelo reportero knock-in IRS2/Luciferasa/ GFP

Pese al rol indispensable de IRS2 en la funcion y expansion de los islotes pancreéaticos, su
deteccion en los mismos mediante el uso de anticuerpos es compleja debido al reducido nivel de
expresion, el tamafio de la proteina y la especificidad de los anticuerpos. Es por ello que, junto
con la posibilidad afiadida de poder caracterizar las funciones de IRS2 en diferentes tejidos en
distintas etapas de la vida o en condiciones patoldgicas, el grupo de Neuroendocrinologia
Molecular del Centro de Investigacion Principe Felipe ha generado un modelo murino IRS2-
luciferasa-GFP mediante recombinacién homdloga. En ratones, el gen IRS2 se encuentra en la
hebra reversa del cromosoma 8 y su transcrito presenta dos exones. La region codificante de la
proteina ocupa la totalidad del primer exén y un reducido nimero de codones del segundo
(ENSEMBL, 2021). Asi pues, se ha insertado una construccion bicistronica eGFP-IRES-
Luciferasa en el segundo exon al final de la pauta codificante del gen IRS2, creando asi una linea
reportera de tipo knock-in IRS2-Luciferasa-eGFP (Figura 5).

GFP es una proteina fluorescente que absorbe luz azul y emite fluorescencia verde sin ningin
sustrato exdgeno, siendo su longitud de onda de excitacion maxima a 395 nm y de emision
méaxima a 509 nm (BIO TEK, 2001). eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein), la cual se
emplea en el modelo descrito, constituye una variante de GFP que presenta un espectro de
fluorescencia modificado: longitud de onda de excitacion maxima a 488 nm y de emision maxima
a 509 nm (Liptak et al., 2019; BIO TEK, 2001). Por su parte, la luciferasa de luciérnaga es una
enzima bioluminiscente. La bioluminiscencia se basa en la produccion de luz mediante una
reaccion quimica. Mas concretamente, se trata de una reaccion enzimatica por la cual la luciferasa
genera luz a través de la liberacion de energia quimica de sus sustratos, la luciferina 'y el ATP.
Los ensayos basados en bioluminiscencia son muy sensibles y se basan en la deteccion de fotones
empleando sistemas de medicion de luz (luminémetros) (Azad et al., 2014).

Asi pues, las caracteristicas de dichas proteinas reporteras posibilitaran la monitorizacion de
la expresion genica endogena de IRS2 in vivo, ex-vivo o in vitro mediante el uso del modelo
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murino knock-in. Concretamente, empleando técnicas como ensayos de la actividad de luciferasa,
citometria de flujo, y western blot se procedera a la caracterizacion del modelo, lo cual contribuira
a describir el rol de IRS2 en diferentes tejidos tanto en condiciones fisioldgicas como patologicas.

A
Locus IRS2 WT
stop poli-A
Exon 2
B
Locus IRS2 KI
ATG ATG stop poli-A
Ex2
’ N Luciferasa Exon 2
loxP

Figura 5. Esquema de las bases genéticas del modelo murino reportero IRS2/luciferasa/GFP. Se
representa en gris el segundo exén del locus de IRS2 (sustrato del receptor de insulina de tipo 2) en
un raton silvestre (wild-type, WT) (A), y en el locus knock-in (K1) (B). Se indican los codones de
inicio y de parada, asi como la cola de poli-adenina (poli-A). En el locus del modelo knock-in se
esquematiza la insercion de la construccién génica basada en eGFP (enhanced Green Fluorescent
Protein) y luciferasa al final de la pauta codificante de IRS2.

1.4.1 Expresion de IRS2 en el bazo

Aunque es escasa la informacion al respecto, se conoce que IRS2 se expresa en el bazo (THE
HUMAN PROTEIN ATLAS, s. f.a; Zhuo et al., 2016), concretamente, en linfocitos, macré6fagos
y células endoteliales del bazo humano (THE HUMAN PROTEIN ATLAS, s.f.b). No obstante,
la funcion y participacion de IRS2 en las rutas de sefializacién en este drgano han sido
minimamente descritas. Inesperadamente, en el modelo reportero knock-in IRS2/Luciferasa/GFP
el bazo constituye uno de los 6rganos donde mayor expresion de IRS2 se ha observado, asi como
en los nodulos linfaticos y el timo (Figura 6). En este contexto, y dado que este Grgano
proporciona mayores rendimientos de RNA y proteinas que los islotes pancreaticos, se ha
decidido seguir una linea de investigacion complementaria con este.
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Figura 6. Imagenes de bioluminiscencia de luciferasa para la caracterizacion de la expresion de
IRS2 (sustrato del receptor de insulina de tipo 2) en tejidos inmunes aislados. Se muestran las
iméagenes del timo (A), el bazo (B) y los nédulos linfaticos (C) de un raton wild-type (WT) y knock-
in (KI); las imégenes en blanco y negro a la izquierda de la imagen y las imagenes correspondientes
de bioluminiscencia a la derecha.

En ratones, ratas y humanos el bazo es un érgano linfatico localizado en la parte superior de
la cavidad abdominal con un estructura histoldgica basada en una parte central o pulpa blanca
embebida en una parte externa o pulpa roja (Steiniger, 2015; MEGIAS, 2021). En ratones el bazo
constituye el rgano mas relevante para la recirculacion de linfocitos y también esta implicado en
la depuracion de antigenos, microorganismos y glébulos rojos envejecidos de la sangre, asi como
en las etapas finales de la maduracion de linfocitos B (Steiniger, 2015).

Como se observa en la Figura 7, en ratas, al igual que en ratones, en la periferia del bazo se
localiza la llamada capsula, la cual esta constituida por tejido conectivo fibroso, fibras elasticas y
mausculo liso. Hacia el interior de este 6rgano la capsula da lugar a tabiques que compartimentan
el bazo de manera que en cada compartimento se distinguen las anteriormente mencionadas pulpa
blanca (interna) y pulpa roja (externa). El conjunto de las diferentes zonas delimitadas por los
tabiques se conoce como parénguima del bazo, siendo el tejido restante el denominado estroma
(MEGIAS, 2021). La pulpa blanca, que es predominante, esta compuesta por acumulaciones de
linfocitos T y B, la envuelta periarterial linfoide o PALS (del inglés, periarterial lymphatic
sheaths), foliculos y la zona marginal. Por su parte, la pulpa roja esta integrada por una densa red
de arteriolas, capilares y senos venosos, ademas de presentar diferentes tipos de células
sanguineas como eritrocitos, granulocitos y monocitos (Steiniger, 2015; MEGIAS, 2021).

Dada esta estructura tan definida, la inmunodeteccion de las proteinas reporteras del modelo
knock-in IRS2-Luciferasa-GFP en secciones tisulares del bazo, podria contribuir a la
determinacion de qué tipo o tipos celulares presentes en este tejido expresan altos niveles de IRS2.
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Figura 7. Histologia del bazo de rata (Rattus norvegicus). Se muestran secciones de parafina con tincion
de tipo hematoxilina-eosina. El bazo se encuentra externamente rodeado por la capsula (A). Asimismo, se
distinguen regiones conformadas por pulpa roja (B) y pulpa blanca (C), las cuales, en su conjunto,
constituyen el parénquima de este 6rgano. La region no parenquimatosa se denomina estroma (D). En las
presentes imagenes no se aprecia el color fisiologico rojo y blanco de las pulpas dado que el animal ha sido
desprovisto de su sangre previamente a la tincion. Imagen modificada de MEGIAS, 2020.
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2. Objetivos

El objetivo general del presente Trabajo Fin de Grado es la caracterizacion de la expresion de
IRS2 en el modelo murino doble reportero IRS2/luciferasa/GFP con el fin de ahondar en el rol de
IRS2 en los islotes pancreéticos y el bazo.

Los objetivos especificos son:

1. Analizar si la expresion de IRS2 varia con la edad en los islotes pancreéticos y el bazo a
través de la deteccidn de GFP y/o luciferasa mediante western blot.

2. Estudiar la proliferacién celular en las poblaciones GFP+ y GFP- de islotes pancreaticos
mediante citometria de flujo.

3. Establecer las condiciones técnicas necesarias para separar las células GFP+ y GFP- de
islotes del modelo reportero a través de citometria de tipo FACS.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Animales

En el presente proyecto se emplearon ratones C57BL/6J wild-type y ratones pertenecientes a
la linea reportera knock-in IRS2-luciferasa-GFP. Para la caracterizacion de la expresion endégena
de IRS2 se utilizaron machos y hembras de diferentes edades. Los animales fueron mantenidos en
las condiciones de estabulacion estandar del servicio de animalario del Centro de Investigacién
Principe Felipe, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y libre acceso a comida y agua.

3.2 Aislamiento de tejidos

Para la extraccion de islotes pancreaticos y bazo, los ratones fueron sacrificados mediante
suministro de CO; o dislocacion cervical, tras lo cual, se abri6 el abdomen y, tras localizar el
conducto hepatobiliar que conecta el higado y la vesicula biliar con el duodeno, se practicé un
nudo en su union con el intestino para bloquear la transferencia de liquido. Posteriormente, con
una jeringa y una aguja de calibre 30G se perfundié el pancreas a través de un corte practicado en
el segmento medio del conducto hepatobiliar. La solucién de aislamiento (NaCl 115 mM,;
NaHCO; 10 mM; KCI 5 mM; MgCl; 1,1 mM; Na;HPO4 1,2 mM; HEPES (acido 4-(2-
hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfénico) 25 mM; CaCl, 2,5 mM; D-glucosa 5 mM; BSA 0,25 %)
contenia 1000 U/mL de colagenasa (Sigma-Aldrich) para digerir la porcion exocrina del pancreas
y poder separar de ella los islotes de Langerhans o parte endocrina del pancreas.

Una vez perfundido, se extrajo el pancreas hinchado y se incubé 10 minutos en un bafio de
agua a 37°C para favorecer la accion de la colagenasa. La disgregacion del pancreas exocrino se
completé mecanicamente mediante agitacion y se procedio a la recogida manual de islotes, que
se separaron del tejido exocrino con micropipeta. Una vez libres de tejido exocrino, se hicieron
grupos de unos 300 islotes (de cada ratén o agrupando de varios) y se conservaron a -80°C en
tampon de lisis hasta su procesamiento para la extraccion de proteina. Alternativamente, los
islotes se transfirieron a una placa con medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) y se dejaron recuperar
durante al menos 2 horas en un incubador (37°C, 5% CO2) antes de proceder con el procesamiento
para citometria.

En lo que respecta al bazo, este fue extraido paralelamente tras ser separado del pancreas. Fue
lavado con PBS (Phosphate-Buffered Saline), introducido en tubo Eppendorf, congelado en
nitrégeno liquido y conservado a -80°C hasta su uso.

3.3 Citometria de flujoy FACS

Tras ser incubados tal y como indica la seccion 3.2, los islotes fueron disgregados para obtener
una suspension de células individuales. Para ello, grupos de unos 100 islotes (para analisis por
citometria de flujo) o de unos 600 islotes (para FACS ) fueron lavados con PBS, centrifugados a
1200 rpm durante 4 minutos, y disgregados con tripsina — EDTA (acido
etilenodiaminatetraacético) 0,05 % (Gibco) durante 3 minutos a 37°C. La disgregacion se
completé mecanicamente mediante pipeteo, se bloqueo la accidn de la tripsina con RPMI 1640 y
se realiz6 una centrifugacion a 1400 rpm durante 10 minutos.
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Con respecto al procesamiento para la citometria de tipo FACS, tras la centrifugacion, las
celulas de islotes fueron resuspendidas en tampon para FACS (BSA 0,5% (Sigma-Aldrich);
EDTA 2 mM; FBS (Fetal Bovine Serum) 10%, en PBS) y fueron transferidas a tubos de
polipropileno de citometria previa filtracion con filtro de 30-40 um. La separacion de las células
GFP+y GFP- se llevé a cabo en un citometro de flujo SONY SH800 Cell Sorter.

En lo que a la citometria de flujo convencional se refiere, la resuspension se realiz6é con medio
RPMI 1640. Tras ser transferidas a tubos de polipropileno de citometria tal y como se ha descrito
en el parrafo anterior, se afiadié Hoechst 33342 (5 pg/mL) (Sigma-Aldrich) y fueron incubadas a
37°C durante 30 min para asegurar la penetracion del colorante en las células. El citdbmetro de
flujo empleado para la estimacion de la proliferacion celular fue un CytoFLEX S (Beckman
Coulter). Se emplearon islotes de 2 hembras wild-type y de 4 hembras knock-in de 12 meses.

3.4 Extraccién de proteina

Para la extraccion de proteina de islotes (unos 300 islotes/muestra), que estaban preservados
en tampon de lisis con inhibidores de proteasas (5% Tris-HCI 1M pH 7,5; 4% NaCl 5M; 2% NP40
Lp Gul al 10%; 5% Tween-20 al 20%; en H,O destilada, fluoruro de fenilmetilsulfonilo,
ortovanadato de sodio, B-glicerol fosfato y Complete PRotease Inhibitor Cocktail) a -80°C desde
el aislamiento, estos fueron sonicados en un bafio (Bioruptor®, Diagenode) empleando 3-4 ciclos
de 10 segundos. A continuacién, se incubaron en hielo durante 45 minutos y se centrifugaron
durante 15 minutos a 13.000 rpm y 4°C. Se transfiri6 el sobrenadante a un nuevo tubo y se guardd
el extracto proteico para determinar la concentracion de proteina total.

Para la extraccion de proteina del bazo, el cual estaba preservado a -80°C, se cort6 una seccion
de cada bazo y se homogeneiz6 mecanicamente en el tampdn de lisis con inhibidores de proteasas,
anteriormente descrito, en el interior de tubos Eppendorf. A continuacion, se incubaron los
extractos a 95°C durante 5 minutos y se sonicaron 3 veces durante 5-6 segundos empleando el
sonicador Branson Sonifier 150. Finalmente, se centrifugaron durante 15 minutos a 13.000 rpm
y 4°C, y se guardé el sobrenadante para la cuantificaciéon de proteina.

La concentracidn de proteina total presente en cada muestra se determiné mediante el método
del &cido bicinconinico (BCA) utilizando el kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific™). Cada muestra fue diluida en el tampdn de lisis descrito en la seccién anterior y se
empled como sustrato de la reaccion una solucién compuesta por el reactivo A (196 uL/muestra)
y el reactivo B (4 uL/muestra). Se utilizo el reactivo de concentracion conocida Albumin Standard
con concentraciones 0, 0,125, 0,250, 0,5, 1 y 2 mg/mL. Tras la adicion del sustrato, la placa fue
incubada durante 30 minutos a 37°C en agitacion y en oscuridad. La absorbancia se midi6 con el
fotometro de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific™) a 560 nm de longitud de onda.
Con los valores de absorbancia y concentracion de los pocillos a los que se les habia afiadido el
reactivo estandar se generd una curva patron para, a partir de esta, calcular la concentracién de
proteina total de las muestras.

3.5 Western blot

Para la inmunodeteccion de las proteinas del modelo reportero GFP y luciferasa en islotes y
bazo se realizd western blot. Para la determinacion en islotes de ratones de diferentes edades, el
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nimero de muestras analizadas fue de 4-5 para cada edad, mientras que en el caso del bazo se
analizaron 3 muestras por cada grupo.

3.5.1 Preparacion de muestras y geles de poliacrilamida

Los extractos de proteina (30 pg de las muestras de islotes y 20 pug de bazo) se prepararon
junto con el tampon de carga (12,5% Tris-HCI pH 6,8; 9% SDS (dodecilsulfato sédico); 50%
glicerol al 87%; 0,015% azul de bromofenol al 0,03%; 10% B-mercaptoetanol (Sigma Aldrich)).
Las muestras fueron hervidas a 95°C durante 5 minutos, se les aplicé una centrifugacién corta y
fueron mantenidas a temperatura ambiente antes de ser cargadas en los geles de poliacrilamida.
Considerando el peso molecular de GFP (27 kDa) y de luciferasa (62 kDa), se eligio para la parte
separadora del gel un porcentaje de acrilamida de 10 %. El marcador de peso molecular empleado
fue Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad). Para la preparacion de la parte
separadora (resolving) y la parte concentradora (stacking) del gel se emplearon los compuestos
descritos en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de la parte separadora y concentradora de los geles de poliacrilamida empleados en
el western blot.

Parte separadora  Parte concentradora

Componente (10 % acrilamida) (4,5 % acrilamida)
H-O destilada 2,39 mL 2,46 mL
Resolving Buffer (Tris-HCI 1,5M pH 8,8; SDS 0,4 3mL
%)
Stacking Buffer (Tris-HCI 0,5M pH 8,8; SDS 0,4 %) = 1mL
Glicerol para biologia molecular, >99,0 % 2mL -
Acrilamida 40 % (Acrylamide/Bis Solution) 29:1
. 2,5mL 0,5mL
(Bio-Rad)
Persulfato amonico 10 % (Bio-Rad) 100 pL 40 uL
TEMED (N, N, N’, N’- Tetramethylethylenediamine),
. . 10 uL 4 uL
~99 % (Sigma-Aldrich)

3.5.2 Electroforesis y transferencia himeda

La electroforesis tuvo lugar en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl
Sulfate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis) empleando el sistema Mini-PROTEAN®de Bio-Rad.
Se utiliz6 tampon de electroforesis, que se compuso de: 0,3 % Tris (Sigma-Aldrich); 1,44%
Glicina (Sigma-Aldrich); 0,1% SDS, en H,O destilada. El proceso se produjo a 70 V hasta que
el frente atraveso la parte concentradora. Posteriormente, se aumenté el voltaje hasta 120 V.

Finalizada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a membranas de fluoruro de
polivinilideno (PDVF) (Bio-Rad) mediante transferencia himeda. Se empled tampén de
transferencia (0,302 % Tris; 1,442 % Glicina; 10 % metanol (Merck); en H2O destilada). Ambas
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membranas fueron previamente activadas con metanol. El proceso de transferencia tuvo lugar
durante 1 hora y media en agitacion, con un voltaje de 120 V' y a 4°C.

3.5.3 Bloqueo y deteccion de GFP, luciferasa y beta-actina

Después de la transferencia, las membranas fueron bloqueadas con BSA (Bovine Serum
Albumin) 3 % en TBS-T (Tris-Buffered Saline-Tween 20) (Tris 20 mM; NaCl 150 mM; Tween-
20 0,1 % y H,0 destilada) durante al menos una hora a temperatura ambiente, e incubadas con el
anticuerpo primario correspondiente durante toda la noche a 4°C y en agitacion. Los anticuerpos
primarios utilizados fueron los siguientes: anti-GFP (Rockland™, producido en conejo, dilucion
1:1000), anti-luciferasa (Abcam, producido en conejo, dilucién 1:1000), anti-B-actina (Sigma
Aldrich, producido en raton, dilucion 1:5000).

Para lavar el exceso de anticuerpo primario, las membranas fueron sometidas a 6 lavados de
10 minutos con TBS-T y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con HRP
correspondiente (Cell Signaling Technology; anti-ratén, dilucién 1:5000; anti-conejo, dilucién
1:2000) durante al menos 2 horas a temperatura ambiente. Se realizaron lavados con TBS-T y
TBS previamente al revelado, para el cual se empled el sustrato quimioluminiscente sensible de
Amersham™ ECL Prime Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare) o el sustrato de
sensibilidad estandar Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific™) en funcion
de los niveles de expresion proteica. Para la deteccion de las bandas se utilizé el equipo de
revelado para western blot Alliance Q9 Advanced (UVITEC). Una vez obtenidas las imagenes de
las bandas, la intensidad de estas se cuantifico con el software del propio sistema de deteccion.
Los valores de la -actina de cada muestra se emplearon para normalizar la expresion de GFP y
luciferasa.

3.6 Analisis estadistico

Los datos se muestran como la media aritmética + el error estandar de la media. Se analizaron
con el programa GraphPad Prism (v.8) y los grupos se compararon, dos a dos, mediante el test de
la t de Student, usando como grupo control el de menor edad. La significancia estadistica se
establecio en un valor de p<0,05 y los resultados del test estadistico se expresaron de la siguiente
manera: *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.
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4. Resultados y discusion

4.1. Deteccién de GFP en islotes mediante western blot: la expresion de GFP
aumenta con la edad.

Como se comentd en la Introduccidn, la deteccion de IRS2 en islotes mediante el uso de
anticuerpos es compleja debido al nivel de expresion, el tamafio de la proteina y la especificidad
de los anticuerpos. La generacion del modelo knock-in facilita en gran medida el estudio de IRS2
a través de la deteccion de las proteinas reporteras mediante diferentes técnicas. En una primera
aproximacién para corroborar el funcionamiento del modelo reportero, y con el fin de estudiar si
la expresion de IRS2 en islotes varia con la edad, se determind la expresion de GFP en islotes de
ratones hembra knock-in de 2, 12 y 18 meses mediante western blot. La proteina GFP tiene un
tamafo mucho menor que el de IRS2 (27 kDa y 185 kDa, respectivamente) y una secuencia
exogena al raton que hacen que su deteccion mediante western blot sea mas sencilla. Como puede
observarse en la Figura 8, se observé un aumento de la expresion de GFP con la edad, siendo
estadisticamente significativa la diferencia de expresién a los 12 y 18 meses con respecto a los 2
meses.
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Figura 8. Western blot de proteina de islotes de ratones hembra knock-in de 2, 12 y 18 meses. A) Fragmento
de la membrana con las bandas correspondientes a GFP y B-actina. B) Cuantificacion relativa de la
expresion de GFP.

Como era de esperar, la deteccion de GFP en los islotes concuerda con numerosos estudios
previos que determinan la expresion de IRS2 en islotes y que describen la participacion de esta
proteina en la mediacion de los efectos pleiotropicos de la insulina; la proliferacion y
funcionalidad de las células B, asi como en la mediacion de los efectos antiapoptdticos de IGF-1
(factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1) (Burks y White, 2001; Withers et al., 1999).
En cambio, el aumento de la expresion de GFP con la edad fue, en principio, sorprendente, puesto
gue el envejecimiento se asocia con un estado de resistencia a la insulina (Evans y Goldfine,
2013). No obstante, un aumento en la expresion de IRS2 podria ser un mecanismo compensatorio
frente a la resistencia a la insulina asociada al envejecimiento.

18



w)

S8C-A

SSC-A

(10%
150

(104

150

100

100

50

4.2. Andlisis de la proliferacion en células GFP+ y GFP- de islotes mediante
citometria de flujo: las células GFP+ proliferan menos que las células GFP-

Ademas de estudiar la expresion de IRS2 en islotes de ratones knock-in mediante western blot,
se analizé la proliferacion celular en los mismos mediante la deteccion de fluorescencia de
Hoechst y de GFP. En este sentido, como puede observarse en la Figura 9, la citometria de flujo
permitio estimar la proliferacion celular de forma diferencial en las poblaciones de células de
islotes que expresan o no GFP.
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Figura 9. Analisis de la proliferacion celular en células de islotes GFP+ y GFP- mediante citometria de
flujo en ratones wild-type y knock-in. A) Acotamiento de las poblaciones GFP- y GFP+. B) Histograma de
la sefial detectada de Hoechst en células de ratén wild-type. C) Representacion 2D de la sefial de GFP y
Hoechst en células de raton wild-type. D) Células GFP+ y GFP- de ratdn knock-in. E) Histograma de la
sefial detectada de Hoechst en células GFP- de raton knock-in. F) Histograma de la sefial detectada de
Hoechst en células GFP+ de ratdn knock-in. G) Representacién 2D de la sefial de GFP y Hoechst en células
de raton knock-in.

Interpretando la intensidad de sefial de Hoechst como la cantidad relativa de DNA por célula,
en laFigura 9 By E (células que no expresan GFP) pueden observarse dos picos en el histograma.
El primero de ellos, con una menor intensidad de Hoechst, corresponderia a la poblacién de
células en fase Go/G1, mientras que el segundo corresponderia a la poblacion celular en fase S/G..
Si se compara el tamafio de ambos picos, si bien existe un porcentaje de células considerable en
fase S/G,, se observa que la mayoria de las células se encuentran en fase Go/G: (Figura9 By E;
Figura 10). En cambio, si se observa el histograma de la sefial de Hoechst correspondiente a las
células GFP+ (Figura 9 F), puede apreciarse que el porcentaje de células en fase S/G, es mucho
menor. En los paneles 2D (Figura 9 C y G) se puede observar también claramente que las células
en fase S/G, (mitad derecha del panel) son, en su mayoria, negativas para GFP (cuadrante derecho
inferior).
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Figura 10. Representacién grafica de la proliferacion celular en células de islotes wild-type (WT) y knock-
in (KI) correspondiente a los datos de la Figura 9.

La deteccion de una mayor proporcién de células replicativas (en fase S/G,) en la poblacion
de células GFP- que en la poblacion GFP+ fue inesperado ya que una de las funciones descritas
de IRS2 es la proliferacion celular. A este respecto, Burks y White (2001) sugirieron que IRS2
regula la sefializacion mitogénica y que las rutas que media IRS2 son requeridas para el desarrollo
normal de las células beta pancreéticas. Asimismo, propusieron que la sefializacion mediada por
IGF-1/IRS2 regula el ciclo celular a través de Cdk4 (quinasa dependiente de ciclina 4), habiéndose
observado tras la delecion de Cdk4 una reduccion en la masa de las células beta comparable a la
obtenida en ratones carentes de IRS2 (Burks y White, 2001). Del mismo modo, Withers et al.
(1998) establecieron que las rutas de sefializacion dependientes de IRS2 pueden ser importantes
para las células que regulan las funciones proliferativas de los islotes (Withers et al., 1998).

No obstante, el hecho de que las células GFP+ sean menos replicativas podria ser indicador de
gue sean mas diferenciadas/maduras que las GFP-. Burks y White (2001) plantearon la hip6tesis
de que IRS2 regula un equilibrio entre la proliferacién de los islotes de Langerhans y su
diferenciacion. Se sabe que IRS2 esta involucrado en la proliferacion de las células INS-1 (linea
celular derivada de células beta) mediada por IGF-1, y que éste es una hormona reguladora de la
diferenciacion de diversos tipos celulares (Burks y White, 2001), por lo que es posible que IRS2
también esté implicado en mediar la funcion diferenciadora de IGF-1 en las células del pancreas
endocrino. También en este sentido, estudios previos han descrito la participacion de IRS2 en la
diferenciacion celular en otros tejidos. Los resultados reportados por Manzano-Nufiez et al.
(2019) sugieren que IRS2 estd implicado en la diferenciacion de los progenitores hepéticos.
Constataron que la insulina exdgena, la cual activa la ruta de sefializacion insulina/IRS2, es
necesaria para que los hepatocitos se diferencien. De hecho, la induccion de resistencia a la
insulina mediante el silenciamiento de IRS1, IRS2 o el receptor de insulina, dio lugar a una
diferenciacion de los hepatocitos alterada en presencia de insulina (Manzano-Nufez et al., 2019).
Del mismo modo, Griffeth et al. (2013) reportaron una expresion reducida de un factor de
transcripcion esencial en la diferenciacion de los testiculos (SOX-9, SRY-box transcription factor
9) en ratones carentes de IRS2. De forma analoga, resultaria plausible que IRS2 participe en la
diferenciacion de las células de los islotes pancreaticos.
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4.3. Deteccion de GFP en células de islote y separacion celular mediante FACS
(fluorescence-activated cell sorting) : puesta a punto de la técnica

Para poder llevar a cabo futuras determinaciones funcionales de expresion génica y proteica
con poblaciones GFP+ y GFP- de islotes, es necesario establecer previamente las condiciones
técnicas dptimas para dicha separacion celular mediante FACS (Fluorescence-Activated Cell
Sorting). Como puede observarse en la Figura 11, las poblaciones GFP+ y GFP- no estan
claramente diferenciadas debido a que, pese a ser imprescindible, la expresion de IRS2 en células
de islote es muy reducida. Se establecid la poblacion de células GFP- con células de ratén wild-
type (Figura 11 A) y se consideré como GFP+ toda célula con una sefial de GFP fuera de la zona
delimitada como GFP-.
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Figura 11. Estrategia de sorting establecida para la separacién de poblaciones GFP+ y GFP- en islotes de
raton knock-in. A) Determinacion de la poblacion GFP- con células de islote de raton wild-type. B)
Diagrama representativo de las poblaciones GFP- y GFP+ de células de islote de ratén hembra knock-in de
12 meses.

Con la estrategia de sorting descrita, se consiguieron separar las poblaciones GFP+y GFP- de
cuatro hembras knock-in de 12 meses. A pesar de que la proporcion de células GFP+ era similar
en todas ellas (aproximadamente de un 12%) y de que el nimero inicial de islotes fue también
similar en los cuatro ratones (unos 600 islotes), el rendimiento final de separacidon celular fue muy
variable. El rango de células GFP- obtenidas fue de 19.000 a 116.000 y el de células GFP+ de
3.000 a 18.000 células. Con estas celulas se determinara, mediante cuantificacion de la expresion
de GFP/luciferasa por western blot, si la estrategia de separacion celular es correcta o si, por el
contrario, serd necesario seguir ajustando las condiciones de separacion mediante FACS.

4.4. Deteccion de GFP y luciferasa en bazo mediante western blot: la expresion
de ambas proteinas reporteras aumenta con la edad.

Tal y como se ha indicado en la Introduccion, la expresion de IRS2 en el bazo ha sido
minimamente reportada hasta la fecha. No obstante, el grupo detect6 niveles elevados de actividad
de luciferasa en dicho érgano en estudios anteriores con el modelo murino reportero (Figura 6).
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Asi pues, y dado el alto rendimiento de proteina que se obtiene a partir del bazo, se decidio
estudiar la expresion de IRS2 mediante la deteccion de las proteinas reporteras. Mediante western
blot se pudo cuantificar la expresion de GFP y luciferasa en el bazo de hembras knock-in de 2, 12
y 18 meses.

Como se observa en la Figura 12, tanto la expresion de GFP como de luciferasa, y por tanto
de IRS2, aumentan con la edad, mostrando la misma tendencia que la expresién de GFP detectada
en islotes pancredticos (Figura 8). Analizando con mas detalle los niveles de expresion de GFP y
luciferasa, puede observarse gue la determinacion de GFP tiene una variabilidad minima (Figura
12 C) y que a los 12 y 18 meses la expresion es el doble que a los 2 meses. En la Figura 12 B se
observa un patrén similar, aunque la variabilidad para la deteccion de luciferasa es mayor. Dado
que cabria esperar una expresion equivalente para GFP y luciferasa, esto podria deberse a un peor
funcionamiento del anticuerpo anti-luciferasa. Otra posible explicacion es el tamafio muestral;
aumentando la N se esperaria ver una reduccion de la variabilidad y unos valores mas similares
entre GFP y luciferasa.
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Figura 12. Western blot de proteina de bazo de ratones hembra knock-in de 2, 12 y 18 meses. A) Fragmento
de la membrana con las bandas correspondientes a luciferasa, GFP y p-actina. B) Cuantificacion relativa
de la expresion de luciferasa. C) Cuantificacion relativa de la expresion de GFP.

Dada la expresion de GFP/luciferasa detectada en bazo y la carencia de informacion al respecto
en la literatura, seria interesante ahondar en la expresion de IRS2 en este tejido. En el futuro se
planean realizar determinaciones de inmunofluorescencia en cortes de tejido de bazo para

localizar en qué estructuras tisulares se expresan las proteinas reporteras y asi contribuir a
esclarecer la funcién de IRS2 en el bazo.
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5. Conclusiones

La caracterizacion del modelo murino reportero IRS2/luciferasa/GFP ha podido llevarse a
cabo mediante western blot y citometria de flujo. Concretamente, con los resultados obtenidos se
puede concluir que:

1.

Ambas proteinas reporteras insertadas en el raton pueden ser detectadas mediante el uso
de diversas técnicas.

La expresion de GFP, y por tanto de IRS2, aumenta con la edad en islotes de ratones
hembra knock-in.

Las células GFP-positivas de islotes, que expresan IRS2, presentan una menor tasa de
proliferacion que las células que no expresan IRS2.

La técnica FACS ofrece las caracteristicas técnicas necesarias para separar las células
GFP-positivas y GFP-negativas, aunque todavia hay que determinar las condiciones
técnicas éptimas.

La expresion de luciferasa y GFP, y por tanto de IRS2, aumenta con la edad en el bazo
de ratones hembra knock-in.

Considerando globalmente los resultados obtenidos, se propone ahondar en los mecanismos
celulares gobernados por IRS2 que intervienen en la diferenciacion y proliferacion de las células
de los islotes. Asimismo, resultaria interesante profundizar en el papel de IRS2 en el bazo, dada
la relativamente elevada expresion detectada y la escasa informacion de que se dispone en la
literatura cientifica sobre los mecanismos en los que IRS2 podria estar implicada en dicho 6rgano.
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