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PRESENTACIO | OBJECTIUS

L’obesitat es caracteritza per una acumulacié d’acids grassos en el teixit adipés, donant
lloc a multiples problemes de salut (Frihbeck and Gémez-Ambrosi 2003; Medina-Gomez and
Vidal-Puig 2005; Slawik and Vidal-Puig 2006). Sabem que és deguda a un desequilibri entre la
ingesta i el gast energétic, i que és la causa principal de resisténcia a insulina i diabetis tipus 2,
pero, quins canvis es donen en I'organisme per donar lloc a aquesta patologia? Considerant que
la incidéncia d’obesitat i els desordres relacionats estan augmentant fins a indexs pandemics a
nivell mundial, s’estan centrant grans esforcos per coneixer els mecanismes moleculars de

control de la ingesta i el balang energeétic.

Els animals obtenim I'energia necessaria per al funcionament dels organs a partir dels
nutrients que ingerim en la dieta, essent els dos grans generadors d’energia la glucosa i els acids
grassos. Després d'un apat, una part dels nutrients s'utilitzen directament per a la produccio
d’energia, i I'altra part és emmagatzemada en forma de glucogen i triglicerids per quan hi hagi
una manca de substrats energétics en sang. En una situacié en qué I'aport exogen de nutrients
es trobi disminuit (dejuni) o en qué els requeriments energetics estiguin augmentats (exercici
fisic), 'energia s’obté d’aquests diposits, i teixits com el teixit adipos blanc i el fetge alliberen
glucosa, cossos cetonics i acids grassos lliures al torrent sanguini per al manteniment del
funcionament de 'organisme. El risc a sobrepes i obesitat apareix quan, de forma prolongada,
I'aport de nutrients és major al gast energétic, o bé no s’allibera suficient energia dels diposits

quan aquesta és requerida.

Davant la demanda energética, els teixits poden seleccionar entre els diferents substrats
disponibles, depenent de les condicions metabdliques especifiques. L’enzim Carnitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT1) permet I'entrada dels acids grassos de cadena llarga a la matriu
mitocondrial per tal de ser degradats i utilitzats aixi com a substrat energétic. EI malonil-CoA,
primer intermediari en la sintesi d’acids grassos, és un inhibidor al-lostéric de CPT1, fet que
permet una regulacio coordinada entre la sintesi i 'oxidacié d’acids grassos en un mateix teixit,
evitant aixi que es donin ambdds processos alhora. Una inhibicié especifica de CPT1, doncs, és
una bona aproximaci6é farmacologica per al tractament de desordres metabolics que impliquin

acumulacioé d’acids grassos i resistencia a insulina, com la diabetis tipus 2 i I'obesitat.



La present tesi doctoral s’ha centrat en l'estudi de la regulacié per malonil-CoA dels
isotips hepatic (CPT1A) i muscular (CPT1B) de CPT1, aixi com en l'estudi de lisotip més
recentment descrit de la proteina d’expressio en cervell, CPT1C. Concretament, els objectius

d’aquest treball han estat:

1. Analitzar quin efecte exerceix la regié aminoterminal dels enzims CPT1A i CPT1B sobre la

regulacié per l'inhibidor fisiologic, malonil-CoA.

2. Construir un model tridimensional de la proteina CPT1B humana, que expliqui les diferéncies

de comportament cinétic que presenta respecte la CPT1A.

3. Estudiar la regulacié transcripcional del gen CPT1C huma, aixi com la funci6 de la proteina.
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|. METABOLISME DELS ACIDS GRASSOS

Els lipids, principalment en forma de triglicerids (TG), constitueixen entre un 5 i un 25%
del pes corporal dels mamifers, acumulats majorment en el teixit adipds. Sén el major diposit
d’energia metabolica, principalment per teixits com el muscul i el fetge, I'oxidacio del qual
proporciona 2.25 vegades més energia calorica que del glicogen o dipdsits proteics. A més a
més, els lipids participen d’altres processos tan importants per I'organisme com sén la formacio

de membranes cel-lulars, hormones, vitamines, aillants térmics i reguladors metabolics.

Els TG procedents de la dieta no poden ser absorbits per lintesti, per aixd son
hidrolitzats per accio6 de lipases especifiques del tub digestiu, alliberant una molécula de glicerol i
tres acids grassos, un procés conegut com lipolisi. Una petita porcié d’aquests acids grassos és
capag de circular lliurement pel torrent sanguini (FFA, free fatty acids), perd degut a la seva
naturalesa hidrofobica, sén molécules insolubles en un medi aqués. Aixi, cal que siguin
complexats a albumina, o bé esterificats de nou al glicerol, formant TG que seran empaquetats
en particules lipoproteiques per al seu transport, com poden ser els quilomicrons. Per accié de la
lipoproteina lipasa (LPL), associada a cél-lules endotelials dels capil-lars, els acids grassos (FA)

seran novament alliberats permetent la seva captacio per part dels teixits (Figura I.1).

TAG in
u@\ chylomicrons
—
p 4

o
@. O-0o
DNL
5 K
NEFA -
N\ 00
Oxidation TAG)/' 0 TAGin Capillary

VLDL wall

Figura 1.1. Esquema resum del transit de FFA i TG en I'organisme. TAG, triglicérids; NEFA,
acids grassos lliures; LPL, lipoproteina lipases; VLDL, lipoproteina de molt baixa densitat; DNL,
lipogénesi de novo; LDLR, receptor d'LDLs, lipoproteina de baixa densitat. Extret de (Macfarlane,
Forbes et al. 2008).
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En el cas dels acids grassos de cadena curta o mitja (de 4 a 12 carbonis) la difusié a
través dels enterocits es déna de forma passiva, aixi que sén absorbits directament del tub

digestiu al torrent sanguini, per on circulen lliurement com la resta de nutrients.

Com s’observa a la figura I.1, en el teixit adipds els FFA sén principalment reesterificats i
emmagatzemats com a TG en el citoplasma, agrupats en gotes lipidiques, formant un gran globul
que pot arribar a ocupar gairebé tot el volum cel-lular. Alternativament, teixits com el fetge o el
muscul empren els FFA circulants principalment com a substrat energetic, tot i que també

reserven petits dipdsits en forma de TG.

En situacions d'estrés metabolic (dejuni o exercici fisic), hormones com el glucagé i
I'adrenalina activen la lipasa sensible a hormona (HSL) del teixit adipos alliberant FFA al torrent
sanguini, (Stamp 1966; Berg, Tymoczko et al. 2007), per tal que puguin ser utilitzats com a
combustible energétic per la resta de teixits. La insulina, que en situacions de dejuni prolongat es
troba en molt baixos nivells en sang, inhibeix aquest procés. En el fetge, una part d’aquests FA
seran re-esterificats a TG i secretats al torrent sanguini en forma de lipoproteines de molt baixa
densitat (VLDL), o bé parcialment R-oxidats en el mitocondri donant lloc a acetil-CoA. Aquest
acetil-CoA sera utilitzat per a la sintesi de cossos cetonics, que seran també alliberats a la sang
com a recurs energetic per a teixits com el cervell (Kersten, Seydoux et al. 1999). Aixi, la lipolisi
és un proces que permet tant la mobilitzacié de FA des dels seus diposits, com la seva oxidaci6
per a 'obtenci6 d’energia.

Figura 1.2. Desti metabolic de I'acetil-
CoA cel-lular. La glucosa, les proteines i Glucosa / proteines

els acids grassos (FA) sbn oxidats per

produir acetil-CoA. Aquest acetil-CoA es Colesterol
pot incorporar, a continuacio, al cicle de S \

Krebs i a la fosforilacid oxidativa, DNL

generant energia en forma d'ATP en Aceti-CoA . { FA/TG
teixits com el miscul. En teixits com el Ciclede B-oxidacié

fetge, l'acetil-CoA de la B-oxidacid pot — Krebs
utilitzar-se en la cetogénesi per produir LT

cossos cetonics. La sintesi de colesterol

aixi com de components de membrana és

un desti comu de I'acetil-CoA en tots els

teixits.

Cossos cetonics

La lipogénesi o sintesi de novo (DNL, De novo lipogenesis) que es dona en teixits com
el teixit adipos o el fetge és una altra font de FA en el torrent sanguini. L'etapa limitant d’aquest

procés és la sintesi de malonil-CoA a partir d’acetil-CoA, reacci6 catalitzada per 'ACC (Acetyl-
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CoA carboxylase). Posteriorment, el complex citosolic enzimatic FAS (Fatty acid synthase),
condensara malonil-CoA i acetil-CoA per a la sintesi de FA de cadena llarga saturada.
Contrariament a la lipdlisi, la insulina activa aquest procés, mentre que I'adrenalina, el glucagé i
els propis FFA l'inhibeixen (Hillgartner, Salati et al. 1995). Recentment, s’ha relacionat la DNL

amb el control fisiologic de la ingesta (Lopez, Lage et al. 2008).

1. Oxidacio dels acids grassos

La degradacio dels acids grassos és essencial en situacions amb elevada demanda
energética com el dejuni o I'exercici fisic quan, a més a més, I'organisme no consumeix glucosa
principalment procurant mantenir-ne uns nivells basals per la utilitzacié per teixits com el cervell.
Representen el major substrat metabolic del cos huma, ja que es troben acumulats en forma

anhidra al teixit adipos, amb una densitat energética superior a la glucosa.

1.1. Alliberament dels acids grassos

El primer pas que es déna en l'oxidacio dels FA és la hidrolisi de TG per les lipases
(lipolisi), ja sigui en el mateix tub digestiu com en el teixit adipos, amb el posterior alliberament de
FA al torrent sanguini. Una porcié molt petita circulen lliurement (FFA), tot i que la gran majoria
circulen complexats a I'albumina, que disposa de tres llocs d’'unié d’alta afinitat als FA (Spector
1986). Aixi, la disponibilitat dels llocs d’uni6 a I'albumina és un factor limitant del transport de FA
a la resta de teixits. De tota manera, es coneix que el turnover dels acids grasssos en sang és
molt elevat, de manera que el procés de sortida, transport i entrada als texits és un procés molt
rapid (Pownall and Hamilton 2003).

1.2. Entrada al citosol cellular i activacio a acils-CoA

Els acids grassos de cadena llarga (LCFA, més de 12 atoms de carboni) no poden
travessar la membrana citoplasmatica per difusio passiva, sind que el principal sistema d’entrada
al citoplasma cel-lular és a través de transportadors especifics. El sistema de transport dels FA a
linterior cellular és un procés altament regulat, que es dona per dos mecanismes diferents: un
transport directe a través de la membrana, mediat pels transportadors FAT/CD36 (Fatty acid
translocase) i FABPpm (Fatty acid binding protein membrane bound), i un transport acoblat a
I'esterificaci6 amb un CoA, mediat en aquest cas pel transportador FATP (Fatty acid transport
protein) juntament amb la FACS (Fatty acyl-CoA synthetase) [revisat per (Kalant and Cianflone
2004)].
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La FAT/CD36 és una proteina unida a la membrana plasmatica de la familia dels
receptors scavengers (Abumrad, el-Maghrabi et al. 1993; Harmon and Abumrad 1993). Es coneix
que pot unir-se a diferents tipus de molécules a part dels FA, i que facilita la transducci6 de
senyals responsables de I'activacié d’enzims que catalitzen la conversié de I'acid araquidonic a
diferents metabolits bioactius (Abumrad, Harmon et al. 1998). Recentment, s’ha demostrat que
FAT/CD36 no es troba en contacte amb CPT1 en els contact sites (CS, Introduccio, apartat
[1.4.3), com s’havia considerat anteriorment, sind a la membrana mitocondrial externa, amb un
possible rol regulador de la FACS, contribuint al transport dels LCFA a la matriu mitocondrial
(Smith, Jain et al. 2011).

La FABPqp és idéntica a I'aspartat amino transferasa mitocondrial (mAspAT) i la seva
expressid es correlaciona amb la captacid d’oleic, que pot ser selectivament inhibida amb
anticossos contra la proteina (Stremmel, Lotz et al. 1985; Stremmel and Theilmann 1986; Berk
1996).

L’any 1994 es van identificar dues proteines, FATP i FACS, capaces d’augmentar
I'acumulacié intracel-lular de FA (Schaffer and Lodish 1994). Amb el temps s’han identificat fins a
sis isoformes diferents de FATP (enumerades de la 1 a la 6). Es coneix que FATP1 és una
proteina integral de membrana, que té un paper fonamental en el transport dels LCFA a través
de la membrana citoplasmatica i en I'activacio dels VLCFA a acils-CoA (Hirsch, Stahl et al. 1998).

La FACS, que pertany a la gran familia de proteines ATP-AMP binding proteins, juga un
paper també crucial en el transport i activacié dels FA. De fet, s’ha observat un efecte sinérgic
amb la FATP en la captacié dels LCFA, co-localitzant ambdues proteines a la membrana
plasmatica (Gargiulo, Stuhlsatz-Krouper et al. 1999), i s’ha vist que la propia FATP1 té activitat
FACS (Hall, Smith et al. 2003). El fet que es pogués mesurar la seva activitat tant en extractes de
membrana com en extractes solubles de bacteri, suggeri que I'enzim es mou entre el citosol i la
membrana citoplasmatica per facilitar I'esterificacié dels FA exdgens al Coenzim A (Overath,
Pauli et al. 1969). Posteriorment, perd, es van descriure diferents FACS associades a
mitocondris de mamifers, segons la longitud de la cadena carbonada del FA que reconeixen.
Aixi, les FACS per FA de cadena curta (SCFA) i mita (MCFA), es localitzen a la matriu
mitocondrial i el mateix enzim per als LCFA sembla ser una proteina transmembrana associada a
la membrana mitocondrial externa amb, com a minim, el domini d'unié a CoA citosolic (Eaton,

Bartlett et al. 1996). S’ha suggerit que la formaci6 d'acils-CoA evitaria la sortida dels LCFA de la
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cél-lula i alhora, disminuiria la concentracio intracel-lular de FFA, creant un gradient extra-

intracel-lular que afavoriria I'entrada d’aquests (Black and DiRusso 2003).

1.3. Distribuci6 intracel-lular

Un cop a l'interior cellular, segons el teixit i I'estat metabdlic de I'animal, aquests acils-
CoA poden derivar-se cap a 'oxidacio, la cetogénesi, I'esterificacio a colesterol i esfingolipids o la
sintesi de TG, fosfolipids, ceramides, diacilglicerol i acid araquidonic, aixi com actuar de
reguladors de I'expressio genica en el nucli (McGarry and Foster 1980; Zammit 1984; Prentki and
Corkey 1996; Faergeman, Black et al. 2001).

Com s’observa a la figura 1.3, els FA sén distribuits mitjancant les FABP (Fatty-acid
binding protein), que els confereixen solubilitat i faciliten el transport des de la membrana
citoplasmatica cap als diferents organuls on es donen els seus diferents destins metabalics. Aixi,
i donat que tant els FA, com els seus derivats lipidics, tenen una influéncia directa o indirecta en
diferents processos cel-lulars, la correcta funcionalitat de les FABP té un paper important en
modular totes aquestes funcions [revisat per (Zimmerman and Veerkamp 2002)].
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1.4. Entrada a la matriu mitocondrial

La R-oxidaci6 dels FA té lloc principalment a la matriu mitocondrial. Els SCFA i MCFA
poden travessar la membrana per difusié passiva i sén activats a acils-CoA a la propia matriu
mitocondrial abans de la seva oxidacid. Contrariament, els LCFA, necessiten, un cop activats i
convertits en acils-CoA, d'un sistema de transport que els permeti travessar la membrana

mitocondrial, que els és impermeable. El sistema transportador és un complex enzimatic
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anomenat Carnitina palmitoiltransferasa (CPT), que estudiarem en profunditat a I'apartat Il

d’aquesta Introduccid.

1.5. Oxidacid a acetil-CoA

La B-oxidacié dels FA de cadena lineal és el principal procés productor d’energia, tot i
que no és I'tnic. Alguns FA, com els de cadena impar, ramificada o els insaturats requereixen,
per a la seva oxidacio, modificacions de la B-oxidacié o rutes metabdliques diferents, com poden
ser I'a-oxidacié (Casteels, Foulon et al. 2003), I'w-oxidacié (Wanders, Komen et al. 2011) o
I'oxidaci6 peroxisomica (Wanders 2004). En aquesta linia, altres organuls com els peroxisomes o
el reticle endoplasmatic poden també captar els acils-CoA citosdlics i obtenir-ne acetil-carnitines
o altres metabolits de rutes diferents a la -oxidacid, com son la sintesi de TG o el manteniment
del pool d'acetil-CoA de la cél-lula. Aixi, s’ha postulat que els acids grassos de cadena més
llarga, abans d'incorporar-se a la R-oxidacié mitocondrial, sén degradats als peroxisomes per

accio de la COT (Carnitina octanoiltransferasa) fins a octanoil-CoA.

Aqui ens centrarem a detallar només els processos que tenen lloc durant la B-oxidacio

mitocondrial, un cop els FA es troben activats a acils-CoA.

En la B-oxidacié mitocondrial, un acil-CoA saturat es degrada mitjangant una sequéncia
repetitiva de quatre reaccions: oxidacio lligada a FAD, hidratacio, oxidacio lligada a NAD* i tiolisi
per CoA. Aixi, es van eliminant seqUencialment unitats de dos atoms de carboni des de I'extrem
carboxil de I'acil-CoA generant-se FADH2, NADH i acetil-CoA, que s’incorpora al cicle de Krebs
per continuar la seva oxidacio fins a CO>. El procés rep aquest nom perqué és el carboni C3=(

del FA el que s’oxida, originant un cetoacid previ al trencament de I'enllag C2-C3 de I'acil-CoA.

Com s’observa a la figura 1.4, la primera reacci6 en cada cicle de degradacié és
catalitzada per I'acil-CoA deshidrogenasa, donant lloc a un enoil-CoA amb un doble enllag trans
entre els carbonis C2 i C3. Existeixen diferents enzims per cada pas de la via, que es diferencien
en I'especificitat per la llargada de la cadena hidrocarbonada del FA. Aixi, s’han descrit la SCAD
(short-chain acyl-CoA dehydrogenase), la MCAD (medium-chain acyl-CoA dehydrogenase) i la
LCAD (long-chain acyl-CoA dehydrogenase), tots tres enzims situats a la matriu mitocondrial
(Thorpe and Kim 1995), i la VLCAD (very long-chain acyl-CoA dehydrogenase), situat a la
membrana mitocondrial interna (lzai, Uchida et al. 1992). Cadascun d’aquests enzims catalitza la
formacié de 2-enoil-CoA corresponent a I'éster saturat del FA.

10
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La seguent etapa és la hidratacio del doble enllag trans entre C2 i C3 i és catalitzada per
la 2-enoil-CoA hidratasa, generant L-3-Hidroxiacil-CoA. De nou una deshidrogenasa (L-3-
Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa) realitzara la segona oxidaci6 del procés, que converteix el grup
C3 en un grup ceto tot generant NADH. Finalment, una cetoacil-CoA tiolasa (R-cetotiolasa)
s’encarrega d’escindir una molécula d’acetil-CoA de I'acil-CoA, ara amb dos carbonis menys que

a l'inici del procés.

Saturated acyl-CoA
R.CH,CH,CO-5-CoA -

ETF:Q0 leygfogenases
Figura I.4. Enzims de la B-oxidacié mitocondrial.
El procés de B-oxidacié consta de quatre reaccions

2-Enoyl-CoA

R.CH=CHCO-S-CoA enzimatiques catalitzades per: 1.- Acil-CoA

deshidrogenasa, 2.- 2-Enoil-CoA hidratasa, 3.- 3-

2 Enoyl -CoA Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa i 4.- 3-Oxoacil-CoA
hydra Ses . . .

tiolasa. Aquestes reaccions es repeteixen

ciclicament, escurgant cada vegada en dos

%?ﬂ%ﬁ%&cg'ﬁ?& carbonis I'acil-CoA i proporcionant una molécula

OH d’acetil-CoA al cicle de Krebs. Exiret de (Eaton,

NAD* Bartlett et al. 1996).

3- Hydruxyacyl -CoA

Complex | dehyd rogenases

3-Oxoacyl-CoA
R. ﬁCH CO-S-CoA

o]
3- Oxoacyl -CoA
th|olases
Acetyl-CoA
CH C -S-CoA

Saturated acyl -CoA

Mentre hi hagi els reactius necessaris de cada reaccid, I'acil-CoA escurgat anira
experimentant cicles d’oxidacio6 fins degradar-se completament a acetil-CoA. Aixi, per exemple,
I'oxidacio completa del palmitoil-CoA (16 atoms de carboni) requereix set cicles de reaccid,
alliberant 2 molécules d’acetil-CoA en I'Ultim cicle, per tant, 8 molecules en total. L'energia en
forma d’ATP obtinguda prové, doncs, de l'oxidacié per la cadena respiratoria de les molécules de
NADH i FADH: formades i, en cas que l'acetil-CoA s’hi incorpori, de I'energia obtinguda al
degradar-se pel cicle de Krebs. En teixits com el fetge i en condicions de manca de substrats
metabolics, el principal desti de I'acetil-CoA format en la R-oxidacié és la cetogénesi.

11
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II. SISTEMA CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA

El sistema Carnitina palmitoiltransferasa (CPT) regula la translocacié dels acids grassos
de cadena llarga a través de la membrana mitocondrial per tal de ser oxidats. Alteracions en la
funcionalitat d’aquest sistema enzimatic tenen efectes simultanis en el metabolisme dels acids
grassos i la glucosa. Per aquest motiu, s’ha proposat el sistema CPT com una diana
farmacologica per al tractament de malalties com l'obesitat i la diabetis tipus 2, caracteritzades

per una resisténcia a insulina periferica i una desregulacié del metabolisme lipidic.

A diferéncia dels SCFA i els MCFA, els LCFA no poden travessar la membrana
mitocondrial per difusié passiva, sind que requereixen un sistema de transport especific: el
sistema CPT. Aquest sistema esta format per tres enzims: la Carnitina Palmitoiltransferasa 1
(CPT1), que catalitza la reaccié de transesterificacié d'acils-CoA a acilcarnitina (Introduccid,
apartat Ill); la Carnitina Acilcarnitina Translocasa (CACT), que intercanvia molecules
d’acilcarnitina per carnitina lliure a través de la membrana mitocondrial interna; i la Carnitina
Palmitoiltransferasa 2 (CPT2), que catalitza la reaccié inversa a la CPT1, alliberant una molecula

de carnitina lliure, i I'acil-CoA resultant a la matriu mitocondrial per tal de ser R-oxidat (Figura 1.5).

Carnitine
Acyl-CoA
CoA
@ ) ) Figura 1.5. Entrada dels FA al mitocondri
\ O“‘i::’n;‘t?r‘i‘;"d"a' facilitada pel sistema CPT. La B-oxidacio
mitocondrial s'inicia amb l'entrada dels LCFA
activats (acils-CoA) a la matriu mitocondrial pel
Acylcarnitine sistema Carnitina palmitoiltransferasa, que inclou
els enzims: CPT1 (carnitina palmitoiltransferasa
Inner mitochondrial 1), CACT (carnitina acilcarnitina translocasa) i
membrane CPT2 (carnitina palmitoiltransferasa 2). Extret de

(Rufer, Thoma et al. 2009).

Carnitine
Acyl-CoA — [3-oxidation

La CPT1 és I'enzim clau de la via, és a dir, el rendiment de R-oxidacié de la cél-lula
depén de la seva funcionalitat, essent la inhibicié de I'activitat CPT1 per malonil-CoA el principal
punt de regulacio del sistema (Introduccio, apartat 11.4.4). Donat que el malonil-CoA és el primer
intermediari en la sintesi de FA, la inhibicié que aquest exerceix sobre CPT1 és un punt de

regulacié coordinada entre la sintesi i la degradacié de grasses en un mateix teixit.
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1. Carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1)

La CPT1 és un enzim de la familia de les carnitina aciltransferases, que catalitza la
reacci6 de transesterificacio dels acils-CoA de cadena llarga (LCFA-CoA) amb carnitina tot

generant acilcarnitines de cadena llarga (Figura 1.5).

De la resta de membres de la familia, €s la Unica que té un accés directe al pool citosolic
d’acils-CoA [revisat per (Ramsay and Zammit 2004)]. La seva capacitat catalitica es perd en
aillar-la de I'entorn membranés i les seves caracteristiques cinetiques es veuen afectades pel
tractament amb detergents. Es un enzim inhibible reversiblement per malonil-CoA |
irreversiblement per molécules com I'etomoxir-CoA o el tetradecilglicidil-CoA (TG-CoA).
Actualment, hi ha descrits tres isotips de CPT1: CPT1A, CPT1B i CPT1C que s’expliquen amb
detall en el capitol seglient (Introduccid, apartat Ill).

2. Carnitina acilcarnitina translocasa (CACT)

La CACT catalitza la translocacio per difusié passiva de molécules de carnitina lliure per
acilcarnitines de cadena llarga, permetent aixi la seva entrada a la matriu mitocondrial (Figura
1.5). Es troba principalment situada a la membrana mitocondrial interna, formant part del sistema
CPT de transport dels acils-CoA de cadena llarga a la matriu mitocondrial. S’ha descrit també la
seva localitzacié a la membrana peroxisomal, facilitant no només I'entrada de les acilscarnitines
de cadena llarga, sin6 també la sortida dels productes de la R-oxidacié peroxisomal per tal que
puguin ser transportats al mitocondri i aixi oxidar-se totalment a acetil-CoA (Fraser and Zammit
1999).

La proteina fou identificada i purificada de fetge de rata I'any 1990 (Indiveri, Tonazzi et
al. 1990), i el gen huma va ser clonat i mapejat en el locus cromosomic 3p21.31, caracteritzant
una proteina de 33.13KDa (301 aminoacids) (Huizing, lacobazzi et al. 1997). No s’han descrit
diferents isoformes del gen, i s’expressa constitutivament en tots els teixits. De la familia de
transportadors mitocondrials, es tracta d'una proteina integral de membrana, organitzada en tres
unitats estructurals en tandem, plegades en dos dominis transmembrana. Aixi, els extrems
amino- i carboxiterminal i dos petits loops hidrofobics es troben encarats a [I'espai
intermembrana, mentre que els altres tres loops, més grans, estan exposats a la cara citosodlica

de la membrana.

Conté una sequencia especifica d’'uni6 a la carnitina propera a la regié carboxiterminal:
R(A,S)(V,F)PANAA(T,C)F (De Lucas, Dominguez et al. 1999), i s’ha descrit que delecions i
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insercions en la sequéncia de la proteina produeixen efectes drastics en la seva estructura.
S’han realitzat diferents estudis amb mutacions puntuals de la proteina (Tonazzi, Giangregorio et

al. 2009; Giangregorio, Tonazzi et al. 2010; Tonazzi, Console et al. 2012).

S’han descrit diferents substrats de la CACT, que van des de la carnitina lliure fins a les
acilcarnitines de cadena llarga, presentant major afinitat quan més llarga és la cadena carbonada
de l'acil. Aquesta inespecificitat de substrat fa pensar en altres funcions de la translocasa com a
transportadora de grups acil. Aixi, en condicions normals, la direccio de translocacié dels acils-
CoA és cap a la matriu mitocondrial, en una relacié 1:1 respecte molecules de carnitina lliure
transportades (Indiveri, Tonazzi et al. 1994). Pero s’ha vist que en determinades condicions, els
enzims CACT i CPT2/CAT poden operar en direccié contraria, tot disminuint la concentraci6
d’acils-CoA de cadena curta, mitja i llarga a l'interior mitocondrial, que podrien afectar la seva
integritat per les seves propietats detergents. De la mateixa manera, els productes de I'oxidacio
peroxisomal poden ser translocats per la CACT per tal de ser R-oxidats a la matriu mitocondrial
[revisat per (Kerner and Hoppel 2000)].

3. Carnitina palmitoiltransferasa 2 (CPT2)

La CPT2, membre de la familia de les carnitina aciltransferases, catalitza la reaccié
inversa de la CPT1, generant acils-CoA que podran ser R-oxidats a la matriu mitocondrial (Figura
1.5).

La proteina és inicialment sintetizada com un precursor amb un péptid de direccionament
mitocondrial a I'extrem aminoterminal. Un cop dins el mitocondri, el péptid és escindit, resultant
en una proteina madura de 71kDa, debilment associada a la membrana interna mitocondrial
(Brown, Esser et al. 1991). Posteriorment es relaciona la regié aminoterminal de CPT1, absent
en CPT2, amb la sensibilitat al malonil-CoA de CPT1 (Kolodziej and Zammit 1993; Cohen, Kohl
et al. 1998), fet que explica que CPT2 sigui insensible a la inhibicié (Murthy and Pande 1987;
Finocchiaro, Colombo et al. 1990; Woeltje, Esser et al. 1990).

El tractament d'extractes mitocondrials amb detergents permet la solubilitzacié i
purificacié de la proteina nativa, que pot ser expressada en alt rendiment en Escherichia coli
(Brown, Sen et al. 1993). Tot i que inicialment es postula una possible associacié de CPT2 en
forma d’homotetramers (Finocchiaro, Colombo et al. 1990), la publicacié de [I'estructura
cristal-lina de la proteina (Hsiao, Jogl et al. 2006; Rufer, Thoma et al. 2006) i d'un model in silico
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d’aquesta associada a membrana (Rufer, Lomize et al. 2007) suggereix que, in vivo, I'enzim es

troba en forma de mondmer.

A diferéncia de CPT1, existeix una sola isoforma de CPT2 que presenta una expressio
ubiqua tant en rates com en humans (Demaugre, Bonnefont et al. 1990; Woeltje, Esser et al.
1990; Woeltje, Esser et al. 1990), que no es veu significativament alterada per ni pel naixement
ni per la dieta rica en grasses de les rates nounades (Thumelin, Esser et al. 1994; Asins, Serra et
al. 1995). S’ha descrit que en adults, els nivells de CPT2 son induits per una dieta rica en
grasses i pel tractament amb proliferadors de peroxisomes (DEPH o clofibrats), perd no per acids
grassos de cadena llarga (Asins, Serra et al. 1994; Chatelain, Kohl et al. 1996). En els teixits
hepatic i renal de rates i ratolins adults, el dejuni provoca un augment de l'activitat CPT2
(Thumelin, Esser et al. 1994; Hashimoto, Cook et al. 2000). S’ha identificat un sol locus
cromosomic de CPT2 que, en humans, es localitza en el 1p32 (Gellera, Verderio et al. 1994).

Igual que en el cas de la CACT, el fet que la CPT2 pugui operar en direccio contraria en
determinades condicions, pot ser important pel manteniment de la integritat mitocondrial, evitant
I'acumulacié d’acils-CoA de cadena llarga i acilcarnitines, que exerceixen un efecte detergent

[revisat per (Kerner and Hoppel 2000)].

4. Mecanismes de control del sistema CPT

L'activitat de CPT1 augmenta durant el dejuni (Grantham and Zammit 1987) i disminueix
en resposta a la insulina (Park, Mynatt et al. 1995), mentre que la COT, per exemple, no és
regulada durant el dejuni (Saggerson and Carpenter 1981). Igualment, els nivells dmRNA i
activitat de CPT2 es troben augmentats durant el dejuni i la diabetis [revisat per (Ramsay,
Gandour et al. 2001)].

La inhibicid del sistema CPT en fetge produeix una disminucié de la cetogenesi, en
inhibir la produccié d'acetil-CoA que es ddna en la R-oxidacio (McGarry and Foster 1980). A més
a mes, pero, també es veuran afectats molts altres processos que van des de la sintesi, secreci6
i regulacio de la sensibilitat a la insulina, com el control de la ingesta, donat que tant els ésters
d’acils-CoA com els productes del seu metabolisme (diacilglicerols, ceramides) afecten
processos que controlen la funci6 de diferents tipus cel-lulars implicats en funcions fisiologiques

importants [revisat per (Zammit 2008)].
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En aquest capitol analitzarem els diferents estimuls que regulen la funcionalitat del
sistema CPT.

4.1. Requlacio transcripcional

Els nivells dmRNA de CPT1A augmenten just després del naixement, coincidint amb la
lactancia, una dieta rica en grasses i baixa en carbohidrats (Thumelin, Esser et al. 1994). A més
a més, també es troben augmentats durant el dejuni i en la diabetis, situacions en que es dona
un augment de FFA i de disponibilitat de glucosa, i la insulina inhibeix I'expressié del gen en
fetge (Park, Mynatt et al. 1995). En el mateix sentit, el dejuni augmenta I'expressié de la CACT
(Sekoguchi, Sato et al. 2003) i la resisténcia a insulina la disminueix (Peluso, Petillo et al. 2002),
mentre que la CPT2 no és regulada per insulina (Thumelin, Esser et al. 1994; Chatelain, Kohl et
al. 1996).

Estudis en hepatocits primaris de rata (Chatelain, Kohl et al. 1996) mostraren un
augment de I'expressié de CPT1A en resposta als LCFA-CoA, tant saturats com insaturats,
efecte antagonitzat per la insulina (Assimacopoulos-Jeannet, Thumelin et al. 1997) i mediat en
part pel factor de transcripcio PPAR. De fet, aquest factor de transcripcié és activat pels acids
grassos i al seu torn esta implicat en la regulacié de nombrosos gens del metabolisme lipidic,
com la lipoproteina lipasa, la FABP, 'acil-CoA oxidasa i molts altres (Keller, Dreyer et al. 1993;
Gulick, Cresci et al. 1994; Schoonjans, Staels et al. 1996; Kliewer, Sundseth et al. 1997; Latruffe
and Vamecq 1997). Aixi, s’han descrit elements de resposta a PPARa funcionals en els
promotors humans de CPT1A (Leone, Weinheimer et al. 1999; Gilde and Van Bilsen 2003;
Napal, Marrero et al. 2005), CPT1B (Brandt, Djouadi et al. 1998; Mascard, Acosta et al. 1998; Yu,
Lu et al. 1998) i CPT2 (Barrero, Camarero et al. 2003). Sembla que PPARR/® sén activadors
encara més potents que PPARa de I'expressié de CPT1B (Gilde, van der Lee et al. 2003; Oishi,
Manabe et al. 2008).

S’ha descrit que I'expressio de la CACT és induida en muscul esquelétic per PPARy
(Lapsys, Kriketos et al. 2000) i en fetge per PPARa i PPARS (Gutgesell, Wen et al. 2009).
Recentment, estudis del nostre grup han demostrat que PGC1R indueix I'activacié transcripcional
de la CACT a través de la uni6 dERRa a un ERRE localitzat a la regio6 promotora del gen
(Gacias, Pérez-Marti et al. 2012).

Estudis amb hepatocits fetals mostraren un augment en l'expressi6 de CPT1A en
resposta als LCFA (i no als LCFA-CoA), que presenten alts nivells per la dieta rica en grasses
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aportada per la llet materna (Chatelain, Kohl et al. 1996). Posteriorment es demostra que era una
activacio independent de PPARGq, tant per una activacio directa del gen a través d’elements del
primer intré (Louet, Chatelain et al. 2001; Le May, Calizac et al. 2005), com per una estabilitzacio
del seu mRNA (Park, Mynatt et al. 1995).

L’hormona tiroidea (T3) és un altre regulador de I'expressié de CPT1A amb importants
efectes en la R-oxidacidé hepatica (Heimberg, Olubadewo et al. 1985; Barrero, Marrero et al.
2000; Jansen, Cook et al. 2000; Louet, Le May et al. 2001), efectes mediats pel receptor de
I'hormona tiroidea formant heterodimer amb RXR (Retinoid X Receptor). S’ha descrit que PGC1a
(Song, Zhang et al. 2004; Zhang, Ma et al. 2004) i PGC1R (Sadana, Zhang et al. 2007) actuen
com a enhancers de la induccié de CPT1A mediada per 'hormona tiroidea, tot i que existeixen

diferéncies en el mecanisme d’accié d’ambdues isoformes.

En resposta al glucago, 'augment dels nivells d AMPc intracel-lulars activen la PKA que
al seu torn fosforila CREB, capag de regular la transcripcio de gens clau del metabolisme glucidic
i lipidic (Montminy, Koo et al. 2004), tot promovent el canvi d'utilitzacié de glucosa a acids
grassos en situacions de dejuni i exercici fisic (Herzig, Long et al. 2001). Louet i col-laboradors
demostraren que 'activacié de CPT1A en resposta al glucagd requereix la formacié d’'un complex
multiproteic de resposta a 'AMPc (CRU: cAMP Reponse Unif) a la regio promotora del gen
(Roesler 2000), que inclou el co-activador PGC1, HNF4 i CREB (Louet, Hayhurst et al. 2002).

D’altra banda, en resposta a la insulina, I'activaci6 de la via I’ AKT/PI3K (Alessi, James et
al. 1997) resulta en una repressié de I'expressié dels gens d’oxidacio de FA com la CPT1A a
través de la fosforilacié dels factors de transcripcié FoxOs (Wolfrum, Asilmaz et al. 2004; Silva,

von Meyenn et al. 2009).

Sorprenentment, i a diferéncia de CPT1A, la CPT1B no és regulada pel dejuni (Paulson,
Ward et al. 1984), ni per I'normona tiroidea ni per insulina (Cook, Otto et al. 1980; Bremer 1981;
Cook and Park 1999).

4.2. Requlacioé post-traduccional

La modificacid post-traduccional més descrita dels enzims CPT és la fosforilacio.
Recentment s’ha relacionat la fosforilacié in vitro de CPT1A dels residus Ser™! i Ser’#7 amb un
augment de l'activitat catalitica de la proteina i una regulacié de la sensibilitat a I'inhibidor
malonil-CoA (Kerner, Distler et al. 2004). Tot i que aquestes posicions no es troben conservades
en CPT2, el model estructural situa la regié corresponent d’aquesta proteina (residus 627-633)
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en un loop facilment accessible per a modificacions post-traduccionals (Kerner, Distler et al.
2004; Distler, Kerner et al. 2007).

Altres llocs de fosforilacio identificats in vivo son els residus Thr588 j Thré% (Kerner, Distler
et al. 2004; Distler, Kerner et al. 2007), que per homologia es corresponen a les posicions Thr485 i
Thr01 de CPT2 de rata. La fosforilacié d’aquests residus tindria un efecte en I'afinitat pels subrats
i en l'activitat catalitica dels enzims. La localitzacié en el model, perd, mostra que sén llocs
estéricament inaccessibles per una quinasa convencional, motiu pel qual s’ha suggerit que la
reaccio de fosforilacié es podria donar durant la transcripcié de CPT1A (Indiveri, Tonazzi et al.
1994).

No es coneix encara quin efecte en lestructura podria tenir la fosforilacié d’aquests
residus, pero és evident que provocaria canvis en la unié als substrats i a l'inhibidor, i per tant,
calen estudis més profunds en aquest aspecte, sobretot, de cara a conéixer la diferéncia en els

efectes produits pels inhibidors de CPT1.

S’han descrit altres modificacions post-traduccionals de CPT1, com poden ser la nitracio
dels residus Tyr282 i |a posicid altament conservada Tyr8° (Tyr46 en CPT2 de rata), aixi com
l'acetilacié de I'Ala2 de CPT1, tot i que es creu que es podria tractar de mecanismes més aviat
al"lostérics o patologics de regulacié de I'activitat i I'estabilitat de I'enzim [revisat per (Rufer,
Thoma et al. 2009)].

4.3. Influéncia de I’entorn membranés

El mitocondri és un organul d’estructura complexa i dinamica, amb habilitat per dividir-se
i fusionar-se continuament. En consequéncia, la membrana pot presentar grans variacions en la
seva composicid, fluidesa, disposicié i permeabilitat, motiu pel qual s’han descrit diferents
observacions sobre la disposicidé dels diferents enzims del sistema CPT a la membrana

mitocondrial.

El nombre i la superficie que ocupen les crestes mitocondrials, o protuberancies de la
membrana interna cap a la matriu mitocondrial, presenten gran variabilitat entre organismes,
teixits, tipus cel-lulars i estat fisiologic (Harner, Korner et al. 2011). Els llocs de contacte de la
membrana mitocondrial (contact sites, CS) son arees definides de la superficie del mitocondri on
s'uneixen les dues membranes. En mitocondris aillats, es poden distingir com les arees on les
dues membranes s’acosten fins a només 4nm de distancia una de I'altra. Representen entre un 5

i un 10% de la superficie total de la membrana mitocondrial externa (Pfanner, Rassow et al.
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1992), tot i que es creu que in vivo encara podrien ser més abundants. Tenen una participacio
molt activa en funcions mitocondrials com la interaccié amb proteines del citoesquelet, import de
proteines, i la transferéncia de fosfolipids entre els mitocondris i una poblacié especialitzada de
membranes del reticle endoplasmatic. El rendiment d’aquests processos varia molt en funcio dels
requeriments energétics de la cel-lula, fet que fa pensar que el nombre de CS dependra de I'estat

energeétic de la cel-lula [revisat per (Zammit 1999)].

S’ha descrit que el 40% del total de molécules de CPT1 i CPT2 de la céllula es
localitzen en els CS de la membrana mitocondrial (Fraser and Zammit 1998), tot i que en estudis
posteriors només es pogué demostrar la preséncia de CPT2 en aquestes estructures (Kerner
and Hoppel 2000). Globalment, aquestes observacions es corresponen amb el fet que la
sensibilitat de CPT1A al seu inhibidor, malonil-CoA, varia en funcié de l'estat nutricional de
I'animal, és a dir, de la localitzacié de I'enzim en la membrana del mitocondri (Cook, Otto et al.
1980; Ontko and Johns 1980; Bremer 1981; Grantham and Zammit 1986; Grantham and Zammit
1988).

Molt recentment s’ha demostrat I'efecte estabilitzador de I'activitat de CPT1 i CPT2 d’un
dels lipids majoritaris dels llocs de contacte de la membrana mitocondrial: la cardiolipina
(difosfatidilglicerol) (Palsdottir and Hunte 2004). En afegirla a extractes de membrana
mitocondrial, aquesta era capa¢ d’augmentar I'activitat especifica dels enzims i la sensibilitat per
linhibidor fisiologic malonil-CoA, aixi com disminuir I'afinitat per la carnitina. A més a més, es
detectaren importants interaccions entre CPT2 i la cardiolipina. Considerant que estudis anteriors
també havien demostrat I'activacié enzimatica dels enzims FACS i CACT per cardiolipina (Noél
and Pande 1986; Rubio-Gozalbo, Bakker et al. 2004), els autors del treball proposen un model
en qué la cardiolipina manté els enzims del sistema CPT en una conformacié funcionalment

activa entre les membranes mitocondrials (Kashfi, Mynatt et al. 2011).

S'ha purificat la CACT també d'extractes de CS mitocondrials, tot i que en menor
proporcié que CPT1 i CPT2 (Fraser and Zammit 1999), indicant aixi la formacié de complexes
proteics en els CS on tots els enzims de transport i entrada al mitocondri dels FA hi son
representats, amb major 0 menor activitat depenent de la situacio fisiologica. S’ha postulat, a
més, la participacié d'altres proteines implicades en el transport a la matriu, com veurem més

endavant en detall (Introduccio, apartat 111.3.1.3).
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Diferents evidéncies experimentals han atorgat al citosquelet un paper en la regulacid
de diferents vies metaboliques, sistemes de transduccié de senyals i dinamiques mitocondrials
(Forgacs 1995). L'observaci6 que la major part de la proteina CPT1 es troba a la cara citosdlica
de la membrana mitocondrial externa (Fraser, Corstorphine et al. 1997), suggeri la possibilitat
que CPT1 establis interaccions amb el citoesquelet, sobretot després de demostrar que I'estat
d’agregacio del citoesquelet, regulat per fosforilacié o desfosforilacié de determinats components
0 bé per desestabilitzacié farmacoldgica, podia modular I'activitat CPT1, per un mecanisme
independent de malonil-CoA, en alliberar la proteina de constriccions inhibitories. Estudis
realitzats en hepatdcits adjudicaren aquest paper a les citoqueratines 8 i 18, activades al seu torn
per 'AMPK o la proteina cinasa 2 depenent de calci i calmodulina (Ca2*/CM-PKIl) (Velasco,
Geelen et al. 1998).

Un altre factor important en regular la funcié de I'enzim és la fluidesa de la membrana
mitocondrial, que al seu torn depen, entre altres, del ratio colesterol:fosfolipids. Estudis amb
mitocondris aillats de rates dejunades, alimentades, o diabétiques demostren que a major
fluidesa de la membrana, menor sensibilitat a I'inhibidor, i que no es troba relacionat amb grans
canvis en la composicio lipidica de la membrana in vivo. Aixi, rates diabétiques amb un augment
en la fluidesa de la membrana mostraren alteracions en les interaccions entre els dominis amino-
i carboxiterminal de CPT1A, resultant en una disminucié en la sensibilitat a 'inhibidor (Zammit,
Corstorphine et al. 1998). Observacions similars in vitro mostraren un augment de la sensibilitat a
linhibidor en disminuir la temperatura de I'assaig, resultant en una disminucié de la fluidesa de la

membrana (Kolodziej and Zammit 1990).

Tant la composicié lipidica (Ardail, Lerme et al. 1991) com proteica (Pfanner, Rassow et
al. 1992) dels CS és altament especifica i diferent respecte la resta de membrana mitocondrial.
Fraser i col-laboradors demostraren que CPT1A presentava diferent afinitat al palmitoil-CoA i
sensibilitat al malonil-CoA depenent del microambient membrands on I'enzim es trobés localitzat.
Observaren que el tipus d'inhibicié per malonil-CoA era competitiva amb el substrat només quan
CPT1A es trobava en els CS, mentre que a la membrana mitocondrial externa I'enzim era més
sensible al malonil-CoA, que podia inhibir I'activitat fins i tot a altes concentracions de substrat,
sense afectar-ne l'activitat especifica. D'aquesta manera, a major nombre de CS, major
rendiment de la B-oxidacié mitocondrial. Els autors postulen doncs, que els canvis en l'estructura
podrien ser especifics del lloc d’'unié a I'acil-CoA, corresponent al centre catalitic de I'enzim
(Fraser, Padovese et al. 2001).
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Resulta evident, doncs, la dificultat afegida en la caracteritzacid de I'activitat i la
sensibilitat a l'inhibidor de les isoformes de CPT in vitro, depenent del lipid o detergent escollit
per a la reconstitucid, que pot bloquejar I'enzim en un estat que no sigui representatiu de la

condicié metabolica d'interés.

4.4. Inhibicio per malonil-CoA

El principal punt de control de la R-oxidaci6 mitocondrial és a través de la inhibicid
al-lostérica, competitiva i reversible que exerceix el malonil-CoA sobre I'enzim clau de la via:
CPT1 (McGarry, Mannaerts et al. 1977; McGarry, Mannaerts et al. 1978). Els nivells de malonil-
CoA depenen del ratio entre la seva sintesi, catalitzada per TACC (Acetil-CoA carboxilasa), i la
seva degradacio, mitjangant la MCD (Malonil-CoA descarboxilasa). Metabolit de furnover molt
elevat, els seus nivells intracel-lulars son similars en fetge, cor i muscul, que oscil-len de 13 a
25nmol/g en rates alimentades, i disminueixen a la meitat durant el dejuni, amb valors de fins a
4-6nmol/g (Guynn, Veloso et al. 1972; McGarry, Stark et al. 1978), valors que es corresponen
amb 1-1.4uM en la re-alimentacio, i 0.1-0.2uM en el dejuni (Hu, Cha et al. 2003).

El malonil-CoA és sintetitzat a partir de la condensacié de dues molécules d’acetil-CoA,
essent aquest el pas limitant de la sintesi de FA (Gregolin, Ryder et al. 1966). L’any 1989
s'identifica una segona isoforma de I'enzim responsable d’aquesta reaccio, 'ACC2, principalment
expressada en teixits no lipogénics i amb alts nivells de R-oxidacié com el cor o el muscul
(Thampy 1989). La isoforma ACC1, d’altra banda, es troba principalment expressada en fetge i
teixit adipos, on el principal desti metabdlic dels FA és la lipogénesi (Abu-Elheiga, Jayakumar et
al. 1995). Aquestes observacions generaren la hipotesi de I'existéncia de diferents pools
cel-lulars de malonil-CoA a l'interior cel-lular: mentre que '’ACC1 subministra el pool de malonil-
CoA citosolic utilitzat com a precursor en la sintesi de FA, TACC2 sembla que subministra el pool
especific de malonil-CoA destinat a la regulacié de I'oxidacio mitocondrial de FA, idea reforgada
pel fet que es trobi també ancorada a la membrana mitocondrial externa, propera a la CPT1
(Abu-Elheiga, Almarza-Ortega et al. 1997) (Figura 1.6).

Posteriorment, ratolins KO de 'ACC2 presentaren nivells augmentats de R-oxidacid
muscular, i un menor diposit lipidic en teixit adipos. Interessantment, els nivells de lipogénesi no
es veieren afectats, demostrant aixi que el malonil-CoA generat per TACC2 no és necessari per a
la sintesi de FA (Abu-Elheiga, Matzuk et al. 2001). Estudis en muscul de pacients humans
mostraren un augment del 50% en els nivells 'mRNA d’ACC2 en obesos. L'expressio de TACC2
mitocondrial era 20 vegades superior a I'expressié de 'ACCT tant en pacients obesos com
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control, consistent amb una major regulacié del sistema CPT respecte la lipogénesi en muscul.
En aquesta linia, els nivells mRNA de la MCD eren 40 vegades els de la FAS, confirmant aixi la
prevaléncia de la degradacio més que la lipogenesi com a desti metabolic del malonil-CoA en

muscul (Pender, Trentadue et al. 2006).

LCFA

MP/RE
LCFA-CoA

LCFA-carnitina

Acetil-CoA Malonil-CoA

Figura 1.6. Representacio esquematica de la regulacié coordinada entre I'activacié dels
LCFA per I'ACS, el transport cap a la matriu mitocondrial per la CPT1, i la sintesi del
principal regulador de la B-oxidacié per ’ACC: el malonil-CoA. Els mamifers expressen 5
tipus diferents d'ACS especifics pels LCFA, i es troben localitzats en membranes com la
plasmatica (MP), la membrana del reticle endoplasmatic (RE) i la mitocondrial externa (MME).
Adaptat de (Schreurs, Kuipers et al. 2010).

L'activitat ACC és regulada al-lostericament per citrat i LCFA-CoA que activen i
reprimeixen I'enzim, respectivament [revisat per (Ruderman, Saha et al. 1999; Saha, Laybutt et
al. 1999; Ruderman and Prentki 2004)] i per mecanismes de fosforilacié/desfosforilacié a través
de diferents serina/treonina cinases (PKA: cAMP dependent protein kinase, PKC: protein kinase
C i AMPK: AMP-activated protein kinase (Ferrer, Caelles et al. 1985) que fosforilen I'enzim,
inactivant-lo [revisat per (Rasmussen and Wolfe 1999; Ronnett, Kim et al. 2005)]. A nivell
hormonal, la insulina és capag¢ d’activar 'ACC, disminuint els nivells dAMPc i activant fosfatases
que inhibeixen '’AMPK, i hormones com el glucagd o molécules -adrenergiques inactiven 'ACC
incrementant els nivells ' AMPc.

A nivell fisiologic, la ingesta augmenta els nivells de glucosa i d'insulina incrementant la
glucolisi, la produccio de citrat i la produccio de malonil-CoA per activacio de 'ACC. Al produir-se
més malonil-CoA, la CPT1 es troba reprimida, la B-oxidacié aturada i la lipogénesi activada. En
situacions de deju o de diabetis, on els nivells d'insulina, o el seu efecte, es troben disminuits, la
poca glucdlisi estimula la mobilitzacié d’acids grassos, la inhibicid de 'ACC, la caiguda dels

nivells de malonil-CoA i 'activacié de la CPT1, la B-oxidacié i la cetogénesi. Existeix també un
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control adaptatiu on situacions com el deju perllongat o I'exercici habitual afecten I'expressio dels
gens CPT1i ACC (Rasmussen and Wolfe 1999). Guzman i col-laboradors proposen un model on
l'activitat de 'enzim depén de tres factors: 1) 'activitat de 'ACC i/o els nivells de malonil-CoA, 2)
canvis en el citoesquelet que afecten I'estructura de CPT1, i 3) la localitzacié intracel-lular de
I'ACC (Guzman, Velasco et al. 2000).

S’ha descrit la regulacié per malonil-CoA d’altres membres de la familia de les carnitina
aciltransferases, com la COT, per exemple (A'Bhaird and Ramsay 1992). D’aquesta, s’han
descrit les posicions His'3' i His®40 com crucials per a la uni6 de I'inhibidor malonil-CoA (Morillas,
Clotet et al. 2000; Hegardt, Bach et al. 2001; Morillas, Gdmez-Puertas et al. 2002).

D'altra banda, CPT2 és insensible al malonil-CoA (McGarry, Leatherman et al. 1978;
Murthy and Pande 1987; Ghadiminejad and Saggerson 1990; Traufeller, Gellerich et al. 2004).

4.5. Inhibicié farmacologica

En general, els inhibidors de I'oxidacio de FA redueixen la gluconeogénesi hepatica
indirectament, mitjangant la disminucié dels nivells d’acetil-CoA, potent activador de I'enzim
gluconeogénic piruvat carboxilasa. Sén, per tant, molécules efectives en el tractament de la
diabetis tipus 2 i com a agents hipoglucemiants (Foley 1992; Anderson 1998). Com a principal
inconvenient perd, presenten inespecificitat entre isotips i un augment dels nivells d’acils-CoA
que, en tractaments de llarga durada, produira lipotoxicitat i manca de substrat per a la sintesi

d’altres components lipidics.

El mecanisme de regulacié de CPT1 per malonil-CoA encara no esta totalment descrit, i
la manca d’un cristall de la proteina dificulta I'estudi del centre al-lostéric d'inhibicié per malonil-
CoA, especific de CPT1. Després de la publicacié de I'estructura cristallina de CPT2 (Hsiao,
Jogl et al. 2004), i donat que CPT1 i CPT2 comparteixen una elevada identitat de seqliéncia en
el centre catalitic de I'enzim (~30%), els programes de drug-discovery s’han centrat en I'estudi
d’inhibidors de CPT1 que s'uneixin al centre catalitic de la proteina. Per aquest motiu, I'a-
cetoacid R025-0187 és I'Unic inhibidor de CPT1 descrit fins al moment que s’uneix al lloc

allostéric d’'uni6 al malonil-CoA (Cook, Mynatt et al. 1994; Yang, Kays et al. 2005).

La majoria d'inhibidors descrits fins al moment sén derivats de la L-aminocarnitina, que
s'uneixen al lloc d'unié al malonil-CoA competitiu amb I'acil-CoA de CPT1 (Jenkins and Griffith
1986; Giannessi, Chiodi et al. 2001; Giannessi, Pessotto et al. 2003; Chegary, te Brinke et al.
2008), i poden, per tant, inhibir també I'activitat de CPT2 (Traufeller, Gellerich et al. 2004) aixi
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com de la CACT (Chegary, te Brinke et al. 2008). Esters de la D-camnitina, acil(+)carnitines de
cadena mitja i llarga (6-16C), també regulen la B-oxidaci6 a través de la inhibicié de la CACT
(Baillet, Mullur et al. 2000). Les molécules amb major efecte hipoglucemiant i anti-cetogenic son
els analegs de la palmitoilcarnitina, el principal substrat de CPT in vivo. El principal inconvenient
d’aquests inhibidors, pero, és la inespecificitat entre els diferents enzims i els seus isotips del
sistema CPT, donant lloc a efectes cardiacs no desitjats (Bressler, Gay et al. 1989) i,

probablement, resisténcia a la insulina en muscul (Dobbins, Szczepaniak et al. 2001).

Els derivats de l'acid glicidic s6n potents inhibidors de CPT que s'uneixen de forma
covalent i irreversible als enzims CPT, essent les molécules més estudiades [acid
tetradecilglicidic (TDGA), I'etomoxir i els carboxilats fenilalquilics de I'oxira (POCA) (Tutwiler,
Kirsch et al. 1978; Bone, Sherratt et al. 1982; Kiorpes, Hoerr et al. 1984; Wolf and Engel 1985).
S’ha vist, pero, que cal que siguin activats a ésters de CoA per exercir la seva funcio, de manera
que son molécules precursores d'inhibidors (Selby and Sherratt 1989). No s’ha descrit encara
cap estructura cristal'lina de la unié covalent de I'etomoxir amb CPT2, tot i que les dades
disponibles fan pensar que I'enllag s'estableixi amb la posicid Ser5% [revisat per (Rufer, Thoma et

al. 2009)]. De nou, pero, el principal inconvenient d’aquestes molécules és la inespecificitat que
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L’estructura 3-D de CPT2 unida a l'inhibidor teglicar (ST1326) localitza la interficie d'unid
de linhibidor al tinel catalitic de CPT2 i mostra una visi6 detallada del tipus d’'unié amb quatre

ponts d’hidrogen del cap polar de I'aminocarnitina amb els residus His372, Ser590, i Tyr486 | amb
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una molecula d’aigua, sense cap uni6 covalent aparent (Rufer, Thoma et al. 2006). Estudis
recents amb teglicar, mostren que és un inhibidor altament selectiu per CPT1A, sense alterar els
nivells de PPAR, capag¢ de disminuir la gluconeogénesi i amb capacitat per millorar 'homedstasi
de la glucosa, tant in vitro com en models animals (Giannessi, Pessotto et al. 2003; Conti,
Mannucci et al. 2011). El tractament de ratolins db/db resulta en una disminucié dels nivells de
glucémia mentre que la insulina i altres parametres com els TG en sang no estaven alterats.
Estudis recents in vivo mostraren una millora de la hiperglicémia després de 4 dies de tractament
amb teglicar seguit d'1 dia amb metformina. Assajos clinics de fase 2 mostraren només una

lleugera millora dels valors d’insulina en pacients diabétics (Valentini, Bianchetti et al. 2008).

El compost C75 va ser incialment sintetitzat com un inhibidor de la FAS (Kuhajda, Pizer
et al. 2000). En contra del que caldria esperar, pero, s’ha vist que produeix un augment de la R-
oxidacioé en animals amb obesitat induida per la dieta (Thupari, Landree et al. 2002; Thupari, Kim
et al. 2004), que resulta, a més, en una disminuci6 de la ingesta i una pérdua de pes corporal
dels animals (Loftus, Jaworsky et al. 2000; Gao and Lane 2003; Kim, Miller et al. 2004). Tot i que
inicialment es demostra que aquest efecte era degut a un increment de l'activitat CPT1 (Thupari,
Landree et al. 2002; Landree, Hanlon et al. 2004; Nicot, Napal et al. 2004; Thupari, Kim et al.
2004), més recentment s’ha descrit que el C75 és activat a C75-CoA in vitro (Bentebibel,
Sebastian et al. 2006) i in vivo (Mera, Bentebibel et al. 2009) en hipotalem de ratolins, tot inhibint
la CPT1.

Diferents autors postulen que una inhibicié selectiva i reversible de I'activitat de CPT1A
seria una bona aproximaci6 farmacologica, cada cop més factible, pel tractament de desordres
metabolics caracteritzats per una excés d’oxidacié de FA. Tal com es detallara més endavant en
estudiar els diferents isotips de CPT1 (Introduccio, apartat Ill), un inhibidor selectiu de CPT1A
seria altament eficag per revertir la cetoacidosi aguda en la diabetis tipus 1 0 com a agent
hipoglucemiant pel tractament cronic de la diabetis tipus 2 (Foley 1992; Deems, Anderson et al.
1998). D’altra banda, un inhibidor selectiu de CPT1B seria d’aplicacio pel tractament d’isquémies
coronaries (Lopaschuk, Belke et al. 1994; Stanley, Lopaschuk et al. 1997; Kantor, Dyck et al.
1999).

5. Deficiéncia humana

D'entre totes les carnitina aciltransferases, la CPT2 és la que presenta més mutacions
naturals. Una deficiéncia en CPT2, el desordre més comu del metabolisme lipidic muscular

(Taroni, Verderio et al. 1992), pot aparéixer en diferents moments i presentar diferents fenotips.
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La severitat de la malaltia depén del grau de deficiéncia, des de 'anomenada forma “muscular’,
sovint diagnosticada en adults, a les formes més serioses, sovint fatals, presents en la infancia.
Fins al moment, perd, no s’ha pogut establir una marcada correlacio entre les mutacions
anotades i els fenotips observats, ja que existeixen clares excepcions. Es coneix, per exemple,
que la mutacié homozigota R631C en pacients no relacionats presenta variacions en la

simptomatologia (Bonnefont, Demaugre et al. 1999).

Una deficiencia de CPT1A és menys frequent, i per tant, no esta tan caracteritzada, pero
es coneix que es presenta durant el primer any de vida amb episodis d’hipoglucémia hipocetotica
i altres manifestacions semblants al sindrome de Reye [revisat per (Bonnefont, Demaugre et al.
1999)].

S'ha relacionat una variaci6 del gen CPT1B (E531K) amb la ingesta de grassa, que es
correspon amb un fenotip d'obesitat (Robitaille, Houde et al. 2007), tot i que no s’han descrit
pacients amb deficiencia de CPT1B probablement per la seva contribucié critica a la funcié
cardiaca. Tampoc es coneixen fins al moment deficiéncies humanes de l'isotip més recentment
descrit, CPT1C.

Tot i que no és molt freqient, s’han descrit casos de deficiéncia de CACT, que es sol
presentar en el periode neonatal amb alts indexs de mortalitat. La simptomatologia tipica és
hipoglucémia hipocetotica, hepatomegalia, arrest cardiac, debilitat muscular i disfuncié hepatica
(Rubio-Gozalbo, Bakker et al. 2004).

Diferents treballs han revisat les mutacions descrites per cada proteina causants de
deficiencia en humans (lJIst, Mandel et al. 1998; Brown, Mullur et al. 2001; Bonnefont, Djouadi et
al. 2004; Morillas, Lépez-Vifas et al. 2004). De tota manera, i com recentment han demostrat
Nyman i collaboradors en alimentar ratolins amb diferents dietes, una desregulacié a la
tolerancia a la glucosa en animals amb una deficiéncia en CPT1A és la combinacid del

component genétic amb el tipus de dieta ingerida (Nyman, Tian et al. 2011).
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lIl. CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA 1

CPT1 és un membre de la familia de les carnitina aciltransferases, enzims encarregats
de catalitzar la transferéncia reversible de grups acil entre la carnitina i el coenzim A. Soén
membres de la familia els enzims Carnitina palmitoiltransferasa 1 i 2 (CPT1, CPT2), la Carnitina
octanoiltransferasa (COT), i la Carnitina acetiltransferasa (CrAT), amb preferéncia de substrat
per grups acil de cadena llarga, mitja i curta, respectivament. L’alineament de sequeéncies
proteiques mostra una identitat de sequéncia del ~30% en el domini catalitic, localitzat a la regio

C-terminal (Figura 1.8).

L ——— 3 CPT1A
okl o =
— - — CPT2
[ ] Cot
o
[ 1 Crat

Figura 1.8. Les carnitina aciltransferases. Organitzacio dels dominis de diferents proteines de
la familia de les carnitina aciltransferases. Verd, domini catalitic, groc, seqiencia d'import
mitocondrial, lila, segments transmembrana. Modificat de (Jogl, Hsiao et al. 2005).

Com ja hem mencionat anteriorment, CPT1 és una proteina altament modulada a nivell
transcripcional, traduccional i post-traduccional, essent el malonil-CoA el principal regulador de la
seva activitat catalitica (McGarry, Mannaerts et al. 1977). L’abséncia de sensibilitat al malonil-
CoA d’'un enzim CPT1 de rata amb I'extrem aminoterminal delecionat, suggeri que aquesta regio
era important en determinar el grau d’uni6 a l'inhibidor de CPT1A (von Heijne 1992; Shi, Zhu et
al. 1998) i CPT1B (Jackson, Zammit et al. 2000; Shi, Zhu et al. 2000). Pel mateix motiu, s’ha
relacionat aquesta regié N-terminal amb I'import mitocondrial (residus 123-148) i ancoratge a la
membrana de CPT1 (Cohen, Kohl et al. 1998), considerant que els enzims de la familia mancats
d’aquesta regio son débilment associats a membrana, com la CPT2 (Murthy and Pande 1990), o
bé solubles, com la COT o la CrAT [revisat per (Ramsay, Gandour et al. 2001)].

Com s’observa a la figura 1.9, CPT1 és una proteina integral de membrana amb els
extrems amino i carboxil exposats al citosol i dos dominis transmembrana (TM) en a-helix, que
inclouen els residus 50-73 (TM1) i 102-123 (TM2) (Fraser, Corstorphine et al. 1997; Jenei,
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Borthwick et al. 2009). Tot i que es localitza principalment a la membrana mitocondrial, se n’ha

detectat I'expressio en microsomes i peroxisomes (Fraser, Corstorphine et al. 1999).

L'import de I'enzim a la membrana segueix un mecanisme de parada de transferéncia.
La CPT1 sintetitzada és enviada al mitocondri per la seva seqiéncia d’'import interna que,
situada immediatament després del segon fragment transmembrana (posicions 123-147 a la
CPT1A de rata), marca el direccionament i la insercié de I'enzim La naturalesa dels residus
immediatament posteriors al TM2 fa que actuin com a senyal de parada de 'import mitocondrial, i
la proteina es quedi ancorada a la membrana (Cohen, Kohl et al. 1998). A continuacio, la
proteina interacciona amb la maquinaria d'import de la membrana mitocondrial externa i sembla
que és TM2 el que actua com a sequéncia de parada de transferencia (Cohen, Guillerault et al.
2001). La substitucio de I'extrem aminoterminal de 'enzim CPT1A per la sequéncia Tom70p, que
dirigeix i fixa la proteina a la membrana mitocondrial externa, fa que CPT1 adopti una
conformacié menys plegada de I'extrem carboxi-terminal i presenti una activitat reduida (Cohen,
Kohl et al. 1998). Aquest mecanisme, inicialment descrit pels isotips hepatics, seria probablement
extrapolable als isotips musculars per la similitud de sequéncies que indica un mateix grau

d’hidrofobicitat i unes estructures secundaries molt similars.

A)

50 73 102 123 773
H <

™1 TM2
B) Regi6 carboxiterminal

egio carboxiterminal .
Regi6 aminoterminal Citosol
TM2
™1 MME

Loop intermembrana

Espai intermembrana

Figura 1.9. Representacié6 esquematica de I'estructura i ancoratge a la membrana
mitocondrial de CPT1. A) Esquema de la seqliéncia primaria de la proteina, indicant els residus
d’entrada i sortida a la membrana (TM1 i TM2). B) Representacié de I'ancoratge de la proteina a
la membrana mitocondrial externa (MME).
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1. Expressié heterologa de proteines CPT1 en llevat

La principal dificultat en la caracteritzacié d’aquests enzims ha estat trobar el sistema
d’expressio adequat per generar un entorn membranos correcte, que donés lloc a un enzim actiu

amb caracteristiques similars a les descrites en mitocondris aillats de teixits animals.

L'expressié heterologa en llevats és una eina ampliament utilitzada per a I'expressio i
analisi de proteines eucariotes. A diferencia dels sistemes procariotes, I'organitzacié eucariota
subcel-lular que els llevats presenten garanteix I'empaquetament i processament post-
traduccional requerits per a la produccié de proteines “auténtiques” i bioactives. D’altra banda, es
mantenen els avantatges d’'un organisme unicel-lular, de creixement rapid en medi de cultiu

relativament economic i facil manipulacié genetica (Buckholz and Gleeson 1991).

En aquest treball s’ha emprat la soca Pichia pastoris per a I'estudi de les proteines CPT1
generades, soca genéticament ben caracteritzada i que presenta major rendiment en la
producci6 de proteines respecte Saccharomyces cerevisiae (Cregg, Vedvick et al. 1993). Pichia
pastoris és un organisme mancat de sistema CPT endogen on es coneix que I'expressid

heterologa de CPT1 resulta en una localitzacié mitocondrial de I'enzim.

L'us del vector pHWO10 (Materials, apartat 4.3) per expressar els cDNAs de les CPT1
sota el control del promotor de la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (Pcar) en Pichia pastoris
GS115 i el clonatge dels cDNAs amb una diana EcoRI de restriccid just abans de 'ATG
codificant (Nicot, Hegardt et al. 2001) déna lloc a enzims amb valors cinétics molt propers als
descrits de mitocondris aillats de teixit (McGarry, Mills et al. 1983; de Vries, Arvidson et al. 1997;
Zhu, Shi et al. 1997). L'Us d'altres soques de llevat, vectors, 0 cDNAs subclonats seguint altres
estratégies donen lloc a enzims CPT1 amb sensibilitats a malonil-CoA molt diferents a les
detectades en mitocondris de fetge i muscul esquelétic de rata (Jackson, Cameron et al. 1999;

Jackson, Cameron et al. 2000; Jackson, Zammit et al. 2000; Jackson, Price et al. 2001).

Aquest sistema d’expressio, doncs, ha permés la realitzacié de gran nombre d’estudis
per avancgar en el coneixement de la relacié estructura-funcié dels enzims CPT1A i CPT1B, aixi

com dels determinants moleculars de sensibilitat al malonil-CoA que presenten.
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2. Determinaci6 de parametres enzimatics

Per la manca d’'una estructura cristal-lina, el mecanisme exacte de catalisi encara no es
coneix. S’han postulat dues teories diferents, ambdues implicant la His*73 com a centre catalitic
de la proteina. En la primera, la histidina desprotona la carnitina mentre una serina propera
estabilitza I'intermediari enzimatic format (Jogl and Tong 2003). Més recentment, en estudis
sobre la sequéncia de la CPT1B, s’ha proposat un segon mecanisme suggerint una triada
catalitica entre els residus Cys®05, His473 i Asp#%4, implicant en aquest cas un intermediari

enzimatic formant un enllag covalent amb la Cys3% (Liu, Zheng et al. 2005).

L'activitat CPT1 es mesura, a partir de mitocondris de llevats aillats, pel métode de
lintercanvi isotopic que, utilitzant L-[3H] carnitina i palmitoil-CoA com a substrats, genera L-[*H]
palmitoilcarnitina que és extret amb solvents organics i detectat mitjangat comptatge radioactiu.
Inicialment, els assaigs mostraven cinétiques de saturacié que no seguien els patrons de
Michaelis-Menten. A baixes concentracions de palmitoil-CoA, els llocs d’'unié de I'albumina,
inclosa a I'assaig com a complexant de I'acid gras, eren competits pel propi substrat, subestimant
Iactivitat CPT1 real. L'Gs d’'una relacié molar fixa (6.1:1) entre el palmitoil-CoA i I'albumina en tot
el rang de concentracions de substrat va solucionar el problema, obtenint-se cinetiques de
saturacio de Michaelis-Menten (Pauly and McMillin 1988; Prip-Buus, Cohen et al. 1998).

El calcul dels parametres ICso d'inhibicié pel malonil-CoA i Km d’afinitat pels substrats
carnitina i palmitoil-CoA (Metodes, apartat 14) han permeés realitzar estudis comparatius dels
diferents isotips de diferents espécies, per tal d'avancar en I'estudi de la relacié estructura funcié

de les proteines CPT1.

3. Isotips de CPT1

Fins al moment s’han descrit tres isotips de CPT1: CPT1A, CPT1B i CPT1C. Encara que
siguin productes geénics diferents, amb marcades diferéncies en la seva funcionalitat, tenen gran
identitat de sequéncia (superior al 50%). De fet, les generalitats de CPT1 respecte funcionalitat i
regulacié comentades fins ara sén d’'aplicacié per als isotips CPT1A i CPT1B, per6 no s’ha pogut

demostrar encara que siguin totalment aplicables per CPT1C (Introduccio, apartat 111.3.3).
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CPT1A CPT1B CPT1C
Sinonims CPT1a, L-CPT1 CPT1R, M-CPT1
Locus cromosomic huma 11913.1-2 22q13.31 19913.33
GenBank Acc. Num. AC019166 AB003286 AF357970
Massa =88 kDa =88 kDa =88 kDa
IC5, malonil-CoA ~2 uM =0,07uM -
K., palmitoil-CoA =40 yM =40 uM *
K., carnitina =100 pM =500 uM *
Expressid tissular
Fetge ++++ - -
Muscul (+) +Htt -
Cor + +++ -
Ronyé ++++ () -
Pulmo ++++ (+)
Melsa +Ht
Intesti +Ht
Pancrees +HHt
Tx. adipés marrd (+) +H+
Tx. adipds blanc + 4+ -
Ovari ++++ () +
Testicle (+) +HH++ +
Cervell +++ + +4++4+
Deficiéncia humana si no no

Taula 1.1. Resum del patré d’expressio i caracteristiques de les CPT1 descrites. Modificat
de (McGarry and Brown 1997) amb dades enzimatiques dels treballs (de Vries, Arvidson et al.
1997; Zhu, Shi et al. 1997). * , parametre analitzat en la publicacié (Sierra, Gratacds et al. 2008),
veure en el text.

Els tres isotips de CPT1 descrits presenten diferents patrons d’expressié que, a més a
meés, no son fixes i, encara avui, no esta del tot clar la distincio entre teixits que expressin un o
altre isotip. Per ser I'enzim clau de la R-oxidacid, les caracteristiques cinétiques de la CPT1 es
correlacionen amb el tipus de metabolisme lipidic del teixit on es troba. El fetge és un teixit
tipicament lipogénic que, en condicions de manca de substrats metabolics, presenta elevats
indexs de cetogénesi. Com s’'observa a la taula 1.1, la CPT1A, principament expressada en fetge,
presenta una elevada afinitat per la carnitina (baixa Km) i poca sensibilitat a inhibidor (alta ICso),
de manera que es garanteix una elevada producci6 d’acetil-CoA en tot moment. A nivell
muscular, tot i que la concentracié de malonil-CoA varia en funcié de situacions com el dejd,
I'exercici fisic i el tipus de fibres musculars, els nivells basals (similars als nivells hepatics)
sempre s6n superiors a la concentracié necessaria per mantenir la CPT1 totalment inhibida, ja

que presenta una sensibilitat a 'inhibidor molt elevada (baixa ICsp).
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Aixi, s’ha observat una relacié inversa entre la K per la carnitina i la ICso per malonil-
CoA en la majoria d’enzims CPT1, que a més a més, va en sentit contrari entre ambdos isotips

hepatic i muscular (veure a continuacio).

Diferents laboratoris han questionat la capacitat enzimatica de CPT1C, com veurem en
detall a I'apartat 111.3.3.3. La sobreexpressio de la proteina en la linia neuronal PC12 resulta en
un enzim actiu, tot i que amb una activitat especifica 100 vegades menor que CPT1A. CPT1C
presenta una menor afinitat per palmitoil-CoA (major Km) i major afinitat per la carnitina (menor
Km) que CPT1A, i no es pogué mesurar la ICso pel malonil-CoA degut als baixos nivells d’activitat

enzimatica mesurats (Sierra, Gratacos et al. 2008).

El naixement implica importants canvis en I'expressié dels gens del metabolisme lipidic,
consistent amb el canvi de dieta que es ddna entre el periode fetal i la lactancia post-part en
mamifers. Aixi, el desenvolupament post-natal ha estat estretament relacionat amb 'activacio del
sistema CPT, principalment CPT1, i amb el canvi dels patrons d’expressio dels isotips en
diferents teixits per tal d’adaptar-se a les necessitats energétiques i a la disponibilitat de substrat
de cada moment. Estudis en miocardi de rates (Brown, Weis et al. 1995), i ovelles (Bartelds,
Takens et al. 2004), identificaren una mescla d’'ambdés isotips CPT1A i CPT1B en el periode
fetal, moment en que els principals substrats energétics son glucosa i lactat. El canvi de dieta
durant la lactancia, abundant en LCFA, coincideix amb una expressio clarament predominant de
CPT1B i una drastica disminuci6 en I'expressié de CPT1A a la primera setmana de vida, després
d’'un augment transitori just després del part (Bartelds, Takens et al. 2004). Aquest canvi en els
nivells es correlaciona directament amb els nivells de carnitina, baixos en néixer i insuficients pel
bon funcionament de ['isotip B, que presenta baixa afinitat per la carnitina, perd suficients per

lisotip A, que presenta una afinitat superior per la carnitina (veure a continuacio).

3.1. CPT1A

CPT1A és l'isotip més estudiat. El primer cDNA aillat va ser el de l'isotip CPT1A de rata
a partir d'una llibreria de cDNA hepatic (Esser, Britton et al. 1993), predient una proteina de 773
aminoacids (88.15kDa). EI cDNA huma va ser aillat poc després (Britton, Schultz et al. 1995),
predient una proteina d’igual pes, amb una seqiéncia molt similar a la de rata (82%) i un 88%

d’homologia a nivell aminoacid.

L’expressi6 en el llevat P. pastoris (de Vries, Arvidson et al. 1997) va permetre per primer
cop produir un enzim CPT1A amb una sensibilitat al malonil-CoA (ICs0=1.9uM) similar al valor

32



INTRODUCCIO

obtingut en aillar 'enzim de mitocondris de fetge de rata (ICso=1-2uM) (McGarry, Mannaerts et al.
1978). La incubaci6 de CPT1 amb concentracions creixents del seu principal substrat, el
palmitoil-CoA, pot desplagar la unié a l'inhibidor malonil-CoA, i viceversa, indicant que ambdds
s'uneixen de forma competitiva a la proteina (Mills, Foster et al. 1983; McGarry and Brown 1997,
Rufer, Thoma et al. 2009).

S’ha descrit la importancia de les arginines conservades en el plegament de CPT1A i el
manteniment dels ponts salins intramoleculars: les mutacions puntuals R601A i R655A en la
CPT1A de rata resultaren en enzims inactius, de manera que probablement sén dos residus amb
un paper crucial pel manteniment de la configuracié del centre actiu de la proteina (Dai, Zhu et al.
2000). Paral-lelament, la mutacié R505N (corresponent a la posicio R655 de CPT1) en la COT
bovina produi una disminuci6 d'unes 1650 vegades en I'afinitat per la carnitina de I'enzim (Cronin
1997), suggerint que aquesta posicid és important per a la uni6 del substrat, tot formant un pont
sali amb el motiu carboxil de la carnitina (Cronin 1997).

Dai i col-laboradors estudiaren I'efecte de la mutacio puntual a alanina d'altres arginines i
triptofans conservats en la sequéncia proteica de CPT1A, com sén R388A, R451A, RG06A,
W391A, i W452A, resultant en tots els casos en una pérdua de més del 50% d’activitat respecte
I'enzim wild-type, assolint en alguns enzims el 98% de pérdua d’activitat catalitica. En aquest
estudi es determinaren aquestes posicions, doncs, com a crucials en la configuracié del centre
actiu de I'enzim CPT1A, contribuint a I'estabilitzacio del complex enzim-substrat per neutralitzacio

de carrega (arginines) o interaccions hidrofobiques (triptofans) (Dai, Zhu et al. 2000).

3.1.1. Efecte del deju i llocs d'uni6 al malonil-CoA

En contrast amb les altres isoformes de CPT1, varis autors han descrit importants
diferéncies en el comportament cinétic de la CPT1A depenent de l'estat nutricional de
I'organisme (Cook, Otto et al. 1980; Ontko and Johns 1980; Bremer 1981; Grantham and Zammit
1986; Grantham and Zammit 1988; Kerner, Parland et al. 2008). Aixi, mitocondris aillats de fetge
de rates alimentades presentaren una ICso de 2.8uM pel malonil-CoA, mentre que el mateix
analisi en rates dejunades i diabétiques, mostra una disminuci6é important en la sensibilitat de
CPT1A a l'inhibidor, que presenta una ICso de 9.1uM (McGarry, Mannaerts et al. 1978; Ontko
and Johns 1980; Kerner, Parland et al. 2008).

Més tard, es realitzaren assajos in vitro per estudiar aquest efecte. S'incubaren
mitocondris aillats de fetge de rates (alimentades) amb malonil-CoA durant diferents periodes,
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previ a l'assaig d'activitat. Els resultats mostraren que I'enzim presentava major sensibilitat a
linhibidor com més llarg havia estat el periode d'incubaci6 amb el mateix, suggerint que la
proteina retenia en “memoria” una conformacié més o menys susceptible a la inhibicié depenent
de la situacié fisiologica del teixit de partida, fet que justifica la correlacio entre els nivells de

malonil-CoA in vivo i la sensibilitat dels enzims mesurada in vitro (Zammit 1983; Zammit,
Corstorphine et al. 1984).

Totes aquestes observacions dugueren a pensar en dues conformacions estructurals de
la proteina, depenent de I'estat fisiologic de la cél-lula: una de baixa afinitat per l'inhibidor i una
segona d'alta afinitat induida pel mateix malonil-CoA, com s’observa a la figura 1.10 (Bird and
Saggerson 1984; Zammit 1984; Shi, Zhu et al. 1999). Varis estudis posteriors confirmaren la
correlacio d'aquestes dues conformacions amb dos llocs d’unié al malonil-CoA: un de més baixa
afinitat, on inhibidor i substrat competeixen per I'entrada al centre catalitic de 'enzim (Zammit,
Corstorphine et al. 1984; Cook, Mynatt et al. 1994; Kashfi, Mynatt et al. 1994; Morillas, Gomez-
Puertas et al. 2002; Lopez-Vifas, Bentebibel et al. 2007); i un segon de més alta afinitat i no
competitiu amb I'acil-CoA, d’unio al-lostérica (Grantham and Zammit 1986).
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Figura 1.10. Corbes Scatchard del grau d’uni6 del malonil-CoA a la CPT1A de rata. Les dues
pendents indiquen dos graus d'uni6 diferents al malonil-CoA, un de més baixa afinitat (a altes
concentracions d'inhibidor) i un de més alta afinitat (a baixes concentracions de malonil-CoA). Extret de
(Shi, Zhu et al. 1999).

3.1.2. Determinants moleculars de la sensibilitat al malonil-CoA

En aquest treball s’entén per determinant molecular aquella caracteristica fisicoquimica
d'una proteina que, en modificar-la, produeix canvis en la seva funcié, en aquest cas, en la
sensibilitat per I'inhibidor fisiologic de CPT1, malonil-CoA.
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Tot i que s’han realitzat nombrosos estudis, encara no es coneix el mecanisme exacte de
regulacié de les CPT1 per malonil-CoA, sobretot per la falta d’un cristall representatiu de I'estat

natiu de la proteina, com ja s’ha comentat.

La mutagénesi dirigida de la sequéencia de la proteina ha permés la identificacio de
diferents determinants de la sensibilitat a I'inhibidor en la regié aminoterminal de la CPT1A. La
mutacié dels residus Glu i His provoca una perdua important en la sensibilitat de la CPT1A de
rata a l'inhibidor (ICs50=200uM i 25uM, respectivament, vs. 2uM del wt). (Shi, Zhu et al. 1999),
mentre que un canvi a alanina dels residus Ser?4 i GIn30 fan la proteina més sensible al malonil-
CoA (Jackson, Price et al. 2001). De tota manera, la combinacié d’aquestes mutacions que
actuen en sentit contrari sobre la sensibilitat a I'inhibidor no reverteix la pérdua de sensibilitat
produida per la mutaci6 E3A, resultant en un enzim menys sensible en tots els casos. La posicid
Glu3, doncs, és un fort determinant positiu de sensibilitat al malonil-CoA de CPT1A de rata, ja

que confereix més sensibilitat a I'enzim.

La delecié de diferents fragments de la regié aminoterminal resulta en enzims menys
sensibles al malonil-CoA. En concret, s’han identificat els primers 18 residus de CPT1A de rata
com un determinant positiu de sensibilitat al malonil-CoA, ja que la seva delecid produeix un
enzim menys sensible a l'inhibidor (ICso=380uM) (Shi, Zhu et al. 1998). D’altra banda, els residus
19 al 30 es comporten com un determinant negatiu, produint I'efecte contrari (ICs0=1.1uM vs
38uM del wt). La manca d'aquest determinant negatiu en els isotips B, explica la major
sensibilitat al malonil-CoA que aquests presenten respecte els isotips hepatics (Jackson, Zammit
et al. 2000). La delecio6 dels primers 82 aminoacids produeix un enzim insensible al malonil-CoA
(Shi, Zhu et al. 1998), tot i que la mateixa proteina generada i expressada en un altre laboratori i

una soca de llevat diferent, resulta en un enzim inactiu (Jackson, Zammit et al. 2000).

Es coneix també la importancia de determinats residus de la regi6 carboxiterminal de
'enzim implicats també en aquesta regulacié pel malonil-CoA. Aixi, s’han identificat els
aminoacids Arg388 Arg#! i Trp*2 que, mutats a alanina, produeixen enzims insensibles al
malonil-CoA (Dai, Zhu et al. 2000), com també és el cas de les posicions Arg80!, Glubo3 j Argos,
que mutades a alanina, produeixen enzims menys sensibles a I'inhibidor (Treber, Dai et al. 2003).

Estudis del nostre grup en col-laboracio amb el grup de Woldegiorgis, identificaren el
residu Glus®® com una posicié clau propera el centre catalitic de la proteina que, mutada a
diferents aminoacids, alterava l'estabilitat del centre actiu i la sensibilitat per 'inhibidor (Napal,
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Dai et al. 2003). S'identifica també el residu Met5% com a important en aquest mateix sentit, ja
que mutat a diferents aminoacids, produia un enzim menys sensible en tots els casos, amb

alteracions en I'activitat especifica (Morillas, Gémez-Puertas et al. 2003).

Observacions de Kolodziej i col-laboradors suggerien que interaccions intramoleculars
entre les regions amino- i carboxiterminal de la proteina o bé entre els dos TMs afectaven el grau
de sensibilitat a l'inhibidor, i que canvis en l'estat fisiologic alteraven aquestes interaccions
(Kolodziej and Zammit 1990; Pan, Cohen et al. 2002). La generaci6 de proteines quimériques
entre els isotips A i B de CPT1 de rata, de marcades diferéncies en el comportament cinétic, va
permetre confirmar aquestes observacions. Els enzims generats combinaven la regié N-terminal
d’'un isotip amb la regié C-terminal de l'altre, intercanviant també els fragments TM i el loop
intermembrana entre ells. Els resultats confirmaren la importancia de les interaccions
intramoleculars entre aquestes dues regions en determinar la sensibilitat dels enzims al malonil-
CoA, i mostraren que la CPT1B és molt menys sensible a canvis en aquestes interaccions, amb
una regié C-terminal molt més rigida que la CPT1A (Jackson, Zammit et al. 2000). Més
endavant, I'elevada identitat de sequéncia entre els enzims CPT1A de porc i de rata (per ser el
mateix isotip), que també presentaren marcades diferéncies en el comportament cinétic, va
permetre generar proteines quimeériques que combinessin diferents fragments de la regi6 C-
terminal per tal d'identificar determinants moleculars de la sensibilitat al malonil-CoA en aquesta

regi6 (Introduccid, apartat 111.4).

Estudis posteriors demostraren finalment I'existéncia d’una interaccié fisica entre les
regions N- i C-terminal de la proteina que determina la sensibilitat al malonil-CoA de CPT1A de
rata, mitjangant I's d’un crosslinker de 15.8A de llargada de brag. Els autors postularen que els
residus implicats en I'enllag podrien ser una lisina de la regié aminoterminal (posicions 40 a 47)
amb una cisteina de la regié carboxiterminal, i que canvis en I'estat fisiologic (deju, per exemple)
alteren aquesta interaccié. A més a més, demostraren que els canvis observats en la sensibilitat
al malonil-CoA de CPT1A en introduir mutacions a la regié aminoterminal de la sequéncia de la
proteina, son resultat d'alteracions en aquestes interaccions intramoleculars (Faye, Borthwick et
al. 2005).
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3.1.3. Disposici6 de CPT1A en la membrana: formaciéo d'oligbmers i mecanisme de

transport de les acilcarnitines a I'espai intermembrana

El fet que la sensibilitat de CPT1A al malonil-CoA es vegi afectada per la naturalesa de
la membrana i I'estat fisiopatologic de I'organisme, aixi com per interaccions entre la regié amino-
i carboxiterminal de I'enzim, va fer pensar en un rol dels fragments TMs de la proteina en
determinar la distancia entre aquestes dues regions i per tant la sensibilitat a l'inhibidor

(Lemmon, Treutlein et al. 1994; Popot and Engelman 2000).

Borthwick i col-laboradors van demostrar que la regio TM2 i els residus immediatament
anteriors a aquesta sequiencia (que formen part del loop intermembrana) son crucials en
determinar I'angle d’ancoratge de la proteina a la membrana i per tant el docking entre ambdds
extrems amino- i carboxiterminal de I'enzim. La inserci6 o delecié d’una sequencia de residus en
aquesta regio6 o bé la modificacio dels residus implicats augmenta significativament la sensibilitat
de CPT1A de rata al malonil-CoA, validant aquesta hipotesi (Borthwick, Jackson et al. 2006).
Aquests canvis no son deguts a la sequéncia especifica del loop intermembrana, ja que
lintercanvi d’aquest regi6 entre l'isotip A i el B no produeix canvis en la sensibilitat respecte la
proteina nativa (Swanson, Foster et al. 1998), confirmant la importancia dels residus del loop
propers al TM2 i el TM2 en si mateix en determinar el grau de sensibilitat de la CPT1A a

linhibidor (veure més endavant).

El malonil-CoA exerceix una inhibicié cooperativa positiva i al-losterica sobre la CPT1A,
resultant en una relacié sigmoidea entre la concentracié de substrat (palmitoil-CoA) i I'activitat
enzimatica de I'enzim (McGarry, Mannaerts et al. 1978; Saggerson and Carpenter 1981). Aixi, la
unié del malonil-CoA podria produir un canvi conformacional que resulti o bé en una millor uni6
d’'una segona molécula de malonil-CoA, o bé en una pitjor unié d’'una segona molécula de LCFA-
CoA. Es creu que les proteines amb aquest tipus d'efectes cooperatius es troben formant
complexes de dos o més subunitats, fet que planteja la hipotesi que la CPT1A pogués formar
oligdmers un cop importada al mitocondri. L’analisi d’extractes mitocondrials de CPT1A de rata
nativa i expressada en llevats mostra que efectivament la proteina s’associa en oligdmers,
principalment trimers, tot i que no observaren diferencies en 'estat d’agregacio de la proteina en
animals diabétics o en deju respecte els control (Faye, Esnous et al. 2007). Considerant que la
permeabilitat de la MME no permet el pas de les acilcarnitines formades a la cara citosolica de la
membrana per CPT1 (Benz 1994), Faye i col-laboradors postularen en aquest treball dos
possibles mecanismes de transport a I'interior mitcondrial (Figura 1.11).
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Figura 1.11. Possibles mecanismes de transport dels LCFA-CoAs a I'interior mitocondrial.
Extret de (Faye, Esnous et al. 2007).

Com s’observa a la figura 1.11A, un mecanisme implica la porina com a molécula que
transporta les acilcarnitines sintetitzades en el citosol per CPT1. La porina, o VDAC (Voltage
dependent anion selective channel) és una proteina altament expressada a la MME, encarregada
de la regulacio de la permeabilitat de la membrana a ions i metabolits (Benz 1994; Rostovtseva
and Colombini 1996). La inhibici6 especifica d’aquesta porina aboleix totalment I'oxidacio del
palmitat i el palmitoil-CoA en fetge i cor de rata, sense alterar I'oxidacié d’altres substrats com el
glutamat, piruvat i la palmitoilcarnitina (Konig, Kocsis et al. 1977; Turkaly, Kerner et al. 1999).
Corroborant aquestes observacions, s’ha identificat aquest canal en els llocs de contacte de la
membrana mitocondrial, formant part dels complexes MICOS (Mitochondrial Contact Site)
(Harner, Korner et al. 2011), on podria trobar-se proper a la resta d'enzims del sistema CPT
formant part d'una mateixa unitat funcional (Kashfi, Mynatt et al. 2011) (Introducci6, apartat
[1.4.3). En aquest cas, les acilcarnitines de cadena llarga produides al citosol serien introduides a
I'espai intermembrana a través de la porina, i posteriorment translocades a la matriu mitocondrial
a través de la CACT (Faye, Esnous et al. 2007).

El segon mecanisme mostrat a la figura 1.11B suggereix que la catalisi enzimatica es
déna en un canal format per I'associacié de mondmers de CPT1, trobant-se el centre catalitic
dels enzims en la interfase de les subunitats, com es déna en el cas de la CAT (cloramfenicol
acetiltransferasa) (Leslie, Moody et al. 1988). Un parell d’anys més tard es confirma I'agregacio

de CPT1 en analitzar per espectroscopia de dicroisme circular i electroforesi en gel natiu un
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peptid corresponent al TM2 de la CPT1A de rata, veient que aquesta era la regio responsable de
I'agregacié de la proteina (Jenei, Borthwick et al. 2009). Més recentment, s’ha demostrat que el
motiu GXXXG-GXXXA del TM2 és el responsable de I'oligomeritzacié de la proteina, i que
mutacions d’aquests residus disminueixen I'estat d’agragacié d’hexamer a trimer, o fins i tot

menor i augmenten la sensibilitat de 'enzim al malonil-CoA (Jenei, Warren et al. 2011).

Recentment s’ha proposat un tercer model, després de la identificacid de les proteines
VDAC (porina) i ACSL (FACS de cadena llarga) formant part d'un complex enzimatic

heteroligomeric juntament amb CPT1, que confirmaria aquesta hipotesi (Figura 1.12).

g palmitoyl-CoA

o

palmitic acid - CYTOSOL

MITOCHONDRIAL OUTER MEMBRANE

________

» = INTERMEMBRANE SPACE
palmitoylcamitine N
palmitoyl-CoA

s ACSL; long-chain acyl-CoA synthetase

* VDAC,; voltage-dependent anion channel
| CPT1a, carnitine palmitoyl transferase 1a
A

Figura 1.12. Model proposat de formacié d’un complex hetero-oligoméric que implica els

enzims CPT1A, ACSL i el canal VDAC. El palmitoil-CoA format per 'ACSL al citosol és

canalitzat a través de la VDAC a lespai intermembrana, on es transesterificara a

palmitoilcarnitina per accié de la CPT1A. Extret de (Lee, Kerner et al. 2011).

A diferéncia de les anteriors observacions, aquest model situa el centre actiu de la CPT1
a l'espai intermembrana, de manera que la transesterificacié del palmitoil-CoA a palmitoil-
carnitina tindria lloc en I'espai intermembrana i no a la cara citosolica de la MME (Lee, Kerner et
al. 2011). Altres autors havien situat el lloc d'unié a lacil-CoA de la proteina a l'espai
intermembrana, perd han acabat desestimant aquesta opcié (Murthy and Pande 1987; Kashfi

and Cook 1999; Kashfi, Mynatt et al. 2011).

3.1.4. Models estructurals de CPT1A

Diferents autors han generat evidéncia experimental per tal d’aprofundir en I'estudi de
I'estructura tridimensional de la CPT1A de rata, extrapolable a la proteina humana per l'alta
identitat de sequéncia que comparteixen (Jackson, Zammit et al. 2000; Jogl and Tong 2003;
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Morillas, Lopez-Vifias et al. 2004). Per la manca d'un cristall de la proteina, les estructures

descrites fins al moment s’han obtingut per homologia de seqiiéncia amb altres enzims de la

familia de les carnitina aciltransferases com la COT o la CrAT, especialment del domini catalitic

de la proteina. De tota manera, I'alineament de la seqliéncia de la CrAT de ratoli amb la CPT1A

humana mostra importants insercions en loops de la superficie fora del centre actiu que cal tenir

presents a I'hora d’extrapolar evidéncies experimentals (Gobin, Thuillier et al. 2003). A

continuacié es presenten les principals caracteristiques dels dos models estructurals més

recentment descrits per CPT1A.

Lépez-Vifas i col-laboradors presentaren I'any 2007 un model estructural que expliqués

el tipus d'inhibicié que exerceix el malonil-CoA sobre la CPT1A de rata, confirmant dos llocs

d’unié per l'inhibidor, tal com s’havia descrit préviament (Bird and Saggerson 1984; Zammit 1984;
Zammit, Corstorphine et al. 1984; Grantham and Zammit 1986; Cook, Mynatt et al. 1994; Kashfi,
Mynatt et al. 1994; Morillas, Gomez-Puertas et al. 2002).

malonyl-CoA (A site)

{ *'

= /1 e
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carnitine ! palmiioleoA
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Figura 1.13. Secci6é longitudinal de I'estructura de
CPT1A indicant els dos putatius llocs d’uni6 al
malonil-CoA. Es representa la molécula d'inhibidor en
el lloc A en verd, i en el lloc O en groc. Els lloc d’uni6 del
palmitoil-CoA i la carnitina son les zones ombrejades en
marro i blau, respectivament. Una molécula de carnitina
en blau mostra la interferéncia que exerceix el malonil-
CoA, en ambdues posicions (mostrat també en detall).
Extret de (Lopez-Vifias, Bentebibel et al. 2007).

Tal com s’observa a la figura 1.13, es situaren els dos llocs d’unié al malonil-CoA en els

extrems distals del tunel catalitic predit per 'enzim. S'anomena centre “A” al lloc d’unié de baixa

afinitat per I'inhibidor, proper a la interacci6 entre els extrems N- i C-terminals de la proteina, on
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el malonil-CoA competeix amb I'acil-CoA (substrat) per I'entrada al centre catalitic (Grantham and
Zammit 1986). EI motiu CoA es posicionaria a la part més exterior del tunel. Molécules com el
CoA lliure, l'acetil-CoA i el propionil-CoA inhibeixen CPT1 unint-se al lloc d’'unié a I'acil-CoA
(Kashfi and Cook 1999). El centre “O” es troba al lloc Oposat del tinel catalitic, i és el lloc d'unio
exclusiva i d’alta afinitat per l'inhibidor. En aquest lloc, la interaccié de l'inhibidor amb I'enzim
depén majorment del grup dicarbonilic (CO-CH2-CO o bé CO-CO) més que del CoA amb els

residus propers. Ambdds llocs comparteixen el centre d’unié a la carnitina.

Es realitza una prediccio in silico de la regié aminoterminal de la proteina per homologia
de sequencia amb el factor de transcripcio IlIA de X. laevis (entrada 1TF3, del Protein Data
Bank). L'estructura construida prediu 4 fulles beta (E1, residus 12-14; E2, residus 20 -22; E3,
residus 27-30; E4, residus 34 -37) i una a-hélix (H1, residus 38-47). Aquesta prediccio es
corresponia amb observacions anteriors, on s’havia predit que els residus 15-19 estarien formant
part d’'un gir entre fulles B que, en el model, seria entre la primera i la segona fulla (Jackson,
Zammit et al. 2000).

El docking de la regié amino- sobre I'extrem carboxiterminal mostra que la interacci6
entre els residus E26-K561 seria determinant del grau d’'unié del malonil-CoA al lloc “A”, fet que
es confirma en mutar ambdues posicions en experiments de Swapping i comprovar que la
mutaci6 puntual dels residus provocava la perdua de sensibilitat de la CPT1A de rata al malonil-
CoA (Lopez-Vifas, Bentebibel et al. 2007).

Més recentment Jenei i col-laboradors presentaren un segon model estructural de la
CPT1A humana (Rao, Warren et al. 2011). S'analitza per NMR un péptid corresponent als 42
residus N-terminals de la proteina i identificaren dues possibles disposicions en I'espai, respecte
la regié C-terminal, que podrien determinar el grau d’activitat o inhibicié de I'enzim. Considerant
que l'analisi per NMR d’'una proteina solubilitzada és molt més real que la seva cristal-litzacio, i
que la regid6 aminoterminal de tots els models de CPT1A dissenyats fins al moment es
corresponia a altres proteines i no a la seqiéncia nativa de la proteina, podem dir que aquest és

el model més real que s’ha publicat fins al moment d’aquest enzim (Figura [.14).
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Figura 1.14. Representacié esquematica per homologia de
l'estructura de la CPT1A, excepte de la regi6 N-terminal
(N), per la qual no existeix una estructura homologa. Es cylosol
representen els possibles estats d'associacié de la regio N:
associada a la MME, lliure en el citosol, i associada a la
regio C-terminal. Es coneix la topologia de membrana de la
CPT1A (Fraser, Corstorphine et al. 1997), perd no les

orientacions relatives entre els TMs i la regié C-teminal. Es inter-
mostra una possible conformacié. Extret de (Rao, Warren membrane o~
etal. 2011). space

Tal com s'observa a la figura 1.14, s'identificaren dos possibles estats conformacionals
dels primers 25 residus de I'extrem aminoterminal de la proteina: un estat cataliticament actiu de
la proteina (anomenat conformacié NR), i un estat d'inhibici6 (conformacié Na). La conformacio
NR de la regié aminoterminal consisteix en el plegament en dues fulles beta antiparal-leles dels
residus 10-14 i del 19-23, seguit d'una hélix a (anomenada a2) dels residus 25-39. Els autors
prediuen que en aquest estat conformacional, I'extrem amino- es trobaria interaccionant amb
I'extrem carboxiterminal de la proteina, i les fulles beta no permetrien I'entrada de l'inhibidor. En
la conformacio Na, la desestabilitzacié de les cadenes B provocaria la formacié d’'una hélix a
(anomenada a1) dels residus 2 al 8, de manera que la regié N-terminal passaria a interaccionar
amb la membrana mitocondrial externa i I'absencia de les cadenes B permetria I'entrada de
linhibidor.

La desestabilitzacié de les fulles R i el posterior switch a la conformacio Na seria
consequéncia de canvis en l'estat metabolic a curt plag (indicat per les concentracions de
malonil-CoA) i a llarg plag (que produeix canvis en la curvatura, composici6 i fluidesa de la
membrana) que alhora poden alterar la localitzacié de I'enzim a la membrana (Jenei, Warren et
al. 2011; Rao, Warren et al. 2011).

A diferéncia del model proposat per Lopez-Vifias i col-laboradors, els autors en aquest
cas oferiren dues possibles solucions de docking entre els regions amino- i carboxiterminal,
situant la regié N-terminal propera al lloc d'unié dels acils-CoA (unié competitiva amb el malonil-
CoA), o bé al lloc d’uni6 exclusiu pel malonil-CoA (unié al-lostérica). En ambdues solucions, la
col-locaci6 d'una molécula de malonil-CoA en el model mostra que és necessari un

desplagament de la carnitina per permetre la unié de 'inhibidor a 'enzim. Aquest model d'uni6 és
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reforcat per observacions prévies (Jogl and Tong 2003), on s’havia descrit que I'oxidacio del grup
sulfhidril del CoA a acid sulfonic ocupa el lloc d’uni6 a la carnitina carboxilada. S’explica aixi la
relacié inversa que existeix entre la sensibilitat a 'inhibidor i I'afinitat per la carnitina de I'enzim
(Bird and Saggerson 1985), observada tant en I'enzim natiu aillat (McGarry, Mills et al. 1983; de
Vries, Arvidson et al. 1997), com en la proteina recombinant expressada en sistemes heterolegs
(Zhu, Shi et al. 1997; Swanson, Foster et al. 1998; Jackson, Zammit et al. 2000; Shi, Zhu et al.
2000). De tots els enzims CPT1 descrits, 'enzim hepatic de porc és I'Unic que no compleix

aquesta caracteristica (Introduccid, apartat 111.4).

3.2. CPT1B

La preséncia d’'un segon enzim CPT1 es va suggerir a partir d'assaigs amb mitocondris
hepatics i musculars de rata, on s’observaven diferéncies de fins a 100 vegades en la sensibilitat
a malonil-CoA entre els mitocondris (McGarry, Mills et al. 1983). | es va confirmar en estudis amb
inhibidors com 'etomoxir-CoA o el TG-CoA marcats radioactivament, on la uni6 irreversible sobre
mitocondris hepatics i musculars donava lloc a dues proteines CPT1 que migraven de manera
diferent en un gel SDS-PAGE (Woeltje, Esser et al. 1990; Weis, Esser et al. 1994).

El cDNA de la CPT1B de rata va ser aillat a partir d’'una llibreria de cDNA de teixit adipds
marrd i d'una altra de muscul cardiac (Yamazaki, Shinohara et al. 1995; Esser, Brown et al.
1996), predient una proteina de 772 aminoacids (88.23 KDa). El cDNA huma va ser clonat poc
després, a partir d'una llibreria de cDNA de muscul cardiac (Yamazaki, Shinohara et al. 1996;
Britton, Mackey et al. 1997). Els cDNAs de rata i huma presenten un alt grau d'identitat (85%) i

les sequiéncies aminoacides comparteixen un 86% d’homologia.

Analitzada en un gel SDS-PAGE, CPT1B presenta una mobilitat electroforética aparent
de 82kDa, quan el seu pes real son 88.23kDa. Es desconeix el perqué d’aquesta migraci6
anomala de CPT1B, perd si que se sap que no es deu a modificacions post-traduccionals sin6 a

caracteristiques intrinseques de la seqléncia proteica (Esser, Brown et al. 1996).

En el teixit cardiac i muscular de rata s’han aillat dues isoformes més de CPT1B fruit
d’un tall (splicing) alternatiu de 'mRNA (Yu, Lu et al. 1998) que provoca delecions internes en la
regio N-terminal de la proteina. Inicialment, es va considerar la possibilitat que aquestes
proteines poguessin presentar un diferent ensamblatge i/o topologia de membrana i unes
diferents caracteristiques cinétiques que afectessin I'activitat CPT1 en el desenvolupamentien la
resposta a hormones o a estats metabolics i que expliquessin la fraccié de B-oxidaci6 no inhibible
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per malonil-CoA (Kim, Koves et al. 2002). Finalment, s’ha demostrat que es tracta de proteines

cataliticament inactives (van der Leij, Cox et al. 2002).

Com en el cas de la CPT1A, s’han publicat diferents treballs que mostren una associacié
de CPT1B amb proteines transportadores de FA com la FAT/CD36 i la FATP1 (Campbell,
Tandon et al. 2004; Schenk and Horowitz 2006; Sebastian, Guitart et al. 2009) en mitocondris de
cor i muscul esquelétic, que facilitaria I'oxidacié mitocondrial dels LCFA. A diferéncia de CPT1A,

pero, no s’han publicat estudis sobre una possible oligomeritzacio de la proteina.

Es considera que un 60-80% del requeriment energétic del miocardi prové de I'oxidaci6
de FA (Whitmer, Idell-Wenger et al. 1978). Perd alhora es coneix que els nivells de malonil-CoA
son sempre superiors a la ICso de CPT1B. Com s’entén doncs que la via oxidativa estigui tan
activada en un teixit com aquest? S’explicaria en part per la regulacié transcripcional de CPT1B
per LCFA a través de PPARa. Aixi, els LCFA activen PPARa, que heterodimeritza amb RXR (9-
cis retinoic acid receptor) i s'uneixen a I'element de resposta a FA de la regio promotora de
CPT1B activant la seva transcripcio (Brandt, Djouadi et al. 1998; Mascaro, Acosta et al. 1998;
Yu, Lu et al. 1998).

Una segona hipotesi suggerida és que l'increment d’acils-CoA de cadena llarga generats
pel propi sistema CPT activi 'AMPK, inhibeixi I'activitat de 'ACC disminuint per tant la sintesi de
malonil-CoA (Gamble and Lopaschuk 1997). Aquesta hipotesi queda reforgada pel fet que
I'’ACC2 (isoforma majoritaria en muscul i cor) es trobi associada a la membrana mitocondrial
externa, de manera que el malonil-CoA sintetizat en aquesta regié sigui I'tnic pool intracel-lular

d’inhibidor que pugui inactivar la CPT1B.

D’altra banda, I'activitat CPT1 també es pot veure modificada, sobretot en situacions
d’exercici intens, per la disponibilitat de carnitina i pel pH intracel-lular (Sahlin 1978; Hiatt,
Regensteiner et al. 1989; Starritt, Howlett et al. 2000).

3.2.1. Principals diferéncies respecte CPT1A

La primera gran diferéncia entre ambdos isotips és el patré d’expressio: mentre CPT1A
s'expressa principalment en tipus cel-lulars implicats en la deteccié dels nivells de glucosa
(cél-lules pancreatiques, hepatocits, neurones hipotalamiques...), els nivells de CPT1B son

elevats en teixits amb elevada capacitat oxidativa, com el teixit adipés marré o el cor.

44



INTRODUCCIO

Tot i que ambdods isotips comparteixen una elevada identitat de sequéncia, presenten
marcades diferencies en les seves caracteristiques enzimatiques: CPT1B és un enzim altament

sensible al malonil-CoA (baixa |Cso) perd baixa afinitat per la carnitina (alta Km), com es mostra a

la taula I.2.
ICs0 Malonil-CoA (uM) ‘ Km Carnitina (uM) | Km Palmitoil-CoA (uM)
Rat CPT1A 1.92 1000 43
Human CPT1B 0.069¢ 666 42

Taula 1.2. Caracteristiques enzimatiques de CPT1A de rata i CPT1B humana. Dades
obtingudes de mitocondris de llevats P. pastoris soca GS115 recombinants. 2 b ¢ (de Vries,
Arvidson et al. 1997; Zhu, Shi et al. 1997; Dai, Zhu et al. 2000).

A diferéncia de CPT1A, s’ha vist que la sensibilitat al malonil-CoA de l'isotip muscular no
varia en rates dejunades respecte els animals control (Paulson, Ward et al. 1984; Park and Cook
1998). A més a més, mentre que en CPT1A es pot desplagar la unié de l'inhibidor en afegir
concentracions creixents de plamitoil-CoA, aquest no és el cas de CPT1B, que sembla que
presenta una inhibici6 més al-lostérica que no competitiva pel malonil-CoA, on el grau d’inhibicio
depén de la uni6 dalta afinitat i, per tant, hauria de ser directament proporcional a la

concentracié de malonil-CoA a la cél-lula (Bird and Saggerson 1984).

En els estudis de Jackson i col-laboradors s’intercanvia el loop intermembrana i el TM2
entre isotips de la CPT1 expressada en llevats i observaren que la regidé carboxiterminal de
lisotip B és una estructura molt més rigida i menys sensible a canvis en la membrana i les
interaccions entre les regions N- i C-terminal que l'isotip A, fet que explicaria la manca d’efecte
del deju i la fluidesa de la membrana respecte la CPT1A (Jackson, Cameron et al. 2000).

3.2.2. Determinants moleculars de la sensibilitat al malonil-CoA

Els estudis realitzats fins al moment no expliquen les diferéncies en el comportament

cinetic entre els isotips hepatics i musculars de CPT1.

Diferents grups han generat proteines quimériques entre ambdos isotips hepatic i
muscular de rata. Els resultats mostraren que la substitucio de la regio N-terminal (residus 1-82)
de la CPT1A amb la regi6 N-terminal de la CPT1B no altera la sensibilitat al malonil-CoA de les
proteines quimériques, suggerint que les interaccions intramoleculars entre els extrems N- i C-

terminal de la proteina no eren I'iinic factor implicat en determinar les diferéncies cinétiques entre
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isotips de la CPT1 (Introduccio, apartat Il) (Swanson, Foster et al. 1998; Jackson, Cameron et al.
2000).

El mateix tipus d’experiment realitzat en les proteines humanes mostra que la interaccid
dels dos TMs de I'enzim era crucial en determinar el grau de sensibilitat a 'inhibidor. Aixi, una
CPT1A amb els primers 79 residus de la CPT1B, incloent el TM1, mostra una disminucié en la
sensibilitat al malonil-CoA (ICso=9uM vs 2uM del wild-type), mentre que el mateix enzim amb els
primers 130 aminoacids de la CPT1B, incloent el TM1 i el TM2, no mostra canvis en el grau

d’inhibicio respecte I'enzim wild-type (Shi, Zhu et al. 2000).

Z;J -&IG 6:3 TM1 SID
HsCPT1A MAEAHQAVAF QFTVTPDGID LRLSHEALRQ IYLSGLHSWK KKFIRFKNGI| ITGVYPASPS SWLIVVVGVM TTMYAKIDPS 80
BICPTIR: soovommpms siemessrmsean  sawmimwmaBor: ol m eaema s i vevserea.l SS.H..V... 80
SECPTIA: o vwaamwnns aemenmaanis el sssenm Baos e sreess i emsawee] v aFasan waev e e s S be s es 90
HSCPTIR: vioioavainade i aarid V. F...R...KH V....IN... .RL..Il....J]LR....G..T ...V.IMATV GSSFCNV.I. 80
T e Vo FeenRina sl aoeas IN... .RL..Il..../LR....G..T ...V..MATV GSN|C.V.I. 80
SsCPTB .......... ......E.¥. F...R...KH ..... IN .RL [} LR....G..T ...V.ASATA GSS|YNV.|. 80

1 ; | |
HsCPT1A LGI IAKINRT LETANCMSSQ THNVVSGVLF GTGLWVALIV TMHYSLKVLL SYHGWMFTEH GKMSRATKIW MGMVKIFSGR 160
RACPTIA. oM i8es 2 DUTOR e sidisihwimvisen wmsmsins L L e Biis conmonnes - R A...VL... 160
BECPTIN . Voivvuos +DATOYL R Q.o uvinins vaimevims o mdisioosas e s s AR B ireean s M..RV.... 160
HsCPT1B ..LVSC.Q.C .PQGCGPYQT PQTRALLSMA IFSTG.WVTG IFAFRQTLK. LLCYHGWMFE MHGKTSNLTR IWAMC.RLLS 160
RNCPT1B M.LVHC.Q.C .P.RYGSYGT PQTETLLSMV IFSTG.WATG IFYFRQTLK. LLSYHGWMFE MHSKTSHATK IWAICVRLLS 160
SsCPT1B M.LVNH.Q.C .PERYGPYWT PQTRALLSMA VVSTG.WM.G IFHFRQTLK. LLSYHGWMFE MHGQSSRVTK VWAICVRLLS 160

™2

Figura 1.15. Alineament de seqiiéncies aminoacidiques dels primers 160 residus de
diferents proteines CPT1. Les arees enquadrades corresponen als fragments transmembrana
(TM1iTM2). HsCPT1A, CPT1A humana; RnCPT1A, CPT1A de rata; SSCPT1A, CPT1A de porc;
HsCPT1B, CPT1B humana; RnCPT1B, CPT1B de rata; SsCPT1B, CPT1B de porc.

Com s’observa a la figura 1.15, la seqléncia proteica de la CPT1 humana, de rata i ratoli
dels primers 18 residus d’ambdds isotips és idéntica. De tota manera, la deleci6 dels primers 18
residus de la CPT1B humana no té el mateix efecte que en la CPT1A de rata i de porc (Shi, Zhu
et al. 1998; Nicot, Hegardt et al. 2001), provocant només una lleugera disminucié de la
sensibilitat al malonil-CoA (ICs0=0.3uM vs 0.07uM del wild-type). D’altra banda, la delecié dels
primers 28 residus disminueix 100 vegades la sensibilitat a I'inhibidor, comportant-se doncs, com
un fort determinant positiu de la sensibilitat al malonil-CoA de la CPT1B humana (ICs0=7.5uM)
(Shi, Zhu et al. 2000), mentre que la delecié dels residus 19-30 de la CPT1B de rata no modifica
la 1Cs0 per linhibidor respecte I'enzim wild-type (Jackson, Zammit et al. 2000). Aquestes
observacions suggeriren que efectivament aquesta era una regi6 crucial en explicar les
diferéncies entre ambdés isotips. Per tal d’elucidar quins residus serien importants en marcar
aquestes diferéncies, es generaren mutants puntuals de les posicions Val'®, Leu?3, Ser4i Ser8 a
alanina, tot i que cap dels enzims generats presenta canvis en l'activitat ni la sensibilitat a la

inhibicié per malonil-CoA. Mutants dobles i triples d’aquests residus tampoc produiren canvis en
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les constants enzimatiques dels enzims resultants. De tota manera, en combinar la mutacié de
les quatre posicions a alanina amb la delecio dels primers 18 residus, es genera un enzim menys
sensible al malonil-CoA que els mutants A18 i A28 Human CPT1B (A18+V19AL23AS24AS28A,
|C50=10pM) (Zhu, Shi et al. 2003).

Com en la CPT1A de rata, s’han identificat residus de la regié N-terminal de la proteina
que, mutats puntualment, produeixen canvis molt importants en la sensibilitat pel malonil-CoA.
Aixi, la mutacié del residu Glu3 a alanina produeix un augment d’unes 60 vegades de la seva
ICs0, efecte similar a 'observat en introduir el mateix canvi a 'enzim hepatic. D’altra banda, la
mutacié del residu His® a alanina no modifica la sensibilitat de la proteina a l'inhibidor, tot i que
mostra una disminucio en la unié de baixa afinitat a l'inhibidor. La combinaci6 de la mutacié E3A
amb les mutacions V19A, L23A i S24A mostra una sensibilitat similar al mutant
A18+V19AL23AS24AS28A, suggerint que aquests quatre residus formen part del lloc d'unié al
malonil-CoA de la CPT1B. Els autors postulen que la mutacio E3A probablement podria estar
impedint un pont d’hidrogen o sali amb un d’aquests residus o potser amb un altre residu del lloc
d’uni6 al malonil-CoA i/o del centre actiu (Zhu, Shi et al. 2003).

La delecié dels primers 80 residus de la CPT1B de rata en la soca X-33 de P. pastoris
produi un enzim amb similar activitat i menor sensibilitat a I'inhibidor fisiologic que la proteina
wild-type (ICs0=11.1uM vs. 3.3uM del wild-type) (Jackson, Zammit et al. 2000). Alternativament,
el mutant equivalent de la CPT1B humana (A83) en la soca GS115 del mateix llevat resulta en
un enzim inactiu (Shi, Zhu et al. 2000). A més a més, les activitats especifiques dels diferents
mutants delecionats en aquest treball mostren una pérdua de la capacitat catalitica de I'enzim a
partir de la delecié dels primers 51 residus de la proteina. Els autors suggereixen que el TM1 té
un paper més destacat en els isotips B respecte els isotips hepatics en determinar I'activitat

catalitica de I'enzim.

3.3. CPT1C

L'isotip CPT1C és el més recentment descrit de CPT1. S'ailla a partir ’ESTs (expressed
sequence tags), petits fragments de nucleotids transcrits i processats, que poden donar lloc a
una proteina o no (Nagaraj, Deshpande et al. 2007). Aquestes ESTs van revelar I'existéncia de
varis clons humans i de ratoli de sequéncies relacionades amb CPT1A i CPT1B que no
corresponien realment a cap de les dues i que provenien, principalment, de cervell. Segons les
sequéncies dels cDNAs de ratoli i huma, amb una identitat entre elles del 83.5%, es dedueix una
proteina de 803 aminoacids que, analitzada amb anticossos especifics, mostra un pes molecular
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proxim al dels isotips A i B. La similitud en la seqUéncia aminoacidica del 54.5% i el 52.7%,
respectivament, preveu una estructura primaria similar entre els tres isotips, amb dos fragments
TM altament hidrofobics que indiquen I'ancoratge de la proteina a membranes bioldgiques (Price,
van der Leij et al. 2002).

Com a fet diferencial respecte els isotips A i B, CPT1C presenta una extensié de 32
residus a la regi6 carboxiterminal de la proteina que, analitzats amb programes predictors de

dominis estructurals, no correspon a cap estructura funcional coneguda (Figura 1.16).

HECPTTA: SNSKI = v vs: wiwn momimims n = siwin sws s wn mwie mwn » 773
HSGPTIB, KAYS - cmmvi: wam weadid & @ sai oo s o o s 5 772
HsCPT1C QHF.RRFRGS GKENSRHRCG FLSRQTGASK ASMTSTDF - 803

Figura 1.16. CPT1C presenta una extensié de 32 residus a I'extrem C-terminal de la
proteina respecte els altres isotips. Alineament dels ultims 40 residus de la seqiiéncia proteica
dels tres isotips descrits de la CPT1 humana.

3.3.1. Organitzacid génica i isoformes de la CPT1C humana

El gen huma CPT1C es localitza en el locus cromosomic 19q13.33, adjacent a I'extrem 3’
del gen que codifica per una proteina Arginina N-metiltransferasa. Consta de 21 exons que
originen dos transcrits diferents d'unes 2.8Kb en humans: transcript variant 1 (NM_001136052),
que presenta el mateix ORF que la isoforma (BC_029104), amb la qual també s’ha treballat en
aquesta tesi doctoral, i transcript variant 2 (NM_152359). Encara que ambdds mRNAs s6n
producte del mateix gen, difereixen en longitud i nombre d’exons codificants: en ambdues
variants els exons 2 i parts de I'ex6 16, i en la variant 2 també I'exd 3, no sén codificants. Lohse i

col-laboradors han estudiat recentment la funcié d’aquests exons (veure Introducci, 111.3.3.3).

Ambdds mRNAs contenen un UORF (untranslated Open Reading Frame) que comparteix
el mateix codd d’inici de lectura, mentre que el codé de parada prové de I'ex6 3 en un cas i de
I'exd 4 en l'altre, respectivament. Aixi, 'uORF del transcrit 1 comenga al nucledtid 97 i conté el
codod de parada al nucleotid 198, resultant en un peptid de 34 residus, i en el cas del transcrit 2
aquest s'inicia al nucledtid 91 i finalitza al nucledtid 206, resultant en un péptid de 37 residus
(Figura 1.17). Cap dels peptids produits per uORFs de CPT1C presenta similitud amb proteines o
dominis proteics coneguts (Lohse, Reilly et al. 2011).
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Figura 1.17. Esquema dels uORFs presents a la regié 5’ de la seqiiéncia genémica de la
CPT1C humana. Representacio esquematica dels primers 4 exons del gen (rectangles verds).
Les fletxes indiguen Tinici de transcripcid dels uORFs identificats i els asteriscs el codd de
parada. Les linies discontinues marquen els exons no codificants.

A més dels dos transcrits descrits, experiments d’aquesta tesi doctoral han demostrat
I'expressio d'una tercera isoforma de la proteina en cervell huma (Resultats, apartat 111.6.2).
L’eina Evidence viewer recull tota la informacié biologica disponible sobre un determinat gen,
agrupant tots els models RefSeq, mRNAs anotats a la base de dades GenBank, transcrits
coneguts o potencials, i ESTs que alineen amb 'area d'interés. Tal com s’observa a la figura .18,

la informacio present en aquesta base de dades mostra fins a 16 mRNAs diferents corresponents

al gen de la CPT1C humana.
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Figura 1.18. Representacié esquematica de totes les evidéncies bioldgiques corresponents
al gen de la CPT1C humana. Informacio disponible en la pagina Evidence Viewer de la base de
dades Pubmed.

3.3.2. Patr6 d’expressid i distribucié subcel-lular de la proteina

La CPT1C s’expressa principalment a cervell i nivells baixos de transcrits es detecten en

testicles i ovaris humans. A nivell cerebral es detecta I'expressio de la proteina a gairebé totes
les estructures, tot i que la seva expressid es concentra en arees discretes directament
implicades en el control de la gana i en el comportament alimentari: hipocamp i nuclis
hipotalamics paraventricular, arcuat i supraquiasmatic (Price, van der Leij et al. 2002). Dai i

col-laboradors mostraren per immunohistoquimica la localitzacié unicament neuronal de CPT1C,
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absent en céllules glials (Dai, Wolfgang et al. 2007; Sierra, Gratacds et al. 2008), fet que
contrasta amb I'observacié que els gens implicats en el metabolisme dels FA en el SNC, com
CPT1A o HMGCS2 (Blazquez, Sanchez et al. 1998) s’expressin principalment en astrocits i

minoritariament en neurones (Introduccié, apartat IV.1).

S’han descrit diferents localitzacions subcel-lulars de CPT1C. L'analisi per Western blot
amb anticossos especifics mostra que, com en el cas de CPT1A, s’expressa en microsomes,
peroxisomes i mitocondris (Price, van der Leij et al. 2002). Experiments d'immunohistoquimica
localitzaren la proteina enddgena a la membrana mitocondrial de la linia cel-lular hipotalamica
GT1-7 (Dai, Wolfgang et al. 2007).

Posteriorment, i mitjiangant immunofluorescéncia en diferents linies cel-lulars, es mostra
la co-localitzacio de la proteina de fusio6 CPT1C-GFP amb la calnexina, marcador de reticle
endoplasmatic, comparada amb I'expressié mitocondrial de CPT1A-GFP. En aquest estudi, a
més a més, es generaren proteines quimeriques on s’havia substituit la regié N-terminal (els
primers 152 residus, incloent el senyal d'import mitocondrial) de CPT1A amb la regié homologa
de CPT1C, i viceversa. S'observa que la sequencia d'import de CPT1A era capag¢ de dirigir
CPT1C a la membrana mitocondrial, mentre que la regio homologa de CPT1C dirigia CPT1A al
reticle endoplasmatic (Sierra, Gratacds et al. 2008).

3.3.3. Estudi de 'activitat enzimatica de CPT1C

La CPT1C de ratoli expressada en Pichia pastoris dona lloc a una proteina amb una alta
afinitat pel malonil-CoA (Kp=0.24mM respecte a Rat CPT1A Kp=0.19mM), perd inactiva davant
una amplia varietat d’acil-CoAs de diferents longituds, tot i conservar les posicions clau per
I'activitat carnitina aciltransferasa i la sensibilitat a malonil-CoA (Price, van der Leij et al. 2002).
De la mateixa manera, no es pogué detectar la produccié dacilcarnitines en extractes
mitocondrials de fibroblasts transfectats transitoriament amb la proteina (Wolfgang, Kurama et al.
2006). Com a Ultima aproximacio experimental, els mateixos autors repetiren I'assaig enzimatic
en cellules semi-intactes transfectades de forma estable amb la proteina, de nou sense exit
(Wolfgang, Cha et al. 2008). Els resultats indicaven que la proteina podria requerir modificacions

covalents especifiques de neurona o activacions al-lostériques absents en els sistemes assajats.

La generacio d’un ratoli knock-out (KO) de Cpt1c va permetre mesurar la produccid
endogena d’acils-CoA en diferents estructures cerebrals, sense observar diferéncies importants

respecte els animals control. Perd prediccions 3-D de la proteina per homologia de sequéncia
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amb el cristall de la COT (no publicades) indicaven que el plegament de CPT1C ofereix un
pocket prou gran per acomodar els LCFA i permetre la reacci6 enzimatica tipica de les CPT1
(Wolfgang, Cha et al. 2008).

Per aquest motiu, Sierra i col-laboradors posaren a punt un métode molt més sensible de
mesura per HPLC-MS/MS de les espécies produides a la reaccid, que va permetre detectar una
producci6 residual de palmitoilcarnitina en cél-lules neuronals en cultiu que expressaven la
proteina transfectada transitoriament. Aquesta activitat CPT1 residual no afecta els nivells de B-
oxidacié mitocondrial del palmitat, fet que els autors atribuiren a la distribucié subcel-lular de la
proteina, localitzada en reticle endoplasmatic. Es planteja aixi com a hipotesi que CPT1C podria
actuar com a donador o acceptor de substrat (palmitoil-CoA) ja que manté el lloc d’uni6 a la

carnitina en I'estructura primaria (Sierra, Gratacos et al. 2008).

3.3.4. Fenotip resultant de la modificacio dels nivells d’expressio de Cpt1c

El primer ratoli KO de Cpt1c generat, fértil i viable, presenta una menor ingesta i menor
pes corporal respecte els animals wild-type. Alimentats amb una dieta rica en grasses, els
animals KO augmentaren de pes més rapidament i eren més susceptibles a patir obesitat, amb
una major tendéncia a desenvolupar resisténcia a insulina, respecte els animals control. Aquests
animals, a més a més, presentaren una menor oxidacio sistémica de FA durant el dejuni. Per
aquest motiu, es relaciona I'expressio d’aquest gen amb la regulacio més que el metabolisme per

si mateix, i el control hipotalamic de la ingesta (Wolfgang, Kurama et al. 2006).

Estudis posteriors del mateix grup demostraren que els animals KO no presentaven
diferéncies respecte els animals control en els nivells hipotalamics de malonil-CoA, com tampoc
en 'oxidacié d'oleat a CO2 mesurada en explants hipotalamics i corticals. L’analisi per RT-PCR
del patré d’expressié génica en hipocamp va descartar la manca d’efectes observats en interferir
Cpt1c deguda a una compensacié amb la resta de gens del metabolisme dels FA o altres
acilcarnitines. Paral-lelament, tampoc s’observaren efectes en els nivells de carnitina lliure i
acilcarnitines en plasma, indicant que el defecte en la 3-oxidacié sistémica observat en el primer
treball no era degut a canvis en els nivells de substrat en plasma. Els autors postularen que
CPT1C estaria metabolitzant un producte lipidic en el SNC amb capacitat per modificar el pes
corporal (Wolfgang, Cha et al. 2008). Posteriorment demostraren que 'augment de pes observat
en aquests animals és degut a una disminucié del gast energétic, suggerint que CPT1C és
responsable de la resposta a la dieta i, probablement, un sensor dels nivells de glucosa en sang
(Wolfgang, Cha et al. 2007).
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Confirmant aquests resultats, ratolins als quals s’ha sobreexpressat la proteina
presenten el fenotip contrari. La injeccié intrahipotalamica d’un adenovirus codificant per CPT1C
resulta en una resisténcia a 'obesitat induida per una dieta rica en grasses dels animals injectats
respecte els animals control. Alternativament, no s’observaren diferéncies en el pes dels animals
quan eren alimentats amb dieta control (Dai, Wolfgang et al. 2007). Totes les observacions
suggerien, doncs, un efecte de CPT1C sobre el control de la ingesta i la regulaci6 de
I'homedstasi energeética, situant la proteina com una diana dels nivells de malonil-CoA i, per tant,
com un possible punt de tractament de desordres metabolics que es presentin amb obesitat

[revisat per (Wolfgang and Lane 2011)].

En contrast amb aquest fenotip, pero, el segon animal KO generat per Gao i
col-laboradors no presenta diferéncies de pes corporal respecte els animals control (Gao, Chen
et al. 2009), fet que els autors atribuiren al canvi de soca de ratolins i a 'estratégia seguida per
silenciar el gen. Alimentats amb una dieta rica en grasses, els animals KO també presentaren
major susceptibilitat a I'obesitat i resisténcia a insulina que els animals control, validant aixi la
desregulacié en 'homeostasi energética observada en tots els animals on s’ha interferit aquest
gen, principalment en resposta a una dieta amb alt contingut en grasses. El tercer animal KO de
Cpt1c generat, en aquesta mateixa soca de ratolins, tampoc presenta diferéncies en el pes
respecte els animals control [(Carrasco 2012), Tesi Doctoral].

La injecci6 en el nucli arcuat (Arc) d'un adenovirus codificant per la CPT1C humana fou
capag de revertir els efectes sobre els nivells de ceramides i la ingesta provocats per miriocina,
inhibidor del pas limitant de la sintesi de ceramides, suggerint que CPT1C augmenta la sintesi de
novo de ceramides en el reticle endoplasmatic, que al seu torn produeixen un increment de
I'expressié d'NPY, regulant aixi la ingesta i el pes corporal (Gao, Zhu et al. 2011). Estudis més
recents, perd, han demostrat que encara no és clar el mecanisme pel qual CPT1C regula els
nivells de ceramides, i que I'efecte no és a través de la sintesi de novo (Carrasco, Sahun et al.
2012). Les ceramides, principal constituent de les membranes plasmatiques, estan formades per
un acid gras i una esfingosina, i la sintesi de novo s'inicia mitjangant la condensacio d’una
molécula de palmitoil-CoA amb una serina (Stryer 1995). En els ultims anys s’ha abandonat la
idea que les ceramides s6n només molécules estructurals i se’ls ha comengat a donar
importancia com a molécules senyalitzadores, responsables de la regulacié de processos tan
importants com la diferenciacio, proliferacié, mort cel-lular programada i apoptosi (Cutler and
Mattson 2001), aixi com el pes corporal i 'homeostasi energetica (Yang, Badeanlou et al. 2009).
Els autors postulen que CPT1C estaria actuant, doncs, en una via anabolica més que catabdlica i
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que la proteina estaria permetent I'entrada del palmitoil-CoA a l'interior del reticle endoplasmatic,
per tal de subministrar el principal substrat d’aquesta via metabdlica. De tota manera,
considerant que I'expressié de CPT1C es troba restringida al SNC i testicles, i que la sintesi de
novo de ceramides és una via metabodlica activa en tots els teixits de 'organisme, aquest no

podria ser I'Uinic mecanisme de transport de palmitat a l'interior del reticle.

La sobreexpressié de la MCD en I'Arc produeix un augment de la ingesta en disminuir
els nivells de malonil-CoA i bloquejar la inhibici6 de la ingesta induida per leptina (He, Lam et al.
2006; Gao, Keung et al. 2011). En la mateix linea, Gao i col-laboradors demostraren una relacio
entre els nivells de malonil-CoA en I'Arc i els nivells de ceramides, en observar que la
sobreexpressio de la MCD incrementava els nivells de ceramides alhora que bloquejava la
disminucié de ceramides induida per leptina en I'Arc (Gao, Zhu et al. 2011). Globalment, aquests
resultats explicaren els efectes anorectics de la leptina amb un augment dels nivells de malonil-
CoA, la inhibicié de l'activitat de CPT1C, que disminueix els nivells de ceramides i de I'expressio
del péptid orexigenic NPY.

Una altra funcié coneguda del reticle endoplasmatic és I'elongacio dels acids grassos
sintetitzats en el citosol per accié de la FAS (Nugteren 1965). Una part significativa d’aquests
acids grassos, juntament amb acids grassos provinents de la dieta, seran allargats fins a formar
els anomenats acids grassos de cadena molt llarga (VLCAD), que contenen un minim de 18
atoms de carboni. El primer pas en la sintesi d’aquestes molecules és la condensacio d’una
molécula de palmitoil-CoA amb una de malonil-CoA, i es dona principalment a la cara interna de
la membrana del reticle endoplasmatic. Tot i que representin una petita porci6 del total de lipids
de l'organisme, s’ha descrit que sén critics per al correcte funcionament neuronal, i petites
alteracions poden resultar en importants patologies neurologiques (Rasmussen et al. 1994;
Braiterman et al. 1999; Heinzer et al. 2003).

Estudis recents amb ratolins transgénics que sobreexpressen CPT1C presenten
microencefalia i una inhibici6é del creixement postnatal. S'observa una dramatica disminucié dels
VLCFA quan els animals eren alimentats amb dietes amb baix contingut en grasses, relacionant
aixi la proteina amb 'elongacio dels acids grassos. El fet que el fenotip dels animals sigui diferent
segons la composicié de la dieta, reafirma la idea d’'una regulacié de Cptic pel tipus de dieta
(Reamy and Wolfgang 2011).
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En aquesta mateixa linia, I'dltim estudi funcional amb ratolins KO de Cptfc mostra
efectes sobre les funcions motores i la capacitat d’aprenentatge espacial dels animals, que els
autors relacionen amb una disminucié dels nivells de ceramides intracel-lulars, tot i que sense
identificar encara el mecanisme molecular d’accié pel qual CPT1C modula aquests nivells
(Carrasco, Sahun et al. 2012).

3.3.5. Requlaci6 transcripcional de la CPT1C humana

En el moment d'iniciar el present treball no existia bibliografia relacionada amb la
regulacié transcripcional de CPT1C. En I'Ultim any, pero, varies publicacions han donat més

pistes sobre la regulacié del gen.

Molt recentment, en un microarray de cDNAs activats per p53, s'ha identificat CPT1C
com un gen freqUentment expressat en tumors resistents a rapamicina i sobreexpressat en
resposta a 'estrés metabdlic. De les 214 mostres tumorals analitzades, 168 presentaven una
sobreexpressio de CPT1C, que es correlaciona inversament amb I'activacié de la via mTOR
(mammalian target of rapamycin). Paral-lelament, es detecta un augment dels nivells 'mRNA
també en pacients amb cancer de pulmé no microcitic (NSCLC, non-small-cells lung cancer) tot i
que en aquest cas per un mecanisme independent a p53, fet que implica CPT1C com una via
independent de creixement tumoral controlada per factors desconeguts encara. La transfeccio
estable de CPT1C en linies cel-lulars tumorals produi un augment en l'oxidacié de FA, la
produccié d'ATP i la resisténcia a la deprivacié de glucosa o hipdxia. De la mateixa manera,
cellules canceroses on s’havia interferit 'expressié de CPT1C amb la tecnologia SiRNA
produeixen menys ATP i son més sensibles a I'estrés metabdlic. La deplecié de CPT1C en injerts
tumorals en ratolins, a més a més, retrassa el creixement tumoral, indicant que I'expressio
d’aquest gen contribueix al creixement tumoral. Globalment, aquests resultats mostren que les
cel-lules tumorals poden emprar un mecanisme que implica CPT1C i el metabolisme dels FA
com a protecci6 en situacions d'estrés metabolic com sén la hipoxia o la deprivacié de glucosa.
Per tant, i de manera rellevant, es proposa CPT1C com una nova diana terapéutica pel

tractament de tumors hipoxics (Zaugg, Yao et al. 2011).

Relacionat amb aquestes observacions, recentment s’ha localitzat un uORF a la regi6
SUTR de la CPT1C humana que reprimeix la transcripcid del gen en condicions normals. En
resposta a estimuls especifics d'estrés, com poden ser la deprivacio de glucosa, el tractament
amb palmitat-BSA, o la inhibicié de 'AMPK, enzim postulat com un regulador de la sacietat, es
perd aquesta repressio (Lohse, Reilly et al. 2011). Sembla ser que serien els FA els principals
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protagonistes en mediar aquesta pérdua de repressié exercida per 'UORF, a través de I'activacio
de 'AMPK, fet que explicaria 'aparicié de fenotip en els animals transgénics de CPT1C en
resposta a una dieta rica en grasses. Calen encara més estudis per aprofundir en aquest

mecanisme de regulacié del gen.

4. La CPT1 de porc

Una part dels estudis presentats en aquesta tesi doctoral s’ha realitzat en la proteina
CPT1 de porc, donat que és un animal que presenta unes caracteristiques metabdliques
peculiars, molt diferents als humans. En adults, la B-oxidacié hepatica és poc efectiva mentre que
presenten una bona B-oxidaciéo muscular, comportament contrari al que succeeix en humans. En
nounats, els nivells de B-oxidacié i cetogénesi es troben molt disminuits respecte a altres

mamifers (Heo, Lin et al. 2000).

ICs0 Malonil-CoA (uM) Km Carnitina (pM) Km Palmitoil-CoA (uM)
Rat CPT1A 1.92 1000 43
Human CPT1B 0.069¢ 666 42
Pig CPT1A 0.141d 126 35
Pig CPT1B 0.9¢ 197 82

Taula 1.3. Taula comparativa de les caracteristiques enzimatiques de CPT1A de rata,
CPT1B humana i CPT1A i CPT1B de porc. Dades obtingudes de mitocondris de llevats P.
pastoris soca GS115 recombinants. 2 (de Vries, Arvidson et al. 1997), b (Dai, Zhu et al. 2000), ¢
(Zhu, Shi et al. 1997), 4(Nicot, Hegardt et al. 2001), ¢ (Relat, Nicot et al. 2004).

La CPT1A de porc ha resultat ser una quimera natural dels isotips A i B, amb una afinitat
per la carnitina (Kn=126uM) i el palmitoil-CoA (Kn=35uM) similars a l'isotip hepatic de rata (i
humans), com s'observa a la taula .3(Nicot, Hegardt et al. 2001). De tota manera, I'enzim
presenta una sensibilitat a malonil-CoA tipica dels isotips B, molt major que la proteina de rata
(IC50=0.141uM, vs. IC50=2uM de CPT1A de rata), fet que explica la menor B-oxidacié hepatica
que el porc presenta respecte les altres espécies estudiades (Duée, Pégorier et al. 1994;
Schmidt and Herpin 1998; Nicot, Hegardt et al. 2001). Aquest enzim, a més a més, no manteé la
relacié inversa entre I'afinitat per la carnitina i la inhibicié per malonil-CoA observada en la resta
d'enzims CPT1 estudiats, sind que ambdues molécules s’hi uneixen amb alta afinitat. La
concentracié de carnitina en rates adultes és baixa (McGarry, Woeltje et al. 1989), fet que es
correlaciona amb l'alta afinitat (baixa Km) que I'enzim CPT1A de rata presenta. S’ha suggerit que
aquest també sigui el cas de la CPT1A de porc.
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Estudis en la CPT1A de porc demostraren que els primers 18 residus son crucials en
determinar les diferéncies en la sensibilitat al malonil-CoA respecte la CPT1A de rata. D’altra
banda, es generaren quimeres que combinaven les regions amino- amb les regions
carboxiterminal entre les CPT1A de porc i de rata, i s'observa que la regié C-terminal també tenia
un efecte important sobre la sensibilitat al malonil-CoA. A més, I'estudi de les Kn pels substrats
de les quimeres generades indica que no hi havia grans canvis en I'afinitat per la carnitina i el
palmitoil-CoA respecte els enzims wild-type, indicant que ambdues proteines adopten

conformacions semblants en el centre actiu (Nicot, Relat et al. 2002).

En aquest mateix estudi, i per tal d'identificar determinants moleculars de la regi6
carboxiterminal que expliquessin les diferéncies de comportament cinétic existents entre la
CPT1A de rata i de porc, es generaren quimeres que combinaven diferents fragments de la regio
C-terminal entre les proteines. El mateix tipus d’experiments realitzats en isotips diferents havien
generat enzims inactius (Dr. Gebre Woldegiorgis, comunicaci6 personal), pero l'alta identitat de
sequeéncia existent entre aquestes proteines (86%, comparat amb el 62% que existeix entre els
isotips A i B de rata, per exemple) va permetre produir enzims actius. La determinaci6 del
parametre |Cso posa de manifest que la substitucié de qualsevol fragment de la regié C-terminal
de I'enzim de rata per la sequéncia de I'enzim de porc, produia enzims amb la mateixa
sensibilitat al malonil-CoA que la CPT1A de porc wild-type, indicant que la regidé C-terminal es
comportava com un unic domini amb dues possibles conformacions que determinaven dos graus
diferents d’inhibicié pel malonil-CoA (Nicot, Relat et al. 2002). Segons tots aquests resultats, les
CPT1 de porc sén eines molt Utils per a I'estudi de les diferéncies en les caracteristiques

cinétiques entre els isotips hepatics i musculars de I'enzim.

La sensibilitat al malonil-CoA de lisotip B de porc és menor (IC50=0.9uM) que la de
lisotip A, a diferencia del que passa en la majoria d’especies, i presenta una baixa Km per la
carnitina similar a la dels isotips A de rata i porc (Km=197uM, tipica dels isotips A, vs. Kn=100uM
de CPT1A de rata) (Relat, Nicot et al. 2004). L’afinitat pel palmitoil-CoA és similar a la de les
altres espécies (Heo, Lin et al. 2000). El fet que els enzims CPT1B huma i de porc presentin una
gran diferéncia en la sensibilitat al malonil-CoA, ens va fer pensar que, de nou, la generaci6 de
quimeres producte de la combinacié de regions entre les dues proteines podria ser una
estratégia molt util per a 'estudi de determinants moleculars que expliquessin aquesta diferencia.
L’elevada identitat de sequiencia entre ambdues proteines (89%) feia predir que les quimeres
resultants serien enzims actius i es podrien dur a terme experiments similars als realitzats entre
les CPT1A de porc i de rata (Nicot, Relat et al. 2002).

o7



INTRODUCCIO

IV. ACIDS GRASSOS | CONTROL DE LA INGESTA

1. Metabolisme dels acids grassos en el cervell

El cervell, amb un 50% de la seva massa de naturalesa lipidica, és el teixit amb major
contingut lipidic de I'organisme, després del teixit adipos blanc (Watkins, Hamilton et al. 2001).
Es coneix que l'origen d’aquest contingut és tant la captacié de FA del torrent sanguini, com la
sintesi local, ja sigui de novo com a partir de cossos cetonics (Rapoport, Chang et al. 2001), i
que es troben principalment formant part d’estructures cel-lulars aixi com de cascades de

senyalitzacio.

Per les seves caracteristiques metaboliques i funcionals, cal distingir dos tipus cel-lulars
clarament diferenciats en el SNC: les neurones, amb relativament poca capacitat metabolica,
encarregades de la transmissié de senyals, i la glia (principalment astrocits, perd també
oligodendrdcits, microglia i cél-lules ependimals) amb la principal funcié de donar suport fisic i
metabolic a les neurones, formant la barrera hematoencefalica. Esta descrit que la principal font
d’energia en el cervell és la glucosa, substituida per cossos cetdnics només en situacions com
un dejuni prolongat, diabetis, dieta rica en grasses i lactancia, quan els nivells de cetonemia sén
elevats (Morris 2005). Ambdues poblacions cel-lulars utilitzen glucosa i cossos cetonics per
obtenir energia, tot i que els astrocits metabolitzen la glucosa en major rendiment que les
neurones i son I'tnica poblacio neuronal amb diposit d’energia, en forma de glucogen (Magistretti
and Pellerin 1996; Vannucci, Maher et al. 1997).

La utilitzacio i desti dels FA en el SNC és encara avui dia un tema de debat. S’ha
identificat I'expressio en neurones de gens responsables del transport, sintesi i degradaci6 de FA
(Le Foll, Irani et al. 2009) i, en contra de la idea que el cervell no pot oxidar FA, diferents estudis
han demostrat que, tot i que en baixa proporcio, una part de I'energia generada en el SNC proveé
de la B-oxidacié (Blazquez, Sanchez et al. 1998; Lopez, Lage et al. 2008). Aquest procés, pero,
es dona exclusivament en astrocits on, a més a més, es déna en major proporcié que la
utilitzacio de glucosa i cossos cetonics per a l'obtencid d’energia en condicions normals
(Edmond, Robbins et al. 1987; Edmond 1992; Staub, Winkler et al. 1995).

Com en la resta de teixits, un desti metabdlic important dels FA i els cossos cetonics
cerebrals és la sintesi de novo de ceramides, esterols, esfingolipids i altres lipids, que passaran
a formar part de membranes cel-lulars, aixi com la lipoproteina més destacada per al transport

dels impulsos neuronals, la mielina.
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Com a fet rellevant, es coneix que una dieta rica en grasses o molt abundant afavoreix
l'aparicié de malalties neurodegeneratives, mentre que una restriccid de dieta i/o calorica prevé

I'aparicid d’aquestes, allarga I'esperanca de vida i afavoreix la neurogénesi (Park and Lee 2011).

Diferents estudis demostren que tant la cetogénesi (Volpe and Obert 1981; Edmond
1992; Cullingford, Bhakoo et al. 1998; Cullingford, Dolphin et al. 1998) com la gluconeogénesi
(Cruz, Scott et al. 1998; Ghosh, Cheung et al. 2005) sén vies actives en astrocits, actuant aixi
com a donadors de substrats energetics a les neurones. El fet que els astrocits utilitzin
preferentment FA com a font d’energia fins i tot en condicions normals, ha fet relacionar-los amb
els hepatocits, que també subministren substrats energétics a la resta de teixits de I'organisme. A
més a més, ambdos tipus cellulars presenten similars nivells de 3-oxidacid, expressen el mateix
isotip de CPT1 (Blazquez, Sanchez et al. 1998), amb similars nivells intracel-lulars de malonil-
CoA aixi com d'expressié de la HMGCS2, ambdos principals elements reguladors del
catabolisme dels FA (Blazquez, Sanchez et al. 1998).

2. Control de la ingesta

Diferents arees especialitzades del cervell, properes a la barrera hematoencefalica, com
poden ser alguns dels nuclis hipotalamics, tenen la capacitat de sensar l'estat energétic de
I'organisme i emetre una resposta que moduli la ingesta i el gast energetic, regulant aixi
'homedstasi energética . Es coneix que la zona més especialitzada en el control de la ingesta
son els nuclis ventromedial (VMH) i arcuat (Arc) de I'hipotalem, on s’hi concentren principalment
dues poblacions neuronals diferents: neurones activadores de la ingesta (orexigéniques) que
expressen els neuropéptids NPY (Neuropeptide Y) i AgRP (Agouti-related peptide), i neurones
que, un cop activades, secreten els neuropéptids anorexigenics CART (Cocaine- and
amphetamine-requlated transcript) i POMC (Pro-opiomelanocortin) (van den Top, Lee et al.
2004). Ambdues poblacions neuronals envien les seves projeccions cap a neurones de segon
ordre, d'altres nuclis de I'hipotalem i altres regions del cervell, encarregades de mediar una
resposta que afecti el comportament alimentari i el balang energétic global (Coll, Farooqi et al.
2007).
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Figura 1.19. Representaci6 esquematica dels factors que controlen I'activitat de les
neurones hipotalamiques NPY/AgRP i POMC/CART per tal de regular I'homedstasi
energética. Les neurones hipotalamiques integren varies senyals procedents del teixit adipds
(en negre), el tracte gastrointestinal (en blanc), pancrees (en blau), i altres fonts centrals i
perifériques (en groc) per tal de regular 'homedstasi energética. A I'esquerrra de la figura es
mostren les senyals amb efecte orexigenic, que augmenten la sensacié de gana i/o disminueixen
el gast energétic. Els factors anorexigénics, que disminueixen la gana i/o augmenten el gast
energetic es troben a la dreta de la figura. Les fletxes verdes indiquen activacié i les vermelles
inhibici6 de la secrecié i/o I'expressié d'aquests neuropeptids. 2-AG, 2-aracadonilglicerol. Extret
de (Lopaschuk, Ussher et al. 2010).

Com s'observa a la figura 1.19, diferents senyals hormonals (leptina, insulina,
adiponectina, grelina i resistina) aixi com nutricionals (glucosa, acids grassos i cossos cetonics)

convergeixen en el nucli arcuat, regulant I'expressio dels diferents neuropeptids.

Es coneix que la insulina i la leptina sén les senyals periferiques més importants en
regular 'homeéostasi energética i el metabolisme periféric, ambdues amb un efecte anorectic
(Schwartz, Sipols et al. 1992; Kamohara, Burcelin et al. 1997; Plum, Belgardt et al. 2006). Altres

hormones com la resistina i el GLP-1 presenten el mateix efecte.
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Contrariament, I'adiponectina i la grelina, secretades principalment pel teixit adipds i
I'estomac respectivament, tenen un efecte orexigénic, produint un augment de la ingesta [revisat
per (Lopaschuk, Ussher et al. 2010)]. La melanocortina i les orexines sén péptids també
orexigénics produits en el mateix SNC per neurones del nucli lateral hipotalamic que augmenten
la seva expressié en dejuni i la disminueixen en resposta a leptina (Yamanaka, Beuckmann et al.
2003; Flier 2004).

En el cervell, i en concret en els nuclis hipotalamics, co-existeixen neurones que sén
inhibides i altres que sén excitades per la glucosa (Dunn-Meynell, Routh et al. 2002), aixi com
pels FA (Ross, Rossetti et al. 2010; Migrenne, Le Foll et al. 2011). S’ha descrit que els nivells de
glucémia i d'insulinémia actuen a nivell hipotalamic produint una inhibicié de la gluconeogénesi
(Plum, Belgardt et al. 2006), i que una disminucio en I'expressio del receptor d'insulina
hipotalamic produeix hiperfagia i resisténcia hepatica a la insulina (Obici, Feng et al. 2002). Un
agonista del glucago, per exemple, és capag de regular els neuropétids associats a la ingesta
POMC, NPY, NT i grelina, exercint efectes anoréctics (Dalvi, Nazarians-Armavil et al. 2012).

S’ha vist que els FA també tenen un paper destacat en aquest sentit, que analitzarem en
un capitol a part.

2.1. Els acids grassos com a molécules senyalitzadores

La regulacié del metabolisme hipotalamic dels FA forma part del conjunt de canvis que
es desencadenen en lorganisme en resposta a lalimentacio. El deju estimula 'AMPK
hipotalamica i inhibeix I'activitat de 'ACC i la FAS, mentre que la re-alimentacié desencadena els
processos contraris (Minokoshi, Alquier et al. 2004; Lopez, Lelliott et al. 2006; Lopez, Lage et al.
2008), de manera que I'activitat de '’AMPK hipotalamica és regulada per senyals periferiques que

son crucials pel manteniment del balang energétic.

Hormones anoréctiques com la leptina, la insulina, GLP-1 i altres inhibeixen 'AMPK
hipotalamica i activen 'ACC i/o la FAS, mentre que senyals orexigeniques, com els
cannabinoids, els glucocorticoids, I'adiponectina o la grelina, activen 'TAMPK i inhibeixen 'ACC i
la FAS (Lage, Diéguez et al. 2008). L’hormona tiroidea, per exemple, controla la termogenesi en
el teixit adipés marr6 a través de I'accié especifica sobre 'TAMPK en el VMH (Lopez, Varela et al.
2010). A més a meés, l'activitat d’'aquests enzims és modulada per metabdlits intermediaris i

nutrients com la glucosa (McCrimmon, Fan et al. 2004; Minokoshi, Alquier et al. 2004; Cha,
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Wolfgang et al. 2008), I'acid a-lipoic (Kim, Park et al. 2004), el citrat (Stoppa, Cesquini et al.
2008) i el lactat (Cha and Lane 2009).

Alhora, variacions diaries en les concentracions plasmatiques de FA periférics sén
detectades pel SNC com una senyal, tot contribuint a la regulacié del balang energétic, de
manera que un excés de FA o una disfuncié metabolica déna lloc a una desregulacié del control
neuronal de 'homedstasi energetica, contribuint a I'aparicié d’obesitat i/o diabetis tipus 2 en

pacients predisposats.

A nivell cellular, s’ha vist que neurones del nucli Arc i VMH sén selectivament inhibides
0 activades per FA, ja siguin captats del torrent sanguini com produits endogenament en el SNC
(astrocits), tot i que no esta clar encara el mecanisme molecular que aixd desencadena. Sembla
ser que un possible efector podrien ser els canals idnics de clor o potassi, perd s’ha vist que
almenys la meitat de les respostes induides per FA en neurones hipotalamiques son a través de
la interaccié amb el transportador FAT/CD36, que no requereix d’'un metabolisme intracel-lular
per activar una cascada de senyalitzacio (Le Foll, Irani et al. 2009). El fet que els indexs més
elevats de R-oxidaci6 es donin en astrocits, i no en neurones, dona suport a la hipotesi que
I'efecte mediat pels FA a nivell SNC sobre la ingesta no depengui del metabolisme propiament dit
d'aquests FA. Daltra banda, i considerant que la R-oxidacio, formacié de malonil-CoA i altres
acils-CoA poden ser efectivament mediadors dels efectes observats en realitzar infusions de FA
in vivo (Dowell, Hu et al. 2005), es proposa que els canvis que es donen en el metabolisme de
FA en astrocits activen una senyal que s’envia a les neurones, que emetran una resposta que
afectara la ingesta i la produccié endogena de glucosa (Blazquez, Sanchez et al. 1998; Obici,
Feng et al. 2002; Obici, Feng et al. 2003; Caspi, Wang et al. 2007; Escartin, Pierre et al. 2007;
Migrenne, Le Foll et al. 2011). Migrenne i col-laboradors proposen els cossos cetonics sintetitzats

en astrocits i captats per neurones, com la molécula que transmet aquest senyal.

De tota manera, cal considerar que no hi ha un gran augment de FA en plasma post-
prandialment, mentre que si és evident 'augment que es dona en dejuni, fet que posa en dubte
que un augment en els nivells plasmatics de FA actui com una senyal de sacietat inhibint la
ingesta (Stamp 1966; Ruge, Hodson et al. 2009).
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Figura 1.20. El metabolisme dels FA hipotalamics integra senyals perifériques amb la
regulacié6 de I'expressid de neuropéptids. Diferents hormones, metabdlits i nutrients
circulants actuen sobre el metabolisme dels FA modulant els nivells de palmitoil-CoA i malonil-
CoA. Aquest efecte produeix canvis en els nivells d’expressio dels diferents neuropéptids, per
mecanismes encara desconeguts (indicat amb “?”), que finalment regularan la ingesta. Aquests
processos es donen principalment en astrocits. Extret de (Diéguez, Fruhbeck et al. 2009).

S’han publicat diverses evidéncies experimentals que demostren I'efecte dels FA en el
cervell sobre 'homeostasi energetica. Per exemple, I'administracié i.c.v. d'oleat produeix una
disminucié en la ingesta aixi com en la produccié hepatica de glucosa (Obici, Feng et al. 2002),
efectes observats també en inhibir (genética o farmacologicament) I'activitat CPT1 hipotalamica,
induint aixi una disminuci6 de la 3-oxidacié (Obici, Feng et al. 2003). Igualment, la infusié directa
en el nucli VMH disminui la produccié enddgena de glucosa (Ross, Rossetti et al. 2010). De tota
manera, els efectes de I'oleat no es poden reproduir amb altres acids grassos, com el palmitat
(Schwinkendorf, Tsatsos et al. 2011), suggerint que els LCFA son una senyal especifica

d’abundancia nutricional (Lam, Schwartz et al. 2005; Luquet and Magnan 2009).

Tot i aix0, encara no es coneixen exactament les regions o subpoblacions neuronals de
Ihipotalem implicades en aquests efectes [revisat per (Lam, Schwartz et al. 2005)]. Per exemple,
la inhibicié de I'activitat CPT1 produeix una acumulacié intracel-lular de LCFA-CoA en I'Arc, pero
no en altres regions hipotalamiques (Obici, Feng et al. 2003). En la mateixa linia, la inhibicié de la
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R-oxidacié de FA en el nucli lateral hipotalamic no modifica el comportament alimentari (Beverly
and Martin 1991).

Com ja s’ha explicat, en condicions fisioldgiques els nivells de R-oxidacid es troben
principalment controlats pels nivells hipotalamics de malonil-CoA, un augment dels quals

mimetitza els efectes metabdlics i anorectics observats en inhibir I'activitat CPT1 (Figura 1.21).
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Figura 1.21. Mecanismes de control de la ingesta a través de la regulacié dels nivells
hipotalamics de LCFA-CoA i de malonil-CoA. a) Una disminucié de l'activitat CPT1 en
hipotalem produeix un augment dels LCFA-CoA intracel-lulars que resulta en una disminuci6 de
la ingesta i de la produccié hepatica de glucosa. b) Els efectes anoréctics de la leptina son
mediats a través de la inhibicié de I'activitat de TAMPK, que produeix un augment dels nivells de
malonil-CoA hipotalamic i dels LCFA-CoA. ¢) El compost C75 produeix una disminuci6 de la
ingesta mitjangant la combinacié de dos mecanismes: inhibicié de la FAS i de 'AMPK, ambdos
efectes resultant en un augment dels nivells de malonil-CoA. Extret de (Lam, Schwartz et al.
2005).

2.2. Malonil-CoA hipotalamic

En els ultims anys s’ha otorgat cada cop més importancia al paper del malonil-CoA
hipotalamic com a molécula senyalitzadora de 'estat energétic del metabolisme, i reguladora del
comportament alimentari. La concentracio de malonil-CoA intracel-lular en I'hipotalem disminueix
i augmenta en resposta al deju i a la re-alimentacio, respectivament (Hu, Cha et al. 2003;
Wolfgang, Cha et al. 2007). Aquests canvis, a més, es correlacionen rapidament amb canvis en
els nivells d’expressio dels neuropéptids en el SNC, fet que déna pes a aquesta hipotesi
(Shimokawa, Kumar et al. 2002).

Ratolins injectats i.c.v. amb inhibidors de la FAS (cerulenina i C75) presenten una
disminucié important de la ingesta i del pes corporal respecte els animals control, que es
correlaciona amb un augment dels nivells de malonil-CoA hipotalamic (Loftus, Jaworsky et al.

2000; Proulx and Seeley 2005), i es postula és resultat de la regulacié dels nivells de
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neuropeptids, sovint a través de la inhibicid de I'expressié de péptids orexigénics com I'NPY
(Proulx, Cota et al. 2008). De la mateixa manera, ratolins KO de FAS presenten menor ingesta i
pes corporal, paral-lelament a una disminucié en I'expressid dels péptids orexigénics (NPY,
AgRP) i un increment dels peptids anorexigénics (POMC, CART) (Chakravarthy, Zhu et al. 2007).

La sobreexpressio de la MCD en el nucli VMH, que disminueix els nivells de malonil-
CoA, reverteix la pérdua de pes induida pels inhibidors de la FAS (Hu, Dai et al. 2005), produint

finalment un fenotip obés als animals (He, Lam et al. 2006).

Estudis in vitro i in vivo mostren que almenys una part dels efectes de C75 sén mediats
per la regulacié de 'AMPK (Ronnett, Kim et al. 2005). De fet, 'administracié i.c.v. dAICAR (5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleoside), potent activador de [T'AMPK, rapidament
disminueix la concentracio de malonil-CoA hipotalamica i augmenta la ingesta (Tu, Thupari et al.
2005). En aquest sentit, la leptina exerceix un efecte anorectic mitjangant la inhibicio de la via de
'AMPK, que produeix un augment en l'activitat de 'ACC i per tant dels nivells de malonil-CoA
hipotalamic (Minokoshi, Alquier et al. 2004).

S’ha demostrat també que I'administracié d’'un éster de B-hidroxibutirat amb la dieta a
rates Wistar incrementa els nivells de malonil-CoA en cervell amb un efecte anoréctic

(Kashiwaya, Pawlosky et al. 2010).

De totes maneres, una de les grans dificultats que presenta la recerca en aquest camp
és la manca d’eines experimentals que permetin la mesura de metabolits intermediaris i lipids en
general (Sheppard 2010). L'aplicaci6 a la metaboldmica de técniques ultrasensibles
d’espectroscopia de masses permet aprofundir en les investigacions, tot i que la curta semivida
d’aquestes molécules encara queda lluny de la garantia que ofereixen avui en dia I'analisi dels
nivells de proteina i acids nucleics, sense oblidar que encara no és possible mesurar la majoria
de metabdlits o lipids a nivell unicel-lular. De fet, aquesta és probablement la major dificultat a
solventar, considerant la gran heterogeneitat de poblacions cel-lulars que co-existeixen en el

cervell.

El paper del malonil-CoA, els LCFA-CoA i altres metabdlits intermediaris és una area que
esta guanyant molt interés en la recerca d'eines pel tractament de I'obesitat i la diabetis. El
descobriment de la CPT1C l'any 2002, sense aparent activitat enzimatica, amb una expressio

unicament neuronal, i sense una funcié clara encara, ha obligat a plantejar-se de nou l'efecte
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dels inhibidors de la CPT1 a nivell central, aixi com l'efecte sobre la proteina de les variacions

dels nivells de malonil-CoA hipotalamic [revisat per (Wolfgang and Lane 2011)].
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En aquest capitol es detallen les caracteristiques del material bioldgic, aixi com els métodes
emprats en la realitzacié d'aquest treball. Oligonucléotids i construccions generades es descriuen a
I'apendix.

Totes les solucions utilitzades es van preparar amb aigua MiliQ autoclavada (30 min, 121°C, 1.2
atm). Aquelles que contenien substancies labils a aquest procés d'esterilitzacié es van filtrar a través de
filtres Millipore® de 0.2 uM de porus. Si no existeixen especificacions propies, totes les solucions es van
guardar i tots els protocols es van desenvolupar a temperatura ambient.

|. MATERIALS

1. Soques bacterianes

Es van utilitzar les seglients soques d'Escherichia coli per a la propagacid i seleccid de plasmidis
i 'expressié de proteines.

XL1-Blue (Stratagene): end A1, hsd R17(rk-, mk+), sup E44, thi-1, A-, rec A1, gyr 96,
relA1, lac[F’, pro AB, lac/ZAM15, Tn10 (tet)].

DH50. (GibcoBRL): sup E44, AlacU169 (880 lac ZAM15), hsd R17, rec A1, gyr
A96, thi-1, rel A1.

BL21 (Invitrogen): F-, ompT, gal, dcm, lon, hsdSg(rs'me’), A(DE3 [lacl, lacUV5-
T7gene, ind1, sam7, nin5])

Aquestes soques es van créixer en medi LB i una aliquota es va conservar congelada a -80°C en
medi LB al 15% de glicerol (Sigma, Ref.: G7757).

LB (Luria-Bertrani Broth) pH 7.4

THPONA. .. 10 gL
Extracte de llevat.........cccocvvvicceiicccs e 5glL
NCL o 10 g/L

€s plaques de Solia contenen un 1.9% a'agar).
(Les plagues de LB sdlid cont 15% d’agar)

2. Soques de llevat

Pichia pastoris GS115 -genotip His4-: Es tracta d'una soca ampliament utilitzada per a
I'expressié de proteines heterologues (Cregg, Vedvick et al. 1993). En aquest sistema, els gens d’estudi
s'expressen normalment sota el control del promotor de I'alcohol oxidasa 1 (Paox1). Aquest promotor és
induible per metanol i es troba reprimit en preséncia de glucosa i glicerol en el medi de creixement.

En el cas de I'expressidé de proteines mitocondrials, com la CPT1, I'ls del metanol com a
inductor no és el més apropiat, ja que produeix un augment de peroxisomes, que es co-purifiquen amb els
mitocondris durant la centrifugacio diferencial. Per evitar-ho, en aquest treball es va utilitzar el promotor
de la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (Pcar) per dirigir I'expressié de CPT1. Aquest promotor va ser
aillat de Pichia pastoris (Waterham, Digan et al. 1997).

Aquesta soca es va créixer en medi YPD i varies aliquotes es van conservar congelades a -80°C
en medi YPD al 15% de glicerol.

69



MATERIALS | METODES

YPD (Yeast-Peptone-Dextrose)

Extracte de [IeVal........coooeeee i 1%
PePtONG ..o 2%
DL (0T VTP 1%

(Les plaques de YPD solid contenen un 1.5% d’agar).

Pichia Pastoris X-33 -genotip wild-type-: Es la soca d’eleccio per a I'expressio de plasmids
amb resisténcia a zeocina com a Unic marcador de seleccio. Requereix les mateixes condicions de cultiu i
manteniment que la soca GS115.

3. Linies cel-lulars establertes
HeLa (ATCC n° CCL-2 ): Cancer de cérvix huma

HepG2 (Eucellbank n°; 0023-HLCL): Hepatoma huma

Neuro2A (ATCC n° CCL-131): Neuroblastoma de ratoli. Cedides pel laboratori del Dr. Eduardo
Soriano, del Departament de Biologia Cel-lular, de la Facultat de Biologia de la UB .

PC12 (Eucellbank n°: 0063-RACL): Feocromocitoma de rata.

SK-N-JD: Neuroblastoma huma. Cedides pel laboratori del Dr. Albert Tauler, del Departament
de Bioquimica i Biologia Cel-lular de la Facultat de Farmacia de la UB.

3.1. Les cél-lules Neuro2A sén un bon model d’estudi in vitro de I'expressio de Cptic

Amb l'objectiu d’establir un bon model cel-lular d’estudi d'estudi de Cptc, es determinaren els
nivells 'mRNA en les linies cel-lulars establertes PC12, SK-N-JD i Neuro2A, totes elles d’origen neuronal,
cultivades en estat de desdiferenciacid. Per fer-ho, s'obtingué I'RNA total de les céllules en cultiu i es
quantificaren els nivells endogens dels gens Cpt1c (i Cpt1a a nivell comparatiu) mitiangant gRT-PCR.

Neuro2A PC12 SK-N-JD

20 T I
jé 16 N
E 12
o 8
[
z 4

0 T 1T 1 T

Cptic Cpt1a Cptic Cpt1a CPT1C CPT1A

Figura M.1. Analisi dels nivells endogens de Cptfc i Cpt1a en diferents linies neuronals.
S’obtingué 'RNA total de les cél-lules en cultiu i es va retrotranscriure 1ug a cDNA, el qual (100-
200ng, depenent de la linia cel-lular) es va analitzar per qRT-PCR. Es mostren els nivells
d'mRNA missatger de Cptic (o), i Cptla (m), de les linies Neuro2A, PC12 i SK-N-JD,
normalitzats amb els nivells del gen d’expressié constitutiva 18S (mitjana de quatre experiments
+ desviacio estandard).

A la figura M.1 s'observa que es detectaren nivells similars d’expressié basal dels gens Cptia i
Cpt1c en les tres linies estudiades, com ja s’havia demostrat en altres laboratoris (Gao, Chen et al. 2009).

Per la seva facilitat de maneig i cultiu respecte les altres linies, vam escollir la linia Neuro2A com a model
d’estudi del gen Cpt1c.
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4. Vectors

En aquest punt s’indiquen els plasmidis utilitzats en aquest treball. Les construccions generades
es recullen a 'apéndix.

4.1. Vectors de subclonatge

Els fragments de DNA que es van sotmetre a un subclonatge van ser clonats, inicialment, en un
dels dos vectors descrits a continuacio.

pBluescript SK+/- (Stratagene): Conté els promotors T3 i T7, la seqliéncia de lacZ, el gen de
resisténcia a ampicil-lina i una zona de clonatge amb diferents dianes de restriccio uniques (polylinker).

pGEMO-T (Promega Ref.: A3600): Es tracta d'un vector linealitzat per digestio amb EcoRV que
presenta una timidina afegida als extrems 3'. Aquest nucledtid permet el clonatge de productes de PCR
als que la Taq polimerasa ha incorporat una adenina en finalitzar cada nova cadena. Conté els promotors
T7 i SP6, la seqiiencia lacZ, el gen de resisténcia a ampicillina i una zona de clonatge amb diferents
dianes de restriccio uniques (polylinker).

En ambdos casos, es tracta de vectors d'alt nimero de copia, que permeten la seleccio per color
de les colonies recombinants gracies a la sequéncia lacZ. La inserci6 de fragments de DNA en la zona del
polylinker d'aquests vectors provoca la interrupcié de la regié codificant del gen lacZ i la pérdua de
l'activitat B-galactosidasa de les cél-lules. En un medi suplementat amb ampicil-lina (100mg/L), IPTG
(8mglL) i X-Gal (40mg/L), les colonies transformants apareixeran blanques, per incapacitat d’hidrolitzar el
substrat X-Gal, mentre que les que han incorporat el vector buit seran blaves, per preséncia de productes
d’hidrolisi de X-gal.

4.2. Vectors d’expressié procariota

pGEX-4T (Amersham Biosciences): Vector utilitzat per a la producci6 de proteines de fusié amb
la Glutatio-S-Transferasa (GST) en Escherichia coli. Conté una zona de dianes de clonatge Uniques,
confereix resistencia a ampicil-lina i el seu promotor (Tac) és induible per IPTG. Existeixen tres vectors
pGEX-4T: pGEX-4T1 (Ref.:27-4580-01) pGEX-4T2 (Ref.:27-4581-01) i pGEX-4T3 (Ref.:27-4583-01) que
presenten la zona de les dianes de restriccié segons els tres possibles marcs de lectura, permetent el
clonatge dels cDNAs de manera que es generi correctament la proteina de fusié.

pET43 (+) (Novagen): Vector utilitzat per a la produccié de proteines de fusid6 amb NusA,
transportador que confereix una gran solubilitat a proteines expressades en Escherichia coli. Conté una
zona de dianes de clonatge Uniques, confereix resisténcia a ampicil-lina i el seu promotor (T7) és induible
per IPTG. Conté el tag (His)s que permet la seva purificacié mitjangant una columna de niquel. Existeixen
tres vectors pET43 (+): pET43a (+) (Ref.:70819), pET43b (+) (Ref.:70820) i pET43c (+) (Ref.:70821) que
presenten la zona de les dianes de restriccid segons els tres possibles marcs de lectura, permetent el
clonatge dels cDNAs de manera que es generi correctament la proteina de fusié (Davis, Elisee et al.
1999).

4.3. Vectors d’expressid en llevats

pHWO10 (Waterham, Digan et al. 1997): Vector utilitzat per expressar les proteines CPT1 en
Pichia pastoris sota el control del promotor de la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (Pgar). En aquest
treball es va utilitzar la soca GS115 per a la produccié de proteines amb aquest vector. Aquest plasmidi
conté l'origen de replicacié i el gen de resisténcia a ampicil-lina del vector d’E.coli pBR322, que permeten
I'expressid i seleccio de transformants en bacteri; d'altra banda, el gen His4, la seqliéncia de terminacid
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de la transcripcié del gen Aox1 i el Pgap de P.pastoris permeten I'expressio en llevat. Presenta una diana
Unica de clonatge EcoRlI entre la seqiiencia de terminacio de la transcripcié del gen Aox i el promotor Peap
i una série de dianes de linealitzacié que permetran la posterior integracié del cDNA clonat en els loci
Pcar 0 His4 del genoma de P.pastoris. En tots els casos, es va utilitzar 'enzim Avrll, que talla en el locus
del Pgap, per linealitzar les construccions.

pGAPZ (Invitrogen): Vector utilitzat per expressar les proteines CPT en Pichia pastoris sota el
control del promotor de la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (Pcar). En aquest treball es va utilitzar la
soca X-33 per a la produccio de proteines amb aquest vector. Permet la produccié de proteines de fusié
amb l'epitop myc a I'extrem C-terminal del cDNA clonat, aixi com la seva purificacié mitiangant resines
d’afinitat idniques, gracies al tag (His)s. Existeixen tres vectors pGAPZ: pGAPZA (Ref.:200-20-01),
pGAPZB (Ref.:200-20-02) i pGAPZC (Ref.:200-20-03) que presenten la zona de les dianes de restriccid
segons els diferents marcs de lectura, permetent el clonatge dels cDNAs de manera que es generi
correctament la proteina de fusié. Aquest plasmidi conté I'origen de replicacio del vector d’E. coli pUC, i el
gen de resisténcia a zeocina de Streptoalloteichus hindustanus, funcional tant en E. coli com en P.
pastoris. El vector conté a més el gen His4, la seqiiéncia de terminaci6 de la transcripcié del gen Aox7 i el
Pcar de P. pastoris, loci del genoma on es donara la recombinacié heteréloga del plasmid.

4.4. Vectors d’expressio en cél-lules de mamifer

pSG5 (Green, Issemann et al. 1988): Vector d’expressio eucariota in vitro i in vivo. Permet el
clonatge de cDNAs en les dianes Uniques EcoRI, BamHI i Bglll donant alts rendiments de DNA.
L'expressi6 in vitro esta dirigida pel promotor T7, situat immediatament corrent amunt dels punts de
clonatge. L'expressié de proteines in vivo es déna gracies al promotor viral del SV40. Aquest vector
confereix resisténcia a ampicil-lina.

pCDNA3 (Umesono, Murakami et al. 1991): Vector d’expressié eucariota in vitro i in vivo.
Presenta una regi6 de clonatge de dianes uniques on introduir-hi el DNA d'interés. L'expressio in vitro pot
estar dirigida pels promotors T7 o SP6 i, in vivo, les proteines s’expressen sota el control del promotor
viral del CMV. Confereix resisténcia a ampicil-lina.

4.5. Vectors reporters

Els sistemes reporters aqui presentats permeten l'estudi de sequiéncies reguladores de la
transcripcié eucariota. Després de la transfeccio de cel-lules eucariotes en cultiu, els extractes cel-lulars
poden ser assajats per detectar, per quimioluminescéncia, la preséncia d'activitat enzimatica de la
proteina reportera. El sistema utilitzat en aquest treball es basa en el gen luc de la cuca de llum (Photinus
pyralis). Aquest enzim presenta nivells d'activitat endogena en cél-lules de mamifer practicament
indeterminables. La luminescéncia detectada en els lisats cel-lulars és directament proporcional a
I'activitat promotora de la construccio transfectada.

pGL3Basic (Promega, Ref..E1751): Vector sense promotor eucariota ni sequéncies enhancer.
Presenta una zona de clonatge i confereix resisténcia a ampicil-lina. S’ha utilitzat per a l'estudi de
promotors ja que I'activitat de I'enzim luciferasa en cél-lules transfectades amb aquest plasmidi dependra
unicament de la funcionalitat del promotor inserit corrent amunt del reporter (gen luc).

pRL-CMV (Promega, Ref.:E2261): Vector d’expressi6 constitutiva del gen luc de renilla (Renilla
reniformis) sota el promotor del CMV. S'utilitza com a control de I'eficiéncia de transfeccio en cél-lules de
mamifer en cultiu.
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5. Oligonucleotids

Tots els oligonucledtids utilitzats van ser sintetitzats per Sigma-Genosys, i purificats per HPLC.
Els apéndixs i larticle inclos en aquest treball mostren la seqiiéncia de tots ells.

6. Anticossos

6.1. Anticossos primaris

Actina (Sigma, Ref.: A2066): Anticds policlonal produit en conill i generat contra la regié C-
terminal de la proteina actina, component del citoesquelet cel-lular. Reconeix la proteina en extractes
humans i animals, i s’ha emprat com a control positiu.

CPT1 (#139): Anticds policlonal produit contra lisotip hepatic de la CPT1 de porc. Va ser
obtingut per immunitzacio d’'un conill amb la construccié pGEX-4T1/PCPT1A, que genera una proteina de
fusi6 GST-PCPT1A de 41kDa (residus 303-441 de la CPT1 de porc). Reconeix els isotips muscular,
hepatic i de cervell de diferents espécies (porc, huma i rata) en extractes mitocondrials de llevats
transformats, perd no detecta la proteina en mitocondris aillats de teixit hepatic de porc (Nicot, Hegardt et
al. 2001).

CPT1A (VZ): Anticds policlonal produit en ovella contra la regi6 de residus Arg*28-Lys*! de la
CPT1A de rata (Kolodziej, Crilly et al. 1992). Emprat durant I'estada al laboratori del Dr. Victor Zammit.

CPT1C (GenScript): Anticds policlonal encarregat a la companyia GenScript contra els Ultims 15
residus de la seqiiencia de CPT1C humana com a immunogen (Métodes, apartat 8.1).

CPT1C (Sigma, Ref.: HPA014529): Anticos policlonal sintetitzat en conill utilitzant una proteina
de fusié corresponent als ultims 92 aminoacids de CPT1C humana com a immunogen.

CPT1C (VZ): Anticds policlonal produit en ovella contra els Ultims 135 residus de la CPT1C de
ratoli (Price, van der Leij et al. 2002). Emprat durant 'estada al laboratori del Dr. Victor Zammit.

Flag M2 (Sigma, Ref.: F3165): Anticds monoclonal de ratoli obtingut contra el péptid Asp-Tyr-
Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys (péptid FLAG®), utilitzat com a etiqueta en I'expressié de proteines de fusi6 en
sistemes eucariotes.

GAP43 (H-100) (Santa Cruz Biotechnology, Ref.: sc-10786): Anticos policlonal obtingut en conills
immunitzats amb els primers 100 residus de la proteina GAP-43 humana. Detecta la proteina en extractes
de rata, ratoli i humans.

GST (Santa Cruz Biotechnology, Ref.: sc-138): Anticds monoclonal obtingut en ratoli contra la
proteina Glutatio-S-transferasa.

HA (Laboratori Dr. Gabriel Gil, IMIM; Barcelona): Anticos monoclonal produit en I'hibridoma
12CAb5, generat contra I'epitop HA, utilitzat en aquest treball com a etiqueta en I'expressio de proteines de
fusié en sistemes eucariotes.

His-probe (H-15) (Santa Cruz Biotechnology, Ref.: sc-803): Anticos policlonal generat en ratoli
contra I'epitop de polihistidines (His)s, utilitzat en aquest treball com a etiqueta en I'expressié de proteines
de fusié en llevat.
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Myc (Laboratori Dr. José Ayté, UPF; Barcelona): Anticos monoclonal produit en I'hibridoma
9E10, generat contra I'epitop myc (Glu-Gin-Lys-Leu-lle-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu), utilitzat com a etiqueta en
I'expressio de proteines de fusio en sistemes eucariotes.

P-AKT1/2/3 (Ser 473) (Santa Cruz Biotechnology, Ref.: sc-7985): Anticos policlonal generat en
conill contra una curta seqiencia que contenia la Ser#’® fosforilada de 'AKT1 humana, capag d'identificar
les proteines AKT1, AKT2 i AKT3 fosforilades.

Tubulina (Calbiochem, Ref..; CP06): Anticds monoclonal produit en ratolins que reconeix la
proteina a-tubulina de totes les espécies eucariotes, emprat com a control positiu.

6.2. Anticossos secundaris

Mouse lg Horseradish Peroxidase linked (Amersham Biosciences, Ref:NA931V): Anticos
conjugat a I'enzim peroxidasa que reconeix la fraccio constant de la cadena pesada d’anticossos primaris
produits en ratoli, permetent la localitzacid dels punts de la membrana on aquest s’ha unit. Generat en
ovella.

Rabbit Ig Horseradish Peroxidase linked (Amersham Biosciences, Ref.:.NA934V): Anticos
conjugat a I'enzim peroxidasa que reconeix la fraccio constant de la cadena pesada d’anticossos primaris
produits en conill, permetent la localitzacio dels punts de la membrana on aquest s’ha unit. Generat en
ase.

Alexa Fluor® 488 donkey anti-mouse IgG (H+L) *2mg/mL (Invitrogen, Ref.: A11001): Anticds
conjugat a la proteina verd-fluorescent Alexa Fluor 488, que reconeix la cadena pesada de I'anticos
primari (ratoli), permetent la localitzacié dels punts de la membrana on aquest s’ha unit. Alexa Fluor 488
presenta una fluorescéncia d’excitacid i emissié maximes de 495 nm i 519 nm, respectivament.

7. Material radioactiu

L-[methyl-*H] Carnitine Hydrochloride (82Ci/mmol): Utilitzat en assaigs d’activitat CPT. Es
prepara un estoc a 5mM, corresponent a una mescla de carnitina no marcada radioactivament, o freda
(Sigma, Ref.: C0283) i L-[metil-H] Carnitina (Perkin Elmer, Ref.. NET1181250UC).

Per 10mL de soluci6: 0.500mL de KOH 1N
0.227mL de carnitina radioactiva
0.500mL de carnitina freda 0.1M
v.s.p. 10mL amb aigua miliQ

L-[35S] Methionine (1000Ci/mmol) (Amersham Biosciences, Ref.: SJ1015): Utilitzat en protocols
de transcripcid i traducci6 in vitro per generar proteines radioactives.

8. Peptids

Es va encarregar la sintesi de dos péptids a Peptide 2.0, per a analitzar-los mitjangant
espectroscopia de dicroisme circular (Métodes, apartat 9). La seqliéncia dels péptids es detalla a
continuacié:
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Nomenclatura Seqiiéncia Puresa Pes molecular tedric (g/mol)
TM2A KKNIVSGVLFGTGLWVAVIMTMRK 92.96% 2690.34
T™M2C KLLAAAVFASCLWGTLIFTLHVALK 95.68% 2728.36

TM2A es correspon al segon fragment transmembrana de la CPT1A de rata (Jenei, Borthwick et
al. 2009), i TM2C a la regié homologa de la CPT1C de rata.

Per a la sintesi dels péptids, la companyia encarregada introdui un residu no natiu (lisina) a
ambdos extrems N- i C-terminals de la seqliéncia per tal d’'augmentar-ne la solubilitat. Els péptids van ser
purificats mitiangant HPLC i foren subministrats i conservats en forma liofilitzada, com a salts de
trifluoroacetat, a -20°C fins al moment de la seva utilitzacio.

9. Animals

Per a la realitzacié d’experiments in vivo s'empraren ratolins mascle C57BL6/J adults, mantinguts
en unes condicions d’estabulacio estandard (temperatura constant de 22-24°C, humitat del 75% i un cicle
de llum-foscor de 12 hores). Si no s'indica el contrari, van ser alimentats amb una dieta estandard de
laboratori amb menjar i aigua ad libitum.

Tots els protocols emprats van ser aprovats pel comité d'ética en I'experimentacié animal de la
Universitat de Barcelona.

10. Reactius

10.1. Cultiu de cél-lules de mamifer

A continuacié es descriuen els reactius més freqlientment utilitzats per a la propagacié de cultius
cel-lulars:

Sérum bovi fetal (FBS) Gibco BRL Ref.:10270-106
Sérum de cavall (HS) Gibco BRL Ref.:16050-122
Modified Eagle Medium (MEM) Gibco BRL Ref.:61100-087
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco BRL Ref.:52100-039
RPMI 1640 Gibco BRL Ref.: 51800-035
Penicil-lina- Estreptomicina 10.000 U.I/mL Gibco BRL Ref.:15140-122
L-glutamina 200 mM Gibco BRL Ref.:25030-024
Tripsina EDTA Gibco BRL Ref.:15400-054

Tot el material estéril de plastic per treballar amb cultius cel-lulars (plaques, flascons, pipetes,
criotubs, etc) es va adquirir a la casa comercial Corning.

10.2. Cultiu de bacteris i llevats

Aquests foren els reactius solids més freqiientment utilitzats per al cultius de bacteris i llevats:

Agar bacteriologic Pronadisa Ref.: 1802.00
Clorur sodic Panreac Ref.: 121659.1211
Dextrosa Sigma Ref.: G7528
Extracte de llevat Pronadisa Ref.: 1702.00
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Extracte de llevat sense aminoacids ni sulfat amonic Pronadisa Ref.: 1553.1
Peptona Pronadisa Ref.: 1616.00
Sulfat amonic Panreac Ref.: 141140.1211
Triptona Pronadisa Ref.: 1612.00

10.3. Marcadors de pes molecular

S’empraren principalment aquests marcadors per a l'analisi de molécules de DNA i proteina
mitjangant electroforesi:

Marcador DNA 100pb Biotools Ref.: 31006
Marcador DNA 1Kb Biotools Ref.: 31005
Prestained SDS-PAGE Standards BioRad Ref.: 161-0318
Prestained Protein Molecular Weight Marker Fermentas Ref.: SM0441
Marcador d’alt pes molecular (HMW Native Marker) GE Healthcare Ref.:17044501
10.4. Altres

Forskolina (Sigma, Ref.: F6886): Potent activador de I'adenilat ciclasa que resulta en un
augment dels nivells intracel-lulars de 'AMPc. Es dissol en DMSO a 5mM (es manté aliquotat a -20°C per
a la seva conservacid), i s'utilitza a una concentracio final de 10-100uM (Stiibner and Johnson 1989; Insel
and Ostrom 2003; Delghandi, Johannessen et al. 2005).

Altres reactius i kits emprats es detallen en 'apartat de metodes.

11. Eines informatiques

11.1. Analisi de seqiiéncies de DNA

- Basic Local Alignment tools (BLAST), utilitzat per a l'alineament de seqléncies, tan
nucleotidiques com també proteiques. http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (National Center for
Biotechnology Laboratory-NCBI-USA).

- Bioedit Sequence Alignment Editor, per a 'analisi i edicié de cromatogrames i alineaments de
DNA. http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html (Ibis Biosciences, CA, USA).

- CLC Sequence Viewer (CLC Bio), per a I'analisi i edici6 de sequéncies i alineaments de DNA.
Clustal-W software http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/ (European Molecular Biology Laboratory-EMBL-
Hinxton,UK).

- TFsearch, per a la recerca de putatius llocs dunié a factors de transcripcio.
www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html (Computational Biology Research Center , AIST, Japan).

- Webcutter, per a la recerca de dianes de restriccié. www.firstmarket.com/cutter (Carolina Biological
Supply Co.).

11.2. Analisi de seqgiiéncies proteiques

- PROMObindingsite, per a la recerca de dominis estructurals.
http://alggen.Isi.upc.es/cgibin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF 8.3
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- RCSB PDB, per a I'obtencio d’estructures tridimensionals de macromolécules biologiques.
http://www.rcsb.org/pdb/ (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics)

- TMHMM Server, per a la prediccié de regions transmembrana.

http://lwww.cbs.dtu.dk/servicessTMHMM/ (Center for Biological Sequence Analysis, University of
Denmark).

- Uniprot, per a la predicci6 de dominis en comparaci®6 amb altres proteines de la familia.
http://www.uniprot.org

11.3. Altres

- Entrez-Pubmed, per a la recerca bibliografica aixi com accés a bases de dades de sequéncies
anotades de DNA, RNA i proteina. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ (National Center for
Biotechnology Laboratory-NCBI-USA).

- NIH ImageJ Biophotonics, per a la quantificacié de bandes de Western blot i el tractament de les
fotografies del microscopi confocal. http://rsb.info.nih.gov/nih-image/

- Kodak MI. Molecular Imaging software (Eastman Kodak Coompany).
- Spectra Manager, per a I'analisi dels espectres obtinguts per dicroisme circular.

- SPSS v11.5, per a I'analisi estadistic (SPSS Inc., Chicago, USA).
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Il. METODES

1. Obtencié de DNA

1.1. Cultius bacterians

Per tal d’obtenir DNA plasmidic, la soca bacteriana que conté el plasmidi d'interés es creix en
medi liquid LB suplementat amb I'antibiotic al qual confereix resistencia el vector utilitzat, que en aquest
treball han estat:

Antibiotic Concentraciod de treball Referéncia
Ampicil-lina 100mg/L Roche, Ref.: 10 835 242 001
Carbenicil-lina 50mg/L Sigma, Ref.: C1389
Zeocina 25mg/L Invitrogen, Ref.: R250-01

El volum de medi dels indculs va ser escollit en funcié de la quantitat de DNA que es volia
obtenir: 2mL per una obtencié a petita escala (mini-preparacié) o 100mL per una obtencié a gran escala
(maxi-preparacio). En el primer dels casos era aconsellable iniciar el cultiu a partir d'una colonia aillada
crescuda en medi solid. En el segon calia un pre-inocul de volum inferior (2-10mL) perqué el creixement
fos optim.

1.2. Preparacio del DNA plasmidic

Els métodes de preparacié de DNA plasmidic descrits a continuacié, es basen en el protocol de
lisi alcalina de la paret bacteriana (Birnboim and Doly 1979). Els plasmidis obtinguts per aquests sistemes
es troben, majoritariament, en forma circular tancada (superenrotllat) i en general no necessiten
purificacions posteriors per a la manipulacié enzimatica.

El procés consisteix en una lisi suau de la paret bacteriana en medi alcali permetent que el
cromosoma bacteria quedi associat a les parets i pugui ser eliminat per centrifugacié amb les restes de
membranes. EI DNA plasmidic queda en el sobrenedant i és purificat mitiangant una resina d'intercanvi
ionic obtenint-se rendiments d’entre 1-5ug de DNA/mL de cultiu.

Les preparacions a petita escala de DNA es van realitzar amb el kit comercial WizardTM
Minipreps DNA Purification (Promega, Ref.: A1460), obtenint-se, a partir de cultius de 2mL, 1-10ug de
DNA d'un plasmidi d’alt nimero de copies. En I'obtencié de grans quantitats de DNA es va utilitzar el kit
Nucleobond AX 500 / 50 cart. (Cultek, Ref.:740531.50), obtenint-se, a partir de cultius de 100mL, 100-
500ug de DNA d'un plasmidi d’alt nimero de copies.

1.3. Precipitacio i guantificacié del DNA

1.3.1. Precipitacié del DNA

La precipitacié del DNA té lloc a -20°C en preséncia de 2.5 volums d’etanol absolut i 0.1 volum
d’'acetat sodic 3M pH 5.2. Les mostres a precipitar es van mantenir en aquestes condicions durant un
temps minim de 30 minuts i posteriorment, es van centrifugar a 15000rpm durant 15 minuts. El sediment
obtingut es va rentar amb etanol al 70% i el DNA precipitat va ser resuspés en aigua MiliQ autoclavada o
TE pH 8.0.
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1.3.2. Extraccié amb fenol-cloroform

L’extraccié amb fenol-cloroform s'utilitza per eliminar proteines de solucions de DNA. El fenol
(Merck, Ref.; 1002060250) és un solvent organic que desnaturalitza les proteines i la seva eficiéncia
d’extraccio és major si s'utilitza amb cloroform (Scharlau, Ref.: CL0203).

Per a la preparacié del fenol es van resuspendre 250g de producte amb 62.5mL d’aigua estéril i
30mL de TrisBase 1M. Es calenta la suspensiéo a 80°C fins a la resuspensio total, moment en qué
s'afegiren 0.3g de 8-hidroxiquinoleina (Merck, Ref.: 8.20261). Es mescla bé i es deixa reposar per afavorir
la separaci6 de fases. Es prepararen aliquotes per a la seva conservacié a llarg termini, i es mantingué
congelat a -20°C. Per a la conservacié a curt termini, es mantingué a 4°C i protegit de la llum.

A la solucié de DNA es va afegir 1 volum d’'una mescla fenol:cloroform (1:1). L'emulsio formada
se centrifuga a 15000 rpm durant 5 min, recuperant la fase aquosa. A continuacio, es va realitzar una
segona extraccié amb 1 volum de cloroform per eliminar les restes de fenol.

1.3.3. Quantificacié del DNA

La concentraci6 de DNA es determina per espectrofotometria mesurant I'absorbancia de la
mostra a 260nm i 280nm i considerant que 1 unitat de densitat optica a 260nm (ODy) correspon a
50pg/mL de DNA de cadena doble (DNAdSs). La relacid entre les dues absorbancies indica la puresa de la
mostra i es consideren acceptables valors >1.8. La lectura espectrofotometrica va ser realitzada en
cubetes de quars (Scharlab, Ref.. 425-001940) i es va utilitzar un espectrofotometre Ultrospec 3000
(Pharmacia Biotech).

Per a la quantificacié de petites quantitats de DNA es van resoldre els fragments en gels
d'agarosa/TAE/bromur d’etidi.

1.4. Resolucid, identificacié i purificacié de fragments de DNA

1.4.1. Separacio de fragments de DNA en gels d’agarosa/TAE/bromur d’etidi

S'utilitza I'electroforesi en gel d’agarosa (Sigma, Ref.: A5093) per a la separacio de fragments de
DNA de mides compreses entre 50bp i 25kb. La resolucio d’aquests gels ve determinada per la
concentracio d’agarosa (0.5-2%), permetent la separacié de fragments de menor mida incrementant la
relacio agarosa/TAE.

La comparacio de les mobilitats electroforétiques de les bandes resoltes en un gel d’agarosa
amb fragments de DNA de mida coneguda permet el calcul del pes molecular d'un DNA lineal,
considerant que la mobilitat electroforética d’'un fragment de DNA en un gel d'agarosa és inversament
proporcional al logaritme del seu pes. Es van utilitzar dos marcadors de pes molecular de DNA: el
marcador DNA 100pb (Biotools, Ref.:31006) amb un rang de 1000-100bp i el marcador DNA 1Kb
(Biotools, Ref.:31005) amb rang de 10000-250bp.

Els gels d’agarosa també es van utilitzar per a la quantificacié de fragments de DNA. EI DNA es
visualitza en el gel mitjangant la incorporacio, a la solucié d'agarosa/TAE, d’'un colorant fluorescent, el
bromur detidi (Sigma, Ref.: E4134), que s'intercala entre les dues cadenes de I'acid nucleic i revela la
preséncia de DNA o RNA en ser irradiat amb llum ultraviolat d’'ona curta (310nm).

Per preparar els gels d’agarosa es va dissoldre, en calent, I'agarosa en el tampé d’electroforesi
(TAE1X) i es va afegir el bromur d’etidi (0.5ug/mL) a la solucié temperada.

79



MATERIALS | METODES

Tampo d’electroforesi (TAE1X)

Tris-acetat pH 8.3.....coveeeeeeee e 40mM
EDTA s 1mM
Bromur d’etidi..........ccooeerircec 0.5pug/mL

Tampo de carrega de les mostres 5x

Ficoll 400 (Sigma, Ref.: F2637)........cccovivnierierneereenieine 30%
EDTA et 40mM
SDS (Panreac, Ref.: 142363.1209).......ccccovvvrrrreierinrieinins 0.1%
Blau de bromofenol (Panreac, Ref.: 171165)........ccccccovvivenenee. 0.2%

1.4.2. Purificacié de fragments de DNA de gels d’agarosa

Existeixen kits comercials que permeten I'extraccio i purificacio de fragments de DNA resolts en
un gel d'agarosa. Aquests protocols es basen en la dissolucié en un agent caotropic (perclorat sddic) del
fragment de gel que conté el DNA a purificar i I'adsorcio selectiva d’'aquest DNA a una matriu de silice. El
DNA adsorbit és rentat per eliminar impureses i eluit en condicions de baixa for¢a ionica (aigua MiliQ
autoclavada o TE pH 8.0) (Vogelstein and Gillespie 1979).

Es va utilitzar el kit comercial Wizard™SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Ref.:
A9282) i es van purificar els fragments seguint el protocol de la casa comercial.

2. Modificacioé enzimatica del DNA

2.1. Digesti6 del DNA

Les endonucleases de restriccié s6n enzims purificats a partir de bacteris o fongs que reconeixen
sequiencies curtes de DNA especifiques i que actuen sobre aquestes trencant I'enllag fosfodiéster i en
consequencia la cadena de DNA. Els enzims utilitzats al llarg d’aquest treball van ser desoxiribonucleases
de tipus II.

Les reaccions es van protocolar, per norma general, digerint el DNA a una concentraci6 final de
5-200ng/uL, amb una relacié de 1-3 unitats d’'enzim per ug de DNA i sempre evitant superar el 5% de
glicerol a la solucio. Els requeriments de forga ionica i temperatura s6n especifics de cada enzim. En cada
cas, es van sequir les indicacions de la casa comercial (Fermentas, New England Biolabs). El temps de
digestio va ser de 2-3 hores i els productes van ser analitzats en gels d’agarosa/TAE/Bromur d'etidi.

2.2. Desfosforilacio del DNA

Per a la desfosforilacié del DNA s'utilitza la fosfatasa alcalina de vedella (CIAP) (Roche, Ref.:
713023). Aquest enzim catalitza la hidrolisi de residus fosfat de I'extrem 5’ de les cadenes de DNA i RNA,
de ribonucleotids i de desoxiribonucledtids trifosfat. Es tracta d’'un metal-loenzim que requereix de Znz
per actuar. Presenta una elevada activitat especifica i s'inactiva per escalfament (70°C 10min) o extraccid
amb fenol-cloroform.

La CIAP es va utilitzar per desfosforilar els extrems cohesius o roms dels vectors plasmidics, per
tal de reduir el nombre de coldnies no recombinants en clonatges no dirigits. La reaccié de desfosforilacio
es va realitzar en les segients condicions, utilitzant el tamp6 indicat per la casa comercial.
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Reaccid de desfosforilacio
DNATNEAL...coeieiicece e 100-200ng/uL
ClAP ... 0.1U.l. enzim/ug de DNA

Tamp6 1x (Tris-HCI pH8.0 20mM, ZnCI2 1mM, MgCI2 1mM)*
*El tampo6 el subministra la casa comercial concentrat 10 vegades.

Les reaccions es van incubar durant 1h a 37°C, inactivant I'enzim per calor (75°C, 10min) i
extraccié amb fenol-cloroform.

2.3. Generacio d’extrems roms

La técnica d’ompliment (fill-in) permet completar els extrems 5’ protuberants de seqiiéncies de
DNA. El fragment klenow de la DNA polimerasa (Promega, Ref.: M220A) és capag d’emplenar els buits
generats per la digestié amb enzims de restriccid que donen extrems 5’protuberants, mitjancant la seva
activitat 5'— 3’ polimerasa. La reaccio es realitza en presencia de desoxiribonucleotids trifosfat (ANTPs)
(Attend Bio, Ref.: GC-013-001).

Aquesta técnica es va utilitzar pel clonatge de fragments de DNA. En fer roms els extrems de
linsert i del vector s'aconsegueix fer compatibles de lligacid6 DNAs digerits amb enzims de restriccid
diferents.

Reaccioé d’ompliment (Vf=20uL)

DINAGS. ...ttt 0.1-4ug
ANPTS et 25uM cadascun
KIBNOW ..o 1U.L.

Tamp6 1x (Tris-HCI pH7.5 25mM, MgCI2 25mM, DTT 12.5mM)*
*El tamp0 el subministra la casa comercial concentrat 10 vegades.

La reaccio es va incubar 30 min a 30°C i I'enzim es va inactivar mantenint-lo a 75°C 15 min.

2.4. Lligacié de DNA

La DNA lligasa del bacteriocfag T4 (Promega, Ref.: M1801) catalitza la formacié d’enllagos
fosfodiéster entre un fragment de DNAds, amb un fosfat 5 terminal i un fragment de DNAds, amb un
hidroxil 3’ terminal. La DNA lligasa pot actuar sobre extrems 5’ 0 3’ cohesius 0 sobre extrems roms. En
aquest darrer cas, I'addicié de polietilenglicol al 3% a la reaccié ajuda a millorar I'eficiéncia. Aquest enzim
funciona a 16-22°C, és depenent d’ATP i es va utilitzar en la construccio de molécules de DNA hibrides.

Reaccio de lligacié (Vi=20uL)

VBCION .o 50ng
TR TST=Y O TSURO TP OR TP x 3-5 moléc./moléc. vector
T4 DNATGASA.....vucvevieiicicireee et 1uL (1-3U.1./uL)

Tampo61x (Tris-HCI pH7.5 40mM, MgClz 10mM, DTT 10mM, ATP 0.5mM, BSA 50ug/mL)*
*El tampo6 el subministra la casa comercial concentrat 10 vegades.

La relaci6 vector:insert va ser normalment de 1:3-1:5 en nombre de molécules. La reaccio de
lligacié es va incubar durant un minim d'1hora a temperatura ambient.
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3. Construccio de molécules de DNA recombinant

3.1. Subclonatge de fragments de DNA

Les técniques de subclonatge s'utilitzen amb diferents finalitats, construccié de plasmidis per
transfectar, obtencié de sondes, sintesi in vitro de proteines, expressioé in vivo de proteines recombinants
o de fusid, etc.

Per tal de construir molécules hibrides, els DNAs van ser tractats amb els enzims de restriccié
adients en cada cas i el vector plasmidic va ser, normalment, desfosforilat per tal d'evitar la seva
recircularitzacio durant la reacci6 de lligacid. Vector i insert van ser purificats del gel d’agarosa (Métodes,
apartat 1.4), abans de ser lligats mitiangant la TADNA lligasa (Metodes, apartat 2.4).

Posteriorment, es van transformar cél-lules E.coli competents amb els productes de la reacci6 de
ligacié (Metodes, apartat 3.2). Els transformants es van identificar per seleccié de color (blau/blanc),
resisténcia a antibiotic o PCRpreps (Métodes, apartat 4.2) i es van confirmar els clons positius per
digestio, electroforesi i seqiienciacio del DNA obtingut de les colonies.

En cada cas es va buscar la metodologia optima per a I'obtencié de la molécula de DNA
desitjada, sempre aplicant els protocols descrits en I'apartat 2 d’aquest capitol.

En el cas dels clonatges en pGEM®-T, els fragments de PCR generats amb Taqg DNA
polimerasa van ser resolts, extrets i purificats d’'un gel d’agarosa i lligats sense modificacié enzimatica
prévia, gracies als extrems cohesius generats per la Taq polimerasa, que sén compatibles amb els
extrems protuberants del vector.

3.2. Transformacio de cél-lules E.coli: métode del CaCl,

El metode del clorur calcic es basa en la permeabilitzaci6 de les membranes cel-lulars
bacterianes amb ions calci (Mandel and Higa 1970). Es tracta d’una técnica que ofereix altes eficiéncies
de transformaci6 (106-107 transformants/ug de DNA).

A partir d’'un cultiu de céllules E.coli en fase exponencial de creixement (ODeso=1.4), Se separen
les cél-lules del medi per centrifugacio i es renten dues vegades en una soluci6 de CaCl, 60mM. El
tractament amb ions calci permeabilitza les membranes i aquestes cél-lules esdevenen susceptibles
d’incorporar el DNA present en el medi. Un cop preparades, les cél-lules es poden conservar a -80°C
durant llargs periodes de temps.

Solucio de CaCly*

(07 (01 ST U SRRV UT SRR 60mM
GICEION. .. ettt ettt ettt e e et neeaen 15%
PIPES PH 7.0.....ceviceceee et 10mM

*Solucié esteril: Ajustar el pH i filtrar

L’entrada dels productes de lligacié o bé els plasmidis ja circulars a les cel-lules competents es
va realitzar per xoc térmic (10min en gel — 5min 37°C — 2min gel). Posteriorment, les cél-lules van ser
incubades, en agitacid, en 1mL de medi LB liquid, no selectiu (1h a 37°C), abans de créixer-les en
plaques de medi LB solid selectiu.
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En alguns casos es van utilitzar cél-lules competents DH5a comercials (Invitrogen Ref.:18265-
017).

3.3. Seleccié de plasmidis recombinants

La seleccid genética dels bacteris recombinants es va realitzar mitjangant el creixement de les
cellules sotmeses a la transformacié en medi solid de seleccid, generalment LB/ampicil-lina. Quan el
vector permetia la seleccio per color, s'utilitzaven plaques suplementades amb IPTG 8mg/L (isopropil-a-D-
tiogalactosidasa; AppliChem, Ref.. A1008) i X-Gal 40mg/L (AppliChem, Ref.: A1007), i I'antibiotic
corresponent.

Posteriorment, s'identificaven els transformants per PCRpreps (Métodes, apartat 4.2) i després
de preparacions a petita escala de DNA, es va comprovar el patr6 de digestié. Finalment, s'analitza el
DNA per seqtienciacid.

4. Reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de la reacciéd en cadena de la polimerasa (PCR) permet la sintesi enzimatica de
sequencies de DNA definides. S'utilitza per amplificar un fragment de DNA situat entre dues regions de
sequencia coneguda (DNA motlle).

La reaccio utilitza dos oligonucleotids (primers) com a encebadors. Aquests oligonucledtids
presenten seqliéncies complementaries a les cadenes oposades del DNA motlle i flanquegen la regié de
DNA a amplificar. Mitjancant cicles repetitius de desnaturalitzacio del DNA motlle, hibridacié dels
encebadors i extensid daquests per acci6 d'una DNA polimerasa, s'aconsegueix I'acumulacid
exponencial de fragments especifics de DNA, on les cadenes naixents en un cicle actuen de motlle en el
cicle seglent. Al final del procés s’obté un numero de molécules de DNA 2n, essent n el niumero de
cicles.

Saiki i col-laboradors van descriure la utilitzacid en aquesta técnica d'una DNA polimerasa
termostable purificada del bacteri termofilic Thermus aquaticus (Taq DNA Polimerasa) (Saiki, Gelfand et
al. 1988). El fet que aquest enzim resulti poc inactivat en l'etapa de desnaturalitzacié (94°C), evita que
s’hagi d’afegir a I'inici de cada amplificacio.

4.1. Amplificacié de DNA

Al llarg d’aquest treball es van realitzar amplificacions de DNA a partir de DNA plasmidic. Es van
utilitzar encebadors que generessin dianes de restriccio en els extrems dels fragments amplificats pel seu
posterior subclonatge, o bé es van clonar els fragments amplificats directament en el vector pGEM®-T
(Materials, apartat 4.1). Pel disseny dels encebadors es van tenir en compte els segiients criteris:

¢ La longitud de l'oligonucledtid segueix la formula empirica: longitud=18 més una base extra
per cada 2% de baixada respecte al 50% G+C.

e Elrang ideal de G+C és de 40-60%. Percentatges elevats de A+T no hibriden adequadament

o Cal comprovar possibles homologies internes, o adjacents a la regié a amplificar, entre els
oligonucledtids i el DNA motlle, aixi com possibles hibridacions entre encebadors o
intraencebadors (estructures secundaries).

e Cal comprovar els tltims 10 nucledtids de 'encebador (3') que és on s'inicia la hibridacié. Es
recomanable que aquesta zona tingui una composici6 equilibrada de G+C.
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e En cas que es generin dianes de restriccio en els encebadors, cal deixar 3-5 nucleotids de
marge a 5’ perqué hi ha enzims que perden eficiéncia si la diana es troba a I'extrem.

Les amplificacions es van realitzar amb BiothermTM Taq Polymerase (Attend Bio GC-002-0500)
en un termociclador Minicycler MJ Research, Inc. o un PTC-100 MJ Research, Inc. A continuacio es
descriuen les condicions estandards d’amplificacié i de la mescla de reacci6. Les caracteristiques
especials de les reaccions realitzades al llarg del treball s’especifiquen en cada cas en el moment en qué
apareixen.

Reaccié de PCR
DNAMOMlIE......cooieiiii e 5-10ng
Tampd Tag 10X ..vvvveeeeeeiiicie e SuL
MGClau e 1.5mM
ANTPS. oo 0.2mM cada dNTP
Oligo forward.............cccoiiiiiiiiiiiiei e 1uM
OligO rBVEISE ... 1uM
Taq DNA pOlIMErasa...........coovveriiiiieeeeiieeiiiiiiieie e 25Ul
AIGUA G:8.P: oot 50uL
OliMINEral ....ccceiiiiiie it 50pL

Condicions d’amplificacio

Desnaturalitzacié inicial (hot stari).............. 94°C..uvvvninn. 5min
Desnaturalitzacio...................ccccvvvvvvnene.n. S o O 45seq
Hibridacio............coovvvvviie i, 55°C-68°C........ 45seg
EXEENSIO.....ovvieiiiiiieee e, 72°C..cciie 1min/Kbp
AMPIIficacio.........ccvvveiiiiiieeiieec e, 25-30 cicles

Extensio final...........coooviiiiiii 72°C..ccincn 10min

La temperatura d’hibridacié es va decidir en funcié de les Tn dels encebadors (temperatura de
fusié (melting)) i va oscil-lar, com s'observa, entre els 55°C i els 68°C. Les reaccions es van realitzar en
volums de 50-100L.

En els casos on era necessari reduir al maxim la possibilitat d'introduir errors en els productes de
PCR les amplificacions es van realizar amb Taq DNA polimerasa d'alta fidelitat (Roche Ref.:
11732641001), que genera productes amb una adenina 3-protuberant en gran probabilitat. Aquests
productes, fosforilats, poden ser lligats directament en el vector pPGEM®-T, o bé poden ser digerits, si els
encebadors inclouen dianes de restriccio, i lligats a vectors diregits amb els mateixos enzims de restriccio.
Les condicions d’amplificacié i reaccio d’aquests PCR es van fer segons indicacions de la casa comercial.

4.2. PCRpreps

Es tracta d’'un métode de seleccid de colonies transformants. Consisteix en detectar les colonies
que han incorporat el plasmidi mitjangant I'amplificacié per PCR d’un fragment d’aquest, sense necessitat
daillar-lo préviament (Mc Pherson, Quirke et al. 1991).

La mescla de reacci6 es va preparar segons el protocol descrit a 'apartat anterior en un volum
final de 20L. En aquest cas, el DNA motlle s'aporta en picar una colonia aillada crescuda a la placa de
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LB/antibiotic resultat de la transformacié. Durant el cicle de desnaturalitzacio inicial (94°C, 10min) es
trenquen les parets bacterianes, deixant accessible el material genétic que, alhora, és desnaturalitzat.

4.3. Mutagenesi dirigida de DNA mitjancant la técnica de la PCR

La técnica de PCR va ser utilitzada per generar mutacions puntuals i/o introduir dianes de
restriccio a determinades seqtiéncies de DNA subclonades.

4.3.1. Introduccid de dianes de restriccid

Per introduir dianes de restriccio a fragments de DNA ja clonats es van dissenyar oligonucleotids
que continguessin la diana de restriccid desitjada en el seu extrem 5°. Aquests oligonucledtids contenien,
com a minim, 10 nucleotids complementaris a la regié de DNA a amplificar i 4 nucledtids a 5’ de la diana a
introduir. Els PCR es van realitzar, segons les condicions adients per cada amplificacio, generant
molécules que contenien a 5’ ilo a 3’ les dianes desitjades.

4.3.2. Introduccié de mutacions puntuals

El métode utilitzat per QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Ref.:
200518) presenta importants avantatges respecte a les técniques de mutagénesi dirigida per PCR
convencional. En aquest cas, el DNA sintetitzat en cada cicle de la reaccié no pot ser utilitzat com a motlle
en cicles posteriors, reduint la probabilitat d’introduir mutacions no desitjades. Aquest métode, basat en
els treballs de Fisher i collaboradors, permet la sintesi del DNA mutat a partir de DNA motlle de doble
cadena circular, utilitzant dos encebadors complementaris entre si i que contenen la seqléncia mutada
(Fisher and Pei 1997).

La sintesi de DNA és duta a terme per una DNA polimerasa dalta fidelitat, PfuTurbo®
polymerase, que estén els oligonucleotids cap a ambdues cadenes del DNA motlle fins a copiar tot el
plasmidi. El metode de seleccid entre el DNA mutat respecte el parental es basa en el fet que, a
diferéncia del DNA sintetitzat in vitro, el DNA sintetitzat per E.coli es troba metilat. La digestié amb I'enzim
Dpnl, que Unicament reconeix el DNA metilat, elimina el DNA motlle de la reaccio, mentre que el producte
resultant, el DNA mutat, és directament transformat en cél-lules XL-1 Blue competents, segons el protocol
subministrat per la casa comercial.

5. Seqiienciacio automatica del DNA

Per a I'analisi de la seqiiéncia del DNA, es van enviar 10uL del DNA a seqienciar (100ng/uL) i
10uL d’encebador (10uM) a Macrogen.

6. Obtencid i analisi de 'RNA

Donat que 'RNA és una molécula molt sensible a l'accié de les RNAses, és imprescindible
treballar sempre amb guants i material esteril per tal d’evitar-ne la degradacio, aixi com amb aigua lliure
d'RNAses en les solucions d'Us (Sigma, Ref.: W4502). El material sdlid per treballar amb RNA fou
préviament autoclavat per garantir la seva esterilitzacio.

6.1. Obtencid de I'RNA total

Per a I'obtencié d’'RNA es va emprar el reactiu comercial Trizol® (Life Technologies, Ref.:15596-
026), basat en el metode descrit per Chomczynski i col-laboradors (Chomczynski and Sacchi 1987). Es
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tracta d’una solucié monofasica de fenol i isocianat de guanidina que manté la integritat de 'RNA alhora
que lisa les cél-lules i dissol tots els seus components.

Per a l'obtencié d’'RNA a partir de cultiu cellular, es va utilitzar 1mL de reactiu de Trizol® per
placa de 100mm, o bé, 0.5mL per placa de 60mm, produint-se aixi el seu lisat. En el cas d’obtencid
d’RNA a partir de teixit, es va escindir un fragment d’aquest (inferior al 10% del volum de Trizol®) en un
morter amb N liquid i es va sotmetre a descongelacié en 1mL de Trizol®. El teixit va ser homogeneitzat
amb polytron RPT-MR 2100 (Kinematica AG), generalment aplicant 2x20 strokes. En ambdos casos,
després de 'homogeneitzacio es va afegir cloroform, provocant aixi la separacio en dues fases de la
mostra i permetent la separacio de 'RNA (fase aquosa) de les proteines i DNA. Seguidament, 'RNA va
ser precipitat i resuspés en un volum adequat d’aigua comercial lliure d’RNAses (Sigma, Ref.: W4502).

6.2. Quantificacio de I’'RNA total

La concentraci6 dRNA es determina per espectrofotometria, mesurant I'absorbancia de la
mostra a 260nm i 280nm i considerant que 1 unitat de densitat optica a 260nm (ODy0) equival a 40ug/mL
d’RNA. La relacié entre les dues absorbancies indica la puresa de la mostra i es consideren acceptables
valors superiors a 1.8.

La lectura espectrofotométrica es va realitzar afegint 2-4uL de mostra en un NanoDrop 1000
(NanoDrop Technologies, Inc).

6.3. RT-PCR

Aquesta tecnica permet la sintesi de la primera cadena de cDNA a partir d'un RNA motlle,
seguida d'una amplificacié especifica del transcrit que es vol analitzar per PCR.

La primera cadena de cDNA va ser sintetitzada mitjangant una DNA polimerasa depenent d’'RNA
(transcriptasa inversa M-MLV, Invitrogen, Ref: 28025-013) que requereix un oligonucleotid encebador. Per
tal d’obtenir un cDNA representatiu de tot 'RNA present a les cél-lules, s'empraren oligonucleotids
degenerats, o0 Random primers, p(dN)s (Roche Diagnostics, Ref: 11 034 731 001).

Reaccid de retro-transcripcié (V= 20uL)

RNAOtaL. ... 1-2ug

Random PHMENS. ...........ccciiiiiiiiiiiiieeee e 0.25ug

ANTPs 10mM €adasCun...........coeeeviiiiiiiiiiireciiieiiee e 1L

AIGUA G.8.P ettt 13uL
Desnaturalitzacié ..................... 65°C, 5min

First strand buffer 5X*............cccoveiiiiiiieeeie e 4uL

DTT 0AM. e 2uL

M-MLV . 1uL (200U.1.)

* Tamp6 subministrat per la casa comercial,cinc vegades concentrat
[INCUDACIB.......oeevveieeeiiieeeeie, 37°C, 50min

............................... 70°C, 15min

Els cDNAs obtinguts s'utilitzen com a motlle per a la sintesi de les successives copies de cDNA
mitjangant una reacci6 estandard de PCR, o bé, per PCR en temps real (Métodes, apartat 6.4).
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6.4. PCR quantitativa en temps real (qQRT-PCR)

Aquesta técnica permet la quantificacié de I'expressid d’'un gen en termes d'mRNA de manera
més rapida i sensible que el Northern Blot. L'RNA total retrotranscrit és amplificat per PCR. Durant
I'amplificacié es fa un seguiment de la reaccié a temps real, ja que en la mescla de reacci6 s'incorporen
reactius que emeten fluorescéncia o bé a l'unir-se a la seqliéncia amplificada (TagMan probes®), o bé
quan s'intercalen en el DNA de doble cadena (Sybr Green®).

En el present treball s'ha utilitzat el métode de TagMan® Gen Expression Assays (Applied
Biosystems). Aquesta técnica es basa en la utilitzacié de tres oligonucledtids en la reaccié de PCR, dos
dels quals (forward i reverse) permeten I'amplificacié del producte al qual s’hibridara el tercer
oligonucledtid, la sonda fluorogénica TagMan®. Aquesta sonda conté un marcador fluorescent a I'extrem
5"iun quencher al 3'. Mentre la sonda esta intacta la proximitat del quencher redueix la fluorescéncia del
reporter. Quan s’amplifica el gen diana, mitjangant I'activitat exonucleasa 5-3' de la Taq Polimerasa, es
degrada l'extrem 3’ de la sonda fluorescent (que conté el quencher), permetent aixi I'emissié de
fluorescéncia a temps real. D’aquesta manera, la quantitat de fluorescencia produida és directament
proporcional a la concentracio de la seqliencia diana.

Les reaccions es dugueren a terme en un ABI PRISM® 7700 Sequence detection system
(Applied Biosystems) en plaques de 96 pouets.

Reacci6é de PCR
PCR supermix-UDG with ROX*.............cccoeveeeiiiiieeeaiiinnen 12.5L
TaqgMan® Gene expression assay............c....cuvvveeeeeiunneann, 1.25uL
Sonda 18S eucariota............covvvreiiiiiiiie i 1.25uL
CDNA. .. e, 100-500ng
Aigua (RNASE fre€) G.S.P..ceecvvveeiriieeiiiie e 25uL

*Platinum® Quantitative (Invitrogen, Ref:11743-100)

Condicions d’amplificacio

Hibridacio.............ccccvvvi, 50°C............... 2min
Desnaturalitzacid inicial............................. 95°%C....coeeeennn. 10min
Desnaturalitzacio................coovviiiiiennnne 95°C...occiiiiis 15seg
EXIENSIO. ... 60°C.....cevve. 1min
AMPIIficaCit.........ccoeeviiiiiiiiiiece i 40 cicles

A continuacié es relacionen les sondes TagMan® utilitzades en aquest treball:

Espécie Gen Sonda (Referéncia)
Homo sapiens CPT1A Hs00157079_m1
CPT1C Hs00380581_m1
Mus musculus Cpt1a Mm00550438_m1
Cpt1c Mm01202528_m1
Pepck1 Mm01247058_m1
Hmgcs2 Mm00550050_m1
Rattus Norvegicus Cptla Rn00580702_m1
Cpt1c Rn01475557_m1
Eucariotes 18S Ref: 4319413E
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7. Obtenci6 i analisi de proteines

7.1. Obtencid d’extracte cru de proteines a partir de cél-lules en cultiu

Per a l'obtencio d’extracte cru de proteines, les cel-lules es van recollir en PBS1X i es centrifuga
10min a 3000rpm. Seguidament es va resuspendre el pellet cel-lular en PBS1X suplementat amb 0.1mM
PMSF (Sigma, Ref.: P7626) i altres inihibidors de proteases (Sigma, Ref.: P8340) i es va sotmetre a 3
cicles de congelacié descongelacio (N2 liquid — 37°C) per tal de trencar les membranes cellulars. Un
cop lisades les cél-lules, es centrifuga 5min a 12.000g a 4°C, separant-se aixi I'extracte proteic
(sobrenedant).

Alternativament, es dugué a terme la lisi cel-lular en preséncia del tampd NP40 (1mL per placa
de 100mm, 1-2x107 cél-lules) suplementat igualment amb inhibidors de proteases, mitjangant la seva
incubacié en plataforma oscil-lant a 4°C durant 15-20min. Els lisats cel-lulars es centrifugaren 15min a
1.500rpm a 4°C i es recupera el sobrenedant.

Els extractes proteics es congelaren a -80°C fins al seu posterior analisi.

Tampo NP40
Tris-HCIPH 8. 50mM
NPAO™ e 1%
NACL .. 150mM

*(Calbiochem, Ref.: 492016)

Aquest tamp6 es suplementa extemporaniament amb 0.1mM PMSF (Sigma, Ref: P7626) i altres
inhibidors de proteases (Sigma, Ref. P8340).

7.2. Obtencié d’extracte cru de proteines a partir de teixit

En aquesta tesi doctoral s’han obtingut extractes proteics de fetge i cervell total de ratolins
C75BL6/J, aixi com de mostres humanes d'hipotalem i hipocamp, cedides per I'lnstitut de Neuropatologia,
del Centre de Neurociéncies de 'Hospital de Bellvitge (Contacte: Prof. Isidre Ferrer).

En cas de processar les mostres fresques, es rentaren amb PBS1X fred i, amb ajuda d’unes
estisores, es disgregaren en fragments petits tot mantenint-les en la solucié freda. Quan no van ser
processats immediatament, es procedi a la congelaci6 en nitrogen liquid dels teixits obtinguts, mantenint-
los a -80°C fins a la seva utilitzacié. Per a la disgregacié de les mostres congelades, es van mantenir els
teixits en neu carbonica i es van escindir trossos del teixit amb I'ajuda d’un morter que s’anava omplint de
nitrogen liquid per mantenir-lo fred i evitar la descongelacié de les mostres per friccio.

Es van transferir els fragments a tubs de vidre (Pyrex) i s'afegiren 4-5 volums de tamp6 A. Es van
homogeneitzar amb polytron RPT-MR 2100 (Kinematica AG), generalment aplicant 2x20 strokes. Els
lisats cellulars es centrifugaren 10min a 16.000g a 4°C i es recupera el sobrenedant. Els extractes
proteics es congelaren a -80°C fins al seu posterior analisi.

Tampo A:
NACL .o 300mM
NaH2PO4 .................................................................................... 50mM
B-Mercaptoethanol..........cccceeeeviriccrccce e 5mM

Aquest tampé es suplementa extemporaniament amb 0.1mM PMSF (Sigma, Ref. P7626) i altres inhibidors
de proteases (Sigma, Ref. P8340).
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7.3. Transcripcid i traduccid In vitro

Els protocols de transcripcio i traduccid in vitro permeten obtenir proteina directament de
plasmidis que contenen els cDNAs de les proteines a sintetitzar. En aquest treball es van utilitzar
plasmidis amb els cDNAs clonats immediatament després dels promotors T7 o SP6.

Els kits emprats van ser TNT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation i TNT® SP6 Quick
Coupled Transcription/Translation System (Promega, Ref.: L1170 i L2080, respectivament). Amb aquests
kits, la transcripcio (RNA polimerasa) i la traducci6 (en lisats de reticulocit de conill) es realitzen de
manera sequencial i simultania en un sol tub. Les incubacions es van fer seguint les instruccions de la
casa comercial (30°C, 90min).

La substitucié de la metionina freda de la mescla de reaccié per [3S]-metionina ens va permetre
I'obtencié de proteines marcades radioactivament que van ser visualitzades per fluorografia, sense la
necessitat d'utilitzar anticossos (Métodes, apartat 7.9).

Reaccio de TnT (Reaccié completa Vf=50uL)

DNA PIaSMIAIC.......cveeeeeeeeeieireeeesr e 14g
Extracte de retiCulOCItS..........covverninicreeee e 40uL
MELONING.......ceeeeieeir et 1uL
Aigua RNASE frEE 0.S.P..vvrveeireerieieirieeseeisissssesssesesseiessssesenes 50uL

7.4. Quantificacid de proteines: Métode de Bradford

El métode de quantificacié de proteines introduit per Bradford es basa en el canvi que es
produeix en I'espectre d’absorcié del colorants Comassie, com a consequiéncia de la seva adsorcié sobre
molécules proteiques (Bradford 1976). La uni6 a proteines estabilitza la forma blava del colorant
Comassie, de manera que la quantitat del complex format és una mesura de la concentracio de proteina
quan es llegeix 'absorbancia a una longitud d’ona de 595nm. Aquest métode mostra una gran sensibilitat
i amplis marges de linealitat.

En aquest treball es van seguir les indicacions del fabricant de la solucié (Bio-Rad Protein Assay,
Bio-Rad, Ref. 500-0006), utilitzant com a proteina patré I'albumina sérica bovina, BSA (Sigma, Ref.:
AT7906).

7.5. Separacio electroforética de proteines en gels de poliacrilamida (SDS-PAGE)

L’electroforesi en gels de poliacrilamida-SDS és una técnica de separacié de proteines segons el
seu pes molecular (Laemmli 1970). Aquesta separacié es realitza en una matriu de poliacrilamida, en
condicions que asseguren la dissociacid de les proteines en subunitats polipeptidiques individuals. La
desnaturalitzacié de les proteines es duu a terme en preséncia de B-mercaptoetanol (Merck, Ref.:
8.05740), agent reductor de ponts disulfur, i d'SDS (Panreac, Ref.; 142363.1209), que s'uneix a aquests
polipeptids desnaturalitzats carregant-los negativament. En aquest cas, la carrega negativa de cada
polipeptid sera proporcional a la quantitat de SDS unit, que alhora sera directament proporcional al pes
molecular del polipéptid. L'aplicacié d’'un camp eléctric en aquestes condicions fa que la migracié cap a
I'anode d’aquests polipéptids es faci d’'acord amb la seva mida.

Els gels d’acrilamida utilitzats en aquest treball constaven de dues fases, la fase apiladora i la
fase separadora. La concentracié d’acrilamida d’aquesta darrera fase es va decidir en funcié dels pesos
moleculars de les proteines a resoldre en el gel, oscil-lant entre el 5% per proteines d'alt pes molecular i
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el 15% per proteines molt petites. EI processament de les mostres abans de sotmetre-les a I'electroforesi
(30mA) inclou la mescla amb el tamp6 de carrega i la desnaturalitzacié per ebullicié durant 10min.

Gel apilador

Acrilamida (Bio-Rad, Ref.: 161-0156)..........cccoenerirrnerinienns 5%
TriS-HCIPH B.8.......ooiiiierieece e 0.12M
SDIS 0.1%
Persulfat amonic 10% (Sigma, Ref.: A3678).........c.ccvverrirrirnenn. 0.1%

Gel separador

ACrilamida...........covveeeerseeee e 5-15%
Tris=HCI PHB.8.......vcce e 0.37M
SDS s 0.1%
Persulfat amonic 10%..........cceveivriiiceiiseees e 0.1%

L’agent polimeritzant TEMED (Sigma, Ref.: T9281) es va incloure en quantitats que variaven en
funci6 de la concentracié d’acrilamida des del 0.08 al 0.04%.

Tampo6 de carrega per proteines 2X (Laemmli Buffer)

TrS-HCI PHB.8........oveccr e 50mM
SDS s 2%
GlICETOL. ... vttt 10%
Blau de bromofenol...........cccovievicnnieneeeceee s 0.012%
B-mercaptoetanol............coeurirniniirere e 5%

Tampo d'electroforesi

TriS-HCI PHB.8......o.oieeeee e 25mM
Glicina (Panreac, Ref.: 141340.1211)...ccvvvivieeivccrceienns 0.19M
SDS e 0.1%

Com a patr6 de pes molecular de proteines es va utilitzar el marcador Prestained Protein
Molecular Weight Marker (Fermentas Ref.. SM0441).

7.6. Separacio6 electroforética de proteines en gels de poliacrilamida (BN-PAGE)

L’electroforesi en gels no denaturants de poliacrilamida permet aillar complexes proteics de
membranes bioldgiques i extractes totals cel-lulars i tissulars. També és freqlientment utilitzat per a la
determinacié del pes molecular de proteines en estat natiu, I'estat d'agregacidé de complexes proteics de
membrana, aixi com per a la identificacié d'interaccions proteina-proteina. La técnica BN-PAGE utilitza
Comassie Blue (G-250) en lloc del detergent SDS en el tampd catodic, que otorga carrega negativa a la
mostra sense desnaturalitzar les proteines. Depenent del grau destabilitat de les interaccions
intramoleculars de la mostra, les proteines migraran en forma d'oligdbmers o bé es dissociaran a
monomers, tot permetent 'analisi dels diferents graus d’associacié del complex proteic (Wittig, Braun et
al. 2006; Wittig and Schagger 2008).

En aquest treball s’ha utilitzat aquesta técnica per a I'analisi de complexes oligomérics de CPT1A
i CPT1C en extractes proteics totals de fetge i cervell de ratoli, aixi com d’extractes mitocondrials de
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cél-lules transformants del llevat P. pastoris. Per a la preparacié de la matriu d’acrilamida (ProtoGel 30%,
Natural Diagnostics, Ref.: EC-890) es seguiren les especificacions del fabricant, o bé s’'empraren gels pre-
fabricats (NativePAGE™ Novex® Bis-Tris Gel System 4-16%, Invitrogen, Ref.: BN1002BOX).

La principal precaucié duta a terme per a la preparacié de les mostres fou la rapidesa i la
temperatura, sempre entre 0-4°C, per tal de garantir I'estabilitat dels complexes proteics. Es posaren a
punt les condicions de solubilitzaci6é (detergent, temps d'incubacio, etc) per cada mostra. Breument, es
centrifugaren 100ug d’extractes mitocondrials (12min, 12.000g a 4°C) i es resuspengueren en Tampo de
Solubilitzacié i el detergent adequat fins a un volum final de 100uL. En els casos en qué I'electroforesi es
realitza en gels pre-fabricats, s'empra el Native Sample Buffer (Invitrogen, Ref.: BN2003). Després de
15min d'incubacié en gel, es centrifugaren els extractes (30min, 50.000g a 4°C), restant en el sobrenedant
la proteina solubilitzada. S'afegi 1uL de tampé de carrega (Native Loading Buffer, Invitrogen, Ref.:
BN20041) per cada 10uL d’extracte solubilitzat, de manera que la concentracié de detergent sigui com a
maxim 4 vegades la del colorant Comassie. Es carregaren les mostres en el gel d’acrilamida, a la camara
de 4°C, tot seguint les instruccions del fabricant per a la durada, intensitat i tampons emprats en
I'electroforesi (Schagger 2001). S'empra un marcador de proteines d'alt pes molecular (GE Healthcare,
Ref.: 17044501).

Tampo de Solubilitzacié

ACI @MINOCAPIOIC........eveeeeeeeeeeeeeee e 0.75M
Bis-Tris HCI PHT ..o 50mM
GlICEIOL. ...t 10%

7.7. Analisi de proteines per tincio de Comassie Brillant Blue

Després de I'electroforesi en gel de poliacrilamida-SDS, les proteines poden ser visualitzades per
tinci6 amb blau de Comassie (Comassie® Brillant Blue R-250, Bio-Rad, Ref.: 161-0400). El procés inclou
la tincio del gel durant minim 3 hores a temperatura ambient en soluci6 de tincié i la posterior submersid
en solucié de destincié.

Solucié de tincio

Blau de COMEASSIE.......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ee e 0.25%
MEBEANOL. ...ttt ettt e ee e 45%
AcCid @CRHC GIAGIAL.........ovvveeeeeeeeeeeeeeeeeee s 10%

Solucié de destincio

7.8. Analisi de proteines per immunotransferéncia: Western blot

En les técniques de Western blot, les mostres proteiques son fraccionades en un gel de
poliacrilamida-SDS i transferides a un suport solid per ser incubades amb anticossos especifics que
permetran la identificacio de proteines especifiques.

Després de I'electroforesi, el gel de poliacrilamida-SDS va ser col-locat en contacte amb una
membrana de PVDF (Immobilon-P, 0.45um, Millipore, Ref.: IPVH00010), entre peces de paper Whatman®
3MM i dues esponges humides en tampé de transferéncia. El conjunt es va col-locar, submergit en tampd
de transferéncia, en un suport entre dos eléctrodes on el gel va quedar en el catode i la membrana
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encarada a l'anode. La transferéncia es va realitzar en un Mini Trans blot (Bio-Rad) durant un temps
minim de 2h, a 4°C i 120mA.

Tampo de transferéncia

BT TP 25mM
L€ Toi T = TRV 0.2M
MELANOL. ... 20% (viv)

Per a la immunodeteccié de les proteines s'empra el kit, EZ-ECL™ Western blotting detection
reagent (Reactiva, Ref.: 20-500-120). Excepte en aquells casos on s’empraren anticossos comercials i
amb protocols especifics, es segui el protocol recomanat per la casa comercial. En general, un cop
realitzada la transferéncia es va saturar la membrana amb PBS-T1 (PBS-1%Tween20 Scharlau, Ref.:
TW00201000) amb un 5% de llet en pols desnatada. Seguidament, aquesta membrana va ser incubada
amb l'anticos primari i amb el secundari mantenint aquestes incubacions un temps minim d’1 hora a
temperatura ambient cada una, o bé tota la nit a 4°C. Entre les dues incubacions i abans de la detecci6 es
feren varis rentats amb PBS-T1.

A continuacié es mostra una relacié dels anticossos utilitzats en el present treball, aixi com la
seva dilucié de treball i el blotto utilitzat (PBS-T1: 1% de Tween, PBS-T0.1: 0.1% de Tween). A 'apartat 6
del capitol Materials d’aquesta tesi doctoral es pot trobar informacié detallada de cada anticds (origen,
referéncia, etc).

Ac primari Dilucié Blotto Ac secundari Dilucié Blotto
Actina 1:2.000 PBS-T1 5% llet conill 1:10.000 PBS-T1 5% llet
CPT1 (#139) 1:1.000 PBS-T1 5% llet conill 1:10.000 PBS-T1 5% llet

CPT1A (VZ) 1:5.000 TBS-T1 ovella 1:20.000 TBS-T1
CPT1C (Sigma) 1:1.000 PBS-T1 5% llet conill 1:10.000 PBS-T1 5% llet
CPT1C (GenScript) 1:250 PBS-T1 5% llet conill 1:5.000 PBS-T1 5% llet

CPT1C (VZ) 1:5.000 TBS-T1 ovella 1:20.000 TBS-T1
Flag M2 1:5.000 PBS-T1 5% llet ratoli 1:2.000 PBS-T0.1 5% llet
GAP43 1:500 PBS-T1 5% llet conill 1:10.000 PBS-T1 5% llet
GST 1:2.000 PBS-T1 5% llet ratoli 1:2.000 PBS-T1 5% llet
HA 1:250 PBS-T0.1 5% llet ratoli 1:2.000 PBS-T0.1 5% llet
Myc 1:200 PBS-T1 5% llet ratoli 1:2.000 PBS-T1 5% llet
P-AKT1/2/3 1:500 PBS-T1 5% llet conill 1:10.000 PBS-T1 5% llet
Tubulina 1:5.000 PBS-T1 5% llet ratoli 1:2.000 PBS-T1 5% llet

Durant el procés d'immunodeteccio, I'anticos primari reconeix els punts antigénics presents a la
membrana mentre que el secundari reconeix la cadena pesada del primari. Aquest segon anticds va
conjugat a una peroxidasa de rave que oxida el luminol, passant-lo d’'un estat relaxat a un estat excitat, i
emetent aixi un tipus de llum que pot ser detectada per autoradiografia.

7.9. Analisi de proteines per fluorografia

Aquesta técnica s'utilitza per detectar proteines resoltes en un gel de poliacrilamida-SDS
marcades radioactivament amb [**S]-metionina.

Després de I'electroforesi en poliacrilamida (Métodes, apartat 7.5) el gel va ser fixat amb una
solucié d'acid acétic al 7% durant com a minim 1 hora i deshidratat amb DMSO (dos rentats de 30min).
Seguidament, el gel es va incubar durant 3h amb una solucié de PPO (Scharlab, Ref.: PP0001) al 20% en
DMSO per finalment rehidratar-lo amb aigua durant 1h. El gel rehidratat es va mantenir durant 30min
submergit en una soluci6 de glicerol 5%/metanol 30%, intentant minimitzar les possibilitats de trencament
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en sotmetre’l al procés d’assecament (80°C, 120min en un assecador per buit de BioRad). Un cop sec, el
gel es va exposar a una pel-licula autoradiografica.

7.10. Analisi de proteines per inmunofluorescéncia indirecta en cultius cel:lulars

Les técniques d'immunofluorescéncia indirecta permeten la deteccié de proteines mitjangant I'is
d’anticossos primaris, que reconeixen les proteines d’interés, i anticossos secundaris conjugats a una
molécula fluorescent o fluorocrom, que reconeixen I'anticos primari. Aquesta técnica permet determinar la
localitzacié subcel-lular de I'antigen, aixi com també I'estudi de la col-localitzacié entre dues proteines ilo
un marcador cellular. Amb aquesta técnica s'aconsegueix una amplificacié de la senyal molt major que
amb les técniques d'immunofluorescéncia directa, en les quals I'anticds primari esta conjugat a un
fluorocrom.

En la present tesi doctoral s'utilitzaren cél-lules HelLa pels experiments d’'immunofluorescéncia.
Es van plaquejar 2x10% cél-lules sobre cobreobjectes de vidre de 12mm de diametre en plaques de 60mm
i, passades 24h, es transfectaren amb els plasmids Human CPT1C(myc)-pCDNA3 i pCDNA3 com a
control. Passades 48h de la transfeccio, es va procedir a la immunodeteccié de CPT1C sobreexpressada
mitjangant anticossos especifics. La densitat de les cél-lules a I'inici del protocol no podia superar el 70%
de confluéncia, per permetre una adequada visualitzacié al microscopi.

7.10.1. Tinci6 de membrana mitocondrial

En la present tesi doctoral s'empra el marcador de membrana mitocondrial Mitotracker® RedCMX
Ros (Invitrogen, Ref.: M7512), que travessa la membrana plasmatica per difusio passiva i s'acumula en
els mitocondris actius. Per aix0 és important realitzar la incubacié amb aquest marcador quan les cél-lules
encara son vives, préviament a la fixacié cellular. Cal posar a punt la tincié de membrana per cada tipus
cel-lular, ja que diferents temperatures i temps d'incubacio poden donar resultats de tincié molt diferents.

Aquest marcador, a més a més, permet la posterior fixacio aldehica i permeabilitzacié de les
cellules sense perdre senyal, processos que altres marcadors de membrana no resisteixen. Donat que
es tracta d'una molécula fluorescent, cal protegir les mostres tota I'estona de la llum. Es va preparar una
solucié d'stock de Mitotracker dissolt en DMSO a 1mM per a la seva conservacio a llarg termini, protegit
delallumia-20°C.

Les cél-lules crescudes sobre cubreobjectes de vidre (170um de gruix, 12mm de diametre i 1.525
d’index de refraccio, Marienfield, Ref.: 01 115 20) van ser rentades dos cops amb PBS1X i incubades
durant 5min amb una soluci6 de Mitotracker 25nM (dissolt en PBS1X). S'aspira la solucié i es feren dos
rentats de les mostres amb PBS1X de 5min cadascun.

7.10.2. Fixacio aldéhica de les cél-lules

Aquest pas és un pas molt important ja que permet mantenir I'estructura cel*lular i la integritat
dels antigens. Existeixen diferents tipus de fixadors i també diferents protocols respecte el seu Us,
sobretot pels casos en qué es vulgui mantenir bé la citoarquitectura per estudis en 3-D.

La fixacio aldehica més utilitzada per immunofluorescéncia és la del paraformaldehid. Per a la
preparacié del formaldehid al 16% (Sigma, Ref.: 158127) es pesaren 16g de reactiu i es mesclaren en
gairebé 100mL d'aigua miliQ autoclavada, deixant la mescla en agitacié unes dues hores sota una
campana d'extraccié de gasos, fins a la resuspensié total. S’equilibra el pH a 7.4 amb NaOH 6N i es
guardaren aliquotes a -20°C per a usos posteriors.
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Es fixaren les cél-lules utilitzant una soluci6 de paraformaldehid al 3%, tot cobrint-les amb solucid
de fixacié durant 15min a temperatura ambient. A continuacié s’aspira la solucié i es realitza un rentat
rapid amb PBS1X i dos rentats posteriors amb PBS-Glicina de 5min cadascun. La glicina serveix per
bloquejar tots els grups aldéhics que hagin quedat lliures després de la fixacio. Es aconsellable mantenir
la glicina en tots els tampons utilitzats (rentat, bloqueig, etc).

Soluci6 de fixacié
Paraformaldehid 16%..........ccccouerirrrrininreree e 760uL
SACAr0SA TM.....cooviicieeece s 240uL
PBSTX et 2mL
Aigua miliQ autoclavada............cooceveerreineininnineeseens 1mL

En cas de no procedir a la immunodeteccié seguidament, es poden guardar les mostres fixades
a 4°C i en una solucié de PBS amb un conservant (Azida sodica 10mM, Merck, Ref.: 106688) per un
manteniment a curt plag. Si cal guardar-les per un llarg periode de temps, poden conservar-se
congelades a -20°C.

7.10.3. Permeabilitzacio

La permeabilitzacié és necessaria per a la deteccié d'antigens intracel-lulars. Per fer-ho s'utilitzen
detergents que actuen sobre la membrana cel-lular permetent I'entrada dels anticossos. El detergent
emprat, la concentracié i el temps d'incubacié depenen del tipus cel-lular i de I'antigen a detectar. En el
present treball, un cop fixades, les cél-lules es van incubar durant 45min a 37°C amb solucié de
permeabilitzacid. Seguidament, es feren dos rentats amb PBS-Glicina de 5min cadascun.

Solucié de permeabilitzacio

P B S ettt ettt eeen e 100mM
GlICIN. ettt ettt et et e s 20mM
THHO X100ttt et et se et e e e e enenen 0.05%

7.10.4. Blogueig

Per tal d'evitar unions inespecifiques dels anticossos, es va realizar el bloqueig de les
preparacions utilitzant BSA a '1%. Es van cobrir els cubreobjectes amb solucié de bloqueig (100uL per
cubre) durant 45min a 37°C. Seguidament, es feren dos rentats amb PBS-Glicina de 5min cadascun.

Solucié de bloqueig

PBS...o et 100mM
GlICING. ... 20mM
Albimina lliure d’aCidS GrasSOS2...........veeererrererririeiririreineeiseneeeeeseeees 1%

a Albimina de sérum bovi. Fraccio V, lliure d’acids grassos (Roche, Ref.: 775827)
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7.10.5. Incubacié amb els anticossos

El procés d'incubacio amb els anticossos es va realizar durant 45min a 37°C, realitzats dos
rentats amb soluci6 de PBS-Glicina entremig. Per I'experiment mostrat en aquest treball s'empra 'anticos
primari anti-myc a una dilucié 1:25 i I'anticos secundari Alexa Fluor® 488 donkey anti-mouse IgG (H+L) a
una diluci6 1:500, ambdds diluits en la solucié de blogueig.

Per a la tincid dels nuclis cel-lulars, s'empra el marcador DAPI (Sigma, Ref.: D9542) a una
concentracio final de 5ug/mL, que s’afegi a qualsevol de les dues incubacions amb anticossos.

Igual que I'anticds secundari i el marcador de membrana mitocondrial, DAPI és una molécula que
perd fluorescencia en contacte amb la llum i amb el pas del temps. Per aquest motiu, les mostres es
protegiren en tot moment de la llum i es guardaren un maxim de dues setmanes a 4°C abans de la seva
visualitzacié al microscopi.

En finalitzar la incubacié amb 'anticos secundari, es feren dos rentats amb PBS1x i es procedi al
muntatge dels cubreobjectes sobre els portaobjectes.

7.10.6. Muntatge de les mostres sobre portaobjectes i analisi en el microscopi confocal

Per al muntatge dels cubreobjectves sobre els portaobjectes es van deixar assecar les mostres
uns quants minuts a temperatura ambient. Seguidament es va posar una gota (7-10uL) de medi de
muntatge Mowiol (Calbiochem, Ref.: 475904) sobre el portaobjectes, i s’hi dipositaren els cubreobjectes,
de manera molt suau, amb la cara on estan les cél-lules en contacte amb el medi, evitant la formaci6 de
bombolles d’aire entre el vidre i la mostra.

Les preparacions es van deixar assecar tota la nit a 4°C abans del seu analisi al microscopi
confocal de fluorescencia LEICA SP2.

7.11. Expressio i purificacié de proteines de fusid

L’expressio i purificacio de proteines de fusié permet I'obtencié de grans quantitats de proteines
eucariotes. Aquestes proteines, clonades en plasmidis especifics, s'obtenen fusionades a proteines de
facil purificacid. L'expressio d'aquests cDNAs es pot dur a terme en céllules bacterianes o de llevat,
segons el vector de clonatge.

Es va utilitzar la soca BL21(DE3) d’E. coli, que conté el lisogen DE3, transportador del gen de la
T7 RNA polimerasa sota el control del promotor lacUV5, requerint aixi IPTG (isopropil-a-D-
tiogalactosidasa; AppliChem Ref.: A1008) per a l'expressio de la T7 RNA polimerasa. Es redui la
degradacié de proteines heterologues expressades utilitzant una soca B/r, mancada de la proteasa lon ni
la proteasa de membrana externa OmpT.

Durant aquest treball es van expressar i purificar les proteines GST-CPT1C, GST-AK299866 i
GST, cDNAs previament clonats en el vector pGEX-4T1, aixi com NusA-AK299866 i NusA, cDNAs
clonats en el vector pET43a (+).
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7.11.1. Induccio dels cultius

Per a la induccié de les proteines, es va fer créixer una colonia aillada en un pre-indcul de 50mL
de LB/ampicili-lina (GST, GST-CPT1C i GST-AK299866) o carbenicil-lina (NusA i NusA-AK299866) durant
tota la nit a 37°C. Al dia seguent es dilui 1:50 en 200mL de medi LB amb I'antibiotic fresc i es deixa créixer
a 37°C fins a una O.Dego de 0.6 (GST, GST-CPT1C i GST-AK299866, NusA i NusA-AK299866) .

En aquest punt es va iniciar la induccié de la proteina de fusié afegint al medi IPTG 0.1mM (GST
i GST-CPT1C), 0.5mM (GST-AK299866) 0 1mM (NusA i NusA-AK299866) i mantenint el cultiu a 22°C
durant 5 hores. En alguns casos, i per tal d’augmentar la quantitat de proteina induida, es realitza una
segona induccié durant tota la nit, afegint antibiotic de nou. Les céllules van ser recollides quan la OD era
de 2 aproximadament per centrifugacié (15min a 7000g a 4°C) i, en cas necessari, congelades a -80°C
fins a la seva utilitzacié.

7.11.2. Obtencid i purificacié de proteines de fusié a la GST

Es va resuspendre el pellet cel-lular en 4mL per gram de pellet sec (~6mL) de tamp6 NETN, més
endavant descrit, i es lisaren les céllules per sonicacié (30seg per cada mL de suspensié cel-lular, cicle
0.5, augmentant I'amplitud de 60 a 100%). El sonicat va ser centrifugat (15min a 16000g a 4°C) per tal
d’eliminar les restes cel-lulars, agregats de la proteina i cossos d'inclusio. Es va iniciar la purificacié de la
proteina de fusié present en el sobrenedant, aprofitant la capacitat de la glutatié-S-Transferasa (GST)
d’unir-se al glutatio.

Es va incubar I'extracte proteic durant 45 minuts a 22°C en rotacié amb una suspensio al 50% de
resina glutatio-sefarosa (Amersham Biosciences, Ref.:17-0756-01), seguint les instruccions de la casa
comercial. Després de rentar la resina 3 vegades amb PBS1X fred, la proteina purificada fou eluida de la
glutatio-sefarosa mitjangant el tampo d'elucié, que conté glutatio reduit (Sigma, Ref.: G6013) durant 10
minuts a 22°C en rotacio.

Es va comprovar la integritat de la proteina obtinguda per electroforesi en un gel d’'SDS-PAGE i
tinci6 amb Comassie Blue i es va quantificar pel métode de Bradford (Métodes, apartat 7.4). En aquells
casos on la proteina no es va eluir de la resina de glutatio-sefarosa, la integritat i la quantificacié es van
fer per electroforesi en un gel SDS-PAGE i tincié amb Comassie Blue.

Nl I SN P SN-R R E GST
= ] 17

85 Figura M.2. Obtencié de la proteina de fusi6
- GST-CPT1C (41kDa) en E.coli. Es recolliren
e 48 aliquotes de cada punt del procés d’induccio i

purificacio de la proteina, per tal de fer-ne un
seguiment. Es carregaren 10pg de cada
mostra en un gel d'SDS-acrilamida al 10% i es
visualitzaren les proteines per tinci6 amb
Comassie Blue (superior) o Western blot anti-

17 GST (inferior). NI, No induit; I, induit; SN,
85 sobrenedant del sonicat; P, pellet del sonicat;
= SN-R, sobrenedant de la resina al finalitzar la
. 48 incubacié d'unié; R, resina; E, eluit; GST; eluit
GST-CPT1C » ' de l'obtencié de la proteina control GST

o (26kDa).
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Tampo NETN
Tris=HCI PHB.O......eeee e 20mM
NACL ..o 100mM
EDTA .o 1mM
NONIdEt P-40.........coiereeerere e 0.5%

Tampd d'elucié
Tris-HCI PHO.0....ooie s 50mM
GlIUEALO FEAUT......veee ettt 20mM

Tal com s'observa a la figura M.2, el rendiment del procés d'induccié i purificacié de la proteina
GST-CPT1C va ser molt baix, i gran part de la proteina expressada es trobava a la fraccié insoluble del
pool de proteines cel-lulars. La proteina purificada, doncs, no es va poder utilitzar per a l'obtencio
d’anticossos en conill contra la CPT1C humana. Per aquest motiu, s'encarrega la sintesi i purificacio d'un
anticos contra la regié C-terminal de la proteina (Métodes, apartat 8.1).

GST-AK299866 -+

Figura M.3. Obtencid de la proteina de fusié GST-

AK299866 (81kDa) en E.coli. Es recolliren aliquotes

de cada punt del procés d'induccié i purificacié de la

proteina, per tal de fer-ne un seguiment. Es

carregaren 10ug de cada mostra en un gel d’SDS-

acrilamida al 12% i es visualitzaren les proteines per

tinci6 amb Comassie Blue (superior) o Western blot

anti-GST (inferior). NI, No induit; 11, primer induit (5h); GST-AK299866-»
12, segon induit (o/n); P, pellet del sonicat; SN,

sobrenedant del sonicat.

A la figura M.3 s'observa que la proteina de fusidé GST-AK299866 expressada en E.coli es
trobava a la fraccié insoluble del pool de proteines cel-lulars. No es va poder utilitzar, doncs, aquesta
proteina purificada per a l'obtencidé d’anticossos en conill contra la isoforma AK299866 de la CPT1C
humana.

Per aquest motiu es dissenya una nova aproximacié experimental, utilitzant el transportador
NusA per tal de solubilitzar la proteina (Davis, Elisee et al. 1999).

7.11.3. Obtencid i purificacio de proteines de fusié a la NusA

Es va resuspendre el pellet cel-lular en 4mL per gram de pellet sec (~6mL) de tamp6 A, més
endavant descrit, i es lisaren les cél-lules per sonicacid (30seg per cada mL de suspensié cel-lular,
0.5cicles i augmentant 'amplitud de 60 a 100%). El sonicat va ser centrifugat (25min a 16000g a 4°C) per
tal d’eliminar les restes cel-lulars, agregats de la proteina i cossos d'inclusio. Es va iniciar la purificacié de
la proteina de fusio present en el sobrenedant, aprofitant I'afinitat d’'unié del tag (His)s a metalls com el
niquel o el cobalt.
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El resultat mostrat a la figura M.4 indica que aproximadament un 40% de la proteina de fusi6
NusA-AK299866 total expressada en E.coli era soluble, tot i restar una part en el sediment cel-lular.

Figura M.4. Obtencié de la proteina
de fusié6 NusA-AK299866 (110kDa) en
E.coli. Es recolliren aliquotes de cada
punt del procés d'induccié i purificacid
de la proteina, per tal de fer-ne un
seguiment. Es carregaren 10uL en
comassie i 5uL en WB de cada mostra
en un gel d'SDS-acrilamida al 8% i es
visualitzaren les proteines per tincio
amb Comassie Blue (superior) o
Western blot anti-His (inferior). NI, No
induit; I, induit; SN, sobrenedant del
sonicat; P, pellet del sonicat; (M),
marcador de pes molecular.

NusA-AK299866 -

Nusd —» |~

NusA-AK299866 —»

Nusd —»

Abans de procedir a la purificacié de la proteina de fusié present en el sobrenedant del sonicat,
es mesura la concentracio de totes les mostres, per tal de carregar-ne la mateixa quantitat a la columna
de purificacio, i evitar aixi grans diferencies en el rendiment del procés.

Es va incubar l'extracte proteic durant 2 hores amb una suspensio al 50% de resina
Ni*/nitrilotriacetat (Ni/NTA; Qiagen, Ref.. 30210), préviament rentada i equilibrada amb el tampd A,
seguint les instruccions de la casa comercial. Aquest tamp6 conté imidazol (Merck, Ref.: 4716) que
competeix amb el tag d'histidines per unir-se a la resina i que, usat a baixes concentracions (10-20mM),
evita la uni6 de proteines inespecifiques. S'empaqueta la resina a la columna de plastic i es renta amb 5
volums de tampd A. En aquest punt, s'utilitza la proteina per a un estudi d’interaccions proteina-proteina
amb un extracte hipotalamic huma (Métodes, apartat 7.12).

En el casos en qué es necessitava la proteina soluble per a posteriors estudis d’activitat
enzimatica i competicié amb malonil-CoA, es procedi a I'elucié de la proteina purificada afegint 2.5 volums
del tampd B.

Per tal de concentrar i dialitzar les proteines, es va transferir la mateixa quantitat d'eluit de totes
les mostres, préviament quantificades, als tubs Amicon® de 4mL de capacitat (Merck Millipore Ref.:
UFC801008), enrasant el tub amb el volum necessari de tampd C (equivalent al Tampé de boles de vidre.
Métodes, apartat 13.4). Es realitzaren tres centrifugacions successives (20min a 4000g a 4°C), enrasant
cada cop el tub amb tampé C, obtenint-se, finalment, un volum d’entre 0.2-1mL de mostra concentrada i
dialitzada.

Tampo A
NACL .o 300mM
NaH2PO4 .................................................................................... 50mM
IMIAAZOL......eeee s 10mM
B-Mercaptoetanol..........covcvriereiieiniere e 5mM
PIMSE™ ..ot TmM
Inhibidors de proteases 1000X".........ccccuvrrrrnirnreeseeseeeeens 1x
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Tampé B
NACL ..o 300mM
NAH2PO 4. s 50mM
IMIAAZOL......cociiiiiic e 200mM
B-Mercaptoetanol..........cccvvccveiiiiicers e 5mM
PIMSEY .. 1mM
Inhibidors de proteases 1000X...........cccovveeeinrireceinsesesenes 1x

Tamp6 C
HEPES PH 7.8t 10mM
EDTAPH 8. 1mM
GlICETOL . ettt 10%
PIMSE™ ..o 1mM
Inhibidors de proteases 1000X™.........cccovrvrrrrenreereeiseeeeeens 1x

*El coctel d'inhibidors de proteases (Sigma, Ref.: P8340) i el PMSF (Sigma, Ref.: P7626) es van afegir
en el moment d'utilitzar el tampé.

7.12. Analisi d’interaccions proteina-proteina

Considerant les observacions realitzades en aquesta tesi doctoral, ens plantejarem la hipotesi
que, en cas que la proteina CPT1C humana establis alguna interaccié en hipotalem per dur a terme la
seva funcio, la isoforma AK299866 seria una bona eina de treball per estudiar-la. Aixi, es posa a punt un
protocol per a I'analisi d’aquestes possibles interaccions entre la proteina NusA-AK299866 (empaquetada
a la columna de niquel, veure Métodes, apartat 7.11.3) i un extracte proteic hipotalamic huma, del qual se
n’obtingué la proteina total segons el protocol descrit (Métodes, apartat 7.2). S'utilitza la proteina NusA
com a control negatiu de I'experiment.

Per tal d'evitar la contaminaci6 de la mostra amb queratines i altres proteines procedents de
l'usuari, s'empraren guants en tot moment, s'utilitzaren tubs sense autoclavar, rentats amb metanol
evaporat a la llum ultravioleta i puntes amb filtre.

Es renta la columna amb 5mL de Tampd A i s'afegi I'extracte hipotalamic, promovent les
possibles interaccions proteina-proteina i tot recollint I'eluit per a una posterior comparacidé amb I'eluit
final. Es renta de nou la columna amb 2.5mL de tampd, amb l'objectiu d’eliminiar les proteines de
I'extracte que no formaven interaccions amb la proteina NusA-AK299866. Per fer-ho s'empra el mateix
tampd en que estava dissolt I'extracte hipotalamic (Tamp6 A, sense imidazol). Finalment, s'eluiren les
proteines unides amb una solucié amb alt contingut de salts (Tampé D), que afavoris la ruptura d’aquests
enllagos. Com en el protocol anterior, es recolliren els eluits en els dispositius Amicon® per tal de
concentrar i desalar les mostres, emprant en aquest cas tamp6 fosfat (NaH.PO4 50mM pH 8) per enrasar
els tubs després de cada centrifugacio.

Es congelaren les mostres a -80°C (volum final de 0.2mL-1mL) un minim de 5h abans de ser
liofilitzades durant tota la nit a -60°C i 0.03mBar en un Liofilitzador Telstar Cryodos (Matejtschuk 2007). Es
van resuspendre els liofilitzats en el minim volum possible de tampé fosfat (30-50uL), es quantificaren i es
sembraren en un gel d’acrilamida al 12%, per tal de visualitzar el patro electroforétic de les proteines
presents a la mostra (Figura M.5).
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Figura M.5. Visualitzacié6 del patré de bandes de les mostres
enviades a seqiienciar. S'empaquetaren 4-5mg d'extracte bacteria
expressant les proteines NusA i NusA-AK299866 en una columna de
niquel. S’incubaren amb 5mg d’extracte hipotalamic huma i s’eluiren amb
una solucié NaCl 1M. Tinci6 amb Comassie Blue de 20ug de les mostres
eluides, dialitzades i liofilitzades, sembrats en un gel d’acrilamida al 12%.

Les mostres van ser analitzades al Servei de Protedmica de la Universitat Autonoma de
Barcelona mitjangant LCMS (cromatografia liquida i espectroscopia de masses) amb I'equip Orbitrap, per
tal d'identificar proteines diferencialment eluides entre les dues columnes.

Els resultats no mostraren diferéncies significatives de proteines presents entre les dues
mostres, tot i que es recolliren en un llistat aquells péptids diferencialment detectats entre ambdues
mostres (Taula M.1).

. e I#
Accession Description Peptides Folds
Putative uncharacterized protein IGHM (Fragment) OS=Homo sapiens GN=IGHM
ABNGU3 PE=4 SV=1 - [A6NGU3_HUMAN] 6 5,00
Putative uncharacterized protein ANXA5 (Fragment) OS=Homo sapiens GN=ANXA5
ABMTES PE=3 SV=1 - [ASMTE3_HUMAN] 14 3,67
Q01484 Ankyrin-2 0S=Homo sapiens GN=ANK2 PE=1 SV=3 - [ANK2_HUMAN] 4 3,00
g Isoform ASF-3 of Splicing factor, arginine/serine-rich 1 OS=Homo sapiens
Q07955-3 GN=SFRS - [SFRS1_HUMAN] 4 3,00
B7Z7A9 Phosphoglycerate kinase OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 - [B7Z7A9_HUMAN] 4 3,00
Q59H57 Fusion (Involved in t(12;16) in malignant liposarcoma) isoform a variant (Fragment) 4 3.00
0S=Homo sapiens PE=2 SV=1 - [Q59H57_HUMAN] ’
P17600-2 Isoform IB of Synapsin-1 OS=Homo sapiens GN=SYN1 - [SYN1_HUMAN] 4 3,00
Histidine triad nucleotide-binding protein 1 OS=Homo sapiens GN=HINT1 PE=1
P49773 SV=2 - [HINT1_HUMAN] 4 3,00
cDNA FLJ55803, highly similar to Gelsolin OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 -
B7Z4U6 [B724U8_HUMAN] 15 275

Taula M.1. Taula comparativa de proteines diferencialment detectades en la mostra NusA-
AK299866 respecte el control. Llistat semi-quantitatiu de les proteines que diferencialment
s'identificaren en major proporcio a la mostra NusA-AK299866 respecte la mostra NusA.
Accession, codi identificador de la proteina; Description, dades de la proteina; 2# Peptides,
nombre de péptids identificats corresponents a aquesta proteina; Folds, relacio entre 2# Peptides
identificats per la mostra NusA-AK299866 respecte la NusA.

8. Anticossos per a laimmunodeteccié de CPT1C

8.1. Generaci6 d’anticossos anti-CPT1C

8.1.1. Sintesi de I'immunogen, inoculacié i sagnat dels conills.

S'obtingueren anticossos especifics contra la proteina CPT1C humana per encarrec a la casa
comercial GenScript. S'ordena la sintesi del peptid QTGASKASMTSTDF conjugat a hemocianina de lapa
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(corresponent als Ultims 15 aminoacids de la proteina) amb qué s'immunitzaren dos conills diferents. El
protocol d'immunitzacio dut a terme fou el seglent:

Dia 0: Obtenci6 de sérum preimmune, injeccio de I'antigen.
Dia 14: Primera injecci6 de I'antigen.

Dia 28: Segona injeccié de I'antigen.

Dia 35: Sagnat del conill i obtencié del serum 1.

Dia 42: Tercera injeccié de I'antigen.

Dia 49: Sagnat del conill i obtenci6 del serum 2.

Dia 56: Quarta injecci6 de 'antigen.

Dia 63: Sagnat final i obtencio6 del serum 3.

8.1.2. Purificacio de les Immunoglobulines.

Les immunoglobulines presents en el sérum precipiten quan aquest és mesclat amb un 45% de
sulfat amonic.

S'afegi al sérum un volum de solucid de sulfat amonic saturat i es deixa en agitacié a 4°C durant
tota la nit. Es centrifuga a 3000g durant 30 minuts i el pellet obtingut es va resuspendre en 0.5 vegades el
volum inicial de PBS1X. Posteriorment es dialitza contra PBS1X durant tota la nit i es torna a centrifugar a
30009 durant 30 minuts, recollint, aquest cop, el sobrenedant.

8.1.3. Analisi dels anticossos mitjancant la técnica de Western blot.

El sérum obtingut s'analitza mitiangant Western blot emprant el pellet cel-lular d’E.coli expressant
la proteina GST-CPT1C (Métodes, apartat 7.11.2). El sérum del conill produeix anticossos especifics
contra la CPT1C recombinant, també detectable amb I'anticos contra la glutatié-S-transferasa (GST), tal
com es mostra a la figura M.6.

A Figura M.6. Titulacié de I'anticos

Rabbit 1:10.000 1:5.000 produit contra la CPT1C humana.

CPTIC 1200 1:800 1200 1:800  GST A) Analisi per Western blot amb

B 43Da lanticds anti-CPT1C  (GensCript)

| — - d'extractes de pellet cel-lular d’E.coli

B) i transformat amb el plasmid Human
CPT1C-pGEX4T1. 10pg dextracte

Rabbit 1:10.000 15.000 es sembraren en un gel d’acrilamida

al 12%. GST, immunodeteccié amb
CPT1C  1:100 1:250 1:500 1:250 1:500 I'anticos anti-GST. B) Analisi per

.El 90 KDa Western blot de 10pg dextractes

- aE B mitocondrials de llevat electroporat
amb el plasmid Human CPT1C-
pGAPZB.

L’anticos produit, pero, no va ser capag de reconéixer la proteina enddgena en la linia neuronal
humana SK-N-JD per Western blot (Figura M.7A), tot i detectar-ne bons nivells endogens d'mRNA per
qRT-PCR (Materials, apartat 3.1). Tampoc es detecta amb aquest anticds CPT1C en extractes proteics de
cél-lules Hela transfectades amb el vector d’expressio en eucariotes Human CPT1C(myc)-pCDNAS3. Es
valida la transfeccid mitjancant la deteccié d’una proteina del pes molecular esperat per CPT1C amb
I'anticos anti-myc, absent en el control (Figura M.7B).
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A) B)
Human
PCDNA3 cpT1C
(+) SK
CPTIC
CPTIC~ 90 kDa
GsT-cPTIC | 50kDa W
Tubulines

Figura M.7. L’anticos anti-CPT1C sintetizat en conills no detecta la proteina enddégena en
cél-lules SK-N-JD ni sobreexpressada en cél-lules HeLa. Analisi per Western blot de diferents
mostres sembrades en un gel d'acrilamida al 8%. S’empra una dilucié 1:250 d’anti-CPT1C i
1:5.000 d’anti-rabbit per a la detecci6 especifica de CPT1C. A) Immunodeteccié amb I'anticos
anti-CPT1C de 5ug d'extracte de pellet cel-lular d'E.coli transformat amb el plasmid Human
CPT1C-pGEX4T1 (+), i 15ug d’extracte proteic total de cél-lules SK-N-JD (SK). B) 15ug
d’extracte proteic total de cél-lules Hela transfectades amb la construccié Human CPT1C(myc)-
pCDNA3 i el vector buit es van analitzar amb els diferents anticossos indicats.

8.2. Immunodeteccié amb I'anticos anti-CPT1A

Per tal de validar I'anticds anti-CPT1 (#139) disponible al laboratori (Nicot, Hegardt et al. 2001)
com a eina d'analisi de la proteina CPT1C, es van analitzar mostres d’extracte proteic de cervell total de
ratoli amb aquest anticds. Com a control, i per tal de comparar el patrd d’expressio, s'analitza alhora un
extracte proteic de fetge de la mateix espécie.

Tal com s'observa a la figura M.8A, I'anticos generat al nostre laboratori contra la regié
carboxiterminal de CPT1A de porc (Materials, apartat 6.1) era capag de detectar una proteina d’'un pes
molecular similar a I'esperat per CPT1C. D’altra banda, no era un deteccié especifica, ja que s'observa
una segona banda amb la mateixa mobilitat electroforética que presenta CPT1A en fetge. L'anticos també
fou capag de detectar, i de forma especifica, la proteina CPT1C humana sobreexpressada en el llevat P.
pastoris, amb el pes molecular esperat (Figura M.8B).

A) B)

Human

Cervell  Fetge PGAPZB  ~or1c

80 kDa 90 kDa

Figura M.8. L’anticos anti-CPT1 (#139) és capa¢ de detectar la CPT1C endogena en
extractes de ratoli i sobreexpressada en P. pastoris. Analisi per Western blot de diferents
mostres sembrades en un gel d’acrilamida al 8%. S'empra una dilucié 1:1.000 d’anti-CPT1
(#139) i 1:10.000 d'anti-rabbit. Es van carregar 15ug d’extractes proteics totals de cervell i de
fetge de ratoli (A) i 10pg d’extractes mitocondrials de P. pastoris sobreexpressant els plasmids
pGAPZB (control negatiu) i Human CPT1C-pGAPZB.
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8.3. Inmunodeteccié amb altres anticossos

Durant la realitzacio d’aquesta tesi doctoral es comercialitza un anticos especific contra CPT1C
de la casa Sigma (Ref.: HPA014529), que varem adquirir. Aquest anticds fou Util per a la deteccio de la
proteina sobreexpressada, i no I'enddgena, en els nostres sistemes d’expressio, com s'observa a la

Figura M.9.
Pp SK Hela
— . 90 kDa

R)

Figura M.9. L’anticos anti-CPT1C de Sigma no detecta la proteina
endogena en extractes de la linia neuronal SK-N-JD. S’analitzaren 5ug
d’extracte mitocondrial de P. pastoris (Pp) i 15ug d’extracte total de Hela
(HeLa) sobreexpressant la CPT1C humana, aixi com 15ug dextracte
proteic total de cél-lules SK-N-JD (SK) en un gel d'acrilamida al 8%.
S’empra una dilucié 1:250 de I'anticos anti-CPT1C i 1:10.000 d’anti-rabbit
com a anticods secundari.

Durant I'estada al laboratori del Dr. Victor Zammit, s'utilitzaren els anticossos dissenyats per
aquest grup per a la deteccid6 de CPT1A i CPT1C en gels denaturants (Métodes, apartat 7.5) i no
denaturants (Métodes, apartat 7.6) d'acrilamida (Figura M.10).

Cervell Fetge B)
DS Trits S0S Dig Cervel Fetge
1% 1% 2% (M) 1% 05% SDS Tnté SDS D|g
1% 1% 2% (M) 1% 05%
663 . P"__
440 = 175 -
232 .
20
: 120 (I
AN v
- 66
CPTIC
CPTIC CPT1A

Figura M.10. L’anticos anti-CPT1C de ratoli no presenta suficient especificitat per treure
una conclusi6 clara sobre I'estat d’agregacié de CPT1C en gels BN-PAGE. Analisi per BN-
PAGE 4-16% (A) i SDS-PAGE 6% (B) de 10ug d’extractes mitocondrials de cervell (esquerra) i
fetge (dreta) de ratoli, en diferents condicions de solubilitzaci6. Per a la immunodeteccio
s'empraren els anticossos anti-CPT1C (VZ), panel esquerra, i anti-CPT1A (VZ), panel dreta,
dissenyats pel grup del Dr. Victor Zammit. S'utilitzaren els detergents SDS (com a control del
monomer), Tritd i Digitonina (Dig) a les concentracions indicades.

Com s'observa a la figura M.10, I'anticos emprat per a la immunodeteccié de CPT1C no presenta
I'especificitat suficient que permetés concloure que la proteina s'associava en oligdmers. En el cas de
CPT1A, s'observa una banda superior en solubilitzar la proteina amb trit, corresponent a un trimer
(=240kDa), probablement, com s’havia demostrat anteriorment en el grup (Jenei, Borthwick et al. 2009).

9. Espectroscopia de dicroisme circular

L'espectroscopia de dicroisme circular (CD) és un tipus d'espectroscopia d’absorcid que
proporciona informaci6 sobre I'estructura de molts tipus de macromolecules biologiques. Es basa en la
mesura de la llum polaritzada circularment a la dreta i a I'esquerra. Aquesta absorcid diferencial suposa
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una variacié de I'amplitud de les ones transmeses i per aixo la suma vectorial de les dues components
descriu graficament una el lipse (Greenfield and Fasman 1969). El fenomen del dicroisme circular és molt
sensible a I'estructura secundaria de polipéptids, proteines i acids nucleics.

Els espectres de dicroisme circular s'obtenen generalment en les regions de l'ultraviolat (250-
350nm) i llunya (180-250nm) de la radiacié electromagnética, ja que son les regions de les transicions
electroniques de I'esquelet dels péptids, cadenes laterals de les proteines i les bases nitrogenades del
DNA. Els espectres en aquesta regio sén un reflex de la conformacié global de la biomolécula i a més,
extremadament sensibles als canvis de conformacio.

La primera precaucié a tenir en compte en el tractament de mostres per fer lectures per
dicroisme circular és utilitzar sempre material de vidre, ja que els péptids tenen gran afinitat pel material
amb que es treballa i caldra fer rentats exhaustius amb 0Oxid nitric entre mostra i mostra, que el material
plastic no resistiria. A més a més, la majoria de solvents organics amb que es treballa (metanol, cloroform,
acetonitril, etc) poden dissoldre el plastic i provocar soroll de fons en I'espectre. S'empraren, doncs,
pipetes Hamilton pel pipeteig de petits volums i vials de vidre per a la preparaci6 de les mostres. Per a les
lectures s’empra una cubeta de quars, que no aborbeix a longituds d'ona de I'espectre UV llunya, amb un
pas de llum d’'1mm.

En aquest treball s’ha utilitzat aquesta teécnica per analitzar la possible disposicié en hélix alfa
dels péptids TM2A i TM2C, sintetitzats per Peptide 2.0 (Materials, apartat 8). Es pesa una quantitat
determinada de péptid que va ser inicialment resuspesa en metanol, a una concentracio final d'1mg/mL,
solucio de la qual es parti per a posteriors dilucions.

En aquells casos en qué la mostra no mostrava un aspecte homogeni, s'afavori la solubilitzacié
mitjangant sonicacié a 37°C en un bany d'ultrasons. En cas de voler eliminar el solvent de la mostra,
aquest s'evapora amb N, gas i posteriorment es sotmeteren les mostres a centriguacio amb buit en un
aparell Univap, quedant la mostra de nou en estat solid i en I'estat micel-lar conferit per I'anterior solvent.
Contrariament, en casos en qué es requeria I'exposicio del péptid a un lipid determinat, aquest s'afegi
directament a la solucié mare del péptid en metanol.

Cal considerar, pero, que molts lipids emprats per a aquest tipus d’experiments (LPC, POPC) es
troben preparats en solucions amb cloroform:metanol, que absorbeixen a I'UV llunya i per tant caldra
eliminar-los abans de la lectura de I'espectre. En aquests casos, un cop s’ha visualitzat una solucié
homogeénia del péptid en el lipid objecte d’estudi, de nou es procedi al tractament amb N, gas i Univap,
resuspenent el solid final en tampé fosfat pH7, NaCl 100mM i SDS 10mM. S'utilitza I'aparell Jasco model
715 per a la lectura de les mostres.

10. Cultius cellulars

10.1. Condicions de cultiu

PC12:
DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) 10x 1x
Glucosa' 4.5g/L
Glutamina' 6mM
Bicarbonat sodic 3g/L
Penicil-lina3 100U.1./mL
Estreptomicina® 0.1mg/mL
FBS/HS inactivats per calor 10%/5%
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Neuro2A/HeLa:
DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) 10x 1x
Glucosa' 4.5g/L
Glutamina! 6mM
Bicarbonat sodic 3g/L
Penicil-lina2 100U.1/mL
Estreptomicina? 0.1mg/mL
FBS inactivat per calor 10%

HepG2:
MEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) 10x 1x
Glucosa' 1g/L
Glutamina' 4mM
Bicarbonat sodic 1.5g/L
Penicil-lina2 100U.1./mL
Estreptomicina? 0.1mg/mL
FBS inactivat per calor 10%

SK-N-JD:
RPMI 1x
Glucosa' 4.5g/L
Glutamina' 6mM
Bicarbonat sodic 3glL
Penicil-lina2 100U.1/mL
Estreptomicina? 0.1mg/mL
FBS inactivat per calor 10%

'El DMEM i el MEM ja inclou aquestes quantitats de glutamina i glucosa i per tant no cal afegir-les en
preparar el medi de cultiu.

2 a solucié Penicil-lina-Estreptomicina 10.000Ul/mL correspon a una solucié 10 vegades concentrada
respecte a la concentracio final desitjada d'antibiotics en el medi de cultiu.

Les céllules es van créixer adherides a una placa, a 37°C i 5% CO,, en un incubador humidificat.
Periddicament, les céllules van ser tripsinitzades i diluides en funcié del nimero de cél-lules present en
una placa confluent i del tipus d’experiments a realitzar. Es va treballar en campana estéril de flux laminar
amb reactius i material estérils.

10.2. Condicions de diferenciacio cel-lular

La linia cellular Neuro2A és una linia de neuroblastoma de ratoli amb fenotip neuronal
desdiferenciat, susceptible de diferenciar-se a neurones en abséncia de sérum en el medi de cultiu
(Schubert, Humphreys et al. 1969; Seeds, Gilman et al. 1970). Evangelopoulos i col-laboradors han
descrit que aquest efecte és degut a I'activacio d’AKT i EGFR (Evangelopoulos, Weis et al. 2005).

Per aix0, es sembraren 5x10° cél-lules en plaques de 100mm i un cop adherides, es disminui la
concentracio de serum en el medi de cultiu, de 10% a 1% de FBS. La poblacié cel-lular es va diferenciar a
neurones 24hores després del canvi de medi. Durant aquest periode de temps les cél-lules no poden ser
tripsinitzades. La densitat de sembra ha de garantir que les cél-lules no arribaran a més d'un 70% de
confluéncia al final del procés, per permetre I'extensié de les dendrites.
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10.3. Congelacid de cél-lules

Les cél-lules es conservaren congelades en nitrogen liquid. Un cop tripsinitzades i centrifugades
(1500rpm, 5min), les cél-lules a congelar es van resuspendre en medi de creixement suplementat amb 5-
10% de Dimetilsulfoxid (DMSO), segons les indicacions de la casa comercial. El procés de congelacio es
va realitzar en un criotub (2-3x108 céls/tub), disminuint la temperatura de les cél-lules gradualment durant
2-3 dies, mantenint-les a -80°C en un tanc d'isopropanol.

10.4. Descongelacio de cél-lules

Les cel-lules es van descongelar a 37°C, augmentant la temperatura rapidament. El contingut
d'un vial congelat de les linies amb qué es va treballar es va resuspendre en 10mL de medi de creixement
fresc i es va transferir a una placa de 100mm. El medi es canvia quan les cél-lules s’adheriren (5-6h) per
tal d’eliminar el DMSO.

Alternativament, es va descongelar el vial cel-lular i es va resuspendre en 10mL de medi de
creixement. Es centrifugaren les cél-lules (1500rpm 5min) i es va resuspendre el pellet cel-lular amb 10mL
més de medi fresc. D’aquesta manera s'elimina el DMSO, toxic per a la majoria de linies cel-lulars.

11. Transfeccions cel-lulars

L'estudi de la regulacio6 transcripcional de promotors per factors de transcripcio i/o determinats
tractaments es va dur a terme mitjancant transfeccions transitories de cél-lules eucariotes. Promotors
clonats en plasmidis reporters i factors de transcripcié clonats en vectors d’expressio van ser introduits a
cél-lules eucariotes. Es va utilitzar com a gen reporter el gen Luc de la cuca de llum (Photinus pyralis).
Aquesta aproximacié experimental permet calcular I'activitat promotora d’una construccio i I'efecte de
diferents factors de transcripcio, tot mesurant la quimioluminescéncia produida per I'activitat enzimatica
luciferasa en els extractes cel-lulars.

Existeixen diferents meétodes de transfeccié que s'escolleixen, en funcié6 de la durada de
I'expressié requerida (transfeccié estable o transitoria) i del tipus de cél-lula a transfectar.

11.1. Transfeccid transitoria amb reactius lipidics comercials

La transfeccio transitoria permet la introduccié de DNA a l'interior de cél-lules eucariotes durant
un periode de temps curt (2-3 dies).

Els reactius lipidics emprats es basen en la formacié de complexes entre lipids cationics i DNA,
que tenen afinitat per la membrana cel-lular, permetent aixi I'entrada en l'interior cel-lular. Els métodes de
transfeccio amb reactius lipidics son més cars que els métodes convencionals (fosfat calcic, per
exemple), perd ofereixen percentatges de transfeccid més elevats, i per aixd sén els més usats en
I'actualitat. Totes les transfeccions d’aquest treball es van dur a terme transfeccions transitories amb el
reactiu Lipofectamine™ LTX Reagent (Invitrogen, Ref.: 15338-100), segons les indicacions de la casa
comercial. En aquest treball, s'empra aquest reactiu per a la transfeccio6 transitoria de DNA a les linies
cel-lulars HepG2, HelLa i Neuro2A.

El dia abans de I'experiment, es plaquejaren les céllules a una densitat de 1x108 cél-lules/placa
de 100mm (Cultek, Ref. 430167). Tots els punts de cada experiment es van realitzar per duplicat. Es
diluiren 10ug de plasmidi a sobreexpressar en 2.5mL de DMEM lliure d’antibiotic i s'afegiren 19.5uL de
Lipofectamine™ LTX Reagent en condicions d'esterilitat. La mescla de transfecci6 s'incuba durant 30
minuts a temperatura ambient i s'afegi sobre el medi de cultiu de les cél-lules a transfectar. 24-48 hores
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després de la transfeccié (depenent del tipus d’experiment i el tipus cel-lular) es recolliren les cél-lules i es
procedi a I'analisi de la sobreexpressio de les proteines transfectades.

11.2. Obtencid d’extractes cel-lulars i assaig d’activitat luciferasa

Les cél-lules transfectades per qualsevol dels metodes de transfeccié descrits van ser lisades,
passats els temps d'incubacié apropiats (24-48h), per tal de determinar I'activitat luciferasa present en els
extractes cel-lulars.

La lisi cel-lular es va realitzar amb 200uL/per placa de 12 pouets d’un tampé de lisi comercial
(Passive Lysis Buffer, Promega, Ref.: E1941). Els extractes cel-lulars obtinguts van ser assajats amb el kit
comercial Dual-Luciferase™ Reporter Assay System (Promega, Ref.; E1960), seguint les instruccions de
la casa comercial. En general es van analitzar 10uL d’extracte cel-lular amb 20uL de cada un dels
reactius, segons indicacions de la casa comercial. Es van obtenir aixi, els valors de luciferasa de Photinus
pyralis (representativa de I'activitat del promotor o de la regié promotora estudiada) i de Renilla reniformis
(control intern de transfecci6 i utilitzat per normalitzar els valors de la primera). Les mesures de
luminescéncia es van realitzar en un luminometre Sirius de Berthold Detection System.

12. Infecciod de cél-lules amb adenovirus

Els adenovirus recombinants s6n una eina de transferéncia génica molt util i versatil degut a les
seves caracteristiques de creixement i infectives. Els adenovirus poden ser produits en grans quantitats i
son capagos d'introduir DNA en una gran varietat de tipus cel-lulars de mamifer, incloent cél-lules amb
baixa taxa de creixement. A més a més, poden incorporar fragments de DNA relativament grans (fins a 5-
7kb). Els adenovirus s'integren en el genoma de I'hoste amb molt baixa eficiencia, evitant aixi problemes
de mutagénesi insercional, i existeixen predominantment en forma d’episomes, fent que I'expressio del
transgen sigui transitoria. (Becker, Noel et al. 1994)

12.1. Adenovirus usats i protocol d’infeccid

En el present treball s’ha utilitzat 'adenovirus recombinant d’AKT de ratoli, constitutivament actiu,
anomenat AKT-CA (Vector Biolabs, Ref.: 1020). Conté el tag HA fusionat a I'extrem aminoterminal de la
seqiéncia de la proteina AKT1 wild-type. La fusié de la seqliéncia de miristoilaci6 c-Src (unié covalent i
irreversible de lacid gras miristat, que sembla ser que serveix per a l'autoensamblatge d’estructures
supramoleculars) a l'extrem aminoterminal de la proteina HA-AKT1 fa que la proteina sigui
constitutivament activa, ja que es trobara permanentment ancorada a la membrana plasmatica,
susceptible aixi de ser fosforilada i activada (Wang, Ozawa et al. 2011).

Com a control, s'utilitza un adenovirus que codifica per la proteina GFP (CBATEG-593a), i que
permeté valorar I'eficiéncia de la infeccié visualment en el microscopi.

El protocol d'infeccié amb adenovirus depén de la linia cellular. Factors que augmenten
I'eficiencia d'infeccié son el baix volum de medi o el baix contingut en sérum fetal bovi (FBS). En el
present treball es plaquejaren 0.75x108 cél-lules Neuro2A en plaques de 6 pouets i, un cop adherides, es
disminui la concentracio de sérum en el medi a 1% FBS, per tal d'induir-ne la diferenciaci6. Passades
24h, quan un ~90% de la poblacio presentava un fenotip neuronal, es van infectar amb 8MOI (o pfu/cél)
d’adenovirus durant 48h.
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El calcul del volum d’adenovirus a afegir es realitza seguint la segtient formula:
V=(n.celsxMOI)/ T

essent n. céls el nombre de cél-lules plaquejat en iniciar I'experiment, i T el titol de I'adenovirus
emprat (en pfu/mL).

13. Cultiu de llevats: Pichia pastoris

En aquest treball s'utilitza el sistema d’expressio en llevats amb I'objectiu de produir 'enzim
CPT1 en un sistema heteroleg lliure d'activitat CPT endogena. Es tracta de céllules de creixement
relativament rapid i de processament proteic similar al de les cél-lules de mamifer.

Les cél-lules del llevat Pichia pastoris (soques X-33, GS115) es van créixer en medi YPD
(Materials, apartat 2). Les colonies transformades amb el vector pGAPZ es van seleccionar en medi
YPD/zeocina. En el cas del vector pHWO10, aquestes es van créixer en medi selectiu YND.

YND
Extracte de llevat sense aminoacids ni sulfat amonic............... 0.17%
SUIFAE AMONIC. .. cee ettt 0.25%
DL ({0 T VTP 0.5%

(Les plaques de YND solid contenen un 1.5% d’agar)

13.1. Transformacio

El procés de transformacio és, conceptualment, identic al de les cél-lules bacterianes. Cal obtenir
cél-lules competents i forgar I'entrada de DNA, en aquest cas per electroporacio, seleccionar les colonies
transformades en un medi selectiu i caracteritzar-les com colonies recombinants positives.

13.1.1. Preparacié de cél-lules electrocompetents

Es van créixer 500mL de cél-lules en medi YPD tota la nit a 30°C fins a una ODsqo de 1.3-1.5,
considerant que el temps de duplicacié aproximat és de 2h. En general, es partia d'un pre-indcul de 10-
50mL crescut durant el dia anterior.

En arribar a la densitat Optica desitjada, les cél-lules van ser centrifugades (5000rpm 5min) i
rentades amb 500 i 250mL d’aigua MiliQ autoclavada a 4°C i 20mL de sorbitol 1M fred. Les cél-lules es
van resuspendre en 0.5mL de sorbitol 1M per ser electroporades. No és aconsellable congelar aquestes
cél-lules per a usos posteriors. Tot el procés es va realitzar en gel, sota flama i amb els reactius a 4°C.

13.1.2. Preparacié del DNA

El DNA plasmidic a electroporar va ser préviament linealitzat. Es va utilitzar I'enzim de restriccid
Avrll que talla en un sol punt del promotor de la gliceraldehid-3-fosfat i permet la posterior integracié del
DNA introduit en el gen de la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa per recombinacié homdloga. 2-5,g de
DNA plasmidic van ser digerits, precipitats amb etanol absolut-acetat amonic 3M pH5.2 i resuspesos en
aigua (10pL).
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13.1.3. Electroporacio

Les cel-lules competents de llevat van ser transformades per electroporacio. Una aliquota de la
suspensio de cél-lules electrocompetents (150uL) es va incubar en gel amb 5uL del DNA lineal a introduir
(1ug) durant 5 minuts. L'electroporacio es va realitzar amb un Electro Cell Manipulator® 600, (BTX),
seguint les instruccions del fabricant (2,45kV i 1290hm per tal de generar un pols de 7,5kV/cm i 5msec).
Immediatament després, es va afegir a les mostres 1mL de sorbitol 1M. Les cél-lules van ser plaquejades
en medi solid selectiu YND i es van fer créixer les colonies a 30°C un minim de 48-72h.

13.2. Selecci6 de transformants

La seleccié de recombinants transformats amb el vector pHWO10 es va fer per creixement de
colonies en un medi selectiu deficient en aminoacids. La integracié en el genoma de P. pastoris del gen
his4 del vector plasmidic pHWO10 per recombinaci6 homologa converteix aquestes céllules en
autotrofes per histidina. Aquesta caracteristica fa que les céllules transformades puguin créixer en un
medi deficient en aminoacids que son essencials per la soca no transformada. En el cas de transformants
del vector pGAPZB, que inclou el gen de resisténcia a zeocina, la seleccid es va realitzar afegint zeocina
al medi de cultiu (YPD).

Les colonies del medi selectiu van ser confirmades com a positives obtenint la fraccié proteica
total, i comprovant I'expressi6 de la proteina CPT1 per Western blot.

13.3. Obtencio de la fraccié total

S'empra aquest metode en I'screening inicial de colonies per comprovar I'expressid de la
proteina i validar-les aixi com a colonies positives, ja que és més rapid que I'obtencié de la fraccid
mitocondrial i igualment valid.

Es van fer créixer les colonies en 5mL de medi de cultiu durant una nit (aproximadament 16h)
fins a una ODgy de 1-2. Es tranferiren 1,9mL del cultiu a tubs de 2mL de capacitat i es centrifugaren a
14.000g durant 1min a 4°C en una microcentrifuga, descartant el sobrenedant i repetint I'operacio fins
haver baixat totes les cél-lules. Es rentaren les cél-lules tres vegades amb aigua freda destil-lada, deixant
el pellet ben sec després de la ultima centrifugacié. Es van transferir 'equivalent a un volum de 500uL de
boles de vidre a un nou tub estéril de plastic d'1,5mL i es deixa refredar uns minuts. Es va resuspendre el
sediment cel-lular en 500uL de Tampd de boles de vidre fred (Métodes, apartat 13.4) i s’afegi a les boles
de vidre, tot vortejant per aconseguir-ne la completa incorporacié.

Es procedi a la lisi cel-lular mitjiangant 8-10 cicles de mescla amb vortex i incubacié en gel
(30segons cada pas). Es centrifugaren les mostres a 5.000g durant 5min a 4°C i es sembraren 20-50uL
del sobrenedant en un gel d’acrilamida per analitzar I'expressié de la proteina transformada per Western
blot.

13.4. Obtencié de la fraccié mitocondrial

L’obtencié de mitocondris de cellules de P. pastoris transformades es va realitzar per tal de
comprovar I'expressié de CPT1 i assajar-ne I'activitat de I'enzim, tant per comprovar que les colonies
transformades expressaven un enzim funcional, com per caracteritzar cinéticament els enzims
expressats.

Un indcul de 500mL de YND (o bé YPD amb zeocina) es va fer créixer durant una nit
(aproximadament 16h) fins a una ODgyo de 1-2, després de dos pre-indculs menors anteriors (el primer de
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16h i el segon de 8h). Els temps de creixement dels inoculs es van calcular tenint en compte que el temps
de duplicacié de P. pastoris és de 2h aproximadament.

En assolir I'0.D. desitjada, les cél-lules van ser centrifugades (5000rpm 5min) a 4°C i rentades
tres vegades amb aigua destil-lada (de Vries, Arvidson et al. 1997). Els sediments obtinguts van ser
resuspesos en el minim volum possible de tampd de boles de vidre i barrejats amb les boles de vidre
(Washed glass beads 425-600um, Sigma Ref.: G8772), segons la relacié 2:1 (pes/pes) de boles de vidre i
sediment de cél-lules sec. Les cél-lules van ser lisades amb 8-10 cicles 1min vortex/Imin gel i
centrifugades (2800rpm 20min) a 4°C. El sobrenedant obtingut va ser centrifugat a 15000rpm durant
40min a 4°C per obtenir el sediment de mitocondris. Aquest sediment va ser resuspes en el tampé descrit
més avall, quantificat pel métode de Bradford i conservat a -80°C (Zhu, Shi et al. 1997). El sobrenedant
d’'aquesta Ultima centrifugacié es guarda en cas de necessitar la fracci6 microsomal (Métodes, apartat
13.5). Tot el protocol es va realitzar a 4°C.

Tampo6 de boles de vidre

HEPES PH 7.8......eeeeee e 10mM
EDTAPH 8.0 1mM
GlICEION. ...t 10%
PMSF ..ot 1mM
Inhibidors de proteases 1000X...........cccovveeeinrirecersesesenes 1x

*El coctel d'inhibidors de proteases (Sigma, Ref.: P8340) i el PMSF (Sigma, Ref.: P7626) es van afegir en
el moment d'utilitzar el tampé.

13.5. Obtencid de la fraccié microsomal

L’obtencié de microsomes de céllules de P. pastoris transformades es va realitzar amb els
objectius de comprovar I'expressio de CPT1 en els possibles clons positius de I'electroporacié i d’assajar
I'activitat de I'enzim, tant per comprovar que les colonies transformades expressaven un enzim funcional,
com per caracteritzar cineticament els enzims expressats. Es va dur a terme només en aquells casos on
la bibliografia o la hipdtesi en qiiestio apuntaven una distribucié microsomal o de reticle endoplasmatic de
la proteina objecte d’estudi.

La fraccié microsomal va ser purificada un cop obtinguda la fraccié mitocondrial. Es recupera el
sobrenedant de la Ultima centrifugacié tot transferint-lo a un tub fresc, i es centrifuga de nou durant 30min
a 14000rpm i 4°C. El sediment obtingut va ser resuspés amb el Tampé de boles de vidre, quantificat pel
métode de Bradford i conservat a -80°C.

14. Assaig d’activitat Carnitina palmitoiltransferasa

14.1. Assaig d’activitat en extractes mitocondrials de llevat

L'activitat CPT1 va ser assajada pel métode de lintercanvi directe utilitzant L-[*H]carnitina
(Bremer, Woldegiorgis et al. 1985). Les reaccions es van realitzar en un volum final de 500uL, tenint en
compte el volum de I'extracte mitocondrial, el volum de malonil-CoA, o vehicle, en els assaigs d'inhibicio, i
els diferents volums de palmitoil-CoA o carnitina en els assaigs d'afinitat al substrat.

Mescla de reaccio

HEPES PH7.0....ovieececece e 20mM
Albumina lliure d’acids grassos@...........cccovvereeerereerenns 1%
Palmitoil-CoA 2.5MmMP...........covrrerrireereeeeeeeeeene 80uM
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L-[BH]carniting SmM..........cccovvirirnnrneeres e, 0.2-1mM (~5000dpm/nmol)
KCl Q8P ittt 500uL (40-75mM)

a Albimina de sérum bovi. Fraccio V, lliure d'acids grassos (Roche, Ref.: 775827)
b Palmitoil-CoA, sal de liti (Sigma, Ref.: P9716)

El clorur potassic (KCl) es va utilitzar per ajustar el volum de reaccié a 0.5mL. Es van preparar
solucions de KCl a diferents concentracions per tal que, variant la concentracio inicial, la seva
concentracio final sempre es mantingués entre 40-75mM. La concentracié de L-[*H]carnitina va ser
diferent segons I'enzim assajat. Els isotips hepatics, per les seves caracteristiques cinetiques d'alta
afinitat per la carnitina, es van assajar a concentracions de 0.2mM. Els isotips musculars es van assajar
amb concentracions superiors de carnitina (1mM), per presentar una baixa afinitat per aquest substrat. Es
important destacar que, excepte en les reaccions on s'estudiava I'afinitat per palmitoil-CoA, en tots els
casos es mantenia una relacié molar constant entre palmitoil-CoA i albumina (0.61:1).

Les reaccions es van incubar a 30°C durant 3 minuts, a partir del moment en qué s'afegia
I'extracte mitocondrial (100ug) sobre 0.5mL de mescla de reaccio, i es van aturar amb 4mL d’acid
percloric al 6%. Després de centrifugar les mostres (2300rpm 5min), els sediments obtinguts van ser
resuspesos en 1.6mL d'aigua freda (4°C). A continuacid, es va afegir a cada tub 1mL de 1-butanol, per
extreure el producte de la reaccid ([*H]palmitoilcarnitina), i 0.4mL d'acid percloric (Panreac, Ref.:
131054.1611) al 6%. Es van centrifugar les mostres (2500 rpm 3min) i 0.5mL de la fase no aquosa van
ser transferits a un vial de comptatge radioactiu contenint 5mL de liquid de centelleig Ecolite(+) (ICN
Biolink 2000, Ref.: 882475).

14.2. Assaig d’activitat en cél-lules de mamifer

En general, en aquest tesi doctoral s’ha mesurat I'activitat CPT1 en cél-lules transfectades
transitoriament amb plasmids que expressaven la proteina CPT1. La diferéncia més important respecte
I'anterior protocol descrit, és la mesura de palitoilcarnitina formada en cel-lules semiintactes. Aixi, s'afegi
digitonina (Sigma, Ref.: D-1407) i cianur potassic (KCN, Sigma, Ref.: 31252) al tamp6 de reaccio, que
provocaren la semipermeabilitzacié de les membranes cellulars, per tal de permetre I'entrada dels
reactius de la reacci6 al mitocondri.

Com a fet destacable, cal remarcar que per a la preparacio de la digitonina es considera que
només un 50% del reactiu és soluble en aigua, que es calenta fins a uns 60°C per afavorir-ne la
resuspensio, i es deixa refredar fins a assolir la temperatura ambient abans d’afegir-lo a la mescla de la
reaccid. Aixi, es guarda un stock a temperatura ambient al 0.2% que es calentava abans del seu Us.

Donat que per a aturar la reaccié i la posterior extraccié organica es desnaturalitzaren les
cel-lules, la palmitoilcarnitina formada fou una mesura de l'activitat CPT total de les cél-lules, que és la
suma de l'activitat dels enzims CPT1 i CPT2. Aixi, s’afegi un punt per condicié6 amb malonil-CoA, que ens
permeté discemir I'activitat CPT1, aprofitant el fet que CPT2 és un enzim insensible al malonil-CoA.
Finalment, es normalitzaren els valors d'activitat obtinguts per la quantitat de proteina total de cada
condicio, ja que era un valor desconegut en aquest cas.

Es plaquejaren les cél-lules en plaques de 6 pouets a una densitat que garantis la confluéncia en
el moment de I'assaig, i es transfectaren el dia segiient al plaqueig, tal com s’ha descrit (Métodes, apartat
11.1). Passades 48h de la transfecci6, es comprova per fluorescéncia o per Western blot I'expressio de
les proteines transfectades, i s'inicia I'assaig. Es rentaren les cel-lules amb PBS1X dues vegades i s'inicia
la reaccio en afegir 400uL de tampd de reacci6 sobre les cél-lules, que s'incubaren a 37°C durant 6min.
S'atura la reaccié en afegir 1mL d'acid percloric al 6%, i s'empra un rascador de cél-lules per recollir-les i
transferir-les a tubs de vidre. S'afegi 1mL més d’acid percloric al 6%, i es va seguir amb I'extracci6
organica descrita en I'anterior protocol (Métodes, apartat 14.1).
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Mescla de reaccio

HEPES PH7.0......ovieeee e 20mM

Albumina lliure d’acids grassos?.............ccoevveeerereerenes 1%

Palmitoil-CoA 2.5mMP..........ccccvriereeree e 70uM

L-[BH]carnitinga SmM..........ccccovvvvvvereiiieecees e, 0.2-1mM (~5000dpm/nmol)
KCN 0.2M....oie e 1mM
DIgitoning........ccevereieccrce e 60ug/mL

(O R TSP 400pL (40-75mM)

a Albimina de sérum bovi. Fraccio V, lliure d’acids grassos (Roche, Ref.: 775827)
b Palmitoil-CoA, sal de liti (Sigma, Ref.: P9716)

14.3. IC50 per Malonil-CoA

La constant d'inhibici6 (ICso) del malonil-CoA es va obtenir assajant extractes mitocondrials en
preséncia de concentracions creixents de malonil-CoA (Sigma, Ref.: M4263). En aquests experiments es
van mantenir constants les concentracions de palmitoil-CoA (80uM) i de carnitina (0.2mM per isotips
hepatics i 1mM per isotips musculars).

El percentatge d’activitat es va representar en funcié de la concentracié de malonil-CoA. Es va
considerar el 100% l'activitat de I'enzim en els punts d’assaig on no hi havia inhibidor. Les dades es van
graficar com a corbes exponencials (escala lineal) o com a corbes de competicié (escala logaritmica) per
calcular la ICso mitjangant el programa de SigmaPlot (12.0).

14.4. K i Vimax per Palmitoil-CoA

La constant d'afinitat pel palmitoil-CoA (Kn) es va obtenir assajant mitocondris en preséncia de
concentracions creixents de palmitoil-CoA, mantenint constant la concentracié de carnitina (0.2mM per
isotips hepatics i 1mM per isotips musculars). La concentracié d’albdmina lliure d’acids grassos es va
augmentar proporcionalment a la concentracié de palmitoil-CoA per tal de mantenir la relacié molar de
6.1:1 (palmitoil-CoA: albimina). Cal observar que en aquests assaigs aquesta relacié molar és 10
vegades superior a la relacio en les condicions estandards de reaccié (0.61:1).

L'activitat especifica de cada punt d'assaig es va representar respecte la concentracié de
substrat (palmitoil-CoA). Les dades es van representar en una corba hiperbdlica per obtenir els valors de
Km | Vmax.

14.5. Ki i Vimax per Carnitina

La constant d'afinitat de la carnitina (Km) es va obtenir assajant mitocondris en preséncia de
concentracions creixents de carnitina. L’activitat especifica de cada punt d'assaig es va representar
respecte la concentracio de substrat (carnitina). Les dades es van representar en una corba hiperbdlica
per obtenir els valors de Kin i Vinax.

La velocitat maxima (Vmax) €n els assaigs de palmitoil-CoA va resultar superior a I'obtinguda en
els assaigs de carnitina, tot i que tedricament la Vimax d'una CPT1 assajada hauria de ser la mateixa
encara que variin les concentracions dels substrats. Aquesta variacid és deguda al canvi en la relacié
molar palmitoil-CoA:albimina que es dona en els assaigs de Ky per palmitoil-CoA (6.1:1 vs 0.61:1)
respecte als assaigs de Kn per camitina. Aquest augment de deu vegades en la relacié molar va fer que
la concentraci6 de palmitoil-CoA lliure en aquestes reaccions fos superior i per tant la Viax també.
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15. Experimentacié animal

En aquest treball s’han utilitzat ratolins C75BL6/J per a I'obtencié de proteina total o bé d’'RNA de
cervell total, com també d’hipotdlem i hipocamp. Els animals van ser generalment sacrificats per
desnucacié en el zeitgebertime 3 (ZT3), és a dir, tres hores després de ['inici de la fase lluminica, que es
correspon amb les 8h del mati.

Per a la realitzacio dels experiments amb animals dejunats, s'utilitzaren ratolins de 10 setmanes,
dividits en 2 grups experimentals amb 5 animals per grup: alimentats ad libitum i dejunats, als quals se’ls
retira I'aliment al ZT12. En cas d’'un dejuni de 24h, es sacrifica els animals al ZT12, és a dir, a l'inici de la
fase fosca, que es correspon amb les 8h del vespre; si el dejuni era de només 15h, aquests van ser
sacrificats al ZT3.

16. Analisi estadistic

Les dades es mostren com a mitjanes experimentals + desviacié estandard. En els assajos de
reporter es realitzaren almenys tres experiments independents per duplicat, en els assajos d'activitat
CPT1 van ser almenys tres assajos diferents d’almenys dues obtencions mitocondrials diferents, a menys
que s'indiqui el contrari.

Per a I'analisi dels valors s'utilitza el software d’estadistica SPSS, aplicant la prova f d'Student, i
considerant que un nivell de probabilitat de p<0.05 era estadisticament significatiu.

113






RESULTATS






RESULTATS

Els resultats d’aquesta tesi doctoral s’agrupen en tres blocs diferenciats, coincidint amb
els tres isotips del gen Carnitina palmitoiltransferasa (CPT1) descrits fins al moment: CPT1A,
CPT1Bi CPT1C.

Des del seu clonatge i expressid en llevat ara fa ja dues décades aproximadament
(Esser, Britton et al. 1993; Zhu, Shi et al. 1997), s’han dut a terme nombrosos estudis amb
I'objectiu de descriure I'existéncia de determinants moleculars que modulen la sensibilitat dels
enzims CPT1A (Shi, Zhu et al. 1998; Dai, Zhu et al. 2000; Jackson, Cameron et al. 2000;
Jackson, Zammit et al. 2000; Nicot, Relat et al. 2002; Morillas, Gémez-Puertas et al. 2003; Napal,
Dai et al. 2003) i CPT1B (Shi, Zhu et al. 2000; Zhu, Shi et al. 2003; Relat, Nicot et al. 2004) pel
malonil-CoA, l'inhibidor fisioldgic de CPT1. Els resultats mostrats en aquest treball van en
aquesta mateixa direccio. L'expressio heterologa de les proteines CPT1 en el llevat Pichia

pastoris, mancat de sistema CPT endogen, va permetre caracteritzar-ne els parametres cinétics.

CPT1C és l'isotip més recentment descrit de CPT1 (Price, van der Leij et al. 2002). A
linici del nostre estudi hi havia molt poca informacié relacionada amb la seva regulacio
transcripcional, com tampoc determinada la seva funci6. Es coneix que s’expressa gairebé
exclusivament en cervell i que uneix malonil-CoA, pero s’han descrit estudis contradictoris sobre
la seva distribuci6é subcel-lular (Dai, Wolfgang et al. 2007; Sierra, Gratacos et al. 2008) i funcio
fisiologica (Zaugg, Yao et al. 2011). D’aqui el gran interes pel seu estudi. En aquest treball, es
van dur a terme diferents aproximacions experimentals amb l'objectiu d’estudiar-ne la regulacié

transcripcional, aixi com la seva activitat enzimatica, estructura i isoformes existents.

.CARACTERITZACIO ENZIMATICA DE LA CPT1A DE RATA

En la seqUéncia aminoacidica de I'enzim CPT1 s’ha descrit 'existencia de determinants
moleculars que juguen un paper clau en el manteniment de I'activitat catalitica de 'enzim aixi
com en la seva sensibilitat a l'inhibidor fisiologic malonil-CoA. En aquest treball s’entén per
determinant molecular aquella caracteristica fisicoquimica d’'una proteina que, en modificar-la,

produeix canvis en la seva funcio.

Com ja s’ha explicat a la Introduccio, s’han descrit els primers 18 residus de la CPT1A de
rata com un determinant positiu de sensibilitat al malonil-CoA, mentre que la regi6 des de

I'aminoacid 19 fins al 30 funciona com un determinant negatiu, responsable de la menor
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sensibilitat al malonil-CoA que presenten els isotips hepatics respecte els musculars. A més a
més, s’ha identificat que les posicions Glus% | Met5% de I'extrem carboxil de la CPT1A de rata
tenen un paper important per la sensibilitat a l'inhibidor, a més d'interaccionar amb el centre
catalitic de la proteina. En aquest sentit, diferents autors havien plantejat la hipotesi que la
sensibilitat al malonil-CoA d’aquest enzim era resultat de la interaccié entre els extrems amino- i
carboxiterminal de la proteina (Shi, Zhu et al. 1998; Shi, Zhu et al. 1999; Jackson, Zammit et al.
2000; Nicot, Relat et al. 2002).

Amb aquests antecedents, ens vam proposar identificar possibles interaccions entre els
primers 18 residus de la regié aminoterminal i els residus Glus% i Met593 de I'extrem carboxil de la
CPT1A de rata que poguessin ser responsables del grau de sensibilitat al malonil-CoA de
'enzim. En col-laboracié amb el laboratori del Dr. Gebre Woldegiorgis, es van generar una
bateria de construccions, que combinaven la delecid dels primers 18 residus (A18) amb
mutacions puntuals simples i dobles de I'extrem C-terminal (E590A, M593A).

1. Els primers 18 residus de I'extrem aminoterminal de I'’enzim CPT1A de rata exerceixen
un efecte dominant en determinar la sensibilitat al malonil-CoA respecte les posicions
Glu5% j Met5%3,

Es van expressar les construccions wild-type, E590A, MS93A, A18, A18+E590A,
A18+M393A, ES90A+MS93A i A18+E590A+M593A Rat CPT1A en P. pastoris (Metodes, apartat
13), i es seleccionaren aquells clons amb nivells d’expressi6 similars als obtinguts per I'enzim
wild-type. Com a control negatiu, es transforma la mateixa soca amb el vector buit pHWO10,
vector on es trobaven clonats la resta de cDNAs. (Figura R.1).

Al8+

A+ A1+ ES90A+
wt  pHWO10 ES590A M593A A8 psogs  MS03A  M5O3A

B0 |G - - .

Figura R.1. Analisi per Western blot dels nivells d’expressi6é dels mutants de Rat CPT1A
estudiats, en comparacié amb I'enzim wild-type. 10ug de proteina mitocondrial del llevat P.
pastoris soca GS115 transformat amb diferents construccions de I'enzim Rat CPT1A van ser
carregats en un gel d’SDS-acrilamida al 8% i immunodetectats amb I'anticos anti-CPT1 (#139).
wt, Rat CPT1A wild-type.

Tal com mostra la taula R.1, tots els constructes generats foren proteines actives.
S'observaren variacions en l'activitat especifica dels diferents enzims respecte el wild-type, pero

es considera que aquestes no afectaven I'estudi de la sensibilitat al malonil-CoA, i que podrien
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ser degudes a diferencies en els nivells basals d’expressio de cada mutant (Discussio, apartat
1.1).

Construccié Rat CPT1A Activitat (nmol/mg/min)
Wild-type 10.88+2.67
E590A 6.2+1.7
M593A 8.3
A18 5.3£0.84
E590A+M593A 14.2
A18+E590A 7.78+2.28
A18+M593A 6.09+2.70
A18+E590A+M593A 8.7

Taula R1. Valors d’activitat CPT1 dels mutants de Rat CPT1A generats. 100ug d’extracte
mitocondrial van ser assajats (Métodes, apartat 14). S'obtingueren els valors d’almenys dos
assajos diferents, i d'almenys dues obtencions mitocondrials diferents, excepte en els casos on
no es mostra la desviaci6 estandard.

Amb l'objectiu d’estudiar I'efecte d’aquests canvis en la proteina sobre la sensibilitat a
linhibidor, es va determinar la ICso pel malonil-CoA dels diferents constructes (Métodes, apartat

14.3). A la figura R.2 es mostren els valors obtinguts.

RatCPT1A
E590A @ *
M593A
A8 P *
E590A+M593A
A18+E590A
A18+M593A

A18+E590A+M593A

0,1 1 10 100 1000 10000
IC5o Malonil-CoA (uM)

Figura R.2. Sensibilitat al malonil-CoA de les diferents construccions de Rat CPT1A
estudiades. 100ug de proteina mitocondrial van ser assajats amb concentracions creixents de
malonil-CoA. S'obtingueren els valors d’almenys dos assajos diferents, i d’almenys dues
obtencions mitocondrials diferents, excepte en els casos on no es mostra la desviacio estandard.
**p<0.01, *p<0.05, respecte el wild-type. a(Napal, Dai et al. 2003); b(Shi, Zhu et al. 1998).

A la figura R.2 s’observa que la sensibilitat dels enzims ES90A Rat CPT1A i M593A Rat
CPT1A al malonil-CoA van ser major (ICs0=0.21uM) i menor (ICs0=11uM) que I'enzim wild-type,

respectivament. La combinaci6 en un mateix constructe d'ambdues mutacions puntuals resutla
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en un enzim amb una ICs intermitja entre els valors dels dos mutants simples (E590A+M593A
Rat CPT1A, 1Cs0=2.4uM). Aquest resultat indicava que les dues mutacions puntuals, amb efectes
contraris sobre la sensibilitat al malonil-CoA, es compensaven en el doble mutant, i per tant

actuaven de manera independent i no estaven interaccionant entre elles.

A més a més, s’'observa que la delecié dels primers 18 residus de la proteina produia en
tots els casos un enzim menys sensible a la inhibicié per malonil-CoA, exercint un paper
dominant sobre la mutaci6 de les posicions Glu% i Met% (Figura R.2). Malgrat aixo, la mutacio
E590A era capag de revertir en part aquest efecte dominant (A18+E590A Rat CPT1A,
IC50=18.84puM), i presenta una sensibilitat intermitia entre els dos mutants simples A18 Rat
CPT1A (IC50=380uM) i ES90A Rat CPT1A, suggerint de nou que ambdds canvis de la seqiéncia

exercien el seu efecte sobre la sensibilitat al malonil-CoA de manera independent.

Aixi, ambdos enzims A18+M593A Rat CPT1A i el triple mutant A18+E590A+M593A Rat
CPT1A resultaren ser gairebé insensibles a la inhibici6 per malonil-CoA (ICs0>400uM),
corroborant I'observacio d’'un efecte dominant de la delecié dels primers 18 residus de la proteina
sobre la sensibilitat a l'inhibidor.

Amb els resultats obtinguts en aquest capitol podem dir que tant els primers 18 residus
de I'extrem aminoterminal, com les posicions Met®%3 i Glu%% de la CPT1A de rata, tenen un paper
fonamental en determinar la sensibilitat de I'enzim a l'inhibidor fisiologic malonil-CoA. Aquest
efecte, pero, no és fruit de la interaccio fisica ni es déna de forma coordinada, siné que cada

determinant molecular I'exerceix de manera independent (Discussio, apartat I.1).

Amb posterioritat a aquests estudis es publicaren dos models tridimensionals in silico
(Introducci6, apartat 111.3.1.4) per a la proteina CPT1A humana (Lépez-Vifas, Bentebibel et al.
2007; Rao, Warren et al. 2011) que confirmaren i validaren els resultats d’aquest capitol

(Discussi6, apartat 1.1).
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ILESTUDI DE DETERMINANTS MOLECULARS DE CPT1B

L'isotip muscular de la CPT1 humana (CPT1B) es diferencia de I'hepatic (CPT1A) per
ser altament sensible al malonil-CoA, amb una 1Cs5=0.069uM (Zhu, Shi et al. 1997). D’aquest
isotip, s’ha descrit la regi6 aminoterminal (residus 18-28) com a un determinant positiu
responsable de l'alta sensibilitat a la inhibici6 per malonil-CoA, donat que la delecié d’aquesta
regio produeix una proteina menys sensible a I'inhibidor. D’altra banda, els primers 18 residus de
lisotip muscular no tenen el mateix efecte que la mateixa regié de les CPT1A de rata i porc com
a determinant positiu de la sensibilitat al malonil-CoA, suggerint que aquesta regié presenta un

rol diferent per ambdos isotips (Shi, Zhu et al. 2000).

L’enzim CPT1B de porc, pero, tot i ser un isotip muscular, t¢ unes caracteristiques
cinétiques semblants a les de I'isotip hepatic, presentant aixi una baixa sensibilitat a la inhibicio
per malonil-CoA (ICs0=0.906uM) (Relat, Nicot et al. 2004). A continuacié es mostren els
experiments realitzats amb I'objectiu d’investigar I'existéncia d’'un determinant negatiu a I'extrem
aminoterminal de la CPT1B de porc, que expliqui la baixa sensibilitat que aquest enzim presenta

al malonil-CoA.
1. Analisi de determinants moleculars de la inhibicié per malonil-CoA

1.1. Els primers 18 aminoacids de la CPT1B de porc es comporten com un

determinant positiu per a la sensibilitat al malonil-CoA

Es van generar les construccions A18 i A28 Pig CPT1B, on s’havien delecionat els
primers 18 i 28 aminoacids de la sequéncia, i s'expressaren de forma heterologa en el llevat P.
pastoris (figura R.3).

. . Figura R.3. Analisi per Western blot dels nivells
wt A18Pig A28 Pig d’expressio dels mutants A18 i A28 Pig CPT1B i

h I'enzim wild-type expressats en P. pastoris. 10ug de
85 kDa ‘ ‘ l proteina mitocondrial es separaren un gel d'SDS-
Y acrilamida al 8% i foren immunodetectats amb I'anticos

anti-CPT1 (#139). wt, Pig CPT1B wild-type.

A la figura R.3 i a la taula R.2 es mostra que els constructes Pig CPT1B, A18 Pig CPT1B
i A28 Pig CPT1B presenten un bon nivell d’expressio i d’activitat en el sistema heteroleg del
llevat P. pastoris, de manera que es van obtenir mitocondris d’aquests transformants per calcular

les diferents ICso (Figura R.4).
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Construccid Activitat (hnmol/mg/min)
Pig CPT1B 2.7941.9
Human CPT1B 4.43+2.98
A18 Pig CPT1B 15.28+7.84
A28 Pig CPT1B 9.42+6.31
H50P 9.43+2.71
H128P 10.59+5.36
P50H 4.49+1.70
P128H 4.16+2.86
Human D17E 3.5340.95
Pig E17D 4.57+0.52

Taula R.2. Valors d’activitat CPT1 dels mutants i quimeres de Human i Pig CPT1B
generats. 100ug d’extracte mitocondrial van ser assajats. S'obtingueren els valors d’almenys
tres assajos diferents, i d’almenys tres obtencions mitocondrials diferents + desviacié estandard.

Com es mostra a la figura R.4, el mutant A18 presenta una sensibilitat molt més baixa al
malonil-CoA que I'enzim wild-type (ICs0=35.56uM vs. 0.804uM del wt), suggerint que aquesta
regié es comporta com un determinant positiu per la inhibicié, com en el cas de la CPT1A de
rata. D’altra banda, la delecié dels primers 28 residus de I'enzim resulta en un enzim tan poc
sensible a l'inhibidor com [l'anterior constructe (IC5=39.19uM), fet que indica que la baixa
sensibilitat caracteristica de la CPT1B de porc no és deguda a la preséncia d’'un determinant

negatiu entre els residus 19 i 28 de la regié N-terminal de la proteina.

100
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P c 8
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© 0
<C 0 2 4 6 8 10
2 40 Temps (min)

20

[m]
0 & & *® 0—

0 100 200 300 400 500
Malonil-CoA (pM)

Figura R.4. Sensibilitat al malonil-CoA dels mutants A18 i A28 Pig CPT1B, respecte
I'enzim wild-type. (), Pig CPT1B wild-type; (A), A18 Pig CPT1B; (o), A28 Pig CPT1B. 100ug
de proteina mitocondrial van ser assajats amb concentracions creixents de malonil-CoA. A
linterior, cinética de I'enzim Pig CPT1B en funci6 del temps. Es mostra una corba representativa
de cada construccid.
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1.2. L’intercanvi de la regid N-terminal entre els enzims CPT1B huma i de porc

afecta la sensibilitat al malonil-CoA

Per tal d’estudiar I'efecte global de la regié aminoterminal de CPT1B sobre la sensibilitat
al malonil-CoA, es varen construir quatre quimeres intercanviant els primers 50 (abans del primer
fragment transmembrana de la proteina) i 128 residus (just després del segon transmembrana)
entre les proteines humana i de porc. Aixi, s'obtingueren les construccions H50P i H128P,
combinacié dels primers 50 o 128 aminoacids, respectivament, de I'enzim de porc amb la

proteina humana, i viceversa, per les construccions P50H i P128H (Figura R.5A i Taula R.2).

A 50 128 B)
HEOP b e— HCPTIB HSOP H128P PCPT1B P50H P128H

b 85 kDa i
P128H s ]

PSOH  mm—: .
PCPTIB —i= .
TMs

Figura R.5. Expressio de les quimeres de Human i Pig CPT1B generades. A) Esquema de
les proteines quimeriques expressades en P. pastoris. El valor sobre les fletxes indica el residu a
partir del qual s’ha efectuat la recombinaci6. TM; regions transmembrana indicades en linia
discontinua. HCPT1B, Human CPT1B wild-type; PCPT1B, Pig CPT1B wild-type. B) Analisi per
Western blot anti-CPT1 (#139) de les proteines generades. 10ug d’extracte mitocondrial es van
resoldre en un gel d'SDS-acrilamida al 8%.

L'analisi per Western blot anti-CPT1 de les quimeres generades i expressades en llevat
mostra, com ja s’havia descrit anteriorment pels isotips hepatics, que la migracié electroforética
de l'enzim Pig CPT1B és diferent que la de Human CPT1B (Nicot, Hegardt et al. 2001).
S'observa també que les quimeres H50P i H128P presentaven la mateixa mobilitat que I'enzim
Human CPT1B wild-type, i les quimeres P50H i P128H presentaven la mobilitat corresponent a
Pig CPT1B (Figura R.5B).

Tal com s'observa a la figura R.6, I'estudi del parametre ICso indica que la sensibilitat a
linhibidor d’aquests enzims ve marcada per la regié N-terminal de la proteina, donat que els
primers 50 aminoacids de la sequéncia humana produien un enzim CPT1B de porc més sensible
a l'inhibidor que el wild-type (quimera P50H). De la mateixa manera, els primers 128 residus de
la proteina de porc produien un enzim CPT1B huma menys sensible a la inhibicié per malonil-
CoA (quimera H128P).
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HCPT1B
H50P
H128P
P128H
P50H
PCPT1B
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ICso Malonil-CoA (M)

Figura R.6. Sensibilitat al malonil-CoA de les quimeres de Human i Pig CPT1B estudiades.
100ug d’extracte mitocondrial s’assajaren amb concentracions creixents de malonil-CoA per tal
de determinar-ne la ICso. Es mostra la mitjana de tres experiments amb almenys dues obtencions
mitocondrials diferents + desviaci6 estandard. *p<0.05, respecte I'enzim wild-type corresponent.

1.3. La posicio Glu'? és responsable en part de la major sensibilitat al malonil-CoA
de la CPT1B de porc.

L'alineament dels primers 50 aminoacids dels enzims CPT1B de diferents espécies
mostra dues Uniques substitucions entre la sequéncia humana i de porc: aspartat per glutamat a
la posicid 17, i valina per isoleucina a la posicié 31, tot i que el residu 17 és I'iinic que manté la

diferéncia quan, a més, es compara amb la sequéncia de rata (Figura R.7).

10 20 30 40 50
MAEAHQAVARQFTVTP-G-D-RLS-EAL- 1 - YLSG- - SWKK- - TR-KNG]

PigB ---------------- E-V-F---R---KHI----IN----RL--I----
HumanB ---------------- D-V-F---R---KHV----IN----RL--I----
RatB  -------------o-- D-V-F---R---RHI----IN----RL--I----
MOUSER -------=-=------ D-V-F---R---RHI----IN----RL--I----
PigA -----------m-m - D-I-L---H---RQI----LH----KF--F----
HUMANA ---------=------ D-I-L---H---RQI----LH----KF--F----
RatA -------------o-- D-I-L---H---KQI----LH----KF--F----
MOUSEA -------=-=------ D-I-L---H---KQI----LH----KF--F----

Figura R.7. Els primers 50 residus de CPT1 es troben altament conservats entre els isotips
A i B de porc, huma, rata i ratoli. Alineament dels primers 50 aminoacids de les sequiéncies
proteiques dels isotips hepatic i muscular dels enzims CPT1 de porc, huma, rata i ratoli. A la part
superior, seqléncia consens, on els guions indiquen les posicions no conservades. En negreta,
les posicions mutades en aquest treball.

Aixi, per tal de comprovar si la posicié Glu'” és la responsable de la diferencia en la
sensibilitat de la CPT1B de porc al malonil-CoA, es van crear els mutants Pig E17D CPT1B i
Human D17E CPT1B. S’expressaren en P. pastoris, obtenint dos enzims amb nivells d’expressio

i activitat especifica similars als corresponents enzims wild-type (Figura R.8 i Taula R.2).
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Human Human Pig Pig
wt D17E E17D wt

Figura R.8. Analisi per Western blot anti-CPT1 dels mutants de Human i Pig CPT1B i els
corresponents enzims wild-type expressats en P. pastoris. 10ug d’extracte mitocondrial es
van separar en un gel d’SDS-acrilamida al 8% i van ser immunodetectats amb I'anticds anti-
CPT1 (#139).

Tal com mostra la figura R.9, la mutacié6 E17D produi un enzim CPT1B de porc més
sensible a la inhibicid pel malonil-CoA (ICs0=0.297 respecte 0.804uM) i menor afinitat pel substrat
carnitina que I'enzim wild-type (Kn=605.9 respecte 197.5uM), aproximant-lo a I'enzim CPT1B
huma i per tant a una CPT1B tipica. D’altra banda, la mutacié D17E resulta en una disminuci6 en
la sensibilitat (encara que no significativa) de la CPT1B humana per linhibidor (IC50=0.279

respecte 0.096uM), tot i que no n’altera I'afinitat per la carnitina.

Els resultats indicaven, doncs, que la posicié Glu'” de I'enzim CPT1B de porc és en part
la responsable de les peculiars caracteristiques cinétiques que presenta si es comparen amb
I'enzim huma, i que, mentre aquest residu actua com un determinant negatiu de la inhibicid per

malonil-CoA, la posicié Asp'7 es comporta com un determinant positiu de I'enzim CPT1B huma.

1000 - 12
o w0 *x E N
= < 08
T 600 S
= = 06
[= (= *k
5400 4 °
o S 04y
N 200 | 3
S 02+
0 0-

Pig Pig E17D Human Human Pig Pig E17D Human Human
D17E D17E

Figura R.9. Afinitat per la carnitina i sensibilitat al malonil-CoA dels mutants Human D17E
CPT1B i Pig E17D CPT1B. A) Valors de Km per carnitina dels enzims wild-type i mutants
expressats en P. pastoris. B) Valors d'ICso per malonil-CoA obtinguts per les mateixes
construccions, assajats a les concentracions de carnitina corresponents a la Km de cada enzim.
Es mostra la mitjana de tres experiments amb almenys dues obtencions mitocondrials diferents
desviacio estandard. **p<0.01, respecte el wild-type.
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2. Estructura tridimensional de ’enzim CPT1B huma in silico

Per tal d’entendre millor el mecanisme pel qual el residu 17 de I'enzim CPT1B exercia
aquest efecte sobre la sensibilitat a 'inhibidor, ens vam proposar situar-lo en el model 3-D de
CPT1 publicat més recentment, corresponent a la CPT1A humana (Lopez-Vifias, Bentebibel et
al. 2007). El fet que aquest residu no es trobés mirant a la regié carboxiterminal de 'enzim com
esperavem, sin6 a la cara contraria, ens va fer plantejar dues hipotesis: 1) la diferencia de
sequeéncia entre ambdés isotips -principalment en les regions TM i carboxiterminal- feia que el
plegament de la proteina fos diferent entre isotips, o bé 2) el residu 17 podria estar interaccionant
amb una unitat adjacent de CPT1 en cas que es formés un complex oligoméric, com s’havia
predit en els ultims estudis d’estructura de I'enzim (Faye, Esnous et al. 2007; Jenei, Borthwick et
al. 2009).

Per tal de determinar quina de les dues hipotesis responia als nostres resultats, ens vam
proposar crear una prediccio estructural in silico de 'enzim CPT1B huma en base a I'tltim model
publicat. Per dur-la a terme, vam establir una col-laboraci6 amb el grup de Biologia
Computacional i Disseny de Farmacs de la Facultat de Farmacia, liderat pel Dr. Francisco Javier

Luque.

2.1. Model estructural preliminar

El fet que la CPT1 sigui una proteina altament associada a la membrana mitocondrial
n’ha dificultat la cristal-litzacié. Per aixd, les estructures 3-D de la proteina descrites fins al
moment s’han obtingut per homologia amb cristalls de proteines solubles de la familia de les
carnitina aciltransferases. En primer lloc, s’intenta reproduir el modelatge realitzat en aquest
treball [(Lopez-Vifias, Bentebibel et al. 2007), estructura no disponible a la base de dades Protein

Data Bank)], considerant a més les nostres observacions sobre el residu 17.

El plegament de la regidé carboxiterminal (corresponent als residus 167 al 772 de la
sequeéncia de la CPT1B humana) s’obtingué per homologia amb les estructures dels enzims COT
de ratoli (entrada 1XL8, del Protein Data Bank) (Jogl, Hsiao et al. 2005) i CPT2 de rata (entrada
2H4T, del Protein Data Bank) (Hsiao, Jogl et al. 2006), on la identitat de sequéncia incloent
canvis positius és del 50%. Igualment, donada I'elevada identitat de sequiencia entre els primers
50 residus dels enzims CPT1A i CPT1B humans (90%, incloent canvis positius), s'empra la

mateixa estructura utilitzada en aquest treball per al modelatge de la regi6 aminoterminal,
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corresponent al factor de transcripcié llla de Xenopus laevis (entrada 1TF3, del Protein Data

Bank), organitzada en quatre fulles beta i una hélix alfa.

Per a la prediccio de possibles interaccions intramoleculars entre la regio amino- i
carboxiterminal que poguessin determinar la sensibilitat al malonil-CoA, es van emprar
successives minimitzacions d’energia, traslladant i rotant lliurement en I'espai la regio N-terminal
respecte la C-terminal, mitjancant el programa AMBER. De totes les posicions possibles, s’escolli
la més estable que, com en el model més recent de CPT1A, localitzés la regié6 aminoterminal
propera al lloc d’'unié “A” de la regi6 carboxiterminal, on acil-CoA i malonil-CoA competeixen per
entrar al tunel catalitic (Introduccid, apartat 111.3.1.4). Alhora, s’escolli aquella en qué els residus
Asp'7, Glu26, Lys561, Arg243 i Ala478 poguessin intervenir en la unié de l'inhibidor a I'enzim, ja que
havien estat descrits com a residus clau en la inhibicio de I'enzim pel malonil-CoA (Lépez-Vifias,
Bentebibel et al. 2007; Relat, Pujol-Vidal et al. 2009).

Segons el model construit pels extrems amino- i carboxiterminal, els parells de residus
Asp'” i Lys%', Arg22 | Glu433, Arg? i Glu®00 estarien interaccionant. Per tal de validar aquest
model, i amb I'objectiu final de realitzar experiments de swapping intercanviant les carregues dels
residus entre ells, es van generar i expressar mutants simples d’aquestes posicions en P.
pastoris: D17K, R25E, E433R, ES00R i K561D Human CPT1B (Figura R.10), obtenint-se bons

nivells d’expressio i enzims actius en tots els casos.

wt D17K R25E E433R ES500R K561D

85 kDa e —
" — e -

. |

Figura R.10. Analisi per Western blot anti-CPT1 dels mutants D17K, R25E, E433R, E500R i
K561D Human CPT1B i I'enzim wild-type expressats en P. pastoris. 10ug d'extracte
mitocondrial es van separar en un gel d'SDS-acrilamida al 8% i van ser immunodetectats amb
l'anticds anti-CPT1 (#139); wt, Human CPT1B wild-type.

La determinacid dels parametres ICso i Km per la carnitina qUestionaven el model
proposat, donat que no s'observaren diferéncies en la sensibilitat a 'inhibidor malonil-CoA o en
I'afinitat pel substrat carnitina en cap dels mutants analitzats respecte I'enzim Human CPT1B
wild-type (Taula R.3).
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Construccié Human CPT1B | Activitat CPT1 (nmol/mg/min) ICs0 Malonil-CoA (uM) Km Carnitina (uM)

Wild-type 6.41+0.24 0.096+0.0572 666
D17K 4.0740.29 0.057+0.030 600.43+1.46
R22E ND ND ND
R25E 2.72+0.10 0.036+0.019 610.81
E433R 6.04+1.10 0.081+0.037 ND
E500R 5.84+0.17 0.082+0.025 528.71
K561D 7.02+0.70 0.084+0.037 688.82

Taula R.3. Taula comparativa dels valors d’activitat, sensibilitat al malonil-CoA i afinitat
per la carnitina dels mutants de Human CPT1B i I'enzim wild-type. 100ug d’extracte
mitocondrial van ser assajats amb concentracions creixents de malonil-CoA per determinar-ne la
ICs0, 0 amb concentracions creixents de carnitina per determinar-ne la Km. S’obtingueren els
valors d’almenys dos assajos diferents, i d'almenys dues obtencions mitocondrials diferents,
excepte en els casos on no es mostra la desviacio estandard. ND, no determinat. a(Relat, Pujol-
Vidal et al. 2009).

Com a fet rellevant, cal destacar que la solucié més estable del docking situava la regio
aminoterminal propera al lloc “O”, d’'unié exclusiva pel malonil-CoA, contrastant amb el model de
CPT1A, de Lopez-Vifas i col-laboradors. Aquesta solucié de docking invalidaria les interaccions
aqui proposades i explicaria per tant que les mutacions introduides no afectin la sensibilitat al
malonil-CoA de CPT1B.

2.2. Model revisat de la interaccié entre les regions amino- i carboxiterminal

A continuaci6 ens vam proposar construir un model 3-D de I'enzim CPT1B huma que
expliqués millor el plegament de la regié aminoterminal de l'isotip muscular. A diferéncia de
I'anterior aproximacio, a més a més, es for¢a el modelatge amb el programa Haddock, que

permet introduir restriccions en la cerca configuracional lligades a evidéncies experimentals.

Per al modelatge de la regié carboxiterminal (residus 169 al 766), es parti de I'estructura
de Rat CPT2 (entrada 2H4T, del Protein Data Bank) (Hsiao, Jogl et al. 2006), seguint el model
anterior. Per a la regio aminoterminal (residus 1 al 50), s'utilitza el servidor FFAS que cerca entre
estructures anteriorment anotades que comparteixin una alta identitat de sequéncia amb la
sequéncia problema, en aquest cas, els primers 54 residus de la CPT1B humana, que
corresponen a la regi6 aminoterminal citosdlica de I'enzim. S’escolliren les estructures
corresponents a les entrades 1TF3, 1TWY i 3CNW de la base de dades Protein Data Bank, que

compartien un 15-27% d'identitat de seqtiéncia amb I'enzim.
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A continuacio, i mitjangant el programa Swissmodel, es realitza una prediccio estructural
del plegament de la regi6 aminoterminal de CPT1B, comparant-lo amb el plegament de les
estructures escollides. D’altra banda, I'analisi amb el software Phyre indica que I'estructura
secundaria més probable era una helix alfa dels residus 25 al 50 i dues fulles beta compreses en
la regié de residus 1-25, diferint per tant del model estructural emprat en el model anterior. En
base a les dades anteriors, s’escolli com a opci6é de plegament la corresponent a I'estructura

3CNW, la unica que presentava una hélix alfa més llarga.

Tot seguit s'utilitzaren els servidors Pydock i ClusPro per fer el docking entre la regi6
helicoidal de I'extrem amino- amb la regié carboxiterminal de CPT1B. Ambdéds servidors
coincidiren en la possibilitat de localitzar la regié aminoterminal al lloc d’unié6 competitiva entre
linhibidor i I'acil-CoA. Cal remarcar que aquest model complia dues evidéncies experimentals
descrites: 1) la interaccio entre els residus Glu26 i Lys%6', que afecta la sensibilitat a I'inhibidor de
la CPT1A de rata (Lopez-Vifias, Bentebibel et al. 2007), i 2) una lisina de la regié N-terminal (40-
47) interacciona amb una cisteina de la regié C-terminal, trobant-se a una distancia d'uns 16A
(Faye, Borthwick et al. 2005). Segons el nostre model, aquesta Ultima interacci6 es podria donar
amb la Cys5%4, Per tal de validar aquesta prediccio, s'empra el software Haddock, restringint el
docking proteina-proteina en considerar les evidéncies experimentals esmentades com a
condicions a satisfer en el model predit. Novament, la prediccié obtinguda localitzava la regio N-

terminal en una disposicié molt semblant a la predita sense restriccions (Figura R.11).

Figura R.11. Nova proposta de model 3-D de la CPT1B humana. Representacio en forma de
cintes dels residus (167-773) que formen I'esquelet de la regidé C-terminal de la CPT1B humana
(blau) formant un complex amb un nou model de I'extrem aminoterminal (verd), basat en
l'estructura 3CNW. S'indiquen en esferes les interaccions que presenta el model.
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D'altra banda, les solucions obtingudes amb Pydock indicaren de nou una segona
solucié de docking, en qué I'extrem N-terminal estaria interaccionant al lloc d’uni6 al-losterica i
d’alta afinitat al malonil-CoA, anomenat lloc “O” en I'Ultim model de CPT1A. Aquest resultat
concordaria amb el posterior model de Rao i col-laboradors, on també es contempla la
localitzacio de I'extrem N-terminal a ambdos llocs d’unié al malonil-CoA (Introduccio, apartat
[11.3.1.4). Tot i que aquest model podria explicar un efecte directe entre mutacions a I'extrem N-
terminal i la uni6 del malonil-CoA, no hi ha dades experimentals que suportin la interaccié en
aquest segon lloc. A més a més, mentre que CPT1A oligormeritza, fet que podria explicar-se per
la capacitat de I'extrem N-terminal d'unir-se a tots dos lloc d'unié, CPT1B no oligomeritza (Dr.
Victor Zammit, comunicacié personal) i aixd questiona la capacitat de mantenir una interaccié
efectiva de I'extrem N-terminal en aquest segon lloc d'unié. En consequencia, sembla més adient

excloure aquesta possible interaccié en absencia de dades experimentals més concloents.

L’analisi del model construit de la CPT1B humana amb 'extrem N-terminal proper al lloc
d'unio “A”, competitiu amb I'acil-CoA, indica que les posicions Lys*0, Lys#!, Arg% i Lys*, totes
incloses en I'hélix alfa abans mencionada, podrien ser critiques per a I'entrada del malonil-CoA al
tunel catalitic de I'enzim. Aixi, s'expressaren en P. pastoris els mutants puntuals d’aquestes
quatre posicions a aminoacids amb carrega neutra (alanina) i contraria (glutamic) als residus
originals, generant els enzims K40A, K40E, K41A, K41E, R45A, R45E, K47A i KATE Human
CPT1B (Figura R.12).

A) B)

K40A K41A R45A KA4TA wt K40E KA41E R4SE KATE wt

90 kDa

Figura R.12. Analisi per Western blot dels mutants de Human CPT1B i I'enzim wild-type
expressats en P. pastoris. 10ug d’extracte mitocondrial es van resoldre en un gel d’'SDS-
acrilamida al 8% i van ser immunodetectats amb I'anticos anti-CPT1 (#139). wt, Human CPT1B
wild-type. A) Mutats a alanina. B) Mutats a glutamic.

Tal com es mostra a la taula R.4, tots els enzims generats presentaven una activitat
especifica i sensibilitat al malonil-CoA similars a I'enzim wild-type, fet que impedia validar amb
solidesa el model proposat per a la interaccié de I'extrem N-terminal. De nou, en cas que la regio
N-terminal es trobi propera al lloc “O” d'unié al malonil-CoA, es podria explicar I'abséncia

d’efectes observats en els mutants generats sobre la sensibilitat a I'inhibidor.
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Construccié Human CPT1B | Activitat CPT1 (nmol/mg/min) | 1Cso Malonil-CoA (uM)
Wild-type 3.23+1.92 0.096 £ 0.0572
K40A 1.54 £ 0.49 0.062 + 0.003
K40E 1.40 £0.33 0.125 £ 0.031
K41A 1.21+£0.42 0.128 + 0.005
K41E 2.58 £1.01 0.087 £ 0.019
R45A 251045 0.027 £ 0.014
R45E 141+0.27 0.054 £ 0.018
K47A 245+0.98 0.218 £0.017
KATE 411+£1.14 0.144 £ 0.012

Taula R.4. Taula comparativa dels valors d’activitat i sensibilitat al malonil-CoA dels
mutants de Human CPT1B i I’enzim wild-type. 100ug d’extracte mitocondrial van ser assajats
amb concentracions creixents de malonil-CoA per determinar-ne I'activitat especifica i la ICso
d’inhibicié pel malonil-CoA. Es mostra la mitjana de dos experiments diferents de minim dues
obtencions mitocondrials diferents + desviacio estandard. 2(Relat, Pujol-Vidal et al. 2009)

Aixi doncs, la mutacio dels residus predits pel model 3-D com a crucials per a I'entrada
de l'inhibidor, no provoca en cap cas canvis en la sensibilitat de I'enzim al malonil-CoA. Tot i aixo,
no es pot descartar que aquestes siguin posicions importants en el docking de I'extrem

aminoterminal amb la regié carboxiterminal de 'enzim CPT1B huma.
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I.LREGULACIO TRANSCRIPCIONAL DE Cpt1c | ESTUDI
DE LA PROTEINA

CPT1C és lisotip més recentment descrit de CPT1, s’expressa gairebé de forma
exclusiva en el SNC (Price, van der Leij et al. 2002), i encara avui se’'n desconeix la seva funcio,
existeix controvérsia respecte a la seva distribucid subcel-lular i no se n’han descrit els

mecanismes que en regulen I'expressio.

En el moment d'iniciar aquest treball, les dades publicades suggerien que CPT1C podria
ser un intermediari en I'efecte del malonil-CoA hipotalamic sobre el control de la ingesta, ja que
els ratolins KO de Cptfc presenten: una menor R-oxidacié global en resposta al dejuni,
evidenciant un efecte sistémic d’alteracions a nivell central de I'expressio d’aquest gen, un menor
pes corporal i ingesta que els ratolins wild-type (Wolfgang, Kurama et al. 2006) i alhora se sap
que CPT1C és capag d'unir malonil-CoA (Price, van der Leij et al. 2002). De tota manera, un
segon model KO de Cpt1c, generat en una estratégia experimental i un background genetic
diferents, no mostra canvis en el pes ni la ingesta dels animals respecte I'animal wild-type (Gao,
Chen et al. 2009).

1. Estudi de la regulacié transcripcional del gen Cpt1c

Donat que els nuclis hipotalamics tenen un paper fonamental en el manteniment de
I'homedstasi energética, es van analitzar els canvis en els nivells endogens del gen Cpt1c davant

diferents situacions i estimuls mitjangant diferents aproximacions experimentals.

1.1. Cptic no és requlat pel dejuni

Per tal d'estudiar I'efecte del dejuni sobre I'expressio del gen, s'analitzaren els nivells
d'mRNA en l'hipotalem de ratolins adults dejunats durant 24 hores (Figura R.13). S’estudia
també, i a nivell comparatiu, I'expressié dels gens Cpt1a i Hmgcs2, gens clau en el metabolisme
dels acids grassos, dels quals ja se n’havia estudiat el comportament en resposta al dejuni en

cervell (Konig, Rauer et al. 2009).
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Figura R.13. Efecte del dejuni sobre I'expressié del gen Cpt1c en hipotalem de ratolins. Es
van dejunar ratolins C57BL6/J de 10 setmanes durant 24h, i es compararen els nivells
d’expressio dels gens Cpt1a, Cptic i Hmges2 amb els animals alimentats ad libitum. Els ratolins
van ser sacrificats al ZT12. S’obtingué 'RNA total de I'hipotalem i es va retrotranscriure 1ug a
cDNA, 100ng del qual es van analitzar per qRT-PCR. Es mostren valors de la inducci6 dels
nivells dmRNA missatger (normalitzats amb els nivells d’expressié del gen 18S) respecte els
ratolins ad libifum (mitiana de tres animals per grup experimental + desviacié estandard).
**p<0.01, respecte els ratolins ad libitum.

Tal com s'observa a la figura R.13, no es detectaren canvis significatius en I'expressio
dels gens Cptfa i Cpt1c en I'hipotalem dels ratolins dejunats, mentre que si s‘observa un
augment d’aproximadament 3 vegades dels nivells d’expressio del gen Hmgcs2, resultats que
confirmaren les observacions fetes en els mateixos gens en altres arees del cervell (Discussid,
apartat I1.1).

1.2. La disminucié del pes corporal observada en disminuir I'expressio del gen

Hmgcs2 en fetge no es correlaciona amb canvis en I'expressié del gen Cptic

En un estat de dejuni, el cervell consumeix cossos cetonics com a principal font
d’energia, sintetitzats majoritariament pel fetge (Morris 2005) i essent I'enzim clau de la via
I'Hidroximetilglutaril-CoA Sintasa Mitocondrial (HMGCS2).

Durant la realitzaci6 del treball que aqui es presenta es va generar en el laboratori un
model experimental que consistia en el silenciament a nivell hepatic del gen de la Hmgcs2
mitjangant la injeccié caudal d’'un adenovirus que codificava per un shRNA especific del gen. 8
dies després de la injeccio dels adenovirus els animals foren sotmesos a un dejuni de 15 hores i
finalment es pesaren i se’n recolli el serum i s’analitzaren els nivells de cossos cetonics circulants

totals.

Els ratolins als quals s’havia silenciat I'expressio de la Hmgcs2 en fetge presentaren una

disminucié significativa dels nivells de cossos cetonics circulants. Com es mostra a la figura
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R.14A, aquests animals també mostraven una major pérdua de pes corporal (17%) respecte els
animals injectats amb I'adenovirus codificant per I'shRNA inespecific (10%), i existia una clara
correlacié entre la pérdua de pes corporal dels animals i els seus nivells de cossos cetonics
circulants [(Vila 2011), Tesi Doctoral].

En base a aquestes dades i considerant la possible existéncia d’'una correlacié entre
I'expressié de Cptic i el pes corporal, vam analitzar els nivells dmRNA de Cpt1c en I'hipotalem

d’aquests ratolins després del dejuni.
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Figura R.14. Efecte de la disminucié de I'expressié del gen Hmgcs2 en fetge sobre

I'expressio del gen Cpt1c en hipotalem de ratolins dejunats. S'utilitzaren animals dejunats

durant 15 hores on s’havia silenciat de forma aguda el gen de la Hmgcs2 en fetge [(Vila 2011),

Tesi Doctoral]. A) Relaci6 entre els cossos cetonics circulants i el percentatge de pérdua de pes

corporal dels animals. B) Relacié entre els cossos cetonics circulants i els nivells d'mRNA dels

gens indicats (normalitzats amb els nivells d’expressio del gen 18S).

A la figura R.14B s’observa que la disminucié de cossos cetonics circulants no altera
I'expressid del gen Cptfc, com tampoc dels gens Cpt1a i Hmgcs2, mostrant una manca de
correlacié entre la pérdua de pes d'aquests animals i I'expressid hipotalamica de Cptfc

(Discussi6, apartat 11.1).

Donat que l'hipotalem és un teixit d'on es poden distingir varis tipus cel-lulars amb
funcions i metabolismes diferents, existia la possibilitat que les variacions en els nivells
d'expressid de la Cpt1c es donessin només en punts molts determinats i que aquestes variacions
quedessin emmascarades en realitzar els assajos de missatger amb un pool de I'hipotalem
sencer. Per aixo, i considerant que s’havia demostrat I'expressié de Cptic en neurones (Dai,
Wolfgang et al. 2007) ens vam proposar realitzar els estudis en un model neuronal més
especific. El model escollit foren les cél-lules Neuro2A, de neuroblastoma de ratoli, que
expressen ambdos gens d'estudi, Cptfa i Cptic, (Materials, apartat 3.1) i ja havia estat
demostrat préviament que sén un bon model cel-lular d’estudi de la Cpt1c (Gao, Chen et al.
2009).

134



1.3. La diferenciacio de les cél-lules Neuro2A no modifica I'expressioé de Cptic

RESULTATS

Per tal de comprovar el perfil d’expressié del gen Cpt1c durant el procés de diferenciacio,
s'indui la neurogénesi en cél-lules Neuro2A, mitjangant la disminucidé en la concentracié de
serum en el medi de cultiu (Métodes, apartat 10.2), que provoca el pas de precursors neuronals
a neurones (Schubert, Humphreys et al. 1969; Seeds, Gilman et al. 1970). Es van obtenir
mostres d’'RNA total i proteina de les cél-lules en el moment d'iniciar el procés (T0), a les 8 hores
(T8) i a les 24 hores (T24) per tal de realitzar experiments de Western blot i PCR a temps real.

Com a control, s'analitzaren els nivells proteics de GAP43, proteina associada al creixement

neuronal (Skene and Willard 1981; Snipes, Chan et al. 1987) (Figura R.15).

Tal com s'observa a la figura R.15A, les cél-lules Neuro2A sense diferenciar presentaven
una morfologia arrodonida. A les 8 hores de diferenciacid, els precursos neuronals ja
comencaven a extendre les primeres dendrites, presentant un fenotip neuronal a les 24 hores de

diferenciacio, amb dendrites formades en el 90% de la poblacio cel-lular.
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Figura R.15. Els nivells proteics de CPT1 no s’alteren per efecte de la diferenciacié en les
cél-lules Neuro2A. Es van plaquejar 1x108 cél-lules en plaques de 60mm i, un cop adherides, es
canvia el medi a DMEM 1% FBS (T0). Es recolliren les cél-lules passades 8h (T8) i 24h (T24). A)
Canvis en la morfologia de les cél-lules en els diferents temps estudiats. B) Analisi per Western
blot dels nivells proteics de CPT1 (anticos anti-CPT1 #139), GAP43 i actines. C) Quantificacio

dels nivells proteics mostrats en B).
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Es van analitzar els nivells proteics de CPT1 i s'observa que aquests no canviaven
durant la diferenciacio, a diferencia de la proteina GAP43, que incrementava els seus nivells en

paral-lel amb el procés de diferenciacio (Figura R.15B,C).
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Figura R.16. L’expressio dels gens Cptfc i Cpt1a no es veu alterada per efecte de la
diferenciacio en les cél-lules Neuro2A. Es van plaquejar 1x108 cél-lules en plaques de 60mm i,
un cop adherides, es canvia el medi a DMEM 1% FBS (T0). Es recolliren les cel-lules passades
8h (T8) i 24h (T24). S'obtingué I'RNA total de les cél-lules i es va retrotranscriure 1ug a cDNA,
100ng del qual es van analitzar per gqRT-PCR. Es mostren valors de la induccié dels nivells
d'mRNA missatger (normalitzats amb els nivells d’expressio del gen 18S) respecte els nivells de
les cél'lules sense diferenciar (T0) (mitjana de tres experiments + desviaci6 estandard).

A la figura R.16 es mostra 'analisi dels nivells dmRNA en els mateixos temps de
diferenciacié que en I'experiment anterior, mitjangant qRT-PCR. El resultat confirma que,
efectivament, la diferenciacio de les cel-lules Neuro2A no modificava I'expressié del gen Cpt1c
com tampoc de Cpt1a.

Amb l'objectiu de garantir un context cel-lular el més proper possible a I'entorn fisiologic,
els experiments in vitro mostrats a continuacié s'iniciaren passades 24 hores del canvi de medi,

un cop s’observa el fenotip neuronal.

1.4. El tractament amb forskolina no afecta I'expressido de Cptic en cél-lules

Neuro2A

En el dejuni, l'alliberament de glucago al torrent sanguini desencadena una cascada de
transduccié de senyals, essent TAMPc el principal missatger secundari (Rodbell, Birnbaumer et
al. 1971; Chatelain, Deschodt-Lanckman et al. 1979). Per tal d’aprofundir en l'estudi de la
regulacié de Cpt1c pel dejuni, es van tractar cél-lules Neuro2A diferenciades durant 24 hores
amb forskolina, potent activador de ['adenilat ciclasa, que provoca un augment dels nivells
intracel-lulars d’AMPc, responsable de la fosforilacio (a través de la PKA) i activacié del factor de
transcripicié CREB (Gonzalez and Montminy 1989; Delghandi, Johannessen et al. 2005).
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Un cop s'observa el fenotip neuronal, es tractaren les cél-lules Neuro2A durant 5 hores
amb forskolina (100uM), i s'analitzaren els nivells de missatger dels gens Cptfa i Cptfc, com
també de Pepck, conegut gen diana de 'AMPc en fetge (Sasaki, Cripe et al. 1984).
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Figura R17. Efecte del tractament amb forskolina sobre I'expressié dels gens Cptfc i
Cpt1a en cél-lules Neuro2A diferenciades. Es van plaquejar 1x106 cél-lules en plaques de
60mm i, un cop adherides, es disminui la concentracio de serum en el medi a 1% FBS, per tal
d’induir-ne la diferenciacio. 24h després, quan les cel-lules es trobaven a una confluéncia del
~90%, es tractaren durant 5 hores amb forskolina (100uM). S’obtingué 'RNA total de les cél-lules
i es va retrotranscriure 1ug a cDNA, 100ng del qual es van analitzar per qRT-PCR. Es mostren
valors de la inducci6 dels nivells mRNA missatger (normalitzats amb els nivells d’expressio del
gen 18S) respecte els nivells basals de les cél-lules tractades amb el vehicle (DMSO) (mitjana de
tres experiments + desviacié estandard) **p<0.01, respecte les cel-lules amb DMSO.

Tal com s’observa a la figura R.17, no s’observaren canvis estadisticament significatius
en l'expressié dels gens Cpt1c i Cpt1a en resposta al tractament amb forskolina. Tot i que, com
era esperat, es detectaren nivells d’expressié de Pepck molt baixos (Cruz, Scott et al. 1998), el

tractament amb forskolina provoca un increment en la seva expressid, validant aixi el tractament.

1.5. AKT no requla els nivells d’expressio de Cpt1c en cél-lules Neuro2A

Veient que el dejuni i la seva via de transduccio no tenien efecte sobre I'expressié de
Cpt1c en neurones, ens vam plantejar simular en aquestes cél-lules un estat de re-alimentacié.
Donat que després de la ingesta, quan els nivells d’insulina circulant son elevats, hi ha una
activacio de la via de la PI3K/AKT in vivo, ens vam proposar activar aquesta via in vitro
mitjangant la sobreexpressié d’AKT1. Es van infectar cél-lules Neuro2A amb I'adenovirus AKT-
CA, que codificava per una AKT1 constitutivament activa i expressava el tag HA (Métodes,

apartat 12.1), i es mesuraren els nivells d’expressio dels gens Cptfai Cptc (Figura R.18).

Tal com es mostra a la figura R.18, les cel-lules infectades amb I'adenovirus d’AKT-CA,

sobreexpressaven el tag HA, aixi com una proteina amb la mobilitat electroforetica esperada per
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AKT1-HA, absent a les cél-lules infectades amb I'Ad-GFP. A més a més, visualitzades al
microscopi de fluorescencia, un ~70% de les cél-lules infectades amb I'Ad-GFP expressaven la

proteina fluorescent, indicant una bona eficiencia d'infeccié.
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Figura R.18. Efecte de la infeccié6 amb AKT sobre I'expressié dels gens Cptic i Cptfa en
cél-lules Neuro2A. Es van plaquejar 0.75x106 cel-lules en plaques de 6 pouets i, un cop
adherides, es disminui la concentracié de serum en el medi a 1% FBS, per tal d'induir-ne la
diferenciacio. Passades 24h, es van infectar amb 8MOI d’un adenovirus que codificava per la
proteina AKT1 constitutivament activa. A les 48h d'infeccio, es recolliren les cél-lules. A) Analisi
per Western blot de 15pg d’extracte proteic separats en un gel d’SDS-acrilamida al 8% amb els
anticossos indicats. Es mostra el resultat d’'un experiment representatiu. B) Determinacié dels
nivells dmRNA de Cptfc i Cpt1a. S'obtingué 'RNA total de les cél-lules i es va retrotranscriure
1ug a cDNA, 100ng del qual es van analitzar per qRT-PCR. Es mostren valors de la induccié dels
nivells I'mRNA (normalitzats amb els nivells d’expressié del gen 18S) respecte els nivells de les
cellules infectades amb I'adenovirus de GFP (mitiana de tres experiments + desviacid
estandard).

No s’observaren canvis en I'expressio dels gens Cptfai Cpt1c en les cél-lules infectades
amb I'adenovirus d’AKT-CA, respecte les cél-lules control (Figura R.18B).

2. Clonatge i caracteritzacié del promotor del gen CPT1C huma

En no obtenir una resposta del gen Cptfc en la linia neuronal Neuro2A davant els
diferents estimuls estudiats que ens donés pistes sobre la seva funcié cel-lular i els seus
mecanismes de regulacio, ens vam plantejar clonar i caracteritzar-ne la regio promotora,
mitjangant I'expressid heterologa en linies cel-lulars on sabiem que aquestes vies de
senyalitzacié funcionaven correctament.

Amb aquest objectiu, es clona la regié promotora del gen CPT1C huma en el vector
pGL3basic, que conté com a gen reporter el CDNA de I'enzim luciferasa de la cuca de llum. Aixi
mateix, es generaren varis constructes amb diferents versions del mateix promotor que
permetessin la caracteritzacié d’aquesta regi6 del gen.
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2.1. Analisi in silico de la regio 5’ del gen

Per tal de definir un inici de transcripcié in silico del gen, es realitza un alineament de les
diferents ESTs (Expressed Sequence Tag) anotades en els bancs de dades amb la sequéncia
corrent amunt del gen CPT1C (Figura R.19). Les ESTs s'obtenen per un procés de seqtienciacio
a l'engros de llibreries de cDNA resultant en un fragment d'entre 200 i 800 nucledtids i de relativa
baixa qualitat, que déna molta informacié sobre les regions transcripcionalment actives de

qualsevol organisme.
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Figura R.19. Localitzaci6 del putatiu inici de transcripcié de CPT1C huma. Alineament de
les seqliencies presents en els bancs de dades EST (Expressed Sequenced Tag) del gen. (¥),
inici de transcripcié identificat.

Tal com es mostra a la figura R.19, el gen no presenta un inici de transcripcio clar, ja que
en l'alineament realitzat aparegueren altres inicis possibles (Discussio, apartat 11.2). S’identifica
linici de transcripcio del gen (*, en la figura R.19), corresponent a 'EST més llarg identificat, a
1145pb corrent amunt respecte l'inici de traduccidé descrit (Price, van der Leij et al. 2002).
Aquesta posicio (-1145bp respecte l'inici de traduccid) es correspon, a més a més, amb el primer
nucleotid dels diferents cONAs de CPT1C anotats fins al moment. D’ara en endavant en aquest

treball, sera considerada la coordenada +1 del promotor del gen CPT1C huma.

S'analitzaren uns 1000pb corrent amunt d’aquesta posici6 +1 mitjangant ['eina
TFSEARCH, i s'identificaren aixi dos putatius elements de resposta al factor de transcripcio
CREB (AMPc Responsive Element Binding Protein, coordenades -755/-745 i -274/-267), aqui
anomenats CRE1 i CRE2, i un element de resposta al factor de transcripcié FoxA2, de la familia

dels Forkheads (coordenades -557/-546), anomenat FRE en aquest treball.
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Per tal d’estudiar la funcionalitat d’aquests putatius elements de resposta, vam procedir

al clonatge i caracteritzacié de la regié promotora del gen CPT1C huma.

2.2. Lareqio 5’ del gen CPT1C huma (-916/+41) té activitat promotora

Partint de DNA genomic de célllules humanes HepG2, s'amplificaren 957pb
corresponents a la regié promotora del gen i la regi6 5’ no traduida (5’'UTR), fins just abans de
linici de I'exd 1. Per tal de generar la construccio hCPT1C-Dluc (-916/+41), es subclona aquest
fragment en el plasmid pGL3b, dirigint la transcripcio del gen Luc, que codifica per la proteina
Luciferasa de Photinus pyralis i es comprova que la sequéncia clonada coincidia amb la

sequeéncia publicada en el GenBank.

Per tal de comprovar si el promotor predit in silico mostrava activitat, es van realitzar
experiments de transfeccio transitoria en cél-lules HepG2 amb la construcciéo hpCPT1C-Dluc. Tal
com s’observa a la figura R.20, la regi6 amplificada presentava 14.61 vegades més activitat
promotora que el vector buit pGL3b (0.059U.R.L. respecte 0.004U.R.L. del pGL3b).

2.3. Caracteritzacio del promotor minim de CPT1C huma

Amb l'objectiu d’identificar la minima regi6 promotora del promotor del gen CPT1C, es
realitzaren delecions successives de I'extrem 5’ de la construccié hpCPT1C-Dluc, obtenint-se les
construccions hpCPT1C-DAluc (coordenades -401/+41) i hpCPT1C-DCluc (coordenades -
37/+41) (Figura R.20A). Aquestes construccions foren transfectades, de manera transitoria, en la

linia cel-lular HepG2.

A la figura R.20 s’observa que les tres construccions generades presentaven activitat
promotora (Discussio, apartat 11.2). Per als seglients experiments, s'empra la construccio

hpCPT1C-Dluc, per ser la més activa.
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A)

B)
hpCPT1C-Dluc (-916/+41) ‘ -
hpCPT1C-DAluc (-401/+41) —_— -

hpCPT1C-DCluc (-37/+41)

pGL3basic

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

luciren

Figura R.20. Activitat basal de les diferents delecions del promotor del gen CPT1C huma.
A) Representacié esquematica de les construccions reporteres analitzades. (-), seqliéncia
nucleotidica; (+1), inici de transcripcié. Entre paréntesi s'indiquen les coordenades del fragment
amplificat respecte l'inici de transcripcié. La fletxa indicia l'inici de traduccié del gen Luc. B)
Transfeccio transitoria de la linia cel-lular HepG2 amb les construccions indicades. Es mostren
les unitats relatives de luciferasa (U.R.L.) normalitzades per renila (mitjana de tres experiments
realitzats per duplicat £ desviaci6 estandard). **p<0.01, ***p<0.001 respecte el control, pGL3b.

2.4. La reqié promotora de CPT1C huma s’activa en resposta a FoxA2

Durant la realitzacié d’aquest treball es va descriure el paper de FoxA2 com a sensor
metabolic en les neurones hipotalamiques, on regulava el comportament alimentari durant el
dejuni (Silva, von Meyenn et al. 2009). Considerant que també s’havia implicat CPT1C en la
regulacié de la resposta al dejuni, vam analitzar in silico la regié promotora de CPT1C que
teniem clonada, per comprovar si hi havia algun putatiu element de resposta a FoxA2 (FRE). El
resultat d’aquest analisi indicava la preséncia d’'un possible FRE en les coordenades -557/-546

del promotor estudiat, i per aixo ens vam proposar estudiar la funcionalitat d’aquest element.

Es van co-transfectar cél-lules HeLa amb la construccié6 hpCPT1C-Dluc i un vector
d’expressio del factor de transcripcié FoxA2 de rata (també anomenat HNF-3[3). Donat que esta
descrit que CPT1A és un gen diana de FoxA2 (Wolfrum, Asilmaz et al. 2004), s'utilitza com a
control de la induccié per FoxA2 el reporter hpCPT1A(p600)/uc, construccié validada préviament
al nostre laboratori com a diana del factor assajat. Tal com s’observa a la figura R.21, FoxA2 era
capag de transactivar el promotor de la CPT1C aproximadament 8 vegades. Es van realitzar els
mateixos experiments en la linia cel-lular HepG2, amb resultats similars d’induccié (dades no

mostrades).
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Figura R.21. Efecte de FoxA2 sobre I'activitat promotora de CPT1C huma. A) Esquema
representatiu de les construccions assajades. FRE, putatiu element de resposta a FoxA2. B) Es
van co-transfectar cél-lules HeLa amb el vector d’expressio de FoxA2 i els reporters hpCPT1C-
Dluc, hpCPT1C-DAluc (FRE delecionat) , pGL3b (control negatiu) i hpCPT1A(p600)/uc (control
positiu). Es mostren les unitats relatives de luciferasa (U.R.L.) normalitzades per renila en
abséncia (o) i presencia (m) del factor de transcripcio FoxA2 (mitjana de tres experiments
realitzats per duplicat + desviacié estandard). ***p<0.001 respecte l'activitat basal de la
construccio reportera; #p<0.01 respecte la induccié per FoxA2 en la construccié hpCPT1C-Dluc.

Amb l'objectiu de confirmar la funcionalitat de I'element de resposta identificat, es co-
transfecta la construccio hpCPT1C-DAluc, on s’havia delecionat I'element de resposta a FoxA2
(FRE), amb el vector d'expressio de FoxA2. A la figura R.21 s'observa que el reporter delecionat
seguia responent a FoxA2, indicant que el putatiu FRE identificat no era el responsable de la
transactivacié del promotor per FoxA2 i que FoxA2 podria estar actuant a través d’'una altra regi6
no identificada del promotor (Discussid, apartat 11.2).

2.5. Lareqio promotora de CPT1C huma s’activa en resposta a CREB

Tot i que no haviem observat canvis en I'expressié del gen in vivo en resposta al dejuni,
ens vam plantejar comprovar la capacitat transactivadora de CREB sobre aquest promotor,
mitjangant assajos de reporter, en un sistema heterdleg d’expressié on sabiem que aquesta via
de senyalitzacié era funcional. Per fer-ho, es van co-transfectar cél-lules HepG2 amb la
construccio hpCPT1C-Dluc i un vector d’expressié del factor de transcripci6 CREB de ratoli,
conegut missatger de la cascada de senyalitzacié activada durant el dejuni (Herzig, Long et al.
2001). Com a control positiu de la transfeccio, s'utilitza la construccié rpCPT1A(p4500)/uc, que
conté 2850pb de la regié promotora del gen Cptfa de rata i havia estat validada préviament al
nostre laboratori com a diana del factor (-2938/-2831) [(Napal 2006), Tesi Doctoral]. Tal com
s'observa a la figura R.22, CREB va incrementar en 16.81 vegades l'activitat promotora de la
regio clonada, respecte la seva activitat basal, mentre que la mateixa co-transfeccié utilitzant el

reporter pGL3b produia un augment de 6.38 vegades respecte la seva activitat basal.
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Figura R.22. Efecte de CREB sobre I'activitat promotora de CPT1C huma. A) Esquema
representatiu de les construccions assajades, aixi com de les mutacions introduides als putatius
elements de resposta CRE1 i CRE2 per generar la construccié hpCPT1C-D (2xCREmut)/uc. B)
Es van co-transfectar cél-lules HepG2 amb el vector d’expressi6 de CREB i els reporters
hpCPT1C-Dluc, hpCPT1C-DAluc (deleci6 de CRE1), hpCPT1C-D(2xCREmut)luc (mutaci6 de
CRE1 i CRE2), pGL3b (control negatiu) i rpCPT1A (p4500)/uc (control positiu). Es mostren les
unitats relatives de luciferasa (U.R.L.) normalitzades per renila en abséncia (o) i presencia (m)
del factor de transcripcié (mitjana de tres experiments realitzats per duplicat + desviacid
estandard). **p<0.01, ***p<0.001, respecte I'activitat basal de la construccid reportera.

Per tal d'analitzar la funcionalitat dels dos elements de resposta a CREB localitzats in
silico, vam utilitzar la construccié hpCPT1C-DAluc, en qué s’havien delecionat els primers 510pb
de la construcci6 hpCPT1C-Dluc, eliminant aixi I'element de resposta més distal a linici de
transcripcié (CRE1). Tal com s’observa a la figura R.22, la construccid delecionada seguia
responent al factor de transcripcio CREB tot i que en menor mesura, indicant que CRE1 podia
ser responsable de part de la transactivaci6 observada. Tenint en compte que aquesta
construccié delecionada mantenia el CRE2 intacte i que aquesta podria ser la raé de 'efecte de
CREB encara observat, es mutaren els dos elements CRE1 i CREZ localitzats in silico, generant
aixi la construccié hpCPT1C-D(2xCREmut)/uc (Figura R.22).

La co-transfecci6 en cél-lules HepG2 de la nova construccié reportera amb el vector
d’expressio de CREB resulta en una inducci6 de la transactivacié del gen de la luciferasa similar
a la construccié hpCPT1C-Dluc, indicant que aquest segon element identificat no era funcional
en les nostres condicions experimentals i que la regulacio per aquest factor de transcripcio es

donaria d’'una manera indirecta o bé unint-se a una altra regio del gen estudiat.

3. Estudi de I’activitat enzimatica de la CPT1C humana

Durant els ultims anys s’han publicat observacions contraries sobre la capacitat de
CPT1C per catalitzar la mateixa reaccié enzimatica que els seus homolegs CPT1A i CPT1B
(Price, van der Leij et al. 2002; Sierra, Gratacos et al. 2008). Per tal de comprovar si en les
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nostres condicions experimentals CPT1C tenia activitat enzimatica, ens vam proposar expressar
la proteina en llevats i en céllules de mamifer i analitzar-ne la capacitat de produir

palmitoilcarnitina.

3.1. La CPT1C humana recombinant expressada en llevat no té activitat carnitina

palmitoiltransferasa

Es va expressar de forma heterologa la proteina CPT1C humana (Acc. Num.
NM_152359) en cél-lules de la soca X-33 de P.pastoris. EI cDNA clonat en el vector pGAPZB,
que expressa I'epitop myc (plasmid cedit pel grup del Dr. Victor Zammit), es transforma en les
cel-lules de llevat i s’obtingueren els extractes mitocondrial i microsomal. Es valida I'expressi6 de
la proteina per Western blot amb un anticos anti-myc i es mesura l'activitat CPT1 d’extractes de
cél-lules que expressaven Human CPT1C o Rat CPT1A (control positiu) aixi com de cél-lules

transformades amb el plasmid buit, pPGAPZB (control negatiu).
() MIT MICR

10 -
m MICR

0,8

0,6

0,4

02 | T T
0,0

pGAPZB RatCPT1A Human CPT1C

Activitat CPT1 (nmol/mg/min)

Figura R.23. CPT1C no presenta activitat CPT1 expressada en P. pastoris. Es van assajar
100ug d’extracte mitocondrial (MIT) i microsomal (MICR) de P. pastoris soca X-33 transformada
amb els vectors pGAPZB, Rat CPT1A-pGAPZB i Human CPT1C-pGAPZB (mitjana de dos
experiments + desviacié estandard). *p<0.05 respecte el control, pGAPZB. Figura interior, analisi
per Western blot anti-myc de I'expressié de Human CPT1C en les fraccions mitocondrial (MIT) i
microsomal (MICR) d’una colonia transformant del llevat. 20ug d’extracte proteic es van separar
en un gel SDS-acrilamida al 8%. (+), 2ug de proteina recombinant purificada no relacionada,
etiquetada amb 'epitop myc.

La figura R.23 mostra que, un cop demostrada I'expressi6 de Human CPT1C per
Western blot, ni I'extracte mitocondrial ni el microsomal de P. pastoris no presentaven activitat
CPT1 en el nostre sistema d’expressié i assaig, d'acord amb els resultats d’altres laboratoris

(Price, van der Leij et al. 2002; Wolfgang, Kurama et al. 2006) (Discussié, apartat 11.4).
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3.2. La CPT1C humana recombinant sobreexpressada en cél-lules de mamifer no té

activitat carnitina palmitoiltransferasa

Per tal d’estudiar la capacitat de CPT1C per catalitzar la reacci6 de transesterificacio
d’acils-CoA amb carnitina en un context més fisiologic, s'assaja I'activitat CPT total de cél-lules
HeLa transfectades amb el vector d’expressié de Human CPT1C(myc), que genera una proteina
de fusi6 on la CPT1C queda etiquetada amb I'epitop myc a I'extrem C-terminal. Com a control
positiu de 'assaig, es transfectaren cél-lules HeLa amb el plasmid Rat CPT1A(flag) que genera
una proteina de fusié on la CPT1A queda etiquetada amb I'epitop flag a I'extrem C-terminal
(Figura R.24). Aquesta ultima construccio s’havia validat previament en el nostre laboratori per

comprovar que l'etiqueta introduida no produia canvis en l'activitat especifica de la proteina.

A) B)

¥ Rat H
= at uman
= DNA
£ s PCDNAS or1a cPTIC
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H - .d CPT1
= 151
e
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pCDNA3 RatCPT1A Human CPT1C

Figura R.24. La sobreexpressié de CPT1C en cél-lules HeLa no augmenta I'activitat CPT
total. A) Assaig d’activitat CPT en cel-lules Hela. Es van plaquejar 2,5x105 cél-lules en plaques
de 6 pouets. A les 24h, es van transfectar els plasmids pCDNA3, Rat CPT1A(flag)-pCDNA3 i
Human CPT1C(myc)-pCDNA3. Passades 48h de la transfeccio, es procedi a 'assaig CPT en
cel-lules (mitjana de dos experiments per duplicat + desviaci6 estandard). ***p<0.001 respecte el
control, pPCDNA3. B) Analisi per Western blot anti-CPT1 (#139), anti-myc i anti-tubulines de 15ug
d’extracte proteic total resolt en un gel d’SDS-acrilamida al 8%.

Tal com s'observa a la figura R.24, es demostra per Western blot anti-myc la
sobreexpressio de Human CPT1C(myc) en les cél-lules, perd no es detecta un augment de
lactivitat CPT total respecte l'activitat endogena basal. Un augment d’activitat CPT en les

cel-lules que sobreexpressaven Rat CPT1A(flag) valida I'assaig.

3.3. La manca d’activitat CPT1 de la proteina CPT1C no és deguda a I’extensié C-

terminal que presenta

La sequencia aminoacidica de CPT1C presenta una extensié C-terminal de 32 residus
respecte els enzims CPT1A i CPT1B que, analitzada in silico, no presenta cap domini estructural

ni funcional destacable (Introduccio, figura 1.16). Per tal d’estudiar I'efecte d’aquesta regié sobre
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la cinética de I'enzim, es genera una quimera fusionant els ultims 32 aminoacids de la CPT1C de
rata a I'extrem C-terminal de CPT1A de la mateixa espécie, generant la construccié Rat
CPT1A/C-pHWO10 que s’expressa en la soca GS115 de P. pastoris.

A) - 773
Rat CPT1A -
32 aa
B)
Rat
€ 101 CPTIA CPTiaC PHWO10
£
© Kk
€ 6
£
£ 4
(3
B 2
=

RatCPT1A Rat CPT1AC pHWO10

Figura R.25. Expressi6 i activitat de la quimera Rat CPT1A/C en P. pastoris. A) Esquema de
la construccio generada, clonada en el plasmid pHWO10 d’expressio en llevats. S'afegiren els
Ultims 32 aminoacids de la seqiencia de Rat CPT1C a I'extrem carboxiterminal de Rat CPT1A,
eliminant el codé de parada. B) Assaig d’activitat CPT1 de 100ug d’extracte mitocondrial de P.
pastoris soca GS115 transformada amb els plasmids RatCPT1A-pHWO10, RatCPT1A/C-
pHWO10 i pHWO10 (mitjana de tres experiments * desviacié estandard). ***p<0.001 respecte el
control, pHWO10. Figura interior, analisi per Western blot anti-CPT1 (#139) de 10ug d’extracte
mitocondrial de les proteines indicades separats en un gel d’SDS-acrilamida al 8%.

Tal com es mostra a la figura R.25, I'expressio en P. pastoris de la construccié quimérica
resulta en un enzim funcional, detectable per Western blot amb un anticos especific contra la
CPT1 i amb una activitat especifica CPT1 similar a la de I'enzim Rat CPT1A (4.76uM respecte
5.64uM del wild-type). Es demostrava aixi que I'extensio carboxiterminal caracteristica de la

CPT1C no és la responsable de la manca d’activitat catalitica de la proteina.

3.4. L’extensié C-terminal caracteristica de CPT1C afecta la sensibilitat al malonil-

CoA i I'afinitat pels substrats carnitina i palmitoil-CoA de I'enzim CPT1A de rata

Per tal d'estudiar quin efecte podia exercir aquesta extensié C-terminal de la CPT1C en
I'afinitat de 'enzim CPT1A de rata pels seus substrats i a la sensibilitat a I'inhibidor malonil-CoA,
es va assajar I'activitat de I'enzim a concentracions creixents de palmitoil-CoA, carnitina i malonil-

CoA, respectivament, per tal de determinar-ne els parametres Km i ICs. A la figura R.26 es
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mostren els valors obtinguts, on la Kn va ser de 118.77£19.47uM per la carnitina i de
36.4+5.1uM pel palmitoil-CoA, i la ICso de 10.37£3.01uM.

A) B) C)
200 200 25 4
O RatCPT1A
150 | | M RatCPTIAIC * 150 T 20 - )
15
100 - 100 -
o 10 -
50 | T 50 | 5 ] -
0 0 ‘ 04 | —
K Carnitina (uM) K Palmitoil-CoA (uM) IC5 Malonil-CoA (uM)

Figura R.26. Afinitat de la quimera Rat CPT1A/C pels substrats carnitina (A) i palmitoil-CoA
(B) i sensibilitat pel malonil-CoA (C). Es van assajar 100ug d'extracte mitocondrial de P.
pastoris expressant les proteines Rat CPT1A (o) i Rat CPT1A/C (m) en concentracions creixents
de carnitina, palmitoil-CoA i malonil-CoA, respectivament. Es mostra la mitjana d’almenys dos
experiments amb almenys dues preparacions mitocondrials diferents + desviacié estandard.
*p<0.05 i **p<0.01 respecte Rat CPT1A.

S'observa que I'extensié de 32 aminoacids que presenta CPT1C com a tret diferencial
produia una disminucié en I'afinitat de la CPT1A de rata pel substrat carnitina (major Km), aixi
com en la sensibilitat de I'enzim pel malonil-CoA (major ICsp), i un augment en la seva afinitat pel

palmitoil-CoA (menor Kr) (Discussid, apartat 11.4).

4. L’analisi del TM2 de CPT1C per espectroscopia de dicroisme circular presenta el mateix

patré d’estructura secundaria que el TM2 de CPT1A.

Utilitzant la tecnica d’espectroscopia de dicroisme circular, s’ha determinat la disposicio
en estructura d’hélix alfa d’'un péptid la sequéncia del qual correspon al segon fragment
transmembrana (TM2) de la CPT1A de rata. L'estructura d’aquesta regid, responsable de la
formacio d’'oligdmers, es confirma posteriorment mitjancant electroforesi en gel natiu (BN-PAGE)
(Faye, Esnous et al. 2007; Jenei, Borthwick et al. 2009; Jenei, Warren et al. 2011; Rao, Warren
etal. 2011).

Per tal d’estudiar una possible estructura quaternaria també per CPT1C, i considerant
que, igual que en CPT1A i CPT1B, l'estudi de la sequéncia de CPT1C mitjangant el programa
TMHMM Server identifica dues regions altament hidrofobiques (amb un index de probabilitat
major de 0.5) entre els residus Ala2 - Ser67 i Leu'%4 - Leu'?6, s'establi una col-laboracié amb el
grup del Dr. Jesus Pérez Gil de la Universidad Complutense de Madrid.
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Es dissenyaren dos péptids: TM2C i TM2A, corresponents al segon fragment
transmembrana de la CPT1C de rata (TM2C, Leu'%4 - Leu'?6) i de la CPT1A de rata (TM2A,
Lys102 - Arg'23), aquest Ultim idéntic a I'emprat en el treball de Jenei i col-laboradors (Jenei,
Borthwick et al. 2009). S’encarrega la sintesi dels péptids a la companyia Peptide 2.0, que els
envia liofilitzats. Aquests péptids foren resuspesos en metanol per tal d’augmentar-ne I'exposicio
al detergent, en aquest cas Lipofosfatidilcolina (LPC, component lipidic majoritari en les
membranes cel-lulars) i s'analitza I'elipticitat molar mitjangant espectroscopia de dicroisme

circular (Métodes, apartat 9).

A) TM2A (Rat CPT1A): KKNIVSGVLFGTGLWVAVIMTMRK
TM2C (Rat CPT1C): KLLAAAVFASCLWGTLIFTLHVALK

CD[mded]

| |
| |
| |
1 1 1 1
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190 200 220 240 260 190 200 220 240 260
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Figura R.27. El péptid TM2C presenta un espectre semblant al péptid TM2A. A) Alineament
dels péptids analitzats en aquest experiment, sintetitzats per Peptide 2.0. B) Espectres obtinguts
per dicroisme circular en afegir el detergent LPC a 0.35mg de cada péptid en una relacié
péptid:detergent de 1:5. Dades processades amb el software Spectra manager. (Veure
processament mostres a Métodes, apartat 9).

Tal com s'observa a la figura R.27, I'espectre obtingut mostra que, efectivament, el
segon fragment transmembrana de CPT1C també presenta un percentatge de plegament en
hélix alfa, que podria fer pensar en una possible disposicié oligomérica de la proteina, com en el
cas de CPT1A.

Es realitza una estada al laboratori del Dr. Victor Zammit a la Universitat de Warwick
(UK), per tal d'analitzar la possible estructura quaternaria de CPT1C en gels natius d’acrilamida
(BN-PAGE). Per a la immunodetecci¢ s'utilitza un anticos contra la CPT1C dissenyat i produit pel
mateix grup, pero la no-especificitat d'aquest anticos no va permetre treure una conclusio clara

en aquest sentit (Metodes, apartat 8.3; Figura M.10).
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5. Analisi de la distribucié subcel-lular de la CPT1C humana

Durant la realitzacié d’aquest treball han aparegut diferents publicacions que presenten
controversia respecte la ubicacié subcel-lular de CPT1C, com s’ha mencionat a la introduccid,
apartat 111.3.3.2 (Dai, Wolfgang et al. 2007; Sierra, Gratac6s et al. 2008). Per tal d’analitzar en
quin compartiment es localitzava la proteina en el nostre model d’expressié, es realitzaren
experiments d'immunohistoquimica en cél-lules HelLa transfectades transitdriament amb el vector
d’'expressié Human CPT1C(myc)-pCDNA3.

La deteccio de la CPT1C amb l'anticds anti-myc no co-localitza amb el marcatge de la
membrana mitocondrial realitzat amb Mitotracker (Figura R.28). Per tal d’'ubicar la proteina
endogena, i durant una estada que es va realitzar al laboratori del Dr. Victor Zammit (Universitat
de Warwick), es van obtenir cultius primaris d’hipotalem de ratoli. Cap dels anticossos testats va

permetre la deteccio de la proteina endogena en estat natiu per immunohistoquimica.

Mitotracker

CPT1C

DAPI

Figura R.28. Inmunolocalitzacié de la proteina CPT1C humana recombinant en cél-lules de
mamifer. Es van plaquejar 2x10° cél-lules HelLa sobre cubreobjectes de vidre de 12mm de
diametre en plaques de 60mm i, passades 24h, es transfectaren amb els plasmids Human
CPT1C(myc)-pCDNA3 o pCDNA3 com a control. Passades 48h de la transfeccio, les cél-lules
van ser tractades segons el protocol descrit d'immunofluorescencia indirecta (Métodes, apartat
7.10). Per a la detecci6 especifica de CPT1C s'empra I'anticos primari anti-myc. Els nuclis van
ser visualitzats amb el reactiu DAPI (blau), i la membrana mitocondrial amb el marcador
Mitotracker (vermell).
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6. Isoforma AK299866 del gen CPT1C huma

6.1. Estudi de diferents isoformes del gen CPT1C

Els resultats mostrats fins ara sobre el gen CPT1C huma corresponen a la isoforma
NM_152359 (transcript variant 2), clonada per Price i col-laboradors, que codifica per una
proteina de 803 aminoacids (Price, van der Leij et al. 2002). A més a més, durant la realitzacio
d’aquesta tesi doctoral es va treballar amb la isoforma BC_029104 (actualment anomenada
NM_001136052.2, transcript variant 1), disponible comercialment. Aquesta isoforma presenta un
SUTR diferent i utilitza un lloc donador d’splicing alternatiu a I'ex6 11, que resulta en una

proteina 11 residus més curta (792aa).

Amb l'objectiu de respondre quina de les dues isoformes descrites era la majoritaria en
el teixit cerebral, on s’ha descrit la maxima expressié de proteina CPT1C, vam dissenyar dos
encebadors (oligos DH1118 i DH1119, detallats als Apendixs, apartat 111.2.3) flanquejant la regi6
codificant que contenia la delecié en la isoforma BC_029104. L'amplicé esperat era de 850pb en
el cas de la isoforma NM_152359 i de 817pb per la isoforma BC_029104. A la figura R.29B es
mostra el resultat obtingut en realitzar un RT-PCR utilitzant com a motlle un pool dmRNAs de
cervell huma adult (Applied Biosystems, Ref.: AM6050).

A)

1 500 1000 1500 2000
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Figura R.29. Amplificaci6 per PCR de la regié diferencialment transcrita entre les
isoformes NM_152359 i BC_029104 de CPT1C huma. A) Alineament de les seqléncies de
cDNA de dues isoformes de CPT1C, indicant la numeracié en pb. Entre paréntesis s'indiquen la
longitud de les seqiéncies nucleotidiques. La linia discontinua indica una delecié en la
seqliéncia. La regié emmarcada es correspon a la regi6 amplificada per PCR, i el tamany de
I'amplico esperat. B) Sutilitza un pool dmRNA de cervell huma adult com a motlle (carrils 2§ 4) i
s'amplificd mitjangant RT-PCR. S’empraren els oligos DH1118 (forward) i DH1119 (reverse) que
hibriden amb la sequéncia del gen CPT1C huma (carrils 1 i 2) i els oligos Ract1 i Ract2,
especifics del gen de les R-actines, com a control de la reaccié de retrotranscripcié (carrils 3 i 4).
Els carrils 1i 3 contenien aigua enlloc de motlle en la reaccié de PCR. Es visualitza el resultat en
un gel d'agarosa al 2.5% i es carrega un marcador de pes molecular conegut (M).
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Com s’observa a la figura R.29, I'analisi electroforetic del DNA mostra la banda de 850bp
esperada que correspondria a la isoforma NM_152359 i una segona banda més gran, d’'uns
950pb, que, per la intensitat de la senyal, era expressada consistentment en la mostra de partida.
Per tal d'identificar aquestes bandes, es purificaren ambdues bandes del gel d'agarosa i es
sequenciaren. L'analisi dels cromatogrames indica que, efectivament, la banda més petita es
corresponia a la isoforma NM_152359, suggerint que aquesta era la isoforma de CPT1C

majoritaria en cervell.

6.2. Identificacioé d’'una nova isoforma de CPT1C expressada en cervell huma

Pel que fa a la segona banda de 950pb, I'alineament amb I'eina BLAST de la seqUéncia
obtinguda identifica una nova isoforma del gen CPT1C huma (Acc. Num. AK299866), descrita
només per a I'especie humana. Es tracta d'un mRNA originat per un splicing alternatiu a I'ex6 2,
que produeix un salt en el marc obert de lectura que retrassa l'inici de transcripcio fins al 8é exo.
El producte de la traduccié d’aquest mRNA és una proteina de només 485 aminoacids que
comparteix el marc obert de lectura de la CPT1C, amb dues insercions de 33 i 37 aminoacids a
la regi6 carboxiterminal. El fragment proteic generat correspon a la part soluble de la proteina
CPT1C (92% d'identitat de sequéncia), no conté els fragments transmembrana, i comparteix més
del 50% d'identitat amb CPT1A i CPT1B.

™1 TM2 163 586
NM_152359 (803aa) N-*————{—-C
BC_029104 (792aa) N - I S - — EEEE—— - - —C

P ; 11aa

'
* '
|

AK299866 (485aa) N-—-C

33aa 37aa

Figura R.30. La isoforma AK299866 comparteix 'ORF de CPT1C. Esquema de les
caracteristiques de la seqiiéncia de les dues isoformes majoritaries de la CPT1C humana, i
comparaci6 amb la nova isoforma identificada, AK299866. Entre paréntesis s'indiquen la longitud
de les seqliencies; TM1, TM2, primera i segona regi6 transmembrana; *, variacié d’'un aminoacid
en la sequéncia; linia discontinua, delecié en la seqiéncia; rectangles verds, insercions que
presenta la nova isoforma respecte la isoforma NM_152359 (indicant el nombre de residus).

L’analisi de la sequéncia de la CPT1C humana (isoforma NM_152359) amb el programa
Uniprot, prediu la regié d'unié al coenzim A entre els residus 552 i 564, i els residus Tyr®86, Sers8é
i Thr5%9 com a responsables de la unié a la carnitina; prediccions fetes per homologia amb les
sequéncies de CPT1A i CPT1B i diverses evidéncies experimentals. Tal com s'observa a la
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Figura R.31, el centre catalitic (His*73) i la regié d'uni6 al coenzim A de les CPT1 es troben 100%

conservats en la isoforma AK299866.
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Figura R.31. Comparacié dels dominis funcionals entre CPT1A i diferents isoformes de
CPT1C. Alineament de les seqliéncies aminoacidiques de la CPT1A de rata (NM_031559) i de
dues isoformes de la CPT1C humana (NM_152359 i AK299866), on s'indiquen el centre catalitic
i els dominis predits per Uniprot d'unié al coenzim CoA i la carnitina. La numeracié dels dominis
funcionals es correspon a la CPT1A de rata.

6.3. Clonatge i expressio heterologa de la isoforma AK299866

Amb l'objectiu de clonar i expressar la proteina produida pel transcrit AK299866 i
estudiar-ne la seva solubilitat, s’amplificaren els 1500pb d’aquest cDNA amb els oligos DH1252 i
DH1266, partint del mateix pool d'mRNA de cervell huma i mitjangant RT-PCR (Métodes, apartat
6.3).

6.3.1. La isoforma AK299866 expressada en un sistema eucariota és soluble

Clonats els cDNAs d’AK299866 i CPT1C humana en els vectors d’expressio pGEMT i
pCDNA3, vam voler comprovar que, efectivament, es tractava d’'una forma soluble de CPT1C.
Utilitzant el sistema de transcripcid i traduccid (TnT) in vitro, s’expressaren els constructes
AK299866-pGEMT i Human CPT1C-pCDNA3, ambdés dirigits pel promotor de la T7 RNA

polimerasa. Mitjancant fluorografia (Métodes, apartat 7.9) es visualitzaren les diferents fraccions
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dels extractes obtinguts (sobrenedant i pellet) després d’'una centrifugacio de 20min a 14.000g a
4°C. (Figura R.32).

NM_152359 AK299866

TNT SN TNT 8N P

P (M)
'. 90 KDa

E 50 KDa

Figura R.32. La isoforma AK299866 traduida i transcrita in vitro és soluble. Es realitza un
TNT in vitro marcat amb 3S de les isoformes de CPT1C huma NM_152359 i AK299866, i es
centrifugaren els extractes obtinguts (20min, 14.000g, 4°C). Es carregaren 5uL de les fraccions
obtingudes (SN, sobrenedant; P, pellet) en un gel d'SDS-acrilamida al 6%, aixi com també 5uL
de I'extracte original sense centrifugar (TNT). (M), marcador de pes molecular. Es visualitzaren
les proteines per fluorografia.

La figura R.32 mostra que, efectivament, la isoforma AK299866 expressada en un
sistema eucariota (lisat de reticulocits de conill, en aquest cas), es trobava a la fraccié soluble,
mentre que la isoforma NM_152359 es trobava a la fraccio insoluble, com s’esperava.

6.3.2. La isoforma AK299866 expressada en un sistema procariota és soluble

Per comprovar la solubilitat de la proteina en un sistema procariota, es subclona el cDNA
de la isoforma AK299866 en el plasmid d’expressié procariota pPGEX4T2, generant la proteina de
fusid GST-AK299866. L’expressié en E.coli resulta en una proteina insoluble (Métodes, apartat
7.11.2; Figura M.3) i per aixo es procedi a canviar la proteina de fusié i, per tant, el sistema de

purificacid, intentant solubilitzar la forma AK299866.

Pel seu alt rendiment en I'expressié de proteines solubles en E.coli vam escollir com a
proteina solubilitzadora la proteina NusA (Davis, Elisee et al. 1999). Aixi, s'origina la proteina de
fusid NusA-AK299866 mitjancant el subclonatge del cDNA de la isoforma humana AK299866 en
el plasmid pET43a. Tal com es pot observar a la figura M.4 de Materials i Métodes, la proteina de

fusid generada es trobava al sobrenedant de I'extracte bacteria sonicat.

Paral-lelament a la fusié amb la proteina NusA, el plasmid pET43a permet, gracies al tag
d’histidines que presenta, la purificaci6 de la proteina mitjangant una columna de niquel
d’intercanvi ionic, i la posterior elucid per competicié amb imidazol. Analitzada per electroforesi

en gel d’acrilamida, la proteina purificada presentava el pes molecular esperat per tincié amb
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Comassie Blue, i es pogué detectar per Western blot amb un anticos anti-His, com també amb
un anticos anti-CPT1 generat contra la regié carboxiterminal de Pig CPT1A, fet que alhora
confirma l'alta identitat de seqiéncia de la isoforma AK299866 amb la regi6 C-terminal de
CPT1A (Figura R.33).

NusA NusA-AK299866
SN FT EL DIA SN FT EL DIA (M)
— = 118 Figura R.33. Patr6é -electroforétic de la
) = — - proteina NusA-AK299866 i analisi per
Comasssie e Western blot. S'analitzaren 10ug de les
Blue .. 90 proteines indicades expressades en E.coli, per
tinci6 amb Comassie Blue (panel superior) i

5ug per Western blot anti-CPT1 (#139) i anti-

118 His, resolts en un gel d'acrilamida al 8%. SN,

CPT1 sobrenedant de I'extracte bacteria sonicat,
90 afegit a la columna de purificacié; FT, flow-

through de la columna, o alld que no queda

retingut per aquesta; EL, eluit, en afegir una

His 118 solucié d'imidazol 200mM; DIA, dialitzat amb

els dispositius Amicon; (M), marcador de pes
90 molecular.

6.4. La isoforma AK299866 no presenta activitat CPT1 in vitro

Per tal de determinar la capacitat catalitica d’aquesta isoforma per generar acilcarnitines,
i considerant que una elevada concentracié de sals, provinents de la purificacié de la proteina,
pot afectar I'assaig d’activitat CPT1, es va posar a punt un protocol de concentracié i dialisi de
mostres proteiques mitjangant un dispositiu Amicon d’ultracentrifugacié (Métodes, apartat
7.11.3). D’aquesta manera s'intentava minimitzar al maxim la preséncia de sals en les mostres a
assajar (NusA i NusA-AK299866), i alhora assimilar el tampd final de les proteines purificades al

tampd de resuspensio de les mostres mitocondrials obtingudes a partir de llevats transformats.

Es van realitzar assajos d’activitat CPT1 de les mostres concentrades i desalades NusA i
NusA-AK299866 expressades en E.coli, i d’extracte mitocondrial de CPT1A de rata expressada

en P. pastoris (control positiu) (Figura R.34).
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Figura R.34. La isoforma AK299866 no presenta activitat CPT1 in vitro. S'assajaren 10, 50 i
100ug d'extracte mitocondrial del llevat P. pastoris que expressava la proteina Rat CPT1A aixi
com extractes de les proteines NusA i NusA-AK299866 purificades i dialitzades. Es mostra la
mitjana de dos assajos diferents de dues obtencions proteiques diferents.

Tal com es mostra a la figura R.34, la isoforma AK299866 de la CPT1C humana no
presenta activitat CPT1 en les nostres condicions d'assaig, tot i augmentar la quantitat de
proteina en la mescla de la reaccié. Daltra banda, I'enzim CPT1A de rata augmenta
proporcionalment la quantitat de palmitoilcarnitina formada respecte la quantitat d’enzim present

a l'assaig.

6.5. La isoforma AK299866 no competeix amb la CPT1A de rata pel malonil-CoA

Donat que la isoforma AK299866 conserva la regi6 d'unid al coenzim A, ens vam
plantejar la hipotesi que aquesta proteina unis malonil-CoA provocant un efecte reclutador de
malonil-CoA. Aquest reclutament de malonil-CoA per part de la CPT1C podria, a nivell fisiologic,
donar un paper a aquesta proteina aparentment inactiva com a proteina reguladora, modulant els

nivells hipotalamics de malonil-CoA lliure i per tant disponible.

Per tal de determinar si la isoforma AK299866 era capag d’'unir malonil-CoA i competir
aixi amb la CPT1A de rata per l'inhibidor, es va mesurar I'activitat CPT1 en presencia de malonil-
CoA 2uM (que havia de produir una inhibicié del 50% de I'activitat) i en concentracions creixents
de NusA i NusA-AK299866 (Figura R.35).
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Figura R.35. La isoforma AK299866 no competeix amb la CPT1A de rata pel malonil-CoA.

Assaig enzimatic de 100ug d’extracte mitocondrial de Rat CPT1A expressada en el llevat P.

pastoris en presencia de 2uM de l'inhibidor malonil-CoA i en concentracions creixents (1, 2 i

4uM) de les proteines purificades i desalades NusA i NusA-AK299866. Mitjana de dos

experiments realitzats per duplicat + desviacié estandard.

A la figura R.35 s'observa que el malonil-CoA (2uM) produi una inhibicid
d’aproximadament el 50% de l'activitat de la CPT1A de rata, validant aixi I'assaig i I'efecte de
linhibidor. En afegir concentracions creixents de la proteina purificada NusA-AK299866, no
s’observaren canvis en la capacitat d’inhibicié del malonil-CoA, indicant que no estaven variant
els nivells de malonil-CoA lliure a la solucié de reaccid. Segons aquests estudis preliminars i en
les nostres condicions d'assaig, la isoforma AK299866 de la CPT1C humana no té capacitat

d’uni6 al malonil-CoA, tot i que caldran més experiments per confirmar aquesta hipotesi.
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. ANALISI DE DETERMINANTS MOLECULARS DE LA INHIBICIO
PER MALONIL-CoA DE L’ENZIM CPT1

La regulacio exercida pel malonil-CoA sobre CPT1A i CPT1B és un punt clau en la
coordinacio entre la sintesi i 'oxidacio dels acids grassos. Entendre al detall els mecanismes
d’aquesta regulacio6 seria un gran avang en la investigacio i el desenvolupament de medicaments
que controlin l'oxidacié d’acids grassos, fet que es dona en la diabetis mellitus (Prentki and
Corkey 1996), i la isquémia miocardial, on I'acumulacié d’acids grassos lliures s’ha relacionat
amb l'aparicié d’aritmies (Corr and Yamada 1995).

Tal com s'observa a la figura D.1, s’han identificat diferents determinants de la
sensibilitat al malonil-CoA dels enzims CPT1A i CPT1B. Aixi, mentre la regi6 de residus 19-30 de
CPT1A de rata es comporta com un determinant negatiu, explicant la menor sensibilitat d’aquest
isotip, la mateixa regio en CPT1B es comporta com un determinant positiu amb major efecte que

els primers 18 residus de la proteina sobre el grau de sensibilitat a I'inhibidor.

IC,, (UM) 18 30 5 73 102 123
Rat CPT1A 2 | ) (-) o] fmg ]
A8 380 () ] ]
A19-30 1.1% [ ® ] g
Human CPTIB  0.069 [ (+4) ] ]
s 03 NI .
Az s I

Figura D.1. Representaci6 esquematica dels diferents determinants moleculars de
sensibilitat al malonil-CoA descrits per les proteines CPT1A de rata i CPT1B humana. Es
mostren els valors d'ICso de construccions delecionades dels enzims Rat CPT1A i Human
CPT1B, aixi com els corresponents enzims wild-type, expressats en P. pastoris. En ombrejat
s'indiquen les regions transmembrana; en verd el tipus de determinant molecular. *Valor obtingut
en un sistema d’expressié diferent (S. cerevisiae), on la ICso pel wt és de 38uM.
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1. Analisi de determinants moleculars de la inhibicio de la CPT1A de rata

El sistema CPT consta de tres enzims que s’encarreguen de la translocacio d'acids
grassos de cadena llarga des del citosol fins la matriu mitocondrial on podran ser R-oxidats.
Aquest sistema llangadora d’acids grassos funciona a través de la transesterificacio d’acils-CoA
amb carnitina, reaccié catalitzada per la CPT1, la translocacié de les acilcarnitines formades
gracies a la CACT i finalment |a reversi6 de la transesterificacid per 'enzim CPT2. Es tracta d’'un
sistema finament regulat per malonil-CoA, capag d’inhibir la CPT1 per6 no la CPT2, tot i l'alt grau
d'identitat de seqUéncia que presenten ambdés enzims (Woeltje, Esser et al. 1990). Amb
aquestes dades, i donat que la diferéncia més important entre les dues CPTs es troba en la regi6
aminoterminal, absent en CPT2, la major part dels esforgos per trobar la regié responsable de la
sensibilitat a l'inhibidor s’han centrat en els residus de I'extrem N-terminal de les CPT1. En el cas
de la CPT1A de rata, s’ha demostrat que la regié aminoterminal de 'enzim exerceix un paper
fonamental en permetre la unié al malonil-CoA, havent-se identificat un mecanisme molt precis

de regulacié de I'enzim en aquesta regio.

L’expressio en P. pastoris de les construccions de la CPT1A de rata generades, mostra
variacions en l'activitat especifica dels diferents enzims respecte el wild-type (Taula R.1). En el
cas concret del mutant ES90A Rat CPT1A, i d'acord amb els resultats publicats pel nostre grup i
col-laboradors, s'observa que presentava menor activitat especifica que l'enzim wild-type,
donada la importancia del residu Glu5% en estabilitzar el centre catalitic de I'enzim (Napal, Dai et
al. 2003). De tota manera, els experiments realitzats en aquesta tesi doctoral no estaven
dissenyats amb I'objectiu d’estudiar canvis que afectessin I'activitat catalitica de I'enzim i amb la
informacié disponible no podem concloure que les mutacions introduides siguin responsables de
les variacions en I'activitat especifica que presenten respecte I'enzim wild-type. Es considera que
aquestes variacions no afectaven els estudis de sensibilitat al malonil-CoA de les proteines

generades (Figura R.2).

Les construccions A18 i ES90A Rat CPT1A van ser generades i expressades en el
context de la col-laboracié amb el laboratori del Dr. Gebre Woldegiorgis. Es per aquest motiu
que, tot i haver estat publicades amb anterioritat a l'inici d’aquest treball, també es mostren els
valors d’activitat a la Taula R.1 i de sensibilitat a la figura R.2. Es va realitzar almenys una corba
d’inhibicié per malonil-CoA d’aquests enzims juntament amb el wild-type, que confirmaren que

ens trobavem en les mateixes condicions d’assaig que les de partida.
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La construccid6 M593A Rat CPT1A resulta en un enzim menys sensible al malonil-CoA,
respecte I'enzim wild-type (ICs0=11uM), fet que suggeria que el residu Met5%3 estaria afavorint la
uni6 de l'inhibidor a I'enzim. Aquest resultat confirmava observacions anteriors realitzades en el
llevat Saccharomices cerevisiae, on la mutacié d’aquest residu produia enzims menys sensibles
que el wild-type (Morillas, Gémez-Puertas et al. 2003). Tot i aixd, vam considerar necessari
generar de nou aquest mutant i expressar-lo en P. pastoris, ja que la ICso per malonil-CoA de Rat
CPT1A wild-type en aquests estudis va ser de 12.3uM, mentre que en el nostre sistema
d’expressio (P. pastoris) aquesta era de 1.71uM, similar al valor obtingut en aillar mitocondris de
fetge de rata.

Posteriorment a aquests estudis es publica un model tridimensional in silico per a la
proteina CPT1A humana (Lépez-Vifias, Bentebibel et al. 2007), que confirma els nostres
resultats en rata. Donat que segons aquest model ambdds residus, Glus® | Met®%3, conservats
entre les espécies humana i de rata, estarien formant part d’'un dels dos centres d’unié al malonil-
CoA, es podria explicar aixi I'efecte sobre la sensibilitat a I'inhibidor observat en els mutants
simples Rat CPT1A E590A i M593A, estudiats en aquest capitol.

La delecié dels primers 18 residus produi un enzim menys sensible a la inhibicié per
malonil-CoA en les proteines A18+M593A i A18+E590A+M593A Rat CPT1A, suggerint un paper
dominant de I'efecte sobre la sensibilitat a 'inhibidor d’aquesta regio respecte I'efecte exercit per
les posicions Glus® | Met®93 (Figura R.3). Una nova proposta conformacional per la CPT1A
humana publicada recentment, confirma aquest resultat (Rao, Warren et al. 2011) (Introduccid,
apartat 111.3.1.4). Tal com discuteixen els autors en aquest estudi, probablement la manca dels
primers 18 residus de la seqiéncia de I'enzim (A18 Rat CPT1A) estaria impedint la formacio de
I'helix a1, de manera que no és possible el canvi a la conformacié Na de la regié aminoterminal,
afavorint la interaccio amb I'extrem carboxiterminal i resultant aixi en un enzim més actiu i menys
sensible al malonil-CoA. Igualment, en localitzar el residu Met®® en aquest mateix model,
s'observa que efectivament es trobava proper al lloc d’entrada de I'acil-CoA (on alhora també s’hi
pot unir el malonil-CoA), interaccionant amb l'estructura N formada en l'estat cataliticament

actiu.

Cal destacar que quan es parla de canvi conformacional, no es parla de conformacions
absolutes, sind que molt probablement existeixen ambdues conformacions alhora, desplagant-se

lequilibri cap a una estructura o una altra en funcié de la fluidesa de la membrana, de la
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curvatura d’aquesta (segons si la proteina es troba als llocs de contacte de la membrana

mitocondrial 0 a la membrana propiament), etc, com es discuteix també en I'anomenat treball.

La construccio A18+E590A Rat CPT1A, perd, presenta una ICso al malonil-CoA intermitja
a l'observada pels mutants simples, suggerint que el residu Glu%® no estaria interaccionant
directament amb la regié N-terminal, sin6 que cada determinant molecular exercia el seu efecte
independentment, interaccionant amb estructures diferents que feien variar la sensibilitat a la

inhibicid.
2. Analisi de determinants moleculars de la inhibicié de la CPT1B humana

La ICso pel malonil-CoA de I'enzim CPT1B huma (ICs0=0.096uM) (Zhu, Shi et al. 1997;
Shi, Zhu et al. 2000; Relat, Nicot et al. 2004) és ~10 vegades menor que el seu gen ortoleg en
porc (ICs0=0.804uM) (Relat, Nicot et al. 2004), és a dir, 'enzim huma de muscul és molt més
sensible a linhibidor que el porci, fet que explicaria els alts nivells de R-oxidaci6 muscular

observats en el porc.

L’analisi dels valors d'ICso obtinguts en expressar els mutants A18 i A28 Pig CPT1B en
P. pastoris (Figura R.4), indicaren la preséncia d’'un determinant positiu en els residus 1-18 pero
també la manca d'un determinant negatiu entre els residus 19 i 28, que expliqués la baixa
sensibilitat de I'enzim porci al malonil-CoA. Alternativament, el mateix tipus d’experiments
realitzats en 'enzim huma (A28 Human CPT1B) resultaren en un enzim encara menys sensible
(IC50=7.5uM), que el mutant A18 (ICs0=0.3uM) (Shi, Zhu et al. 1998; Shi, Zhu et al. 2000).

Els resultats obtinguts indicaven que els determinants positius per a la sensibilitat al
malonil-CoA es trobarien en diferents posicions en I'enzim de porc (residus 1-18) respecte a
enzim huma (residus 18-28). Per contra, l'alt grau d'identitat en la seqiéncia de la regi6
aminoterminal d’aquestes dues proteines (Figura R.7) suggereix que les diferencies entre els dos
enzims podrien ser degudes a diferéncies en el docking entre els extrems amino- i
carboxiterminal d’aquests enzims, o bé que algun altre element de la seqliéncia —com podrien
ser els fragments TMs o el loop intermembrana- fa variar I'anclatge de les proteines a la
membrana afectant aixi I'entrada de [l'inhibidor al canal catalitic. Els experiments de delecio de
I'extrem N-terminal que s’han dut a terme expliquen les diferencies en la sensibilitat al malonil-

CoA entre els enzims CPT1B huma i de porc, perd no el mecanisme.

Per tal de resoldre aquesta questid es generaren les construccions H50P i H128P,

combinacio dels primers 50 i 128 aminoacids, respectivament, de I'enzim de porc amb la proteina
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humana, i viceversa, per les construccions PS0H i P128H (Figura R.5A). Resultats previs del
nostre grup havien demostrat que tant el patré de migracié electroforética com la sensibilitat a
linhibidor dels enzims CPT1A de porc i de rata venien determinats per la regié C-terminal de la
proteina (Nicot, Relat et al. 2002). L’analisi per Western blot anti-CPT1 de les quimeres aqui
estudiades mostra que aquest fenomen també succeia pels enzims CPT1B. Aixi, les quimeres
H50P i H128P presentaren la mateixa mobilitat electroforética que I'enzim Human CPT1B, i les
quimeres P50H i P128H la mobilitat corresponent a Pig CPT1B (Figura R.5B).

Tots els enzims recombinants van ser actius, amb diferents graus de sensibilitat a la
inhibicid per malonil-CoA, depenent del tamany de regi6 N-terminal que contenien (Figura R.6).
Aquests resultats divergien dels obtinguts amb les construccions on s’havien intercanviat regions
entre els enzims CPT1A de rata i porc (Nicot, Relat et al. 2002) o CPT1A de rata i CPT1B huma
(Swanson, Foster et al. 1998; Jackson, Cameron et al. 2000), on la sensibilitat al malonil-CoA
s'atribui a la regio C-terminal de les proteines. Amb les dades obtingudes, es demostra que la
regio aminoterminal de CPT1B juga un paper critic sobre la sensibilitat a I'inhibidor malonil-CoA.

Donat I'elevat grau d'identitat, sobretot entre els primers 50 residus d’'ambdues proteines
(Figura R.7), vam pensar que en aquest cas, la sensibilitat de I'enzim a l'inhibidor dependria
d’'una interaccié especifica de I'extrem N-terminal amb la regié C-terminal dels enzims, molt

menys conservada.

De fet, el mutant P50H, que combina els primers 50 residus de la CPT1B humana i els
residus 51-773 de la CPT1B de porc (Figura R.5A), es correspon al mutant doble Pig E17D /
131V CPT1B, ja que la posicié Val3' només es troba en humans. Cal destacar que el residu Glu'”
és present en les sequéncies de porc, ovella [també de baixa sensibilitat al malonil-CoA, (Price,

Jackson et al. 2003)] i vaca, espécie on I'enzim no ha estat caracteritzat cinéticament.

Considerant que el metabolisme lipidic del porc difereix dels humans (Duée, Pégorier et
al. 1994; Schmidt and Herpin 1998), i que les caracteristiques cinetiques dels enzims
recombinants de CPT1A i CPT1B de porc poden explicar aquestes peculiaritats (Nicot, Hegardt
et al. 2001; Relat, Nicot et al. 2004), ens vam plantejar analitzar si la posicié 17 de la sequéncia
proteica, la Unica diferéncia observada entre les seqiencies porcina i humana (Asp'” en humans

i Glu'” en porcs), podria ser la responsable de marcar aquestes diferencies observades.

Aixi doncs, es van generar i expressar en P. pastoris dos mutants simples (Pig E17D i
Human D17E) de CPT1B i es va determinar el seu grau d'inhibicié pel malonil-CoA (ICsp), i la
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seva capacitat d'unié a la carnitina (Km), parametres que difereixen clarament entre ambdos
enzims wild-type (Relat, Nicot et al. 2004). Donada la putativa relacié establerta entre la unio de
la carnitina i el malonil-CoA a I'enzim (Lépez-Vifias, Bentebibel et al. 2007), es va determinar la
sensibilitat a I'inhibidor (ICso) a dues concentracions diferents de carnitina: 1mM (per tal de poder
comparar els resultats amb altres publicacions), i a una concentracio igual a la K de cada enzim
per la carnitina (per tal de poder comparar els resultats entre mutants). Els resultats mostraren
que el canvi en el residu Glu'” de Pig CPT1B afectava la seva afinitat per la carnitina i la inhibici6
per malonil-CoA (comportant-se com un determinant negatiu per a la inhibicié), mentre que el
canvi en la posicid Asp'” de la CPT1B humana només afectava la inhibicié6 per malonil-CoA
(comportant-se com un determinant positiu, en aquest cas) (Figura R.9).

Segons aquests resultats, el mutant Pig E17D CPT1B mostra les caracteristiques
cinétiques tipiques d’un isotip CPT1B [alta Km carnitina (605.95uM) i baixa ICso pel malonil-CoA
(0.297uM)], perdent les propies de I'enzim CPT1B de porc wild-type.

La importancia del residu Asp'” en determinar la sensibilitat al malonil-CoA de la CPT1B
humana no es correlaciona amb experiments de delecié de I'extrem aminoterminal en qué la
manca dels primers 28, per6 no 18, residus de I'enzim huma aboliren la inhibicié per malonil-CoA
(Shi, Zhu et al. 2000), pero si amb altres mutacions puntuals en aquesta regié que afecten la
sensibilitat de I'enzim a la inhibicio, com el residu Glu® (Zhu, Shi et al. 2003), suggerint que la
interaccié aminocarboxiterminal es veu diferencialment afectada per una deleci6 o una
substitucio de carregues. De tota manera, caldrien més estudis per entendre totalment el paper

del residu Asp'7 sobre la sensibilitat al malonil-CoA de I'enzim CPT1B huma.

Per contra, la posicié Val3' en els enzims CPT1B huma i de porc sembla no tenir efecte
sobre la sensibillitat al malonil-CoA, ja que els valors de ICso observats en els mutants simples
Human D17E CPT1B (IC5=0.279uM) i Pig E17D CPT1B (IC50=0.297uM) no presentaren
diferéncies estadisticament significatives respecte els mutants dobles Human D17E/V31| CPT1B
(quimera H50P, 1C50=0.19uM) i Pig E17D/131V CPT1B (quimera P50H, 1C50=0.39uM). A més a
més, el residu Val3' no es troba a la seqiéncia de CPT1B d'ovella, en qué s’ha relacionat la regio
N-terminal (residus 1-79) amb la baixa ICso que presenta aquest enzim (Prentki and Corkey
1996).

Donat que la regié aminoterminal de la CPT1B de porc és capa¢ de modificar la
sensibilitat al malonil-CoA de 'enzim huma (Figura R.6), proposem en aquest treball I'is de
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I'enzim porci com a eina per a I'estudi de les diferéncies moleculars entre els isotips muscular i

hepatic de CPT1, que determinen les caracteristiques cinétiques d’aquests enzims.

Per primer cop en un enzim CPT1, una diferéncia tan petita entre aminoacids com és la
longitud de la cadena hidrocarbonada (de 4 a 5 atoms de carboni), és capag de fer canviar la
sensibilitat de 'enzim pel seu inhibidor fisiologic. Per aquest motiu, ens vam plantejar com a
seglent aproximacié experimental ubicar el residu 17 en el model 3-D més recentment publicat
de I'enzim CPT1A huma (Lépez-Vifias, Bentebibel et al. 2007). En situar-hi I'aminoacid Asp'7,
perd, aquest no es trobava orientat cap a I'extrem carboxiterminal de I'enzim, essent
estericament improbable una interaccio intramolecular entre aquest residu 17 i la regi6 C-terminal
de la proteina. Una explicacié per aquest fet podria ser que ambdds isotips, hepatic i muscular,
presentin plegaments diferents en I'espai. Una segona hipotesi, i considerant les Ultimes dades
publicades sobre la formacié d'oligomers de la CPT1A de rata (Faye, Esnous et al. 2007; Jenei,
Borthwick et al. 2009), els nostres resultats es podrien explicar si el residu Asp'” interacciona
amb una molécula CPT1 adjacent en l'estructura quaternaria predita. Hi ha evidéncia
experimental, perd, que demostra que CPT1B no oligomeritza (Dr. Victor Zammit, comunicaci6
personal). Per tant, ens vam plantejar realitzar una prediccié estructural in silico de I'enzim
CPT1B huma.

3. Estructura tridimensional de la CPT1B humana

Un dels métodes més utilitzats per tal de conéixer I'estructura tridimensional atdmica de
les proteines és la cristal-lografia de raigs X, que consisteix en I'analisi del patrd de difraccié que
presenta el cristall d'una proteina en irradiar-la amb raigs X (Heinemann, llling et al. 2001). Aixi
és com I'any 1958 es va descriure la primera estructura cristal-lina d'una proteina: la mioglobina
(Kendrew, Bodo et al. 1958). Més recentment, aquesta técnica ha permés identificar, per
exemple, la proteina piruvat decarboxilasa com un enzim que forma dimers que alhora
s'organitzen en tetramers, i s’han pogut identificar els residus importants per a I'activitat catalitica

de I'enzim (Furey, Arjunan et al. 1998).

Per dur a terme aquesta técnica, cal que la proteina es trobi en una puresa del 90-95%,
lliure d’estructures cel-lulars i en una qualitat que garanteixi 'adequada formacio6 del cristall. En el
cas de les proteines de membrana, com canals idnics o receptors acoblats a proteines G, la seva
estructura es pot veure alterada en modificar les proteines annexes amb les quals estableixen
interaccions, o I'entorn lipidic que les estabilitza. En aquests casos la formacié del cristall és de

gran dificultat, i sovint I'estructura final no és representativa de l'estat natiu de la proteina
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(Friedmann, Messick et al. 2001). Tot i aixi, s’han descrit protocols per a I'obtenci6 de cristalls de
proteines de membrana, sempre i quan siguin estables en preparacions pures i monodisperses i

en el detergent adequat (Garavito, Picot et al. 1996; Lévy, Mosser et al. 1999).

Fins al moment, pero, les CPT1 només s’han pogut aillar de la membrana mitocondrial
després d'un tractament agressiu amb detergents (Esser, Britton et al. 1993), resultant en una
pérdua de l'activitat catalitica de I'enzim i probablement de la seva estructura tridimensional
(Woeltje, Kuwajima et al. 1987). De tota manera, i considerant que el domini catalitic de CPT1A
comparteix aproximadament un 30% d'identitat de sequencia amb altres aciltransferases, com
poden ser la Carnitina Acetiltransferasa (CrAT) (Lian, Govindasamy et al. 2002; Jogl and Tong
2003; Wu, Govindasamy et al. 2003), la Carnitina Octanoiltransferasa (COT) (Jogl, Hsiao et al.
2005) i la Carnitina Palmitoiltransferasa 2 (CPT2) (Hsiao, Jogl et al. 2006), les estructures 3-D de
CPT1 descrites fins al moment s’han dissenyat per homologia amb els cristalls de les proteines
citades. La gran diferéncia que presenten aquests enzims respecte la CPT1 és la manca dels
segments transmembrana de la regi6 aminoterminal, de manera que es poden aillar faciiment del

compartiment cel-lular on es troben ubicats sense alterar-ne massa la seva conformaci.

Donat que els models 3-D descrits fins al moment es corresponien a la sequéncia de
CPT1A, i donada la diferéncia en les caracteristiques cinétiques que presenten ambdds isotips,

ens vam proposar realitzar un nou model 3-D per CPT1B.

3.1. Model estructural preliminar

Per tal d'identificar possibles interaccions moleculars que poguessin determinar el grau
de sensibilitat al malonil-CoA en el nostre model de CPT1B humana, vam buscar els residus més
propers de I'extrem amino- i carboxiterminal que, per les caracteristiques fisicoquimiques que
presentaven, poguessin estar formant ponts salins entre ells. Aixi, s'identificaren les parelles de

residus Asp'7 i Lys®6!, Arg?2 i Glu#33, Arg2 i Glu5% com a possibles punts d'interaccio.

A continuacio, i amb l'objectiu de validar el model, ens vam proposar realitzar mutacions
puntuals que intercanviessin I'aminoacid objecte d’estudi per I'aminoacid amb que aquest
putativament interaccionava, generant els constructes D17K, K561D, R22E, E433R, R25E i
E500R Human CPT1B. En cas que les interaccions predites fossin certes, estariem generant
enzims que tindrien una repulsio intramolecular estérica i, per tant, amb una possible
desestabilitzacié del plegament de la proteina, donant lloc a alteracions en les seves constants

d'afinitat als substrats i inhibici6. En cas que el doble mutant, resultant de l'intercanvi de residus
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que interaccionarien entre ells, recuperés les constants del wild-type, es confirmaria que
efectivament aquesta interaccié és real i afecta la funcio de I'enzim. Aquest tipus d’experiments,
0 experiments de swapping, sén utilitzats recurrentment per tal de validar models estructurals i
localitzar interaccions intramoleculars (Pazos, Helmer-Citterich et al. 1997; O'Neill, Kim et al.
2001; Carettoni, Gomez-Puertas et al. 2003; Lépez-Vifas, Bentebibel et al. 2007; Siggers, Soto
et al. 2007).

En analitzar la constant ICso dels diferents constructes generats, observarem que cap
dels enzims generats mostra diferencies en la sensibilitat per 'inhibidor malonil-CoA (Taula R.3),
indicant que els residus analitzats no estarien implicats en interaccions entre la regié6 amino- i
carboxiterminal de I'enzim que determinessin la sensibilitat a l'inhibidor. Cal dir que no es
determinaren les constants del mutant Human R22E CPT1B, ja que no es pogué expressar en el
sistema escollit. De tota manera, i donat que I'objecte d’estudi en aquest cas era la putativa
interaccio entre els residus Arg?2 i Glu*®, el resultat del mutant simple Human E433R CPT1B ja

ens donava informaci6 parcial sobre aquesta possible interaccio.

L’estudi preliminar de la K per la carnitina mostra que les mutacions introduides no
afectaven el grau d’afinitat per la carnitina de I'enzim CPT1B huma (Taula R.3). Coneixent I'alta
reproducibilitat dels assajos CPT1 en el nostre laboratori, i donat que en aquest experiment en
concret es consumeix gran quantitat de radioactivitat amb els corresponents residus i costos que
aixd suposa, vam decidir no seguir analitzant I'afinitat per la carnitina de la resta d’enzims

generats.

No obstant, cal indicar que s'observen tendencies consistents en la resposta de la
sensibilitat al malonil-CoA en certes mutacions. Per exemple, el canvi de la posicié Asp'” a lisina
(mutant Human D17K CPT1B) disminueix el valor de I''Cso en un factor lleugerament inferior a 2
respecte I'enzim wild-type (ICs0=0.057uM vs. 0.096uM del wt), mentre que la mutacié d’aquesta
mateixa posicié a glutamat déna lloc a un increment en un factor de 3 el valor de IlCso (mutant
Human D17E CPT1B, 1C50=0.279uM) (Relat, Pujol-Vidal et al. 2009). Aquest fet suggereix la
possible interaccid entre el residu Asp'” de l'extrem N-terminal amb un residu carregat
positivament de I'extrem C-terminal, que al seu torn incrementaria lleugerament I'estabilitat de la
uni6 entre 'acil-CoA i la regié C-terminal. Aixi, la substitucié per glutamat (igualment carregat
negativament) permetria una millor interaccié entre carregues oposades, estabilitzant per tant la

interaccid entre els extrems N- i C-terminal, mentre que la substitucid per lisina (carregat
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positivament) desestabilitzaria la interaccid, i per tant comportaria un afebliment en la unié de

CoA respecte al wild-type, fent 'enzim més sensible a I'inhibidor.

Aquests resultats suggereixen de nou que el docking entre I'extrem amino- i
carboxiterminal juga un paper important en determinar la sensibilitat de I'enzim CPT1B huma al
malonil-CoA i que les diferéncies en els parametres enzimatics amb I'enzim porci radiquen no

només en la posicié 17, sind també en 'extrem carboxil.

El model 3-D publicat per CPT1A, doncs, no és aplicable a CPT1B, fet que es correspon
amb la diferencia que presenten ambdds enzims en les seves constants cinetiques. A més a
més, I'estructura 1TF3 utilitzada per al plegament de la regié N-terminal comparteix només un
26% d'identitat de sequéncia amb la CPT1B humana, mentre que per l'isotip hepatic la identitat
és del 47%.

De tota manera, i considerant que les mutacions realitzades son canvis tan importants
com un intercanvi de carregues, podem dir que d’aquest estudi s’extreu informacio rellevant que
permet avangar en la comprensiéo del mecanisme de regulacié de I'enzim CPT1B huma pel
malonil-CoA, aixi com de les seves diferéncies respecte CPT1A. De fet, dues de les posicions
analitzades, Arg?? i Lys%1, conservades en ambdos isotips, s’havien mutat préviament en l'isotip
hepatic de rata donant lloc a canvis en la seva sensibilitat per l'inhibidor (Jackson, Price et al.
2001; Lopez-Vinas, Bentebibel et al. 2007), i reflectint de nou les diferéncies de plegament entre

les dues proteines.

3.2. Model revisat de la interaccié entre les regions amino- i carboxiterminal

Les estructures corresponents a la regié aminoterminal escollides per al modelatge
realitzat en aquesta segona aproximacié experimental compartien una identitat de sequéncia del
15-27% amb els primers 50 residus de la CPT1B humana, valors inferiors al limit requerit per
obtenir un model que s'ajusti a la realitat. Tot i aix0, S'empraren aquestes davant la manca

d’estructures amb major identitat de sequéncia a I'enzim disponibles en el moment de la recerca.

El baix nombre d’estudis estructura-funcié de l'isotip muscular de CPT1, comparat amb
Iisotip hepatic, ens obliga a restringir la construcci6 del model a evidéncies experimentals
realitzades amb aquest ultim isotip, comprovant sempre que es tractés de posicions conservades
en ambdds enzims CPT1A i CPT1B humans.
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L’estructura finalment escollida per al modelatge de la regié aminoterminal (3CNW), era
la Unica que mantenia les restriccions introduides al programa Haddock, i era I'estructura més
estable de les tres analitzades, després de sotmetre-les a una simulacié de dinamica molecular

(software Mare Nostrum).

La disposicié en una sola helix alfa dels residus 25 al 50 era un fet diferencial de
I'estructura aqui presentada respecte I'anterior model de CPT1A, que establia 4 fulles beta dels
residus 12 al 37 i una hélix alfa dels residus 38 al 47 (Lopez-Vifias, Bentebibel et al. 2007). Tot i
aixo, el nostre model ha estat posteriorment corroborat per I'estructura d’'NMR publicada
recentment pel Dr. Victor Zammit i col-laboradors (Rao, Warren et al. 2011), amb el qual
coincidien en I'helix alfa dels residus 25 al 39 (Introduccio, apartat 111.3.1.4). Aquest ultim model,
a més a més, ens ajuda a orientar en I'espai les dues fulles beta preliminarment predites pels
residus 11-23. De manera que, globalment, els estudis realitzats permeten extreure les segients

consideracions:

1. L'estructura emprada per la regié N-terminal de CPT1B humana consisteix en dues
fulles beta, que comprenen els residus 11-14 i 20-23, aixi com una extensa regié helicoidal, que

inclou els residus 26-51.

2. El model estructural finalment proposat es basa en la interaccio de I'hélix que compren
els residus 26-51 sobre I'extrem C-terminal al llarg d'un eix que implicaria els residus Lys56! i
Cys5% en les zones distals de I'helix (Figura D.2). Aquesta interaccié ha estat predita pels estudis
de docking i concorda amb les dues evidéncies experimentals disponibles: a) I'abséncia d'un
canvi significatiu en l'activitat enzimatica quan s'aplica I'experiment de swapping entre els residus
Asp'7 i Lys%1, i b) la proximitat espacial que ha d'existir entre els residus Lys#’ i Cys5%4, segons
I'estudi publicat per Faye i col-laboradors entre una lisina de la regié amino i una cisteina de la

regio carboxiterminal (Faye, Borthwick et al. 2005).
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Figura D.2. Proposta definitiva de model 3-D de la CPT1B humana. Representacié en forma
de cintes dels residus (167-773) que formen l'esquelet de la regié C-terminal de la CPT1B
humana (verd) formant un complex amb un nou model de l'extrem aminoterminal (gris).
S'indiquen amb esferes les interaccions que presenta el model, i amb bastons les posicions
Asp'7 i Arg®.

3. S'assumeix que la posicié relativa de les dues fulles beta es manté generalment
inalterada en I'entorn biologic. Aquesta hipotesi estaria recolzada per I'estabilitat conferida pels
ponts d'hidrogen entre grups de I'esquelet peptidic dels parells de residus Phe'? i Leu?3 aixi com
Val'4 i Phe?!, a més dels ponts d'hidrogen entre el grup carboxil de Asp20 i el grup hidroxil de
Thr's (Figura D.3).

4. D'altra banda, si s'assumeix la configuracié relativa entre les fulles beta i I'helix alfa
observada a l'estructura cristal-lografica, el segment de residus Asp'-Thr'> es col-locaria
directament sobre la unitat adenina del CoA, protegint el CoA del contacte directe amb el solvent
aquos. Per tant, cal esperar que aquelles interaccions que millorin el docking entre els extrems
N- i C-terminal, hauran d'estabilitzar la uni6 de I'acil-CoA en impedir la seva sortida a I'entorn
aquos, i per tant I'enzim hauria d'esdevenir menys sensible a I'accié de malonil-CoA. D'altra
banda, si un canvi afebleix la interaccio entre les regions N- i C-terminal, cal esperar que I'acil-

CoA estigui menys protegit i per tant I'enzim esdevindria més sensible al malonil-CoA.
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Figura D.3. Visié ampliada de les dues fulles beta de la regié aminoterminal de la CPT1B
humana. Representacio en forma de cintes de les dues fulles beta de la regié N-terminal de la
proteina, corresponents als residus 11-14 i 20-23. S'indiquen amb bastons els residus que
estabilitzen I'estructura per ponts d’hidrogen i les distancies a qué es troben. Aquesta regid
manté un angle d’uns 90° respecte I'hélix alfa que comprén els residus 26-51 (situada a I'extrem
superior dret de la figura).

Segons el model proposat, el residu Arg?s no estableix cap interaccio amb I'extrem C-
terminal. No obstant, la mutacié a glutamat pot provocar una competéncia entre aquest residu i la
posici6 Glu26 per interaccionar amb el residu Lys%®!, fet que podria afectar al correcte
posicionament de I'extrem N-terminal i per tant fer I'enzim lleugerament més sensible al malonil-
CoA (Taula R.3).

D’altra banda, la posicidé Glu43? no participa directament en la regi6 d'interaccié segons
aquest model, fet que explica que no s'observin diferencies en la sensibilitat a Iinhibidor.
Igualment, la posicio Glu% es troba en un loop, allunyat de la Lys*0, sent raonable que no tingui
cap efecte sobre el grau d'inhibicié per malonil-CoA. Finalment, la mutacié K561D pot compensar
la repulsio ionica que apareix amb el residu Glu? (negatiu-negatiu) tot establint una nova
interaccié amb la carrega positiva de I'Arg? (canviant la interaccid nativa E26-K561 per R25-
K561D). Aquest resultat contrasta amb les observacions fetes en CPT1A, on el mutant E26K
produi una important pérdua de sensibilitat de I'enzim a la inhibicio per malonil-CoA (Lopez-
Vifas, Bentebibel et al. 2007). Com s’observa a la figura R.7, els isotips A presenten una
histidina (carrega neutra) enlloc d’'una arginina (carrega positiva) en la posicié 25, que no pot
compensar la interaccié amb la Lys®" i desestabilitza per tant les interaccions intramoleculars de

la proteina.

El model generat permet, a més a més, explicar les observacions sobre la sensibilitat en
construccions préviament generades. Aixi, la delecié dels 18 primers aminoacids impedeix

I'estabilitzacié de la segona fulla beta per la manca dels ponts d’hidrogen. Artefactualment, pero,
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la posici6 18 és un metionina (inici transcripcio de la proteina delecionada) capa¢ d'interaccionar
amb l'acil-CoA i resultant aixi en un enzim 4 vegades menys sensible a la inhibicid. A més, la
manca de la primera fulla beta dona més mobilitat de torsi6 i és més facil que apareguin altres
interaccions. D’altra banda, en delecionar els 28 primers residus de la proteina, la manca de les
dues fulles B antisentit confereix una major mobilitat a la posicié Lys?® , que pot interaccionar
fortament amb I'acil-CoA, fent aixi I'enzim 100 vegades menys sensible al malonil-CoA (Shi, Zhu
et al. 2000).

L’alineament dels primers residus d’'ambdds isotips hepatics i musculars de CPT1 mostra
un canvi d'aminoacid en la posicié 30 (Figura R.7), de glutamina en CPT1A a histidina en
CPT1B. Rao i col-laboradors van descriure que la interaccié S24-Q30 era important per al
manteniment de I'estabilitat de la regio6 N-terminal en CPT1A (Rao, Warren et al. 2011), de
manera que aquest pot ser un altre punt important de distincio en el plegament entre ambdés

isotips que podria explicar les diferencies en el comportament cinétic que presenten.

L’alineament de sequéncies dels isotips hepatic i muscular de CPT1 entre diferents
espécies mostra que les regions menys conservades es trobaven en els fragments TM i la regi6
intermembrana. De fet, s’ha descrit que el fragment TM2 és el responsable de I'oligomeritzacio
de 'enzim Rat CPT1A (Jenei, Borthwick et al. 2009), i que la mutacié dels motius GXXXG(A)
augmenta la sensibilitat de I'enzim al malonil-CoA (Jenei, Warren et al. 2011), convertint-lo
doncs, en una CPT1 amb una cinética més semblant a un isotip muscular que a un hepatic. El fet
que CPT1B no conservi els anomenats motius d’oligomeritzacié, fa pensar que I'enzim no
s’associa en complexes i que aquest podria ser un altre factor responsable de la diferencia de
comportament cinétic entre isotips. Es relacionaria aixi, doncs, un estat monoméric de I'enzim
amb una alta sensibilitat a I'inhibidor, mentre que la formaci6 de trimers o hexamers que es dona

en CPT1A es correspondria a un estat de baixa sensibilitat al malonil-CoA.

En contra d’aquesta hipotesi, pero, es pot observar que la seqiencia del TM2 de I'enzim
Pig CPT1A, dalta sensibilitat al malonil-CoA, també presenta els anomenats motius
d’oligomeritzacio (Figura 1.15) (Nicot, Hegardt et al. 2001). A més, diferents evidéncies
experimentals amb quimeres entre isotips hepatics i musculars mostren que, tot i conservar el
TM2 de l'isotip hepatic, es poden generar enzims amb alta sensibilitat a I'inhibidor (Jackson,
Cameron et al. 2000; Nicot, Relat et al. 2002).
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Analitzant la seqUéncia primaria de la proteina, s'observa que el TM1 és més llarg que el
TM2, que presenta el minim nombre de residus necessari per travessar la membrana
perpendicularment. Aquest fet pot explicar que la regié N-terminal presenti mobilitat respecte la
membrana i, per tant, respecte la regié C-terminal, i que depenent de la fluidesa de la membrana
les interaccions que s’estableixen entre ambdues regions siguin diferents. A més a més, ambdads
isotips A i B presenten baixa identitat de seqUéncia proteica en els segments TMs, focalitzant de
nou la importancia d’aquestes regions en explicar les diferéncies de plegament i comportament
cinétic entre CPT1A i CPT1B.

Com a fet destacable, el nostre model mostra una tendéncia a I'estabilitzacio de I'extrem
N-terminal a la cara contraria respecte el model de Lépez-Vifias i col-laboradors, és a dir, al lloc
dunid6 “O". Aquestes observacions concordaren amb la posterior predicci6 de Rao i
col-laboradors per CPT1A, on també es contempla el docking de I'extrem N-terminal al lloc d'uni6
a la carnitina, i ens feren plantejar la hipotesi que aquest fos un fet diferencial del comportament
cinétic de CPT1A respecte CPT1B.

I.LREGULACIO TRANSCRIPCIONAL DE Cpt1c | ESTUDI DE LA
PROTEINA

Com ja s’ha indicat en altres apartats, la poca informacio disponible sobre CPT1C a l'inici
d’aquest treball ens va fer plantejar com uns dels principals objectius estudiar els possibles
mecanismes que controlarien I'expressio génica de la CPT1C i alhora determinar quina podria

ser la seva funcio fisiologica.

En el treball de Price i col-laboradors, i mitjangant I'analisi dels nivells d’expressié de
I'mRNA per la técnica de Northern blot, es detecta una bona expressio del gen Cptc en gairebé
totes les estructures del SNC de rata, seguint un patré d’expressio molt semblant al del gen
Cpt1a (Price, van der Leij et al. 2002). Considerant que el cervell no és un teixit que tipicament
consumeixi acids grassos de cadena llarga, la identificacié d’'una proteina CPT1 en el cervell va
plantejar la quiestié sobre quin podia ser el seu paper. Es coneix que CPT1C uneix malonil-CoA,
que al seu torn s’ha postulat com una molecula senyalitzadora de I'estat energétic cel-lular en

hipotalem (Lane, Wolfgang et al. 2008).
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1. Estudi de la regulacié transripcional de Cpt1c

Per a l'estudi de la regulacié in vivo del gen varem analitzar els nivells dmRNA en
hipotalem, regi6 del SNC que juga un paper fonamental en la regulacié de la ingesta i el desgast
energeétic (Abizaid, Gao et al. 2006; Coll, Farooqi et al. 2007).

Esta descrit que en ratolins dejunats durant 24 hores, la via de la insulina en hipotalem
es troba apagada, FoxA2 es troba desfosforilat i actiu en el nucli cel-lular, induint 'expressio de
gens diana com els péptids orexigénics (Pmch i Hert, que codifiquen per MCH i Orexina) i gens
d’'oxidacio d’acids grassos (Cpt1, Mcad, Vicad) (Silva, von Meyenn et al. 2009). Paral-lelament,
els ratolins dejunats 24 hores no presentaren canvis en els nivells d’expressio de Cptfc, ni
Cptia, tot i que aquest darrer mostrava una lleugera tendéncia a l'al¢a (Figura R.13). Aquests
resultats van en la mateixa direccié que observacions anteriors fetes en cortex frontal, diencéfal i
glandula pituitaria de rates dejunades durant 36 hores, on tampoc s'observaren canvis
significatius en I'expressio de Cptfa i Cptic i si en els nivells de Hmgcs2 (Konig, Rauer et al.
2009).

D’altra banda, Poplawski i col-laboradors observaren un augment en I'expressié de
Cpt1a d’unes 1.3 vegades en animals dejunats respecte els animals alimentats ad libitum, i una
disminuci6 d’aproximadament el 50% en els nivells dmRNA de Cpt1c que es mantenia fins a 4
hores després de realimentar els animals. (Poplawski, Mastaitis et al. 2010). El fet que els
animals en aquest cas haguessin estat dejunats durant 48 hores, suggereix que la regulacié de
Cpt1c per dejuni pugui requerir de més temps d’inanicio6 i depengui d’algun dels mecanismes que
s’activen en un dejuni prolongat. Aixi per exemple, en el cas del neuropeptid NPY, s’ha descrit
que no és fins passades 24 hores de dejuni que les neurones NPY augmenten I'excitabilitat i
inicien els seus efectes (Takahashi and Cone 2005), i fins passades 48 hores de dejuni no
s'observa una regulacio del gen NPY (Mizuno, Makimura et al. 1999).

De tota manera, els nostres resultats in vivo es reforgaren quan, in vitro, en la linia
neuronal Neuro2A i en resposta a un tractament amb forskolina, el gen Cpt1c no veia alterada la
seva expressio i, de nou, Cptfa presentava una tendencia a la induccio, encara que no

significativa (Figura R.17).

Existeix certa controvérsia sobre quin és I'efecte de les dietes cetogéniques (amb un alt
contingut en acids grassos i molt baix contingut en hidrats de carboni) sobre la gana i el pes

corporal en pacients obesos (Dashti, Mathew et al. 2007; Johnstone, Horgan et al. 2008). Els
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estudis coincideixen, pero, en qué la major part dels efectes d’aquestes dietes sén deguts als
nivells serics de cossos cetonics, responsables de la resposta dels diferents 6rgans per mantenir

I'homedstasi periférica de glucosa i energia.

Considerant la relacio establerta entre el gen Cptic i el control de la ingesta i el pes
corporal (Wolfgang, Kurama et al. 2006), ens vam plantejar la hipotesi que els cossos cetonics
poguessin regular I'expressié de Cpt1c, essent aquest un dels mecanismes pel qual els cossos

cetonics exerceixin el seu efecte sobre el pes corporal.

Per aquest motiu vam analitzar els nivells de missatger de Cpt1c en resposta al dejuni en
ratolins als quals se’ls havia interferit I'expressio del gen Hmgcs2 en fetge i presentaven nivells
disminuits de cossos cetonics circulants i una major pérdua de pes corporal que els animals
control, igualment dejunats. El resultat indica, pero, que no existia una correlacié entre els nivells
de cossos cetonics circulants i I'expressio del gen Cpt1c (Figura R.14). De tota manera, aquest
resultat no descarta que els efectes de CPT1C sobre la ingesta puguin donar-se en resposta als
c0ss0s cetonics, pero sense alterar els seus nivells dmRNA.

Es coneix que AKT és fosforilada i aixi activada posteriorment a la unié de la insulina al
seu receptor (Alessi, James et al. 1997), donant lloc a 'activacié o inhibici6 de diferents vies amb
efectes sobre el metabolisme aixi com la supervivencia i proliferacidé cel-lular. S’ha descrit
I'expressié de la proteina en cervell, en 'ordre AKT3>AKT1>AKT2 entre les diferents isoformes
descrites de la proteina, i que AKT3 s’expressa majoritariament en cortex i hipocamp. L'efecte
principal es troba relacionat amb el metabolisme de la glucosa en resposta a insulina i factors de
creixement, perd també a la supervivéncia i regeneracio neuronal (Namikawa, Honma et al.
2000), motiu pel qual AKT s’ha validat com un bon target per al tractament de malalties com

Parkinson o Alzheimer.

Per tal d’analitzar qué succeia in vitro amb I'expressio endogena dels gens d’estudi en
una situacié similar a la realimentacié, s’infectaren cel-lules Neuro2A amb un adenovirus que
codificava per 'AKT1-HA constitutivament activa, mantenint-les en un medi de cultiu amb molt
baixa concentracid en sérum (1%FBS). Segons el treball de Silva i col-laboradors, AKT
provocaria la fosforilacié de FoxA2, mantenint-lo inactiu en el citoplasma cel-lular, de manera que
gens d’oxidacio lipidica com Cpt1a veurien la seva expressio reprimida. En el nostre model de
treball, no s’observaren canvis en els nivells dmRNA de Cptfa ni Cpt1c, tot i haver validat la

infeccié de les cel-lules per Western blot amb I'anticos anti-HA (Figura R.18). Aquest fet planteja

175



DISCUSSIO

la possibilitat que aquesta linia neuronal no expressés el factor de transcripcié FoxA2 i la
cascada de senyalitzacié insulina-AKT1-FoxA2 es trobés inactiva. Experiments de transfeccio
transitoria en una linia heterologa on aquesta via fos funcional podrien resoldre aquesta questio,

tal i com es presenta més endavant.

A part de la possible no funcionalitat de la via cal també dir que la baixa concentracié en
serum del medi de cultiu en aquest experiment hauria de mantenir apagada la via d’AKT, i
activar-se només com a resultat de la infeccié amb 'adenovirus d’AKT1 constitutivament actiu.
Observant el resultat de la immunodeteccié amb I'anticos P-AKT, capag de detectar qualsevol de
les tres isoformes d’AKT fosforilades, podriem pensar que alguna de les isoformes es trobava
activa (Figura R.18A). Aquest fet podria emmascarar els nostres resultats, i impedir visualitzar la

repressio del gen Cpt1a anteriorment descrita (Silva, von Meyenn et al. 2009).

2. Clonatge i caracteritzacié del promotor del gen CPT1C huma

L'analisi in silico de la regié 5 del gen CPT1C huma mostra una manca de regions
reguladores, com sén les caixes TATA o la sequiencia Inr localitzades normalment prop de [l'inici
de la transcripcié, que identificarien el punt d'inici de lectura de la RNA polimerasa II.
Probablement, aquest fet provoca que no hi hagi un inici de transcripcid precis, sind que
I'alineament d'ESTs anotats per aquest gen presenta diferents nucledtids possibles de ser l'inici
de transcripcié (Figura R.19). De fet, I'estudi dels minims elements necessaris per generar una
activitat promotora confirma aquesta imprecisid, ja que, com s’observa a la figura R.20, no hi
havia cap regié que en perdre’s eliminés completament la transactivacié del gen reporter,
indicant que no hi havia cap element clau en induir I'activitat promotora de la regi6 amplificada.
Tot i aixi, la major perdua en la capacitat de transactivacidé del fragment clonat es dona en
delecionar la regié -401 a -37, on podrien situar-se les senyals més importants per posar en

marxa la maquinaria de transcripcio.

Tenint en compte aquests resultats vam considerar que efectivament la regié del gen
clonada com a regi6 promotora del gen CPT1C huma presentava activitat transactivadora del
gen reporter, indicant que, efectivament, la regio 5" del gen CPT1C huma (-916/+41) contenia
elements que regulaven la transcripcio del gen i era valida per a l'estudi dels elements que

regulaven la seva expressio.

Silva i col-laboradors havien demostrat, mitjangant experiments de transfeccié transitoria

i d'immunoprecipitacié de cromatina, que FoxA2 era capag d’unir-se a la regié promotora i induir
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la transactivacié de gens orexigenics com orexin i MCH (que augmenten la sensaci6 de gana) en
hipotalem de ratolins dejunats. A més, la injeccio a I'hipotalem d'un adenovirus de FoxA2
constitutivament actiu produi un augment dels nivells dmRNA de gens relacionats amb I'oxidacio
d’acids grassos, com Cptfa, Vicad i Mcad, tot i que sense demostrar en aquest cas la uni6
directa del factor sobre aquests promotors (Silva, von Meyenn et al. 2009). En aquest context, la
identificaci6 in silico d'un element de resposta a FoxA2 en la regié promotora del gen CPT1C
huma ens sembla interessant i per aixd en vam estudiar la funcionalitat. El resultat de
transfeccions transitories en cel-lules HeLa demostra que, efectivament, hi havia una clara
activacio (unes 8 vegades) del promotor del gen CPT1C huma per FoxA2, aixi com del gen
CPT1A huma, que valida I'experiment (Figura R.21). L’abséncia de resposta obtinguda en la linia
neuronal Neuro2A, doncs, podria ser deguda a la manca d’expressié del factor de transcripcio
FoxA2, com haviem postulat. Tot i els resultats positius de transactivacid, aquest element
semblava no ser I'Unic responsable d’aquesta resposta ja que una delecid del promotor que
eliminava aquesta putatiu element de resposta continuava sent capag d’induir la transactivacio

del gen reporter luciferasa.

En un screening de tot el genoma muri, s’ha vist que FoxA2 és capa¢ d’unir-se a
elements de resposta que no segueixen la seqiiencia consens descrita, amb menor afinitat pel
factor, pero igualment funcionals (Tuteja, Jensen et al. 2008). Donat que aquests estudis van ser
realitzats en ratoli, no vam poder comprovar el resultat sobre el gen CPT1C huma, perd se’ns
planteja la possibilitat que FoxA2 estigui induint la transactivacié del gen unint-se a un element
de molt poca similitud respecte la seqiiéncia consens, i per aquest motiu el software in silico

utilitzat no el localitza.

Un altre dels mecanismes de resposta al deju descrits és la via AMPc-PKA-CREB, on
CREB s’activa per fosforilacio sent capag aleshores de regular 'expressio dels seus gens diana
(Gonzalez and Montminy 1989). Per tal de comprovar si el gen CPT1C era diana d'aquesta
cascada de senyalitzacio, es va co-transfectar CREB amb la regi6 promotora del gen CPT1C
huma, resultant en una induccié del gen reporter 3 vegades major que la induccid observada pel
vector control, pGL3b (Figura R.22), confirmant que, de nou, els resultats in vivo sobre el gen
endogen no es correlacionaven amb els resultats obtinguts en sistemes d’expressié heterolegs
amb el promotor transfectat. De tota manera, I'activacid del promotor de la Cpt1a de rata, gen
diana de CREB (Louet, Hayhurst et al. 2002), valida I'experiment i ens va permetre concloure

que efectivament CREB activava transcripcionalment CPT1C.
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Tot i aixd, no vam poder afirmar que els putatius elements CRE identificats in silico fossin
funcionals, ja que ni la delecié ni la mutacié d’aquests van disminuir la induccié exercida per
CREB sobre el promotor de CPT1C huma (Figura R.22). Alternativament, ens plantegem la
possibilitat que tant FoxA2 com CREB estiguin induint la transactivacio del gen a través d'un

mecanisme indirecte, actuant com a co-factors d’altres factors de transcripcid.

3. Analisi de I'estructura de la CPT1C humana

El fet que l'estructura primaria de CPT1C conservi més d’'un 50% d'identitat de
sequeéncia amb els isotips hepatic i muscular de la mateixa proteina ha fet pensar que tindrien la
mateixa funcié i adoptarien la mateixa conformaci6. Tal com es mostra a la Figura R.31, CPT1C
conserva tant I'histidina catalitica (His*73) com les regions d’uni6 al Coenzim A i a la carnitina
descrites per CPT1A. A més a més, una prediccio estructural preliminar de CPT1C construida
per homologia amb el cristall de 'enzim COT (Jogl, Hsiao et al. 2005), suggeria que el tamany
del pocket d'uni6 era suficient per acollir-hi un acil-CoA de cadena llarga (Wolfgang, Cha et al.
2008), suggerint aixi que la proteina podia tenir activitat carnitina palmitoiltransferasa,
teoricament. Les evidéncies experimentals, perd, mostraren una clara controvérsia sobre la
funcié i distribucié subcel-lular de CPT1C, fet que ens va fer pensar en la possibilitat que la

proteina adoptés una conformacio diferent respecte els isotips CPT1A i CPT1B.

S’ha descrit que I'enzim Rat CPT1A s’associa en forma d'oligdmers a la membrana
mitocondrial, i que la regié TM2 té un paper fonamental en determinar aquesta associacié (Faye,
Esnous et al. 2007; Jenei, Borthwick et al. 2009). De fet, recentment s’ha demostrat que aquesta
regié és un determinant molecular de la sensibilitat al malonil-CoA de la proteina, donat que
canvis en la sequencia del TM2 alteren el grau de sensibilitat a la inhibicié de I'enzim (Jenei,
Warren et al. 2011). La prediccio6 estructural de la regi6 TM2 de Rat CPT1C mostra que aquest
era un residu més llarg i no conservava I'anomenat motiu d'oligomeritzacié GXXXG(A), motiu pel
qual ens vam proposar seguir la mateixa estratégia experimental emprada per Jenei i
collaboradors, i determinar per espectroscopia de dicroisme circular i posteriorment per BN-
PAGE si aquests canvis en la sequencia del TM2 de CPT1C eren els responsables del diferent
comportament de la proteina.

Els resultats de dicroisme circular mostraren que el TM2 de la CPT1C de rata presentava
el mateix patrd d’hélix alfa que el péptid corresponent al TM2 de I'enzim CPT1A de rata (Figura
R.27). Eren resultats preliminars que havien d’anar seguits de I'analisi per BN-PAGE d’extractes

mitocondrials i microsomals de llevat expressant la proteina CPT1C humana, pero degut a la
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inespecificitat dels anticossos emprats (Discussio, apartat 1l1.5) no es va poder treure una
conclusio clara de I'estructura real del TM2 de CPT1C. Com s’explica més endavant, I's de la
isoforma AK299866 de CPT1C humana per a l'obtencié d’anticossos especifics contra la
proteina permetria solventar aquest problema i avancar en la investigacio (Discussio, apartat
111.6).

De tota manera, el fet que la sequéncia de CPT1C i CrAT comparteixin només un 31%
d’identitat de sequéncia fa pensar que el model tridimensional proposat per CPT1A (creat per
homologia al cristall de la CrAT) podria estar molt lluny de la conformacié real que adopta CPT1C
de forma nativa. De nou, la cristal-litzacio de la proteina codificada per la isoforma AK299866 de
CPT1C humana ens donaria probablement informacié de gran valor sobre la conformacio i la

funcié de la proteina.

4. Estudi de I'activitat enzimatica de la CPT1C humana

En el moment d’escriure aquesta tesi doctoral s’havien publicat quatre treball cientifics
estudiant la capacitat de CPT1C per catalitzar la mateixa reaccid enzimatica que CPT1A i
CPT1B. Dels quatre estudis, en només un es detecta un augment significatiu de molecules
d’acilcarnitina formades, en cel-lules neuronals PC12 que sobreexpressaven la proteina per
transfecci6 transitoria, i en un rendiment de reaccié 100 vegades menor que CPT1A (Sierra,
Gratacés et al. 2008).

Davant de la controversia generada, ens plantejarem analitzar qué succeia en el nostre
laboratori, i en les nostres condicions d’'assaig. Donat que no disposavem d’'un anticos que
reconegués CPT1C especificament (Discussio, apartat 1ll.5), varem utilitzar plasmids que
codificaven per les proteines de fusi6 Human CPT1C(myc) i Rat CPT1A(flag) etiquetades, que
ens permeteren validar-ne I'expressio usant anticossos anti-myc i anti-flag. La immunodeteccio
d’extractes microsomals i mitocondrials d’'ambdos isotips Rat CPT1A i Human CPT1C expressats
en el llevat P. pastoris, mostra que la proteina es localitzava en ambdés compartiments
cel-lulars, i que no tenia activitat CPT1, com ja s’havia observat anteriorment (Price, van der Leij
et al. 2002). S’observa una menor activitat especifica de la proteina CPT1A, comparada amb els
valors obtinguts en la soca GS115, que atribuirem al canvi de soca (Comparar figures R23 i
R25).

Davant la possibilitat que CPT1C requeris un entorn membranés determinat o bé la

presencia d’'una proteina acobladora per poder realitzar la seva funcid, vam repetir 'experiment
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en cel-lules de mamifer. La sobreexpressio de CPT1C en cél-lules HeLa semi-intactes, tampoc
produi un augment en la quantitat de palmitoilcarnitina formada (Figura R.24). Aixi doncs, podem
concloure que en les nostres condicions experimentals, la CPT1C humana recombinant no té

activitat carnitina palmitoiltransferasa.

La major diferencia que presenta la sequéncia primaria de CPT1C respecte els isotips
CPT1A i CPT1B és una extensié de 32 residus a la regié carboxiterminal de la proteina. La fusio
d’aquesta regi6 a 'extrem C-terminal de I'enzim Rat CPT1A genera un enzim funcional, amb
activitat especifica CPT1 similar a I'enzim Rat CPT1A wild-type (Figura R.25), indicant que
l'addicié d’aquesta regié no bloquejava el canal catalitic de la proteina. De tota manera, la
quimera Rat CPT1A/C generada presenta canvis significatius en I'afinitat pels substrats carnitina
i palmitoil-CoA, i la sensibilitat pel malonil-CoA. L’enzim generat presenta menor sensibilitat al
malonil-CoA que I'enzim wild-type (1Cs=10,37uM vs. 1.64uM del wild-type) i, assajada a 100puM
de malonil-CoA, no assoli una inhibicié del 100% de I'activitat CPT1, indicant que s’havia alterat
el lloc d’unié de baixa afinitat per I'inhibidor. El fet que I'afinitat pel palmitoil-CoA també es veiés
alterada respecte I'enzim wild-type (Figura R.26), confirma observacions previes, on s’havia
descrit que el palmitoil-CoA i el malonil-CoA competeixen pel lloc d'unié “A”, de baixa afinitat pel
malonil-CoA (Bird and Saggerson 1984; Cook, Mynatt et al. 1994; Kashfi, Mynatt et al. 1994;
L6pez-Vifias, Bentebibel et al. 2007). Contrastant amb la relacio inversa entre la uni6 de la
carnitina i el malonil-CoA observada en la resta d’enzims CPT1 generats, la quimera Rat
CPT1A/C mostra alhora menor sensibilitat pel malonil-CoA i menor afinitat pel substrat carnitina.
Els resultats indicaven, doncs, que I'addicié dels 32 residus de la CPT1C de rata a la regi6 C-
terminal de la CPT1A de rata produeix canvis en el lloc d'unié competitiva entre el malonil-CoA i
I'acil-CoA, que alhora alteren el lloc d’'unié a la carnitina, modificant aixi també I'afinitat de I'enzim

per aquest substrat.

Posteriorment, estudis d'un altre laboratori mostraren que la quimera anomenada
RnCPT1(ACA), que combinava la regié N-terminal (residus 1-171) i 'extrem C-terminal (residus
664-773) de CPT1A de rata amb la resta de sequéncia de CPT1C de rata (residus 171-664), no
presentava activitat enzimatica ni en extractes mitocondrials ni microsomals del llevat S.

cerevisiae [(Gratacos 2010), Tesi Doctoral].

En conjunt, aquests resultats demostraven que [I'extensidé de 32 aminoacids
caracteristica de l'isotip cerebral de CPT1C no és un determinant molecular que expliqui la

manca d’activitat CPT1 de la proteina.
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5. Distribucio subcel-lular de la CPT1C humana

Un altre motiu de controvérsia entre les publicacions existents en iniciar aquest treball
era la distribucio subcel-lular de CPT1C. Resultats d'immunofluorescéncia en cél-lules GT1-7
mostraven una clara co-localitzacié amb el marcador mitocondrial Mitotracker (Dai, Wolfgang et
al. 2007), mentre que la sobreexpressié de la proteina de fusi6 CPT1C-GFP en fibroblasts
mostra una co-localitzacié amb la proteina calnexina, ubicada en el reticle endoplasmatic (Sierra,
Gratacos et al. 2008). Els autors en aquest treball discuteixen que la putativa sequencia de
transport mitocondrial de CPT1C presenta menys residus amb carrega que la de CPT1A [residus
123-148, descrit 'any 1998 (Cohen, Kohl et al. 1998)]. A més a més, el TM2 de CPT1C és un
residu més llarg que en els isotips hepatic i muscular, fet que s’ha vist que pot afavorir
I'ancoratge a la membrana de reticle endoplasmatic enlloc de la membrana mitocondrial (Horie,
Suzuki et al. 2002).

El principal inconvenient amb el que ens varem enfrontar, pero, fou la immunodeteccid
de la proteina CPT1C endogena. Com s’explica a I'apartat 8 dels Métodes, es van provar tres
anticossos diferents per a la deteccié d’aquesta proteina que ens permetés diferenciar-la de
CPT1A, sense éxit. A la figura M.7 es mostra que I'anticos generat en conills contra CPT1C no
va ser capag de detectar la proteina sobreexpressada en cél-lules HeLa com tampoc I'enddgena
en la linia neuronal SK-N-JD. Es provaren dos anticossos més, un de comercial (Sigma, Ref.:
HPA014529) i el generat en el laboratori del Dr. Victor Zammit contra la CPT1C de ratoli (Price,
van der Leij et al. 2002), que tot i que podien reconéixer la proteina denaturada sobreexpressada

per Western blot, no pogueren detectar-la en estat natiu en gels BN-PAGE (Figura M.10).

Per solventar aquestes dificultats, i davant la possibilitat que la immunodetecci6 de la
proteina de fusi6 CPT1C-GFP pogués presentar una localitzacié aberrant pel fet de ser una
proteina 238 residus més gran que CPT1C, vam repetir els estudis d'immunodeteccid
sobreexpressant la proteina recombinant Human CPT1C(myc) (10 residus més gran) en cél-lules
HelLa. Tal com s’observa a la figura R.28, la immunotincié amb I'anticos anti-myc no co-localitza
amb el marcador de membrana mitocondrial Mitotracker, tot i que no ho varem poder contrastar
amb un marcador de reticle endoplasmatic. Per tal de localitzar la proteina endogena, i durant
l'estada al laboratori del Dr. Victor Zammit (Universitat de Warwick), s’obtingueren cultius
primaris d’hipotalem de ratoli. Cap dels anticossos testats fou capag de detectar la proteina en
estat natiu, de manera que no varem poder treure una conclusio clara sobre la distribuci6

subcel-lular de CPT1C en els models estudiats.
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6. Estudi de diferents isoformes del gen CPT1C huma

A partir de la sequiencia gendomica de CPT1C (software Evidence Viewer), veiem que
agrupant tots els EST, mRNA, transcrits potencials o coneguts i RefSeq anotats, aquests es
corresponen a 14 models diferents (Introduccié, apartat 11.3.3.1). Donat que durant la realitzacio
d’aquesta tesi doctoral s’havia treballat amb dues sequencies del gen CPT1C huma diferents,
vam dissenyar una estratégia de PCR per tal de determinar quina de les dues era predominant
en cervell, i vam comprovar que la isoforma més expressada era la NM_152359 (Figura R.29).

Inesperadament, en aquest mateix experiment varem identificar una nova isoforma del
gen, també expressada en cervell, corresponent només a la part soluble de CPT1C, que
compartia un 92% d’identitat de sequéncia amb la CPT1C humana. Aquest descobriment ens
donava la possibilitat de cristal-litzar aquest fragment i obtenir informacié estructural de gran
valor sobre aquesta proteina, almenys de la regi6 carboxiterminal citosolica, no només de la
CPT1C, sin6 potser també de les altres CPT1. A més a més, la inoculacié en conills d’aquesta
proteina purificada ens permetria obtenir un nou anticds de CPT1C, probablement molt més

especific que els obtinguts fins al moment.

L'alineament amb la sequéncia proteica de la CPT1A de rata i la CPT1C humana
(NM_152356), mostra que la isoforma AK299866 conserva la histidina catalitica (His*’3) i el
domini d'uni6 al coenzim A, fet que ens feu plantejar la possibilitat que presentés activitat CPT1

0, com s’ha descrit per CPT1C, capacitat d’'unié al malonil-CoA (Wolfgang, Kurama et al. 2006).

El primer intent d’expressio de la proteina de fusid6 GST-AK299866 en E. coli, pero,
mostra que la proteina es trobava a la fraccié insoluble del lisat cel-lular (Metodes, figura M.3).
Per aquest motiu vam escollir utilitzar el transportador NusA (Davis, Elisee et al. 1999), que ens
va permetre obtenir la proteina de fusié NusA-AK299866 a la fraccié soluble del lisat bacteria
(Métodes, figura M.4). La deteccié per Western blot amb un anticos anti-CPT1 confirma que
efectivament les dues proteines presentaven gran similitud. Vam purificar la proteina NusA-
AK299866 mitjancant una columna d’intercanvi ionic i es va assajar l'activitat CPT1 d’extractes
desalats i dialitzats. En cap cas la proteina purificada mostra activitat enzimatica (Figura R.34).

Com s’observa a la figura R.33, la proteina presentava un patr6 de migracio irregular,
amb bandes de diferents tamanys entre els marcadors de pes molecular de 118 i 90kDa,
reconegudes especificament per ambdds anticossos (anti-His i anti-CPT1). Per descartar una
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possible protedlisi de la mostra, s’analitza I'estabilitat de la proteina a diferents temperatures,

sense mostrar canvis entre condicions (dades no mostrades).

En cas que ambdés isotips CPT1A i CPT1C tinguessin la mateixa distribucio cel-lular, o
bé que les regions d’aquestes proteines que interactuessin amb [l'inhibidor es trobessin en el
mateix compartiment cel-lular, es podria pensar que CPT1C segresta malonil-CoA de manera
que disminueix la seva concentracio en el medi cel-lular, regulant aixi I'activitat de CPT1A. Donat
que s’ha descrit que CPT1C efectivament uneix malonil-CoA (Price, van der Leij et al. 2002) i
haviem vist que la isoforma AK299866 de la CPT1C humana conservava el domini d’uni¢ al
coenzim A, vam voler analitzar si era capag d’unir-se al malonil-CoA. Considerant el cost i la
dificultat dels estudis de binding a substrat i inhibidors, ens vam plantejar una aproximacio
experimental indirecta, mesurant I'activitat d'un enzim actiu i sensible al malonil-CoA, com és
CPT1A de rata, en presencia de la isoforma AK299866 i de malonil-CoA (Figura R.35). El fet que
la presencia de la isoforma AK299866 a la solucio de reaccié no alterés el grau d'inhibicié de
CPT1A de rata per malonil-CoA, descarta la hipotesi que aquesta isoforma expressada pogués
estar segrestant molécules de l'inhibidor en I'entorn cellular i afectar aixi I'activitat de I'enzim
CPT1A.

Donat que aquesta isoforma es correspon a la regié carboxiterminal de CPT1C humana,
teoricament soluble, i davant la possibilitat que CPT1C estigui interaccionant amb altres
proteines d’'un context neuronal per dur a terme la seva funcio, ens vam plantejar utilitzar la
isoforma AK299866 per a estudiar possibles interaccions amb proteines d'un extracte
hipotalamic huma (Métodes, apartat 7.12). Resultats preliminars d’'aquest experiment no
mostraren proteines significativament més abundants en la mostra NusA-AK299866 respecte el
control NusA. Caldra ajustar les condicions i repetir-ho per poder-ne treure una conclusié més

clara.

De tota manera, per l'alt percentatge d'identitat de sequéncia amb CPT1A i CPT1B (més
del 50%), la cristal-litzacié de la proteina AK299866 ens permetria descriure de manera molt
propera a la realitat per primer cop I'estructura de la part soluble d’'un enzim CPT1, donat que les
estructures construides fins ara s’han fet per homologia amb el cristall de la CrAT, amb el qual hi
ha una identitat de sequéncia del 30% aproximadament.
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7. Paper del gen CPT1C huma

Des que fa deu anys es va identificar i clonar CPT1C, s’han publicat només una desena
de treballs sobre la seva funcié i distribucié cellular, sense tenir encara una idea clara de per
quin mecanisme es desencadenen els fenotips observats en els diferents animals transgenics
publicats (Wolfgang, Kurama et al. 2006; Gao, Chen et al. 2009; Reamy and Wolfgang 2011).

Es coneix que la proteina comparteix més d’un 50% d'identitat de sequéncia amb els
isotips hepatic i muscular, que s’expressa exclusivament en cervell i que uneix malonil-CoA
(Price, van der Leij et al. 2002). S’ha demostrat per immunohistoquimica que I'expressié de la
proteina és especifica de neurones, i en concret, de zones relacionades amb el control de la
ingesta, com son els nuclis hipotalamics (Dai, Wolfgang et al. 2007). Per aquest motiu, de
seguida se li adjudica un paper mediador dels efectes de malonil-CoA sobre el control del balang
energeétic. De fet, els primers animals KO de Cpt1c presentaren una disminucio de la ingesta i el
pes corporal total respecte els animals wild-type i, alimentats amb una dieta rica en grasses,
presentaven un major augment de pes (Wolfgang, Kurama et al. 2006). Tot i aixi, és important
destacar que posteriorment s’han generat dos models KO d'aquest mateix gen on no
s'observaren diferéncies de pes respecte els animals wild-type (Gao, Chen et al. 2009) i
[(Carrasco 2012), Tesi Doctoral], generant controvérsia sobre el fenotip d’aquest animal i I'efecte
de la interferéncia en I'expressié d’aquest gen en el control del pes corporal i la ingesta. En
aquest sentit, els nostres estudis sobre la regulacié transcripcional del gen mostren que
I'expressié no és regulada per dejuni ni per canvis en els nivells circulants de cossos cetonics, tot
i que si hem identificat una resposta del promotor del gen huma als factors FoxA2 i CREB, que

caldra validar amb posteriors experiments.

Tot i que conserva els dominis catalitics més importants d’'un enzim CPT1, no hem pogut
demostrar que tingui capacitat per catalitzar la mateixa reaccio, d'acord amb estudis anteriors
(Price, van der Leij et al. 2002; Wolfgang, Kurama et al. 2006; Wolfgang, Cha et al. 2008).
Nomeés un laboratori havia pogut mesurar-ne activitat enzimatica, amb un rendiment unes 100
vegades menor que CPT1A. Els mateixos autors mostraren per immunofluorescéncia cel-lular
indirecta que CPT1C sobreexpressada en diferents linies cel-lulars es localitzava només al reticle
endoplasmatic i no al mitocondri (Sierra, Gratacos et al. 2008). Els nostres resultats
d'immunofluorescéncia suporten una localitzacié no mitocondrial, tot i que no podem concloure

que efectivament es trobi en el reticle endoplasmatic.
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Price i col-laboradors aillaren la isoforma NM_152359 de CPT1C d’un clon de I''TMAGE
Consortium de retinoblastoma huma (Price, van der Leij et al. 2002). Després que en aquesta
tesi doctoral s’hagi demostrat 'expressié en cervell huma de diferents isoformes de CPT1C, ens
plantegem la possibilitat que el clon amb el qual la comunitat cientifica esta treballant sigui una
isoforma inactiva, de la mateixa manera que s’havia posat en dubte que les diferents isoformes
cataliticament inactives identificades de CPT1B en teixit cardiac i muscular de rata fossin les
responsables de la fraccié de R-oxidacio no inhibible per malonil-CoA (Introducci6, apartat
[11.3.2). Plantegem com a hipotesi que aquesta isoforma pugui presentar un ensamblatge diferent
i/o topologia de membrana que no permetin la reaccié catalitica dels enzims CPT1 i que afecti la
resposta a hormones o a estats metabolics de la proteina.

En els ultims estudis funcionals s’ha plantejat la hipotesi que CPT1C, ancorada a la
membrana del reticle endoplasmatic, modula els nivells de ceramides, i que no és a través de
I'activacio de la sintesi de novo (Carrasco, Sahun et al. 2012). Es postula que el malonil-CoA i
CPT1C estiguin actuant com a molecules mediadores dels efectes anoréctics de la leptina, tot i
que sense demostrar el mecanisme d’accié (Gao, Zhu et al. 2011). S’ha relacionat també
I'expressié de CPT1C amb I'elongacio6 dels acids grassos de cadena llarga a cadena molt llarga,
resultant en una microencefalia en animals que sobreexpressen la proteina, aixi com un retras
en el creixement (Reamy and Wolfgang 2011). Aixi, animals KO de Cpt1c presenten disfuncions
motrius i dificultats en I'aprenentatge, efectes també relacionats amb lalteracié dels nivells
d’'espécies C18 a C24 (Carrasco, Sahun et al. 2012). Per ultim, s’ha proposat CPT1C com una
nova diana terapeutica pel tractament de tumors hipoxics, ja que promou la supervivéncia

cel-lular i el creixement tumoral en condicions d’estrés metabolic (Zaugg, Yao et al. 2011).

En l'actualitat, encara es desconeix quina és la funci6 especifica de CPT1C, com també
per quin mecanisme és capag de desencadenar una resposta que afecti 'homeodstasi energética.
L’Unic que sembla clar és que ambdds fenotips de perdua i guany de funcié poden ser modulats
per la dieta, concretament per dietes amb un alt contingut en grasses, suggerint que
efectivament CPT1C podria ser diana de malonil-CoA. En aquesta linia, s’ha demostrat
I'existéncia d’'un marc obert de lectura no traduit (UORF) corrent amunt de l'inici de traducci6 que
estaria reprimint I'expressio del gen en condicions normals, permetent-ne 'expressié només en
resposta a determinats estimuls com la deprivacié de la glucosa, tractament amb BSA-palmitat o
inhibici6 de 'AMPK (Lohse, Reilly et al. 2011). Caldra seguir investigant per resoldre aquests
dubtes i poder per fi eliminar 'interrogant que relaciona el malonil-CoA hipotalamic amb CPT1C i

I'homedstasi energeética.
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1. Els primers 18 residus de I'extrem aminoterminal de la CPT1A de rata no afecten la sensibilitat

al malonil-CoA a través d’una interaccié directa amb els residus Glu9% i Met593.

2. Els determinants moleculars de la sensibilitat al malonil-CoA de I'extrem aminoterminal
(residus 1-28) de la CPT1B de porc i la CPT1A de rata son diferents, de manera que no poden

explicar la similitud de sensibilitat al malonil-CoA que presenten.

3. Els extrems aminoterminal de la CPT1B humana i de porc sén gairebé idéntics. Tot i aixo, la
interaccié amb I'extrem carboxiterminal és diferent, com ho demostra la diferéncia en el

comportament de mutants del residu 17.

4. El model 3-D de CPT1B humana proposat en aquesta tesi doctoral és compatible en part amb
Iultim model publicat de CPT1A, perd no explica encara les diferéncies cinétiques que

presenten ambdos enzims.

9. El patr6 d’expressio observat del gen Cpt1c no és compatible amb el paper que se li ha atorgat
sobre la regulacio de la ingesta.

6. La CPT1C és una proteina sense activitat enzimatica, independentment de la caracteristica

extensio C-terminal que presenta respecte els altres isotips.

7. La identificacié de I'expressio en cervell huma adult d’'una isoforma soluble de CPT1C ofereix

una eina util per a 'obtencié d’un cristall de la part soluble de CPT1C.
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Aa
ACC
Ad
AgRP
AMPc
AMPK
AP
APS
AOX1
Arc
atm
ATP
bp
BSA
Bsx
CACT
CART
cDNA
CoA
(o/\")
CoT
CPT
CrAT
CRE
CREB
DNA
DNL
DMSO
dNTP
FAS
FFA
g
HMGCS2
HPLC
HSL
ICs0
IPTG
kb
kDa
Km
LB
LPL
MCH
MME
MOI
mRNA
NGF

APENDIXS

|. ABREVIATURES

Aminoacids

Acetil-CoA Carboxilasa
Adenovirus

Agouti-related peptide
Monofosfat d’adenosina ciclic
Cinasa depenent dAMP
Fosfatasa alcalina

Persulfat amonic

Alcohol oxidasa 1

Nucli arcuat

Atmosferes

Trifosfat d’adenosina

Parells de bases

Albumina bovina seérica
Brain-specific homeobox factor
Carnitina acilcarnitina translocasa
Cocaine- and amphetamine-requlated transcript
DNA copia

Coenzim A

Citomegalovirus

Carnitina octanoiltransferasa
Carnitina palmitoiltransferasa
Carnitina acetiltransferasa
Element de resposta a AMPc
Element d’uni6 a I'element de resposta a AMPc
Acid desoxiribonucleic
Lipogenesi de novo
Dimetilsulfoxid
Desoxiribonucleotid trifosfat

Fatty Acid Synthase

Acids grassos lliures

Gravetats
Hidroximetilglutaril-CoA Sintasa 2 (mitocondrial)
High Performance Liquid Chromatography
Lipasa sensible a hormones
Concentracio Inhibitoria 50
Isopropil-0-D-tiogalactosidasa
Kilobases

Kilodaltons

Constant de Michaelis-Menten
Medi Luria-Bertrani

Lipoproteina lipasa
Melanin-concentrating hormone
Membrana mitocondrial externa
Muiltiplicity of Infection

RNA missatger

Factor de creixement neuronal
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NPY Neuropéptid Y

ORF Open Reading Frame

PCR Reacci6 en cadena de la polimerasa
PEPCK Fosfoenolpiruvat carboxicinasa
POMC Pro-opiomelanocortin

qRT-PCR PCR quantitativa en temps real
RNA Acid ribonucleic

rpm Revolucions per minut

shRNA Short Hairpin RNA

SNC Sistema Nervios Central

TAE Tris-acetat-EDTA

TBE Tris-borat-EDTA

TEMED N,N,N'N’-tetrametiletilendiamina
TG Triglicérids

Tm Melting temperature

™ Transmembrana

uORF Untranslated Open Reading Frame
UTR Untranslated Region

VLDL Lipoproteina de molt baixa densitat
wt Wild-type; salvatge

YND Yeast-Non-Essential aminoacids-Dextrose
YPD Yeast-Peptone-Dextrose

3-D Tridimensional

Il. CONSTRUCCIONS

1. Plasmidis d’expressio en procariotes

Human CPT1C-pGEX4T1: cDNA dels ultims 135 aminoacids de Human CPT1C
amplificat partint del plasmid Human CPT1C-pCMVSPORT6. S'utilitzaren els encebadors

DH1085 i DH1053, que introdueixen les dianes de restriccio Smal i Xhol, eliminant el cod6 de

parada de la sequiencia. Construccié emprada per tal de validar 'anticos encarregat a GenScript

contra els ultims 14 residus de la proteina.

Human AK299866-pGEX4T2: cDNA de la isoforma AK299866, corresponent a la regio
soluble de la CPT1C humana, amplificat d’'un pool ’RNA de cervell huma, mitjangant els oligos

DH1118 i DH1119. Posteriorment, s’elimina el codd d'inici de traduccio i es van introduir les
dianes de restriccié BamHI i EcoRI mitjangant els oligos DH1252 i DH1266, respectivament, per
tal de subclonar el cDNA en el vector pGEX4T2 i crear aixi la proteina de fusio GST-AK299866.
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Human AK299866-pET43a: Prové de la digestio del plasmid anterior amb els enzims

BamHI i Notl, i el subclonatge en el plasmid pET43a, creant aixi la proteina de fusid NusA-
AK299866.

2. Plasmidis d’expressio en llevats

2.1. Construccions amb el cDNA de la CPT1A de rata

A18 Rat CPT1A-pHWO010: construccié cedida pel grup del Dr. Gebre Woldegiorgis,

generada segons s'explica a I'apartat Materials i Métodes de la publicacié (Shi, Zhu et al. 1998).

A18+M593A Rat CPT1A-pHWO010: construccié generada per la Dra. Laura Napal,
emprant els oligos DH632 i DH633 per tal de mutar la posici6 Met5% a alanina per mutagenesi
dirigida, sobre la construccio A18 Rat CPT1A-pHWO010.

A18+E590A Rat CPT1A-pHWO010: construccid generada per la Dra. Laura Napal,
emprant els oligos DH630 i DH631 per tal de mutar la posicié Glu® a alanina per mutagenesi

dirigida, sobre la construccié A18 Rat CPT1A-pHWO010, segons s’explica a I'apartat Materials i
métodes de la publicacio (Napal, Dai et al. 2003)

2.2. Construccions amb el cDNA de la CPT1B de porc

A18 Pig CPT1B-pHWO010: Construccié detallada en l'apartat Materials i Métodes de

larticle adjunt (Veure Apéndixs, apartat Publicacions).

A28 Pig CPT1B-pHWO010: construccid detallada en l'apartat Materials i Métodes de

larticle adjunt (Veure Apéndixs, apartat Publicacions).

E17D Pig CPT1B-pHWO010: construccié detallada en l'apartat Materials i Métodes de

larticle adjunt (Veure Apéndixs, apartat Publicacions).

2.2. Construccions amb el cDNA de la CPT1B humana

D17E Human CPT1B-pHWO010: construcci6 detallada en I'apartat Materials i Métodes de
Iarticle adjunt (Veure Apéndixs, apartat Publicacions).

D17K Human CPT1B-pHWO010: Residu Asp'” mutat a Lys'” per mutagenesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: HCPT1B-
D17KF i D17KR.
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R22E Human CPT1B-pHWO010: Residu Arg2?2 mutat a Glu2?2 per mutagénesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: HCPT1B-
R22EF i R22ER.

R25E Human CPT1B-pHWO010: Residu Arg?® mutat a Glu2® per mutagénesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: HCPT1B-
R25EF i R25ER.

K40A Human CPT1B-pHWO010: Residu Lys mutat a Ala*0 per mutagénesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: DH1341 i
DH1342.

K40E Human CPT1B-pHWO010: Residu Lys*0 mutat a Glu‘® per mutagénesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: DH1349 i
DH1350.

K41A Human CPT1B-pHWO010: Residu Lys*! mutat a Ala*' per mutagénesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: DH1343 i
DH1344.

K41E Human CPT1B-pHWO010: Residu Lys*!' mutat a Glu*' per mutagénesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: DH1351 i
DH1352.

R45A Human CPT1B-pHWO010: Residu Arg* mutat a Ala* per mutagénesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: DH1345 i
DH1346.

R45E Human CPT1B-pHWO010: Residu Arg* mutat a Glu*® per mutagénesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: DH1353 i
DH1354.

K47A Human CPT1B-pHWO010: Residu Lys*’ mutat a Ala*’ per mutagénesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: DH1347 i
DH1348.

K47E Human CPT1B-pHWO010: Residu Lys*” mutat a Glu4’ per mutagénesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: DH1355 i
DH1356.
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E433R Human CPT1B-pHWO010: Residu Glu43 mutat a Arg*3® per mutagénesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: HCPT1B-
E433RF i E433RR.

E500R Human CPT1B-pHWO010: Residu Glus® mutat a Arg5% per mutagénesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: HCPT1B-
E500RF i E500RR.

K561D Human CPT1B-pHW010: Residu Lys%' mutat a Asp3¢' per mutagenesi dirigida
partint del cDNA de Human CPT1B clonat en el plasmid pBSSK+ com a motlle. Oligos: HCPT1B-
K561DF i K561DR.

2.3. Construccions quimériques entre els cDNAs de la CPT1B humana i de porc

P50H CPT1B-pHWO010: Construccio detallada en I'apartat Materials i Métodes de I'article
adjunt (Veure Apéndixs, apartat Publicacions).

P128H CPT1B-pHWO010: Construccid detallada en l'apartat Materials i Métodes de
larticle adjunt (Veure Apéndixs, apartat Publicacions).

H50P CPT1B-pHWO010: Construccié detallada en I'apartat Materials i Métodes de I'article

adjunt (Veure Apéndixs, apartat Publicacions).

H128P CPT1B-pHWO010: Construcci6 detallada en l'apartat Materials i Metodes de

larticle adjunt (Veure Apéndixs, apartat Publicacions).

2.4. Altres construccions

Human CPT1C-pGAPZB: Construccié cedida pel grup del Dr. Victor Zammit, de la
Universitat de Warwick (Coventry, UK). Conté el cDNA de Human CPT1C (Acc. Number

NM_152359) clonat amb les dianes de restriccid BstBl i Xhol, i fusionat a I'extrem C-terminal amb

les etiquetes myc i (His)e.

Rat CPT1A/C-pHWO010: Conté els ultims 32 aminoacids de la CPT1C de rata fusionats a
I'extrem C-terminal de la sequéncia de la CPT1A de rata. S’encarrega la sintesi (GenScript) dels

ultims 237bp de la CPT1A de rata fusionats (eliminant el codd de parada) als ultims 96bp de la
CPT1C de la mateixa especie. Es dissenya una estratégia de clonatge que permetés alliberar el
fragment d'interés amb I'enzim de restricci6 Sacl i substituir aixi la regio C-terminal de la

construccio Rat CPT1A-pBSSK+ anteriorment obtinguda al laboratori.
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3. Plasmidis d’expressio6 en eucariotes

Human CPT1C-pCMVSPORT6: Construccié adquirida a Open Biosystems® que conté la
sequeéncia del cDNA de la CPT1C humana (Acc.Number BC_029104) clonada amb les dianes de
restriccio Notl-Sall flanquejants, orientacié SP6. Presenta una delecié d'11 aminoacids respecte
el clon de Human CPT1C que s’ha utilitzat en aquest treball (Acc. Number NM_152359).

Human CPT1C(myc)-pCDNA3: Conté el cDNA de Human CPT1C (Acc.Number
NM_152359) etiquetat amb myc a I'extrem C-terminal. Es realitza un subclonatge en el vector
pCDNA3myc partint de les construccions Human CPT1C-pGAPZB i Human CPT1C(myc)-
pCDNA3 (Acc.Number BC_029104), ambdues digerides amb els enzims Agel i Sfi. Conté la
sequeéncia KOZAK original del gen just abans de l'inici de traducci6.

Rat CPT1A(flag)-pCDNAS3: Construccié generada per la Dra. Nuria Camarero. Conté el

cDNA de la CPT1A de rata etiquetat amb flag a I'extrem C-terminal. Es realitza un subclonatge
en el vector pPCDNA3 partint de la construccié Rat CPT1A-pCDNAS. Conté la sequéncia KOZAK
original del gen just abans de ['inici de traduccio.

4. Plasmidis reporters de luciferasa

hpCPT1C-D Juc: Conté 957pb de la regié promotora del gen CPT1C huma (coordenades
-916/+41). Es considera l'inici de transcripcio (coordenada +1) a 1145pb corrent amunt respecte
linici de traducci6 descrit (Price, van der Leij et al. 2002). DNA amplificat partint de DNA genomic
de cél-lules humanes HepG2, amb els oligos DH929 i DH1004, que introdueixen les dianes de

restriccié EcoRV i Hindlll per al posterior subclonatge en el vector pGL3basic.

hpCPT1C-DA luc: Conté 515pb de la regi6 promotora del gen CPT1C huma
(coordenades -401/+41). En aquest cas s’empraren els oligos DH1001 i DH1004, que

introdueixen les mateixes dianes de restriccio.

hpCPT1C-DB luc: Conté 320pb de la regi6 promotora del gen CPT1C huma
(coordenades -279/+41). S’empraren els oligos DH1002 i DH1004, que introdueixen les mateixes

dianes de restriccio.

hpCPT1C-DC luc: Conté 78pb de la regié promotora del gen CPT1C huma (coordenades

-37/+41). S’empraren els oligos DH1003 i DH1004, que introdueixen les mateixes dianes de

restriccio.

hpCPT1C-D (2xCREmut) Juc: Conté 957pb de la regidé promotora del gen CPT1C huma
(coordenades -916/+41) amb els dos putatius elements de resposta a CRE identificats en
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aquesta tesi doctoral mutats per mutagénesi dirigida. Per mutar el primer element (CRE1,
coordenades -755/-745) s’empraren els oligos DH1256 i DH1257 i per mutar el segon, (CRE2,
coordenades -274/-267) els oligos DH1258 i DH1259.

hpCPT1A (p600) luc: Construccié generada per la Dra. Cristina Mascaré. Conté 600pb
de la regi6 promotora del gen CPT1A huma (coordenades -528/+69), amplificada amb els oligos
DH564 i DH565.

rpCPT1A (p4500) luc: Construccio generada per la Dra. M.José Barrero segons s’explica

a l'apartat Materials i Métodes de la publicacio (Barrero, Marrero et al. 2000).

lll. OLIGONUCLEOTIDS

1. Oligonucleotids de vectors

Nom Vector Seqliéncia
T7 pBSSK, pCDNA3, pGEMT TAATACGACTCACTATAGGG
SP6 pBSSK, pCDNA3, pGEMT ATTTAGGTGACACTATAG
COLIDOWN pET43 TTCACTTCTGAGTTCGGCATG
NusTag pET43 AAAGCCGGAGCACTGATTATG
Luc For pGL3basic CTTATCATGTCTGGATCCAAGCTTGCATG
Luc Rev pGL3basic GTTCCATCTTCCAGCGGATAGAATGGCG
CMV For pCDNA3 CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
pGEX For pGEX GCAGGGCTGGCAAGCCACG
pGEX Rev pGEX CTGACGATCTGCCTCGCGC
60 pHWO10 GGATGGAAAAGTCCCGGCCG

2. Oligonucleoétids que hibriden amb gens

2.1. Oligonucleotids del gen Cpt1a de rata

Nom (Fwd/Rev) | Diana ‘ Seqiiéncia
DH630 (F) GCCTCACATATGCGGCCTCCATGACC
DH631 (R) GGTCATGGAGGCCGCATATGTGAGGC
DH632 (F) TACGAGGCCTCCGCGACCCGGCTCTTC
DH633 (R) GAAGAGCCGGGTCGCGGAGGCCTCGTA

2.2. Oligonucleotids del gen CPT1B huma

| Nom(FwdRev) | Diana | Seqiéncia
D17K (F) GTTCACGGTGACCCCAAAAGGGGTCGACTTCCGG
D17K (R) CCGGAAGTCGACCCCTTTTGGGGTCACCGTGAAC
R22E (F) CGGGGTCGACTTCGAGCTCAGTCGGGAGGC
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R22E (R) GCCTCCCGACTGAGCTCGAAGTCGACCCCG

R25E (F) CGACTTCCGGCTCAGTGAGGAGGCCCTGAAACAC
R25E (R) GTGTTTCAGGGCCTCCTCACTGAGCCGGAAGTCG
K40A (F) GGATCAACTCCTGGGCGAAACGCCTGATCCG

K40A (R) CGGATCAGGCGTTTCGCCCAGGAGTTGATCC

K41A (F) CAACTCCTGGAAGGCGCGCCTGATCCGCATCAAG
K41A (R) CTTGATGCGGATCAGGCGCGCCTTCCAGGAGTTG
R45A (F) GGAAGAAACGCCTGATCGCGATCAAGAATGGCATCC
R45A (R) GGATGCCATTCTTGATCGCGATCAGGCGTTTCTTCC
K47A (F) GCCTGATCCGCATCGCGAATGGCATCCTCAG

K47A (R) CTGAGGATGCCATTCGCGATGCGGATCAGGC

K40E (F) GGATCAACTCCTGGGAGAAACGCCTGATCCG

K40E (R) CGGATCAGGCGTTTCTCCCAGGAGTTGATCC

K41E (F) CAACTCCTGGAAGGAGCGCCTGATCCGCATCAAG
K41E (R) CTTGATGCGGATCAGGCGCTCCTTCCAGGAGTTG
R45E (F) GGAAGAAACGCCTGATCGAGATCAAGAATGGCATCC
R45E (R) GGATGCCATTCTTGATCTCGATCAGGCGTTTCTTCC
K47E (F) GCCTGATCCGCATCGAGAATGGCATCCTCAG

K47E (R) CTGAGGATGCCATTCTCGATGCGGATCAGGC
E433R (F) CTATGACCCCGAAGATAGGGCCAGCCTCAGCCTC
E433R (R) GAGGCTGAGGCTGGCCCTATCTTCGGGGTCATAG
E500R (F) CACCTGGGCTACACGAGGACCGGGCACTGCCTG
E500R (R) CAGGCAGTGCCCGGTCCTCGTGTAGCCCAGGTG
K561D (F) CAAAGGCCTCATCAAGGATTGCCGGACCAGCCCTG
K561D (R) CAGGGCTGGTCCGGCAATCCTTGATGAGGCCTTTG

2.3. Oligonucleotids del gen CPT1C huma

Nom (Fwd/rev) Diana Seqiiéncia
DH929 (F) EcoRV AGTCGATATCACTGGATTCGCTGTCTCCAC
DH1001 (F) EcoRV AGCTGATATCGCCTTTCTTGCCAAC
DH1002 (F) EcoRV AGCTGATATCGCCTGACGTTATAATGCACC
DH1003 (F) EcoRV AGCTGATATCTAGAACGCGGGGATTGGAAG
DH1004 (R) Hindll AGCTAAGCTTATTCCTCTCTCTCGTGTCCCT
DH1256 (F) GTGCCCAGCTCGCTGGGTGTGTGCGGGCACGGCTCG
DH1257 (R) CGAGCCGTGCCCGCACACACCCAGCGAGCTGGGCAC
DH1258 (F) CCGGCACCCTACGCGCCTGTGTGTGTAATGCACCTGGGGTG
DH1259 (R) CACCCCAGGTGCATTACACACACAGGCGCGTAGGGTGCCGG
DH1085 (F) Smal CCCGGGGCCCTTCCTGACCCAG
DH1053 (R) Xhol CTCGAGAAGCTTGAAGTCGGTGGATGTCATT
DH1118 (F) TCGCTGCTGCAGTGGTA
DH1119 (R) TAGTGTGGGGTCCGGGT
DH1252 (F) BamH GGATCCCTGTTCAGTTACCAGC
DH1266 (R) EcoRl GAATTCTCAAGATGGCCGACC
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2.4. Oligonucleotids d’altres gens

S’empraren els encebadors anomenats Bact1 (F) i act2 (R) per a 'amplificacié de les B-

actines humanes per RT-PCR. Tot i correspondre a la sequéncia del gen de ratoli, conserven un

100% i un 89% d’identitat de sequéncia amb la sequéncia del gen huma, respectivament. Es

confirma la correcta amplificacié pel tamany de I'amplicé (600pb).

Bact1 - ACCAACTGGGACGACATGGAG

Pact2 - GGAATCCTGTGGCATCCATGA

ACILTRANSFERASES

IV. MUTANTS DESCRITS DE DIFERENTS CARNITINA

K., Carnitina | K, Acil-CoA
Canvi seqiiéncia Sistema d'expressié Enzim Efecte IC5p (uM) (Hm) (uM) Referéncia
CPT1A Rata 2,7 32 McGarry, 1983
CPT1A Huma 1,6 39
CPT1B Rata (cor) 0,1 197
CPT1A Porc 0,16 31
CPT1B Huma 0,025 480
CPT1B Rata 0,034 507
CPT1B Gos 0,017 627
CPT1B Gos (cor) 0,025 695
wt Rates alimentades CPT1A Rata Cook, 1980
Rates en deju (48h) Menys sensible
Rates alimentades 2,8 Kerner, 2008
Rates en deju (48h) Menys sensible 91
wt S. cerevisiae CPT1A Rata 5 Brown, 1994
A83 Menys sensible >80
A30-149 Inactiu
wt P .pastoris GS115 CPT1A Rata 2 32 de Vries, 1997
A18 Menys sensible 380 Shi, 1998
A35 200
A52 170
A73 180
A83 No uneix MCoA 300
A129 Inactiu, no uneix MCoA
H5A COS cells CPT1A Rata Menys sens Swanson, 1998
H133A No canvis sens
H140A Menys sens
H5A/H140A Menys sens
Rat L-CPT1
Rat M-CPT1
Rat L/M-CPT1 No canvis
Rat M/L-CPT1 No canivs
wt P .pastoris GS115 CPT1A Rata 2 45 104 Shi, 1999
E3A Menys sensible 200 74,5 69,4
H5A 25
Q6A 2
i) Menys sensible 197
A12 Menys sensible 210
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K., Carnitina | K, Acil-CoA
Canvi seqiiéncia Sistema d'expressié Enzim Efecte 1C5, (M) (1) (uM) Referéncia
wt P .pastoris GS115 CPT1A Rata 100 43,05 Dai, 2000
R388A No sensible 79,5 229
R451A No sensible 121,3 20,7
R601A Gairebé inactiu
R606A 1141 3,74
R655A Gairebé inactiu
W391A 235,8 29,53
WA452A No sensible 4194 11,58
wt P .pastoris X-33 CPT1A Rata 38 153 46 Jackson,2000
E3A Menys sensible 199 211 78,6 Jackson,2000
A(3-18) Menys sensible 176 227 81,5
A(1-82) p=0,05 69 483 35,2
A(19-30) Més sensible 11 259 74,2
A(19-46) Més sensible 3 232 99,2
E3A-A(19-30) Menys sensible 130 232 57,7
E3A-A(19-46) Menys sensible 180 215 86,9
E3D P .pastoris X-33 CPT1A Rata 79 ND ND Jackson, 2001
E3Q* Menys sensible 205 ND ND
E3AS24AQ30A* Menys sensible 172 ND ND
D20AE26A 15,8 ND ND
R22AH25AK29A 12,9 ND ND
S24A Més sensible 1,9 158 86,9
Q30A Més sensible 2,8 162 87,9
S24AQ30A Més sensible 1,1 164 72,7
wt S. cerevisiae CPT1A Rata 0,53 102 41,2 Pan, 2002
A772-773 S. cerevisiae 05 113 441
A767-773 S. cerevisiae 0,55 111 53,9
A743-773 S. cerevisiae Inactiu ND ND ND
wt P .pastoris GS115 CPT1A Rata 2 46 97,5 Treber, 2003
E603D 30 73 31,9
E603Q Perdua ~90% activ 27,5 38,8 14
E603H Inactiu
E603A Inactiu
R601A Perdua ~90% activ 84
R606A Perdua ~90% activ 82
wt P .pastoris GS115 CPT1A Rata 3,39 59,3 153,5 Napal, 2003
E590A Més sensible 0,21
E590Q Més sensible 0,39 87,6 62,2
E590D Inactiu 74,8 74,4
E590K Més sensible 0,25
wt S. cerevisiae CPT1A Rata 12,3 1274 49 Morillas, 2003
M593A Menys sensible 155 56,3 6,1
M593S Menys sensible 319 124 74
M593E Menys sensible 220 150 6,3
T314S 15 88,2 1,7
N464D 8,7 69,5 41
A4T8G 39,5 327 15,1
C608A 27,5 51,6 24,3
T314S/N464D/A478G/
M593S/C608A Menys sensible 258 95,7 4,6
H473A Inactiu
A381D No canvis ~wt 93 33
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K, Carnitina | K, Acil-CoA
Canvi seqiiéncia Sistema d'expressio Enzim Efecte IC5y (M) (1) (uM) Referéncia
wt P .pastoris X-33 CPT1A Rata 38,4 153 46 Price, 2003
wt CPT1A Ovella 29,8 2151 374
wt CPT1B Rata 33 779 574
wt CPT1B Ovella 10,1 560,4 67,6
(1-79)Rat/(80-771)Sheep CPT1B Rata/Ovella 19,5 785,1 30
wt S. cerevisiae CPT1A Rata 101 57 Morillas, 2004
D477A Inactiu
D567A Inactiu
S685A Pérdua 50% activ 262 8,7
T686A Inactiu
S687A Inactiu
E590D Pérdua 60% activ 137 57
K455A Pérdua 45% activ 147 6,1
K505A Pérdua 30% activ 105 24
K560A Pérdua 50% activ 110 6,3
K561A Pérdua 15% activ 130 59
wt P .pastoris X-33 CPT1A Rata 16,2 184,2 46,5 Borthwick, 2006
TEVsite adjacent to TM2 Més sensible 1 170,8 64,1
rand.insert adjacent to TM2 Més sensible 1,6 142,6 80,3
TEVsite adjacent to TM1 No canvis 14 187,8 415
E3A+insert 92,5 153,7 58,3
A(1-82)+insert 10,5 143,8 59,7
S24A/Q30A+insert 0,36 181,9 96,4
CPT1A (B-loop) Més sensible 16 156,2 46,5
CPT1A (B-TM2) Més sensible 25 227,6 102,6
A(77-84) Més sensible 1,8 2351 47,6
A(85-93) Més sensible 0,2 259,6 64,2
A(94-101) Més sensible 08 202,1 49,3
P79l No canvis 2137 68,6
wt S. cerevisiae CPT1A Rata 73 59,7 3,6 Lopez-Vifias, 2007
E26K Menys sensible 92,4
K561E Menys sensible 88,1
E26K+K561E Swap 9,8
R45D No canvis
D698R No canvis
R45D+D698R No canvis
R243T 384 56,3 7
R243T+A478G >150
wt S. cerevisiae CPT1A Huma ljist, 1998
D454G Inactiu
Menys actiu, menys
P479L Cél-lules COS CPT1A Huma sensible Brown, 2001
R357TW Menys estable
L484P Menys estable
R123C Mobilitat aberrant
A275T No canvis
C304W Inactiu, menys estable
AR395 Inactiu, menys estable
wt P .pastoris X-33 CPT1A Rata 25 Rao, 2011
E3R P .pastoris X-33 Menys sensible 56
A9G P .pastoris X-33 Més sensible 15
G18A P .pastoris X-33 8,1
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K, Carnitina | K, Acil-CoA
Canvi seqiiéncia Sistema d'expressio Enzim Efecte IC5y (M) (1) (uM) Referéncia
wt P .pastoris GS115 CPT1A Porc 0,141 126 35 Nicot, 2001
A8 P .pastoris GS115 ~0,15 83 63
A28 P .pastoris GS115 ~0,09 97 62
Quimeres:
Pig/Rat (1-128)Pig/Rat ~2 147 31
Rat/Pig (1-128)Rat/Pig ~0,11 104 52
Rat/Pig-A ~0,11 107 60
Rat/Pig-B ~0,15 111 43
Rat/Pig-C ~0,2 111 45
A18 Pig/Rat ~0,18 124 50
A28 Pig/Rat ~0,11 102 48
wt Rates alimentades CPT1B Rata No canvis 0,8 Paulson, 1984
Rates en deju (48h) No canvis 0,8
wt P .pastoris GS115 CPT1B Huma 0,07 666 42 Zhu, 1997
wt P .pastoris GS115 CPT1A Rata 2 Shi, 2000
wt CPT1B Huma 0,07 530 93,8
A18 Menys sensible 0,3
A28 Menys sensible 75 408 56,8
A39 Menys sensible 75
A51 Menys sensible 35
A72 Menys sensible 7
A83 Inactiu
ML-41 CPT1A+(N-term CPT1B) No canvis 1,5
ML-79 CPT1A+(N-term CPT1B) No canvis 9
ML-130 CPT1A+(N-term CPT1B) No canvis 2
ML-197 CPT1A+(N-term CPT1B) Inactiu
wt P .pastoris X-33 CPT1B Rata 33 779 Jackson, 2000
A3-18A p=0,05 45 1710
A19-30 no canvis
A1-80 Menys sensible 11,1 641
Quimeres: CPT1A/B Rata Jackson, 2000
MLL CPT1B fins aa81 58,6
MML CPT1B fins aa118 64,4
LML CPT1B del 81-118 35,1
LMM CPT1A fins aa81 43
LLM CPT1A fins aa118 44
MLM CPT1A del 81-118 39
81-118=loop+TM2
wt P .pastoris GS115 CPT1B Huma 0,07 913 67,9 Zhu, 2003
V19A no canvis
L23A no canvis
S24A no canvis
L28A no canvis
V19AL28A no canvis
V19AL23AS24A no canvis
V19AL23AL28A no canvis
D18+V19AL23AS24A menys sensible 10 630 2731
E3A menys sensible 4 617 82,3
H5A no canvis 0,15 968 40,4
E3AV19AL23A menys sensible 4
E3AS24A menys sensible 4
EVLS menys sensible 10 706 78
EHVLS menys sensible 6,8 652 6,2
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K., Carnitina | K, Acil-CoA
Canvi seqiiéncia Sistema d'expressio Enzim Efecte ICsy (uM) (M) (M) Referéncia
wt P .pastoris GS115 CPT1B Porc 0,906 197 82 Relat, 2004
wt CPT1B Huma 0,09 683 Relat, 2009
A18 CPT1B Porc 35,56
028 39,19
H50P 50 Porc + resta Huma 0,218
H128P 128 Porc + resta Huma 0,322
P50H 50 Huma + resta Porc 0,395
P128H 128 Huma + resta Porc 0,358
Pig E17D Més sensible 0,297 605,95
Human D17E 0,279 769,51
E531K CPT1B Huma FENOTIP obesitat Robitaille, 2007
wt P .pastoris GS115 CPT1B Huma 0,096 666 Pujol, 2012, Tesi
D17K 0,057 600,43
R25E 0,036 610,81
E433R 0,081
E500R 0,082 528,71
K561D 0,084 688,82
K40A 0,062
K40E 0,125
K41A 0,128
K41E 0,087
R45A 0,027
R45E 0,054
K47A 0,218
K4TE 0,144
wt S. cerevisiae COT liver Rata 76 172 2 Morillas, 2002
A332G Menys sensible 492
A238D No canvis ~wt 146 16,7 Morillas, 2001
H327A Inactiu
H131A+H340A Insensible 106 Morillas, 2000
wt E. coli COT Liver Bovina 94,8 Cronin, 1997
R505N E. coli 1650
wt P .pastoris GS115 CPT2 Rata 105 de Vries, 1997
wt S. cerevisiae CPT2 Rata 121 191 Brown, 1994
V605A x4 no canvis
G609A x5 no canvis
G611A x4,5 no canvis
D376A Inactiu
D464A Inactiu
H372A Inactiu
H372K Inactiu
D353A Gairebé inactiu
wt E. coli CPT2 liver Rata 63,7 81,9 Zheng, 2002
E487A Inactiu
E487D Inactiu
E487K Inactiu
E500A Pérdua 42% activ 105,6 19,9
E500D Peérdua 75% activ 1114 88
wt CrAT
H343 Jogl G, 2003
S554
M564 E. coli CrAT Ratoli Hsiao, 2004
M564G
M564A
F565A
M564G E. coli Cordente, 2004
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Human carnitine palmitoyltransferase 1B (CPT1B) is a highly malonyl-
CoA-sensitive enzyme (IC50 = 0.097 um) and has a positive determinant
(residues 18-28) of malonyl-CoA inhibition. By contrast, rat carnitine
palmitoyltransferase 1A is less sensitive to malonyl-CoA inhibition
(ICso = 1.9 um), and has both a positive (residues 1-18) and a negative
(residues 18-28) determinant of its inhibition. Interestingly, pig CPTI1B
shows a low degree of malonyl-CoA sensitivity (ICso = 0.804 um). Here,
we examined whether any additional molecular determinants affect malo-
nyl-CoA inhibition of CPT1B. We show that the malonyl-CoA sensitivity
of CPTIB is determined by the length (either 50 or 128 residues) of the
N-terminal region constructed by recombining pig and human enzymes.
We also show that the N-terminal region of pig CPTIB carries a single
positive determinant of malonyl-CoA sensitivity, but that this is located
between residues 1 and 18 of the N-terminal segment. Importantly, we
found a single amino acid variation (D17E) relevant to malonyl-CoA sensi-
tivity. Thus, Aspl7 is specifically involved, under certain assay conditions,
in the high malonyl-CoA sensitivity of the human enzyme, whereas the nat-
urally occurring variation, Glul7, is responsible for both the low malonyl-
CoA sensitivity and high carnitine affinity characteristics of the pig enzyme.
This is the first demonstration that a single naturally occurring amino acid
variation can alter CPT1B enzymatic properties.

Carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1) catalyzes the
conversion of long-chain fatty acyl-CoAs to acylcarni-
tines in the presence of L-carnitine. This is the first step
in the transport of long-chain fatty acids from the
cytoplasm to the mitochondrial matrix, where they
undergo B-oxidation. CPTI is tightly regulated by its
physiological inhibitor malonyl-CoA, and this regula-
tion allows CPT1 to signal the availability of lipid and
carbohydrate fuels to the cell [1].

CPT1 is encoded by three paralogous genes referred
to as CPTIA, CPTIB, and CPTIC. Whereas CPTI1A
is widely expressed in most tissues, CPTIB is only

Abbreviations

expressed in muscle, adipose tissue, heart, and testis
[1], and CPTIC expression seems to be restricted to
the central nervous system [2,3].

Expression studies performed with cDNAs isolated
from a variety of mammals [4-8] have shown that the
kinetic characteristics of the recombinant CPT1A and
CPTIB enzymes are similar to those of endogenous
mitochondrial activities [1] and, therefore, both
expressed enzymes differ markedly in their kinetic
behavior — specifically, in their K, for carnitine and
their sensitivity to malonyl-CoA inhibition. Thus, rat
CPT1A [4-6] exhibits a low K, for carnitine and

CPT1, carnitine palmitoyltransferase 1; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; TM, transmembrane segment.
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decreased sensitivity to malonyl-CoA inhibition (higher
1Csy), whereas human CPT1B [7,8] exhibits a high K,
for carnitine and increased sensitivity to inhibition by
malonyl-CoA (lower 1Csg). However, this rule (i.e.
high ICsy, low carnitine K,, and vice versa) [9] does
not apply to all kinetically characterized CPTI1
enzymes [10]. The expression of CPTIC in yeast or
mammalian cells has resulted in no enzyme activity in
mitochondria [2,3] and low rates of activity in micro-
somes of neuronal cells [11].

CPTI1A is a polytopic integral membrane protein,
with two segments (N-terminus and C-terminus)
exposed on the cytosolic side of the mitochondrial
outer membrane, and two transmembrane segments
(TM1 and TM2) linked by a loop that protrudes into
the intermembrane space of the mitochondrion [12,13].
The C-terminal segment (residues 123-773 for rat
CPTI1A, or residues 123-772 for human CPTI1B) con-
tains the enzyme catalytic site. Switching between the
N-terminal and C-terminal segments has little effect on
malonyl-CoA sensitivity [14,15]. However, site-directed
mutagenesis and deletion experiments have shown that
both the cytosolic N-terminal segment (residues 1-48)
and intermembrane segment (residues 76-104) of the
N-terminal region play an important role in malonyl-
CoA sensitivity [16-21]. This apparent discrepancy
supports the idea that specific interactions between the
N-terminal and C-terminal segments are relevant to
malonyl-CoA sensitivity, which in turn may explain
the differences observed in malonyl-CoA inhibition
between CPT1A and CPTI1B. Thus, for rat CPTIA,
positive (residues 1-18) and negative (residues 19-30)
domains for malonyl-CoA sensitivity have been clearly
characterized [17,18,20]. However, the deletion of the
first 28, but not 18, N-terminal residues of human
CPTI1B abolishes malonyl-CoA inhibition and high-
affinity binding [20,22], indicating the presence of a
different positive domain (residues 18-28) and the
absence of a negative determinant, which correlates
with the characteristic high malonyl-CoA sensitivity of
human CPTI1B [7.8].

The cloning and expression of pig CPTIA [10] and
CPTI1B [23] helped to explain the peculiar fatty acid
metabolism of pigs [24,25], and also revealed the pres-
ence of orthologous genes with some kinetic character-
istics of the paralogous genes. Thus, pig CPTIA is a
natural chimera that has a low ICsy for malonyl-CoA
(more sensitive) when compared to that of rat CPT1A,
but still has the low carnitine K, characteristic of the
CPTI1A isotypes [10,23]. By contrast, pig CPTIB
behaves kinetically as a CPT1A isotype [high 1Cs, for
malonyl-CoA (less sensitive) and a low carnitine K,
when compared to that of human CPT1B] [23].

D17E as a malonyl-CoA sensitivity determinant of CPT1B

Pig CPTIA has been successfully used to perform
chimera studies with rat CPT1A [16]. Therefore, to
highlight the role of the CPTIB N-terminal segment,
we took advantage of this naturally occurring pig
CPTIB enzyme to generate N-terminal deletions of
this CPT1B with low sensitivity, as well as N-terminal
switching experiments with the human (highly sensi-
tive) CPTIB enzyme. We show in this article that
malonyl-CoA sensitivity is determined by the length
(either 50 or 128 residues) of the N-terminal region
constructed by recombining pig and human CPTIB.
We next identified a conserved single residue, Aspl7,
as a positive determinant for malonyl-CoA sensitivity
of the human enzyme, and showed that the variant,
Glul7, in the pig enzyme is responsible for its peculiar
kinetic characteristics (low carnitne K, and high
malonyl-CoA 1Cs).

This is the first report of a natural single-residue
variation (D17E) in the N-terminal region of a CPTIB
enzyme altering its kinetic properties (carnitine K, and
malonyl-CoA ICsp). As the pig N-terminal fragment is
able to change the malonyl-CoA sensitivity of the
human enzyme, we propose that the pig enzyme can
be used as a tool with which to investigate the mole-
cular differences between CPT1A and CPTI1B, which
dictate differences in malonyl-CoA sensitivity.

Results

The N-terminal region (residues 1-18) of pig
CPT1B behaves as a positive determinant for
malonyl-CoA inhibition

Low-malonyl-CoA-sensitive rat CPT1A (IC5o= 1.9um)
has positive (residues 1-18) and negative (residues
19-28) determinants of malonyl-CoA inhibition in the
N-terminal fragment of the enzyme [17,18,20]. Pig
CPTIB also shows low sensitivity to malonyl-CoA
inhibition (ICsq = 0.80 um) [23] when compared to
the human enzyme (ICsy = 0.097 um) [7,8]. To ascer-
tain whether the presence of a negative domain in the
N-terminal region of the pig enzyme could be responsi-
ble for its low level of malonyl-CoA inhibition, we
determined the ICsy of wild-type pig CPTIB and two
deleted versions (A18 and A28). These deleted enzymes
were active (Table 1) and expressed in Pichia pastoris
(Fig. 1A) at the same levels as the corresponding wild-
type enzyme. Figure 1B shows that the AlI8 deletion
mutant had very low sensitivity to malonyl-CoA
(ICs9 = 35.56 um), suggesting that this N-terminal
segment of pig CPT1B behaves as a positive determi-
nant for malonyl-CoA sensitivity (as in rat CPTIA).
Paradoxically, this determinant is stronger than that

FEBS Journal 276 (2009) 210-218 © 2008 The Authors Journal compilation © 2008 FEBS 211



D17E as a malonyl-CoA sensitivity determinant of CPT1B

Table 1. Activity and kinetic characteristics of yeast-expressed
wild-type N-terminal deletion mutants and chimera CPT1B con-
structs. Mitochondria (100 pg) from the yeast strains expressing
human or pig wild-type enzyme, pig CPT1B deletions and CPT1B
chimeras were assayed for CPT1 activity and malonyl-CoA [Cgq
measured at 1 mm carnitine as described in Experimental proce-
dures. H50P and H128P have, respectively, the first 50 or 128
N-terminal amino acids of the pig enzyme recombined with the
human enzyme. P50H and P128H have the first 50 or 128 N-termi-
nal amino acids of the human enzyme recombined with the pig
enzyme. For all parameters, values are means = SD) for three
independent assays with at least two independent mitochondrial
preparations. Values that are statistically significantly different from
those of the parental construct are indicated.

Activity Malonyl-CoA

Strain (nmolmin~"mg™") ICs0 (M)
Wild-type

Pig CPT1B 2.79 £ 1.90 0.804 + 0.157

Human CPT1B 4.43 £ 2.98 0.096 + 0.057
Deletion and chimeras

A18PigCPT1B 15.28 + 7.84 35.56 + 1.58°

A28PigCPT1B 9.42 + 6.31 39.19 + 156.57°

H50P 9.43 + 2.71 0.190 + 0.078

H128P 10.59 + 5.36 0.325 + 0.110°

P128H 4.16 + 2.86 0.359 + 0.167°

P50H 4.49 + 1.70 0.457 + 0.181°

2 P<0.001,° P<0.05.

previously characterized for human CPTI1B [20,22].
Figure 1B also shows that a A28 N-terminal deletion
created a similarly insensitive enzyme (ICso=39.19um),
indicating that the low sensitivity to malonyl-CoA of
the pig enzyme is not related to the presence of a
negative determinant between residues 19 and 28 in
the N-terminal region of the enzyme.

Switching the N-terminal region between human
and pig CPT1B affects malonyl-CoA inhibition

To study the role of the N-terminal fragment of
CPTIB enzymes, four human—pig chimeras were con-
structed by recombining pig and human CPTIB
sequences before (HS0P and P50H) and after (H128P
and P128H) TM1 and TM2 respectively (Fig. 2A).
These chimeras had similar specific activities (Table 1)
and were expressed in P. pastoris at the same level
(data not shown) as wild-type human or pig CPTI1B.
This type of switching between pig and rat CPTIA
[16], or even rat CPTIA and human CPTIB [14,15],
does not affect malonyl-CoA sensitivity. However,
Fig. 2B clearly shows that the N-terminal fragment of
pig or human CPTI1B enzymes determines the overall
malonyl-CoA sensitivity of these enzymes. Thus, the
N-terminal 50 amino acids of the human sequence
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Fig. 1. Malonyl-CoA sensitivity of N-terminal deletion mutants. (A)
Immunoblot showing expression of deleted and wild-type pig
CPT1B enzymes in the yeast P. pastoris. Mitochondria (10 pg of
protein) were separated by 8% SDS/PAGE. Lane 1: A28Pig.
Lane 2: A18Pig. Lane 3: Pig wild-type. (B) Isolated mitochondria
were assayed for CPT1 activity in the presence of increasing con-
centrations of malonyl-CoA. Each construct was assayed at least
three times with at least two independent mitochondrial pre-
parations. The insert shows kinetics of the pig CPT1B enzyme
measured at 0.2 mM carnitine.

increased the malonyl-CoA sensitivity of the mostly
pig P5S0H chimera, whereas the N-terminal 128 amino
acids of the pig sequence decreased the malonyl-CoA
sensitivity of the mostly human H128P chimera.

Single E17D substitution

The alignment of the first 50 residues of CPTIB
enzymes from different species (Fig. 3A) shows two
amino acid substitutions between pig and human
CPTIB enzymes: glutamate by aspartate at posi-
tion 17, and isoleucine by valine at position 31. How-
ever, the sole amino acid change between pig, human
and rat CPTIB is the substitution of glutamate by
aspartate at position 17. To show that this substitution
might act as a negative determinant for the low malo-
nyl-CoA sensitivity of pig CPTIB, we generated two
new CPTIB mutants, pig E17D and human DI7E,
and analyzed the affinity for the substrate carnitine
and malonyl-CoA sensitivity. These mutants were
active (Table 2) and expressed in P. pastoris at the
same level as wild-type human or pig CPT1B (data not
shown). Figure 3B and Table 2 show that the single
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Fig. 2. Malonyl-CoA sensitivity of human and pig chimeric proteins.
(A) Schema of human and pig CPT1B chimeras. The numbers over
the vertical arrows indicate the amino acid number at which the
proteins were recombined. (B) ICso for malonyl-CoA inhibition of
the different human and pig CPT1B chimeras. Each construct was
assayed at least three times with at least two independent mito-
chondrial preparations. Values statistically different from its parental
construct are indicated. P < 0.05.

amino acid substitution (E17D) increased the carnitine
K, of the pig enzyme (605.9 versus 197.5 uMm), whereas
the same substitution in the human enzyme (D17E)
did not significantly affect its carnitine affinity (769.5
versus 683.0 uM). Figure 3C and Table 2 show that the
ICso values of these two single mutants were similar
and that they lay between the ICsq values of the
human and pig CPTIB wild-type enzymes. These
results indicate that a single amino acid variation
(E17D) is responsible for the peculiar characteristics of
the pig enzyme (low carnitine K, and high malonyl-
CoA 1Csg) and, whereas Glul7 acts as a negative
determinant for malonyl-CoA sensitivity in pig
CPTI1B, Aspl7 is a positive determinant for human
CPTI1B.

Discussion

Understanding the regulation of CPT1 by malonyl-
CoA is important in designing drugs to control exces-
sive fatty acid oxidation in diabetes mellitus [26], and
in myocardial ischemia, where accumulation of long-

D17E as a malonyl-CoA sensitivity determinant of CPT1B
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Fig. 3. Malonyl-CoA sensitivity of human D17E and pig E17D
mutants. (A) CPT1 amino acid sequences alignment of the first 50
residues of CPT1B enzymes from different species. It shows two
amino acid variations between pig and human CPT1B; glutamate by
aspartate at position 17 (in bold), and isoleucine by valine at posi-
tion 31. (B) Carnitine K, values of wild-type CPT1B and mutants.
(C) ICsp for malonyl-CoA inhibition of wild-type CPT1B and mutants
analyzed at carnitine concentrations equal to the K, for each
enzyme. Each construct was assayed at least three times with at
least two independent mitochondrial preparations. Values statisti-
cally different from those of the parental construct are indicated.
""P < 0.001.

chain acyl-carnitines has been associated with arrhyth-
mias [27].

For the rat CPTIA enzyme, it has been clearly
established that malonyl-CoA sensitivity is determined
by the interaction between the N-terminal and C-ter-
minal (residues 123-773) cytosolic segments of the
enzyme [16,19,28]. In addition, positive (residues 1-18)
and negative (residues 19-28) malonyl-CoA sensitivity
determinants [17,18,20] have been dissected in the
N-terminal region of this enzyme, which is less
malonyl-CoA sensitive than human CPTIB. The
IC5o for malonyl-CoA inhibition of human CPTIB
(ICso = 0.096 pm) [7,22,23] is ~ 10-fold lower than
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Table 2. Activity and kinetic characteristics of yeast-expressed wild-type enzyme and mutant CPT1B constructs. Mitochondria (100 ug) from
the yeast strains expressing human or pig wild-type enzyme and CPT1B mutants were assayed for CPT1 activity and kinetic parameters.
Malonyl-CoA ICso was measured at carnitine concentrations equal to the K, of each enzyme or 1 mm. The activities (nmol/min/mg) of pig
E17D and human D17E mutants were 4.62 + 1.46 and 4.13 + 1.37 respectively. For all parameters, values are means + SD for three inde-
pendent mitochondrial preparations. Values that are statistically significantly different from those of the parental construct are indicated.

Malonyl-CoA Malonyl-CoA
(carnitine = 1 mm) (carnitine = Kp)
Strain Carnitine Ky, (um) ICs0 (M) ICs0 (M)
Wild-type
Pig CPT1B 197.58 + 42.45 0.804 + 0.157 0.550 + 0.070
Human CPT1B 683.05 + 195.64 0.096 + 0.057 0.117 = 0.009
Mutants
Pig E17D 605.95 + 82.67° 0.297 + 0.078° 0.284 + 0.037°
Human D17E 769.51 + 46.91 0.279 + 0.055° 0.246 + 0.093

@ P<0.05 °P<0.001.

that of the orthologous encoded enzyme from pig
(ICsop = 0.80 um) [23]. However, the ICs, values of the
Al18 (ICso = 35.5 um) and A28 (ICsy = 39.2 uMm) pig
CPTIB deletion mutants (Fig. 1) indicate the presence
of a single positive determinant (residues 1-18) and the
absence of any negative determinant (between resi-
dues 19 and 28) that could account for the low degree
of sensitivity of pig CPTIB. Interestingly, the same
deletion experiment on human CPTIB (A18 CPTIB)
creates a still-sensitive enzyme (ICso = 0.3 uM), when
compared to the human A28 mutant (ICsq = 7.5 um)
[17,22]. Thus, the positive determinants for malonyl-
CoA sensitivity are located in different positions in
the pig (residues 1-18) and human (residues 18-28)
enzymes. The high degree of identity in the N-terminal
sequences of these two proteins (Fig. 3A) suggests
that the docking of the N-terminal fragment into the
C-terminal region is different between the human and
pig enzymes (see below).

Deletion experiments do not explain the difference
in malonyl-CoA sensitivity between pig and human
CPTI1B. To determine whether the N-terminal region
plays a role in this difference, a series of switching
mutations were constructed from N-terminal resi-
dues 50 (H50P and P50H) to 128 (H128P and P128H).
All of the recombinant enzymes were active, and they
showed varying degrees of sensitivity to malonyl-CoA
inhibition, depending on the size of the recombinant
N-terminal region (Fig. 2B). This was in contrast to
previous switching experiments with pig and rat
CPT1A [16] or rat CPTIA and human CPTI1B [14,15],
in which malonyl-CoA sensitivity was attributable to
the C-terminal fragment of the enzyme. Therefore, we
demonstrate here that the N-terminal fragment of
CPTI1B plays a specific role in malonyl-CoA sensitiv-
ity. As the degree of identity is high, this specific role,

associated with strong sequence similarity, is probably
related to a specific interaction with the human or pig
C-terminal region of the enzymes.

Sequence alignment of the first 50 N-terminal amino
acids of CPTI1 shows the high degree of identity
between these enzymes (Fig. 3A). In fact, the H50P
mutant (the first 50 residues from human CPT1 and
residues 51-773 from pig CPT1; see Fig. 2A) is a pig
D17E/V311 double mutant. However, whereas Val31
is only characteristic of the human enzyme; Glul7 is
only present in the pig, sheep (also a low-malonyl-
CoA-sensitive enzyme) [29] and cow (not shown, not
kinetically characterized) sequences. As pig lipid catab-
olism differs from that of other mammals [24,25], and
the kinetic characteristics of recombinant pig CPT1A
and CPTI1B can explain these peculiarities [10,23], we
speculate that the single amino acid variation observed
between pig and human (Aspl7 for human and Glul7
for pig) might be responsible for the kinetic charac-
teristics of both CPTI1B enzymes. Consequently, we
generated two single mutant (pig E17D and human
DI17E) CPTI1B enzymes and evaluated their malonyl-
CoA ICsy and carnitine K, (pig CPTIB also differs
from the human enzyme in carnitine K, [23]). Owing
to the putative relationship between malonyl-CoA and
carnitine binding [9], malonyl-CoA inhibition (ICsg)
was determined at two different substrate concentra-
tions of carnitine: 1 mM (for standard comparison with
other published data), and a concentration equal to
the K., for carnitine of each enzyme (for comparison
between mutants). In this article, we show that Glul7
variation affects both the carnitine affinity and malo-
nyl-CoA inhibition of the pig enzyme, whereas Aspl7
only affects malonyl-CoA inhibition of the human
enzyme (Fig. 3 and Table 2). Therefore, the E17D pig
single mutant enzyme shows the typical Kkinetics
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characteristics of a CPT1B isotype [high carnitine K,
(605 um) and low malonyl-CoA 1Cs, (0.284 um)], in
contrast to the atypical ones of the pig CPTIB wild-
type enzyme. In addition, we show that whereas the
natural variation Glul7 behaves as a negative malo-
nyl-CoA-sensitive determinant for the pig CPTIB
enzyme; Aspl7 seems to be a positive determinant for
human CPT1B malonyl-CoA sensitivity (Table 2).

The relevance of Aspl7 in malonyl-CoA sensitivity
of the human CPTIB enzyme appears to be in conflict
with the results of deletion experiments in which dele-
tions in the first 28, but not 18, N-terminal residues of
human CPTI1B abolished malonyl-CoA inhibition and
high-affinity binding [20,22]. However, other single
amino acid substitutions in the first 18 N-terminal resi-
dues of the human enzyme, such as Glu3, also affected
malonyl-CoA sensitivity [30]. These data suggest that
N-terminal/C-terminal docking is differently affected
by residue deletion and charge substitution. To fully
elucidate the role of Aspl7 in human CPT1B malonyl-
CoA sensitivity, further studies must be performed.

The role of Val31 or of Ile31 appears to be limited
in human and pig enzymes, as the sensitivities to malo-
nyl-CoA of the human E17D (ICsy = 0.279 um) and
pig DI7E (IC5y = 0.297 um) single mutants are not
statistically ~ different from that of the human
E17D/V31I [PSOH (ICso = 0.48 um)] and  pig
DI17E/131V [H50P (ICsy = 0.19 um)] double mutants.
In addition, Val 31 is not present in the sheep CPT1B
sequence, in which the N-terminal segment (resi-
dues 1-79) has been related to the low ICsy of this
recombinant enzyme [26].

As the pig N-terminal fragment is able to change the
malonyl-CoA sensitivity of the human enzyme
(Fig. 2C), we propose that the pig enzyme can be used
as a tool with which to investigate the molecular differ-
ences between CPT1A and CPT1B, which dictate varia-
tions in malonyl-CoA sensitivity, and which are
probably related to the N-terminal/C-terminal frag-
ment interaction. Recently, an in silico three-dimen-
sional model showed the putative interaction between
the N-terminal and C-terminal regions of CPTI1A [9].
In this model, Asp17 does not face the C-terminal frag-
ment. A possible explanation for this is that, in the case
of CPTIB, the docking of the N-terminal fragment
might differ from that of the established model. A fur-
ther explanation for our data might be that Aspl7
interacts within a quaternary structure of the CPTI
enzyme. Interestingly, it has recently been proposed
that CPT1 forms a trimeric catalytic complex [31].
Therefore, the N-terminal segment might also interact
with a C-terminal fragment from another monomer.
Both possibilities are currently under investigation.

D17E as a malonyl-CoA sensitivity determinant of CPT1B

In conclusion, by using orthologous genes with
kinetic characteristics of parologous genes, we have
performed a switching experiment that indicates a
specific role for the N-terminal fragment of CPTIB in
determining malonyl-CoA sensitivity.

Furthermore, we identified a D17E variation in the
pig CPT1B sequence as being responsible for the pecu-
liar kinetic characteristics of this enzyme, acting as a
negative determinant for malonyl-CoA sensitivity.
Aspl7 may account, at least in part, for the high
degree of inhibition of the human enzyme.

Experimental procedures

Construction of deletions A18PigCPT1B and
A28PigCPT1B for CPT1B expression in P. pastoris

The deletions A18PigCPT1B and A28PigCPT1B were gener-
ated from the construct PMCPTISTOP/pBSSK * [23]. To
obtain A18PigCPT1B and A28PigCPTI1B, deletion primers
DH671 (5-AGCTGAATTCATGGTCGACTTCAGGCTC
AGC-3) and DH762 (5-AGCTGAATTCATGAAACATA
TCTACCTGTCCGGG-3") were used in combination with
the reverse primer PCPTIB-R1 (5-GTATTCCTCGTCAT
CCAG-3’). The PCR reactions yielded a 558- and 528-bp
product, respectively, in which an EcoRI site (in bold in
the forward primer sequences) was introduced just before
the ATG codon (underlined in the forward primer
sequences).

These PCR products were cloned in pGEMT and
sequenced. The plasmids generated were digested with Apal
and HindlIll, taking advantage of the presence of the Apal
restriction site in the pGEMT polylinker and the HindIIl
site at position +523 of pig CPTIB cDNA. The inserts
(548 and 518 bp, respectively) were liberated and ligated in
the digested Apal and HindIII PMCPTISTOP-BSSK ©
(Apal is also included in the BSSK ™ polylinker), resulting
in constructs A18PigCPTIB-BSSK * and A28PigCPT1B-
BSSK ™, respectively.

Construction of chimeras P50H, P128H, H50P,
H128P for CPT1B expression in P. pastoris

The constructs described in this article were generated from
constructs PMCPTISTOP-pBSSK ™ [23] and HMCPTI-
pHWOI10 (kindly provided by G. Woldegiorgis, Oregon
Health and Science University). Initially, one point muta-
tion was introduced in the construct HMCPT1-pHWO10
to eliminate an EcoRI restriction site located in human
CPT1B cDNA (position + 628). This construct was used as
a template to introduce a mutation using the QuickChange
Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA,
USA). The primers were DH869 (5-GGAGTTGCTGGCC
AAAGAGTTCCAGGACAAGACTGCCC-3) and DHS870
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(5-GGGCAGTCTTGTCCTGGAACTCTTTGGCCAGCA
ACTCC-3) (mutated EcoRI site is in bold in the primer
sequences, and the point mutation is underlined). Using this
procedure, we generated the construct HumanCPT1Bmut—
pHWOI10.

At the same time, an EcoRI restriction site was intro-
duced just before the ATG of human CPTIB. The
construct HMCPTI1-pHWOI10 was used as a template in a
PCR reaction with primers DH673 (5-AGCTGAATTC
ATGGCGGAAGCTCACCAG-3) and DH677 (5-TTCCT
CATCATCCAACAAGGG-3’). The PCR reaction yielded
a 610-bp product in which an EcoRI site (in bold in the
forward primer sequence) was introduced just before the
ATG codon (underlined in the forward primer sequence).
This PCR product was cloned in pGEMT, generating the
construct pGEMT-5"HumanCPT1B.

In order to generate the chimeras P128H and HI128P, we
introduced a mutation in constructs PMCPTISTOP-
pBSSK + and pGEMT-5"HumanCPTIB at position + 384
of the cDNAs (amino acid 128), so as to generate a BspT1
restriction site. To mutate human CPT1B cDNA, we used
the construct pGEMT-5"HumanCPT1B as a template in a
PCR reaction with primers DH673 (5-AGCTGAATTC
ATGGCGGAAGCTCACCAG-3) and DHS803 (5-TCCA
CCCATGGTAGCAGAGAAGCAGCTTAAGGGTTTGG
CGGA-3’). The PCR reaction yielded a 422-bp product, in
which an EcoRI site (in bold in the forward primer
sequence) was introduced just before the ATG codon
(underlined in the forward primer sequence), and a point
mutation was introduced at position +422 of the human
CPT1B cDNA (underlined in the reverse primer sequence).
This PCR product was cloned in pGEMT, generating the
construct pGEMT—5"HumanCPT1B-BspTI. This construct
was digested with EcoRI and Ncol, and ligated into the
EcoRI-Ncol-digested construct pGEMT-5"HumanCPT1B,
taking advantage of the EcoRI restriction site located just
before the ATG and Ncol restriction site at position +402
of human CPT1B cDNA. This procedure results in the
construct pPGEMT-5"HumanCPT1B-BspTIbis.

The constructs pGEMT-5"HumanCPT1B and pGEMT-
5’"HumanCPT1B-BspTIbis were then digested with HindIII
(located at position +523 of human CPTIB ¢cDNA) and
Apal (included in the pGEMT polylinker), resulting in
5’-inserts of the human CPT1B cDNA (529 bp). In parallel,
the construct HumanCPT1Bmut-pHWOI10 was digested
with EcoRI (located just after the stop codon in human
CPT1B ¢cDNA), filled and digested with HindIII, generating
the 3’-insert of human CPTIB c¢DNA (1834 bp). The
S-inserts and the 3’-insert were ligated in BSSK + digested
with Apal and EcoRYV, taking advantage of two restriction
sites located in the BSSK+ polylinker. The constructs
generated were HumanCPT1Bmut-pBSSK + and Human-
CPT1Bmut-—BspTI-pBSSK +.

To mutate pig CPTIB cDNA, we used the construct
PMCPTISTOP-pBSSK + as a template for a reaction with
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the QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Strata-
gene). The primers used were DH801 (5-TTCTTCCGCCA
AACCCTTAAGCTGCTGCTTTCCTAC-3") and DHS802
(5-GTAGGAAAGCAGCAGCTTAAGGGTTTGGCGGA
AGAA-3"). Using this procedure, we generated the
construct PigCPTIBSTOP-BspT1-pBSSK +.

The chimeras P5S0H and H50P were generated by diges-
tion of constructs PMCPTISTOP-pBSSK + and Human-
CPT1Bmut-pBSSK +  with Apal and Xeml, taking
advantage of an Apal restriction site located in the BSSK +
polylinker and a Xeml restriction site in pig CPT1IB cDNA
and human CPT1B cDNA (position + 183). The fragments
obtained were cross-ligated, resulting in constructs PSOH—
pBSSK + and H50P-pBSSK +, respectively.

The chimeras P128H and H128P were generated by diges-
tion of constructs PigCPT1BSTOP-BspTI-pBSSK + and
HumanCPT1Bmut-BspTI-pBSSK + with Apal and BspTI,
taking advantage of an Apal restriction site located in the
BSSK + polylinker and a BspTI restriction site in pig
CPTI1B and human CPT1B c¢cDNAs (position +382). The
fragments obtained were cross-ligated, resulting in constructs
P128H—pBSSK + and H128P—pBSSK +, respectively.

The mutants PigE17D-pBSSK+ and HumanDI17E-
pBSSK + were generated using the QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit. The constructs PMCPTI1STOP-pBSSK +
and HumanCPT1Bmut-pBSSK + were used as templates.
The primers used were DH973 (5-CAGTGACCCCAGAC
GGGGTCGACTTC-3") and DH974 (5-GGCTGGTCGTC
GCCTCGGCAACAGCGGGTTCCTCCTTC-3) for pig
CPTIB, and DH977 (5-CGGTGACCCCAGAAGGGGT
CGACTTC-3") and DH978 (5-GAAGTCGACCCCTTCTG
GGGTCAC CG-3’) for human CPT1B.

All constructs were sequenced. DNA sequencing was per-
formed using the Big DyeTM kit (Applied Biosystems,
PerkinElmer Life Sciences, Foster City, CA, USA) accord-
ing to the manufacturer’s instructions.

P. pastoris transformation

All constructs were cloned into the unique EcoRI site,
located 3’ of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) gene promoter (GAPp), in the pHWO010 plasmid
[6,32], to produce PS50H-pHWO010, PI128H-pHWO0I10,
H50P-pHWO010, H128P-pHWO010, PigE17D-pHWO010, and
HumanD17E-pHWO010. These constructs were linearized in
the GAPDH gene promoter by digestion with Avrll (con-
structs PSOH, P128H and PigE17D) or BspMI (constructs
HS50P, HI28P and HumanD17E), and integrated into the
GAPDH gene promoter locus of P. pastoris GS115 by elec-
troporation [32]. Histidine prototrophic transformants were
selected on YND (0.17% yeast nitrogen base without
amino acids and ammonium sulfate) plates, and grown on
YND medium. Mitochondria were isolated by disrupting
the yeast cells with glass beads as previously described
[6,10].
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CPT1 assay

CPT]1 activity was assayed by the forward exchange method
using L-[*H]carnitine as previously described [6]. The stan-
dard assay reaction mixture contained, in a total volume of
0.5mL, 1mM L-[’Hlcarnitine (~ 10 000 dpm-nmol™"),
80 uM palmitoyl-CoA, 20 mm Hepes (pH 7.0), 1% fatty
acid-free albumin, and 40-75 mMm KCl with or without
malonyl-CoA as indicated. Incubations were performed for
3 min at 30 °C, and the reactions were stopped with per-
chloric acid. The palmitoylcarnitine produced was extracted
with butanol and quantified by liquid scintillation.

ICso for malonyl-CoA and carnitine K,

The ICsy value was obtained by assaying mitochondria in
the presence of increasing malonyl-CoA concentrations
(from 0 to 15pm for P50H, HS50P, P128H, HI28P,
PigE17DCPT1B and HumanD17ECPTI1B, and from 0 to
500 pm for A18PigCPT1B and A28PigCPT1B). The assay
was performed at 1 mMm carnitine as standard. To analyze
PigEl7DCPTIB and HumanDI17ECPT1B mutants, the
assay was performed at carnitine concentrations equal to
the K. The percentage of activity was plotted against the
malonyl-CoA concentration, considering the assay points
without malonyl-CoA as representing 100% of CPT1 activ-
ity. Data were fitted to exponential decay curves (linear
scale) or to competition curves (logarithmic scale) for 1Cs
calculation. The K, for carnitine was obtained by assaying
mitochondria in the presence of increasing carnitine concen-
trations: 50-1500 pm for pig CPTIB, and 50-2000 um for
human CPTIB.

Western blot analysis and DNA sequencing

Proteins were separated by SDS/PAGE in an 8% gel and
transferred onto poly(vinylidene difluoride) membranes. Pig
CPTI1A-specific antibody was obtained as previously
described [10], and used at a 1: 1000 dilution. This anti-
body also recognizes other CPT1 proteins [16,23]. Proteins
were detected using the ECL chemiluminescence system
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA).
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