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Diminutos fragmentos genicos que modulan
la secrecion de insulina en las células beta

Proyecto financiado por la Fundacié La Caixa
y el Consejo Europeo de Investigacion (ERC)

Entender como un grupo de pequeios
fragmentos génicos recientemente identificado
en islotes pancreaticos regula el desarrollo

y funcion secretora de las células beta

podria abrir nuevas puertas para entender
mejor los mecanismos celulares alterados

en diabetes y para el desarrollo

de nuevos farmacos.

El splicing alternativo: ;cuantas caras tiene
un gen?

El Proyecto Genoma Humano revelé que
nuestro genoma contiene alrededor de
20.000 genes que codifican para proteinas;
algo sorprendente si tenemos en cuenta que
organismos biolégicamente menos comple-
jos como, por ejemplo, el gusano de tierra
(el Famoso nematodo C. elegans) tienen un
ndmero similar de genes. Una posible expli-
cacion para esta aparente paradoja (la falta
de correlacién entre complejidad biolégicay
nimero de genes) es la presencia de mdlti-
ples mecanismos moleculares que permiten
expandir exponencialmente la informacién
codificante. Es decir, incrementar la capaci-
dad para codificar distintas proteinas a partir
de un nimero fijo de genes en el genoma.
Uno de los mecanismos mds importantes es
el splicing alternativo del ARN, un proceso
que permite a un Unico gen generar multi-
ples proteinas con propiedades o funciones
diferentes simplemente combinando las pie-
zas de las que estan formadas los genes.

Los genes eucariotas estan organizados en
piezas alternas compuestas por exones, que
son las partes codificantes, e intrones, que
son no codificantes. Después de la transcrip-
cién génica de ADN a ARN, las moléculas de
ARN sufren un proceso de corte y empalme
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» en el que los intrones son eliminados y los
exones re-ensamblados consecutivamen-
te para formar una cadena madura de ARN
mensajero que dard lugar a la proteina. Este
es el proceso que conocemos como splicing.

; QUE VENTAJAS PUEDEN SACAR
LAS CELULAS A CAMBIO DE TENER
QUE REALIZAR ESTE COSTOSO

E INTRINCADO PROCESO?

Una ventaja fundamental es que les permi-
te generar multitud de variantes proteicas a
partir de un mismo gen. Aunque la mayoria
de los exones de un gen acostumbran a ser
de uso obligatorio para producir una protei-
na funcional, otros son optativos o “alterna-
tivos”, con lo que pueden o no incluirse en
la cadena de ARN que posteriormente se
utilizara para generar las proteinas. Jugando
con los exones que pueden o no incluirse en
el transcrito, las células pueden generar infi-
nidad de combinaciones de ARN y producir
asi protefnas con secuencias aminoacidicas
diferentes. Estas variantes proteicas genera-
das a partir del mismo gen a menudo presen-
tan importantes diferencias entre si, tanto a
nivel de propiedades bioquimicas como de
su papel en la biologia celular. Este proceso
especial de splicing se conoce como “splicing
alternativo”, y entender cémo las células del
pancreas, en concreto, usan este proceso y
qué puede ocurrir cuando no funciona bien,
es uno de los principales objetivos de nues-
tra investigacion.

IMPACTO DEL SPLICING ALTERNATIVO
SOBRE LA FUNCION CELULAR

Multitud de estudios publicados durante los
Gltimos afios han demostrado que el splicing
alternativo ocurre en la mayoria de los genes
humanos y juega un papel esencial en infi-
nidad de procesos bioldgicos (1). Sabemos
que contribuye al desarrollo embrionario y
fisiologia de los tejidos y que estd implica-
do en multiples patologias tales como car-
diopatias, distrofias musculares, trastornos
neuropsiquidtricos o cancer (2). Ademads, se
estima que un tercio de las mutaciones pa-
toldgicas afectan al patrén de splicing de los
genes en que se encuentran.

Una peculiaridad de una parte sustancial del
splicing alternativo es que se produce sélo
en tipos celulares o tejidos concretos y esta
a menudo asociado a alguna de las funcio-

nes especializadas de estas células. Tal es el
caso del sistema nervioso, que presenta las
proporciones mas altas de splicing alternati-
vo propio, contribuyendo asf a la compleji-
dad celular y funcional del cerebro. En mu-
chos casos, este tipo de splicing alternativo
especifico de un tejido concreto se genera
porque depende de unas pocas proteinas
que controlan el proceso (llamados “facto-
res de splicing’ o “reguladores de splicing”)
que solo se producen en ese tejido. Estos
reguladores funcionan de un modo muy
sencillo: imaginemos unas luces de navidad
que se encienden al apretar el interruptor.
Ese interruptor serfa el reguladory las luces
los exones alternativos que controla. Sin ac-
tivar elinterruptor (el regulador), los exones
no aparecerdn en los ARNs maduros de sus
respectivos genes. Al activarlo, todos esos
exones se encenderdn y formaran parte de
las proteinas que se generen en las células
que tengan el regulador activado (ej. las
neuronas).

Un ejemplo paradigmdtico de splicing es-
pecifico de un tipo celular concreto son los
microexones. Como su nombre indica, éstos
son exones alternativos (es decir, secuencias
que pueden incluirse o no en el ARN) extre-
madamente pequedos. Si un exén medio tie-
ne 150 nucleétidos (las letras que componen
la informacién genética), los microexones
tienen entre 3y 27 letras. Si los compara-
mos con las palabras de un texto, serian pa-
labras como “y”, “no”, etc. Y, como en esos
ejemplos, esas palabras pueden tener gran
relevancia para el significado de una frase (el
ARN Yy la proteina).

; QUE MAS CARACTERISTICAS
HACEN A LOS MICROEXONES
ESPECIALES, ADEMAS DE SU TAMANO?

Una de las mas importantes es que, cuando
los descubrimos, la mayoria solo aparecian
en las neuronas (3). Y esto era debido a que
en las neuronas hay un par de interruptores
que estdn activos solo en este tipo celular:
los genes SRRM3 'y SRRM4. Ademas, las par-
tes de las proteinas a las que afectan los
microexones son a menudo las partes fun-
cionales de éstas. Asimismo, cuando estudia-
mos su evolucién, vimos que la mayoria de
los microexones estdn también presentes
en peces y tiburones, es decir, mantenidos
por seleccién natural por cientos de millones

de afos. Estos datos, junto con otras pecu- »
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SE HA 0BSERVADO
QUE LAS PERSONAS
CON TRASTORNOS DEL
ESPECTRO AUTISTA
PRESENTAN A MENUDO
ALTERACIONES EN LA
EXPRESION DE SRRM4
Y EN LA INCLUSION

DE LOS MICROEXONES

EN EL CEREBRO

» liaridades, sugieren que los microexo-
nes tienen vital importancia bioldgica.
Consecuentemente, muchos estudios
experimentales posteriores han demos-
trado que una mala regulacién de los
microexones (por laincorrecta activacién
de SRRM3 y/o SRRM4) en ratones provo-
ca alteraciones neuronales severas, tales
como defectos en el desarrollo neuronal,
la estratificacion del cértex cerebral o la
transmision sindptica (4, 5). Asimismo, se
ha observado que las personas con tras-
tornos del espectro autista presentan a
menudo alteraciones en la expresion de
SRRM4 y en la inclusién de los microexo-
nes en el cerebro. Varios modelos de ra-
tén han demostrado que la alteracién de
SRRM4 (6) o, incluso, la ausencia de un
solo microexon (7), son suficientes para
recapitular numerosas caracteristicas cli-
nicas del autismo, apoyando asf la impli-
cacién de los microexones en la fisiopa-
tologia de este trastorno.

LOS MICROEXONES Y EL SPLICING
ALTERNATIVOEN ISLOTES
PANCREATICOS

El splicing alternativo en islotes pancreé-
ticos ha sido mucho menos estudiado
en comparaciéon con otros tejidos. No
obstante, estudios recientes han reve-
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lado que las células endocrinas del pan-
creas producen ciertos reguladores de
splicing previamente identificados sola-
mente en neuronas (8), y ambos tejidos
comparten un gran nimero de exones
alternativos que no se incluyen en otros
tipos celulares o tejidos (9). Este hecho
puede parecer sorprendente, conside-
rando que neuronas y células pancreati-
cas tienen distinto origen embriolégico.
Sin embargo, sabemos que neuronas y
células endocrinas comparten multiples
similitudes que van desde una regula-
cién gendémica parecida hasta una fisio-
logia andloga (10). De hecho, las células
beta liberan insulina usando una maqui-
naria secretora que en muchos aspectos
se asemeja a la usada en neuronas para
la liberacién de neurotransmisores. Las
neuronas son evolutivamente mas anti-
guas que las células endocrinas pancrea-
ticas, y en muchos invertebrados son
neuronas las células que producen insu-
lina y regulan los niveles circulantes de
glucosa. Todo esto sugiere que las célu-
las de los islotes evolucionaron a células
especializadas en la secrecién hormonal
en parte gracias a la asimilacion de pro-
gramas genéticos neuronales.

En linea con esta hipdtesis, nuestro gru-
po ha descubierto que casi la mitad de
los microexones que se consideraban
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exclusivos de las neuronas también estan
presentes en los islotes (9). En concreto,
se han descrito unos 250 microexones
en neuronas, mientras que en islotes
hay algo mas de 100 de esos 250. Y esto
es gracias a que los islotes también ex-
presan SRRM3, el interruptor de los mi-
croexones neuronales, aungue a menor
nivel. Curiosamente, estos microexones
compartidos se encuentran en muchos
casos en genes implicados tanto en la
secrecién de insulina (en islotes) como
de neurotransmisores (en neuronas), su-
giriendo que estan generando proteinas
especialmente optimizadas para esas
funciones secretoras complejas com-
partidas. Ademads, varios de estos genes
con microexones en los islotes habian
sido previamente asociados al riesgo de
padecer diabetes, lo que sugiere en su
conjunto que tienen un papel relevante
en células beta y en el metabolismo de
la glucosa.

En concordancia con esta hipdtesis, la
delecién de SRRM3 o la manipulacién del
splicing de algunos microexones indivi-
duamente altera la secrecién de insulina
tanto en lineas de célula beta humanas
como en islotes primarios de ratén (9).
Ademas, ratones portadores de muta-
ciones en SRRM3 presentan alteraciones
en el desarrollo y funcién de los islotes 3
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LAS VARIANTES DE SPLICING ESPECIFICAS DE CELULA BETA, DETECTADAS
YA SEA EN SUERO O MEDIANTE TECNICAS NO INVASIVAS DE IMAGEN,
PODRIAN CONSTITUIR BIOMARCADORES IDEALES PARA MONITORIZAR LAS CELULAS
BETA DURANTE LA PROGRESION DE LA DIABETES DE TIPO 1

» (9). Estos ratones presentan alteraciones
en la arquitectura y composicién celular
de los islotes, con un aumento de célu-
las alfa y de células beta inmaduras. Asi-
mismo, las células beta de estos ratones
presentan una secrecién de insulina en
respuesta a niveles altos de glucosa y
aminodcidos anémalamente alta. Con-
juntamente, estos defectos provocan
que estos ratones presenten un mal con-
trol glucémico, caracterizado por niveles
constantemente elevados de insulina en
sangre e hipoglucemia persistente, en
linea con un trastorno metabélico relati-
vamente raro conocido como hiperinsuli-
nemia congénita.

Aungue hasta el momento no se han
identificado mutaciones en SRRM3 aso-
ciadas a hiperinsulinemia congénita en
humanos, mdltiples evidencias sugieren
que los microexones podrian tener un
papel relevante en el metabolismo de la
glucosay en la patofisiologia de la diabe-
tes (9). Por un lado, hemos identificado
variantes genéticas en SRRM3 asociadas
a niveles altos de glucosa en sangre y
riesgo de padecer diabetes. Y, por otro

lado, hemos observado que los islotes
de pacientes con diabetes presentan una
reduccién generalizada de la inclusién de
microexones.

En conjunto, estos datos sugieren que
los cambios en la actividad del progra-
ma pancredtico de microexones podrian
afectar a la funcién de los islotes y al
correcto control glucémico, contribu-
yendo asi a la predisposicién a padecer
diabetes.

MANIPULACION DEL SPLICING
ALTERNATIVO CON FINES
TERAPEUTICOS

Aungue queda un largo camino para
entender como el splicing alternativo,
y en concreto los microexones, afectan
funciones moleculares y celulares bési-
cas para la célula beta y el control glu-
cémico, el estudio del splicing alternativo
podria abrir nuevas puertas en el campo
de la diabetes. Actualmente existe un
amplio abanico de estrategias para ma-
nipular el splicing con fines terapéuticos

para multitud de patologias humanas, y
algunas de ellas ya disponen de farma-
cos moduladores de splicing aprobados
para uso clinico.

Los microexones, al tener una alta espe-
cificidad enislotesy unrolrelevante enla
secrecién de insulina, podrian represen-
tar una diana terapéutica para tratar la
disfuncionalidad de las células beta que
ocurre en la diabetes de tipo 2.

Por otro lado, la especificidad tisular del
splicing alternativo también podria ser
explotada con finalidades diagnédsticas.
En la diabetes de tipo 1, las células beta
son atacadas y destruidas por el sistema
inmune. Con el fin de identificar terapias
eficaces en el control del ataque inmune,
es crucial identificar biomarcadores que
reflejen el estado o pérdida de células
beta. Las variantes de splicing especifi-
cas de célula beta, detectadas ya sea en
suero o mediante técnicas no invasivas
de imagen, podrian constituir biomarca-
dores ideales para monitorizar las células
beta durante la progresién de la diabetes
detipo1.D
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