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1. INTRODUCCIO

1.1 Metabolisme de carbohidrats en peixos

1.1.1 Peixos carnivors com a model d’intolerancia a la glucosa

Els peixos carnivors no presenten un control estricte dels nivells de glucosa en sang (Polakof et
al, 2012). En aquests organismes, I'estat d’hiperglicemia es manté durant més temps que en
mamifers, tant després de I'administracié de glucosa com de l'alimentacié amb dietes amb
nivells elevats de carbohidrats (Palmer i Ryman, 1972; Bafios et al, 1998; Legate et al, 2001;
Couto et al, 2008). Aquest perfil metabolic mimetitza la diabetis tipus 2 en humans (Cowey i
Walton, 1989; Wright et al, 1998; Moon et al, 2001). D’altra banda, els peixos omnivors, com
ara la carpa (Cyprinus carpio), metabolitzen millor la glucosa que els peixos carnivors, tot i que

aquesta capacitat és menor que la presentada pels mamifers (Furuichi i Yone, 1981).

Tot i que en peixos s’hagi descrit un Us limitat dels carbohidrats ingerits, conjuntament amb
certa intolerancia a la glucosa, diversos estudis mostren que els carbohidrats subministrats
amb les dietes es poden utilitzar per substituir parcialment les proteines com a font d’energia.
Els nivells optims de substitucié de proteina per carbohidrats en aquestes dietes depenen de
I’especie, el tipus de carbohidrat i el tractament que ha rebut, i el contingut lipidic i proteic de
la dieta. D’aquesta manera, per a cada espécie, el tipus i nivell optim de substitucié de
proteina o lipids per carbohidrats s’ha de determinar experimentalment (Furuichi i Yone, 1980;
Wilson, 1994; Shiau, 1997; Hemre et al, 2001). El midd tractat (gelatinitzat, dextrinitzat,
extrusionat) és un component de la dieta adient per a I'orada (Sparus aurata) (Georgopoulos i
Conides, 1999; Venou et al, 2003; Fernandez et al, 1996, 1998, 2007; Enes etal, 2010), i altres
espécies de peixos (Bergot, 1979; Bergot i Breque, 1983; Jeong et al, 1991; Takeuchi et al,
1994; Wilson, 1994; Peres i Oliva-Teles, 2002; Kumar et al, 2010). Malgrat que I'orada és un
peix carnivor, el seu metabolisme hepatic és capa¢ d’adaptar-se a la substitucid parcial de
proteines per carbohidrats, obtenint taxes de creixement acceptables sempre que els nivells
de carbohidrats no superin el 20 % de la composicié de la dieta. Aquesta adaptacié metabolica
promou canvis en l'activitat d’enzims clau en la glicolisi, la gluconeogénesi, la via de les
pentoses fosfat i el metabolisme d’aminoacids (Fernandez et al, 1998, 2007; Metdn et al,

1999b).

Hi ha diverses hipotesis que expliquen les bases moleculars que determinen la baixa habilitat

dels peixos carnivors per utilitzar els carbohidrats. En un principi es va assumir que la
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hiperglicemia prolongada observada en els peixos després d’un test de glucosa i la incapacitat
per utilitzar alts nivells de carbohidrats en la dieta era el resultat de baixos nivells d’insulina
endogena (Palmer i Ryman, 1972; Wilson i Poe, 1987), pero els nivells d’insulina en peixos son
similars o fins i tot superiors als observats en mamifers (Mommsen i Plisetskaya, 1991;
Plisetskaya, 1998). Tot i que en peixos s’ha observat un increment d’insulina en plasma després
de I'administracié de glucosa (Furuichi i Yone, 1982; Hilton et al, 1987; Enes et al, 2011), certs
aminoacids sembla que sén capacos d’estimular la secrecié d’insulina en peixos de manera
més potent que la glucosa (Andoh i Nagasawa, 1998; Navarro et al, 2002; Andoh, 2007).
L’activitat estimuladora dels diferents aminoacids difereix entre espécies, aixi com també el fet
que la insulina esta implicada en la regulacié dels nivells d’aminoacids en sang (Ince i Thorpe,
1974, 1977, 1978; Inui et al, 1975; Murai i Ogata, 1990; Andoh, 2007). Els peixos també
compten amb receptors d’insulina i IGF-I (de I'angles insulin-like growth factor-l) (Gutiérrez i
Plisetskaya, 1991; Gutiérrez et al, 1993; Drakenberg et al, 1993). Les propietats d’unié
d’aquests receptors en diferents teixits i espécies de peixos han estat estudiades i, tot i les
seves similituds amb els receptors d’insulina i IGF-I de mamifers, exhibeixen propietats d’unié
diferents (Parrizas et al, 1995). La preséncia de receptors IGF-ll/mannosa 6-fosfat es va
detectar en embrions de peixos, d’estructura i especificitat pel lligand similars als trobats en
mamifers (Méndez et al, 1991). No obstant aixo, la quantitat de receptors d’insulina en el

muscul de peixos és inferior a la descrita per a mamifers (Gutiérrez et al, 1991).

L’abséncia de transportadors de glucosa funcionals (GLUTs) va ésser considerada una altra de
les possibles causes d’intolerancia a la glucosa en peixos. No obstant, han estat descrites
diverses isoformes de transportadors de glucosa en peixos homologues a GLUT1, GLUT2,
GLUT3 i GLUT4 de mamifers (Teerijoki et al, 2000, 2001; Krasnov et al, 2001; Capilla et al, 2002;
Zhang et al, 2003; Hall et al, 2004, 2005, 2006; Diaz et al, 2007). La funcionalitat de GLUT2 en
peixos ha estat verificada mitjangant la microinjeccioé d’un plasmidi d’expressié en ous de truita
irisada (Oncorhynchus mykiss). Els embrions resultants exhibien un increment en I’activitat
transportadora de glucosa (Krasnov et al, 2001). De manera similar, la caracteritzacié funcional
d’un GLUT4 de teixit adipds de salmé coho (Onchorynchus kisutch) es va demostrar en oocits
de Xenopus laevis i en adipocits de truita, on tant la insulina com la glucosa van estimular
I'absorcié de glucosa i la translocacioé del transportador a la membrana plasmatica (Capilla et al,
2004). No obstant, els transportadors de glucosa GLUT2 i GLUT4 en peixos es caracteritzen per
presentar menor afinitat per la glucosa (Krasnov et al, 2001; Capilla et al, 2004), a més de

presentar un baix nombre de receptors tipus GLUT4 en muscul (Wright et al, 1998).
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La regulacié de I'expressié d’enzims que controlen el flux de glucosa/glucosa-6-fosfat en el
fetge de peixos també s’ha proposat com un factor per explicar la baixa habilitat per
metabolitzar la glucosa (Cowey i Walton, 1989; Wilson, 1994; Panserat et al, 2002). En
mamifers, la regulacié per glucosa de la glucocinasa (GK, EC2.7.1.2) és necessaria per mantenir
valors normals de glicemia, i la sobreexpressié de glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa, EC3.1.3.9)
comporta una produccid de glucosa hepatica excessiva, resultant en intolerancia a la glucosa i
hiperglicemia (O’Brien i Granner, 1996; Seoane et al, 1997; Trinh et al, 1998). Durant molt de
temps, la incapacitat dels peixos carnivors per utilitzar carbohidrats s’havia descrit en part per
la falta d’'una activitat induible de GK hepatica (Nagayama i Ohshima, 1974; Cowey et al, 1977;
Cowey i Walton, 1989; Steffens, 1989; Wilson, 1994). Tanmateix, els estudis bioquimics
indiquen la presencia d’activitat atribuible a GK en fetge de salmé atlantic (Salmo salar) i de
cossos de Brockmann en halibut atlantic (Hippoglossus hippoglossus) (Tranulis et al, 1996,
1997). A més, el nostre grup de recerca va aillar el cDNA de la GK de fetge d’orada i en va
estudiar la regulacié de I'expressié génica en funcio de I'estat nutricional (Caseras et al, 2000,
2002), mentre que paral-lelament es van aillar seqiieéncies parcials de cDNA que codificaven
per a la GK d’altres espécies (Panserat et al, 2000a). Els nivells de GK hepatica en salmé atlantic
i orada soén inferiors als observats en rates alimentades, perd curiosament similars als descrits
per a rates en deju o diabetiques (Caseras et al, 2000). Aquests resultats indiquen que la GK és
funcional en el fetge de peixos, tot i que les caracteristiques cinetiques de la GK en aquests

organismes puguin fer que sigui un enzim menys eficient per metabolitzar glucosa.

L’absencia de regulacié de I'expressié de la G6Pasa en el fetge de peixos va ésser proposada
com un altre dels factors per explicar I'hiperglicemia en aquests organismes (Panserat et al,
2000b). Aquest enzim contribueix a la regulacié homeostatica de la glucosa en sang catalitzant
la desfosforilacié de la glucosa-6-fosfat a glucosa, la reaccié terminal de la gluconeogénesi i la
glicolisi (Arion et al, 1975, 1980; Nordlie et al, 1999; van de Werve et al, 2000). El nostre grup
de recerca va clonar i caracteritzar la subunitat catalitica de la G6Pasa d’orada i la primera
regié promotora d’una G6Pasa descrita en peixos i animals no mamifers (Metdén et al, 2004a;
Salgado et al, 2004). Com que la insulina gairebé no afecta I'activitat promotora de la G6Pasa
en el fetge d’orada en absencia de glucosa, es va proposar que la baixa capacitat de la insulina
per reprimir la G6Pasa podria contribuir a la resistencia a la insulina en els peixos carnivors

(Salgado et al, 2004).

Es va demostrar que la regulacié en I'expressié d’enzims que controlen el cicle de substrat

glucosa/glucosa-6-fosfat es déna en el fetge d’orada. L’expressié hepatica de la GK a nivell
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d’'mRNA i d’activitat enzimatica disminueix drasticament en orades en deju, mentre que
s'incrementa I'expressio de G6Pasa (Metdn et al, 2004a). No es va observar la induccié de GK
fins 4 hores després de la ingesta, aconseguint el seu maxim d’activitat a les 4-8 hores; d’altra
banda, els nivells minims d’'mRNA de la G6Pasa s’assoleixen a les 4-15 hores del periode
postprandial (Caseras et al, 2002). Comparat amb rata, aquests resultats suggereixen que
I’hiperglicemia prolongada observada en peixos podria ésser deguda a una estimulacié
retardada de I'expressié de la GK. L'efecte de l'alimentaci6 amb diferents dietes sobre
I'expressié de la GK i la G6Pasa indica que el metabolisme intermediari hepatic en peixos
alimentats amb dietes pobres en proteines i riques en carbohidrats es veu forgat a utilitzar els
carbohidrats de la dieta. Aquest fet es dona més aviat a través de la modulacié dels nivells
d’'mRNA de la GK que no pas de I'expressio de la G6Pasa (Caseras et al, 2000, 2002; Metdn et
al, 2003a; Egea et al, 2007, 2008).

Moltes especies de peixos presenten periodes prolongats de deju en el seu medi natural,
relacionats amb els periodes de migracié i reproduccié. En aquestes situacions, les variacions
en els nivells de glucogen en fetge i muscul depenen en gran mesura de |'espécie estudiada,
tot i que es necessiten periodes més llargs que en mamifers per observar un descens
significatiu dels nivells de glucogen hepatic en peixos (Nagai i Ikeda, 1971; Larsson i Lewander,
1973; French et al, 1983; Garcia de Frutos et al, 1990; Hemre et al, 1990). En orada, el
glucogen hepatic tendeix a disminuir significativament després de 8 dies de deju, i arriba als
nivells minims després de 20 dies (Baanante et al, 1991; Garcia de Frutos et al, 1991; Metén et
al, 1999b). Un periode curt de deju va causar una disminuciod significativa del contingut de
glucogen en fetge i muscul en la truita irisada (Hickling i March, 1982) i en la truita de riu
(Salmo trutta fario) (Navarro et al, 1992). Tanmateix, en anguila europea (Anguilla anguilla)
sotmesa a deju en condicions de laboratori, la concentracié de glucogen en fetge no va
disminuir fins a superar els 96 dies, i el glucogen muscular va mantenir-se en els seus nivells
inicials després de 164 dies (Dave et al, 1975). La intolerancia a la glucosa sembla estar
relacionada amb la utilitzacié preferent de lipids i proteines en lloc de glucogen com a font

d’energia preferent per part dels peixos en condicions de deju.

1.1.2 Regulacio nutricional de la glicolisi i gluconeogénesi en peixos

L’homeostasi de la glucosa esta principalment controlada en el fetge a través de dues rutes
metaboliques, la glicolisi i la gluconeogenesi. El catabolisme de glucosa es ddna principalment
a través de la glicolisi, el cicle de Krebs (TCA) i la cadena respiratoria per obtenir ATP, o

mitjangant el cicle de les pentoses fosfat, donant lloc a la producci6 de NADPH per a la
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biosintesi de lipids i ribosa-5-fosfat (necessaria per a la sintesi de nucleotids). L'excés de
glucosa es pot emmagatzemar com a glucogen (glucogenesi) o pot ésser convertit en lipids.
Sota condicions de deju, els requeriments de glucosa es poden satisfer a partir de la
degradacié del glucogen a glucosa (glucogenolisi) o utilitzant precursors no glicosidics, com
ara piruvat, lactat, glicerol, intermediaris del TCA o derivats del catabolisme d’aminoacids, per
generar glucosa (gluconeogenesi). Depenent dels requeriments cel-lulars, enzims reguladors
especifics modulen el flux net cap a la glicolisi o la gluconeogénesi mitjangant tres cicles de

substrat (Pilkis i Granner, 1992; Metdn et al, 2003a,b, 2006), tal com s’exemplifica a la figura 1.
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Figura 1. Cicles de substrat en la glicolisi/gluconeogénesi. Els enzims implicats en els cicles de
substrat de la via glicolitica (representada amb color vermell) sén GK, PFK1 i PK, mentre que els
impicats en la via gluconeogénica (representada amb color blau) sén PEPCK, FBPasa i G6Pasa.
També es representa I’enzim bifuncional 6-fosfofructo-2-cinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa (PFKFB),
que controla els nivells de fructosa-2,6-bisfosfat.

1.1.2.1  Regulacié nutricional en situacions de deju

El manteniment de I'homeostasi energética en peixos durant el deju esta directament
relacionat amb la capacitat del fetge per mobilitzar reserves energétiques, com ara lipids i
glucogen, durant els primers estadis del deju, i la posterior activacié de la gluconeogeénesi

hepatica i reduccio de la taxa d’utilitzacié de la glucosa.
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Increment de la glucogenolisi. La forma activa de la glucogen fosforilasa (GPasa, EC2.4.1.1)
incrementa en salmo atlantic en deju, donant lloc a la degradacié de glucogen hepatic
(Sundby et al, 1991; Soengas et al, 1996). Peixos com ara el llobarro (Dicentrarchus labrax),
I’orada, la truita irisada i la truita de riu mobilitzen el glucogen durant la fase inicial del
deju, disminuint significativament el contingut de glucogen hepatic (Garcia de Frutos et al,
1990; Navarro i Gutiérrez, 1995; Soengas et al, 1996, 2006; Metdn et al, 2003a; Kirchner et
al, 2005; Polakof et al, 2006, 2007; Pérez-Jiménez et al, 2007).

Increment de la gluconeogénesi. En truita irisada I’activitat fosfoenolpiruvat carboxicinasa
(PEPCK, EC4.1.1.32/38/49) incrementa significativament en resposta al deju (Kirchner et al,
2003, 2008). En fetge d’orada el deju provoca una disminucio en I'expressio de I'enzim 6-
fosfofructo-2-cinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa (PFKFB, EC3.1.3.46) i un fort descens en els
nivells de fructosa-2,6-P,. Els baixos nivells de fructosa-2,6-P, donen lloc a la disminucié de
|"activitat 6-fosfofructo-1-cinasa (PFK1, EC2.7.1.11) i I'increment de I'activitat fructosa-1-6-
bisfosfatasa (FBPasa, EC3.1.3.11), augmentant el flux gluconeogeénic (Garcia de Frutos et al,
1990; Metdn et al, 1999b). En fetge d’orada i truita irisada I'activitat FBPasa incrementa i
es manté elevada després de la realimentacié a curt termini (2 dies), i en orada se’n
restauren els valors inicials després de 21 dies de realimentacido (Metdn et al, 20033;
Kirchner et al, 2003, 2008). L'elevada activitat FBPasa a curt termini després de la
realimentacid podria estar relacionada amb la restauracio del glucogen hepatic a partir de
compostos amb 3 atoms de carboni per la via de la gluconeogénesi, tal com s’ha observat
en rates (Pilkis i Granner, 1992). De fet, estudis en llobarro mostren que en peixos en deju
la meitat del glucogen s’ha sintetitzat per la via indirecta, mentre que en peixos
realimentats aquesta és la via preferent (Viegas et al, 2012). Aquest fet evidencia I'Us
limitat de la glucosa de la dieta per part dels peixos. Les situacions de deju també
incrementen I'expressio génica i I'activitat de la G6Pasa en orada i truita irisada (Morata et
al, 1982; Caseras et al, 2002; Kirchner et al, 2003; Metdn et al, 2004a; Polakof et al, 2007).
En orada va ésser suficient un dia de realimentacié després del deju per disminuir els

nivells de G6Pasa fins als observats en orades alimentades (Metdn et al, 2004a).

Disminucio de la glicolisi. El deju promou un fort descens en I’'mRNA i I'activitat de la GK
en fetge d’orada i truita irisada (Caseras et al, 2000; Kirschner et al, 2003, 2005; Metén et
al, 2004a; Soengas et al, 2006). D’altra banda, en llobarro el deju a curt termini no va tenir
efecte en I'activitat GK hepatica (Pérez-Jiménez et al, 2007; Viegas et al, 2013). L’activitat
hepatica PFK1 i piruvat cinasa (PK, EC2.7.1.40) en truita irisada i orada disminueixen

significativament en peixos sotmesos a deju (Fideu et al, 1983; Bonamusa et al, 1992;
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Meton et al, 1999b, 20033a; Kirchner et al, 2003). En orada la realimentacié a curt termini
no va ésser suficient per produir canvis significatius en I'activitat hepatica PK. Els nutrients
de la dieta després d’un periode de deju prolongat contribueixen a restaurar rapidament

els nivells de glucogen.

La restriccid calorica promou una disminucié en I'activitat dels enzims implicats en la

.....

sotmeses a deju (Metdn et al, 1999a, 1999b; Caseras et al, 2000).

1.1.2.2  Regulacio nutricional en situacions d’alimentacié amb alt contingut en
carbohidrats

Quan els peixos sén alimentats amb dietes amb alt contingut en carbohidrats es

produeixen canvis metabolics que resulten en un aprofitament parcial dels carbohidrats

disponibles.

Utilitzacié de glucosa exogena. Tot i que els nivells de GK sdn practicament indetectables
en peixos alimentats amb dietes amb baix contingut en carbohidrats (Caseras et al, 2002;
Metodn et al, 2004a), en especies com ara l'orada, la truita irisada i la carpa comuna
(Cyprinus carpio), després de la ingesta d’una dieta alta en carbohidrats, els nivells d’mRNA
i d’activitat GK hepatica es veuen fortament incrementats (Panserat et al, 2000b; Caseras
et al, 2002; Capilla et al, 2003; Metén et al, 2004a). De la mateixa manera, s’observa un
increment de I'expressié de PFKFB i PK en fetge de truita irisada i orada (Garcia de Frutos
et al, 1990; Metdn et al, 1999b, 2000; Panserat et al, 2001c). L’alimentacié d’orades amb
dietes amb elevat contingut en carbohidrats va provocar un augment de I'activitat cinasa
de la PFKFB i els nivells de fructosa-2,6-P,, donant com a resultat un increment de la
glicolisi (Garcia de Frutos et al, 1990). En anguila europea l'activitat PK també va
incrementar després de I'administracié d’una dieta rica en carbohidrats (Sudrez et al,
1995). L'activitat PFK1 hepatica es va veure augmentada en truita irisada i orada
alimentades amb dietes amb alt contingut en carbohidrats (Fideu et al, 1983; Walton,

1986; Bonamusa et al, 1992; Metdn et al, 1999b; Fernandez et al, 2007).

Desregulaciod de la gluconeogénesi. En rata, I'expressié de PEPCK, FBPasa i G6Pasa, enzims
clau en la gluconeogenesi, s’indueix en situacions de deju i es reprimeix en I'alimentacié
amb dietes amb alt contingut de carbohidrats; en peixos, aquests enzims hepatics no
responen als nivells de carbohidrats en la dieta, i es mantenen elevats. S’ha suggerit que hi
ha una produccid alta i sostinguda de glucosa endogena en el fetge de peix deguda a una

manca de regulacié de la gluconeogenesi pels carbohidrats a la dieta (Tranulis et al, 1991,
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Panserat et al, 2000c, 2001a,b,c; Caseras et al, 2002; Enes et al, 2006; Moreira et al, 2008;
Kirchner et al, 2008). En orada, malgrat que els nivells de G6Pasa no sembla que es vegin
afectats pels nivells de carbohidrats de la dieta, la seva expressid si que es modula en

resposta al deju i després de I'alimentacié (Metdn et al, 2004a).
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1.2 Metabolisme de proteines en peixos

1.2.1 Funcions dels aminoacids

La majoria de les especies de peixos son carnivores (Love, 1980) i la seva dieta natural consta
d’un elevat contingut en proteines (Wilson, 2002). Els aminoacids lliures corresponen a una
petita proporcio del total en I'organisme, i provenen majoritariament de dues fonts, la dieta i
el catabolisme de proteines corporals. En peixos, el catabolisme de proteines tissulars
subministra menys del 50 % dels aminoacids, raé per la qual els peixos sén organismes
fortament dependents de la proteina de la dieta (Cowey i Luquet, 1983). El principal desti dels
aminoacids recau en la sintesi de proteines, i en menor mesura la sintesi d’hormones, purines,

neurotransmissors i cofactors.

proteines

de la dieta ||
compostos /

nitrogenats

aminoacids
[liures

amoni

glucosa

lipids

cicle TCA

Figura 2. Principals vies del metabolisme d’aminoacids i proteines. Els aminoacids lliures de
I’'organisme (provinents majoritariament de la dieta i del catabolisme de proteines endogenes) es
destinen a la sintesi de proteines corporals, i en menor mesura d’altres compostos nitrogenats.
L'excedent és catabolitzat en major part fins al cicle dels TCA, i una petita part es destina a
I’'emmagatzematge en forma de glucosa i lipids. Imatge adaptada de Dabrowsky i Guderley, 2002.

El seglient desti dels aminoacids és la produccié d’energia. Aquests supleixen fins al 85 % dels
requeriments energetics en peixos teleostis (van Waarde, 1983). Després de I'alimentacio, el

subministrament d’aminoacids als teixits excedeix la seva capacitat de sintesi de proteines, i
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I'excés és catabolitzat en el fetge, on s’utilitzara com a substrat per proveir ATP per als
processos biomecanics, sintétics i de transport (Atherton i Aitken, 1970; Beamish i Thomas,
1984). El procés de catabolisme d’un aminoacid implica I'eliminacié del grup amino, que en
peixos teleostis sera excretat majoritariament com a amoni, i la formacié d’'un a—cetoacid.
Aguest a—cetoacid en determinades circumstancies s’utilitza com a precursor per sintetitzar
glucogen o triglicerids (que s’utilitzen com a reserva de carbohidrats i lipids), pero la major part
s’oxidara fins a CO, i H,0 a través de la conversié a intermediaris del TCA per produir energia
(figura 2). L'oxidacié directa dels aminoacids de la dieta evita la despesa energetica que
comporta la sintesi de molécules d’emmagatzematge, ja que I'excrecié directa d’amoni com a
producte final del metabolisme d’aminoacids és energéticament més favorable que utilitzar

energia, en convertir 'amoni en una forma menys toxica.

L'excés de proteina en la dieta respecte les demandes de creixement comporta un augment de
la degradacid d’aminoacids i I'excreci6 de compostos nitrogenats, fet que resulta en
I’eutrofitzacié de les aigiies a nivell local (Pearson i Black, 2001; Davenport et al, 2003). S’han
aconseguit progressos en aquest sentit optimitzant la proporcié de proteina digerible enfront
I’energetica. Un descens en aquesta proporcié és extremadament eficient per millorar la
utilitzacié de proteina i disminuir les pérdues de nitrogen en la majoria de peixos en cultiu
(Kaushik i Cowey, 1991; Cho i Bureau, 2001). L'augment dels nivells de lipids en la dieta també
té efectes beneficiosos en termes d’aprofitament del nitrogen en la majoria de peixos (Lee i
Putnam, 1973; Kaushik i Oliva-Teles, 1985; Hillestad i Johnsen, 1994; Vergara et al, 1996, Satoh
et al, 2004). Quan la dieta és deficient en lipids, una major proporcid de la proteina és
metabolitzada per obtenir energia, provocant una major excrecié d’amoni i la retencié de
menys nitrogen per al creixement (Atherton i Aitken, 1970; Wood, 1993). Els carbohidrats de la
dieta no sén una bona font d’energia, ja que fins i tot si es posen a disposicid carbohidrats
digeribles, la glucosa absorbida es metabolitza amb dificultat i de manera limitada (Moon
2001; Panserat i Kaushik, 2002). En canvi, existeix una elevada capacitat de gluconeogenesi a
partir dels aminoacids exogens (Bever et al, 1981). En el cas particular de I'orada, la substitucié
de proteina de la dieta per midd de blat de moro gelatinitzat fins un 18 % permet un bon

aprofitament de la proteina per a creixement (Fernandez et al, 2007).

En peixos, els aminoacids indueixen la secrecid d’insulina de manera més eficient que la propia
glucosa, tot i que 'efecte difereix en funcid de I'espécie de peix estudiada. L’arginina, per
exemple, és un potent agent insulinotropic en llenguado barfin, anguila europea i salmé coho

(Andoh, 2007; Ince i Thorpe, 1997; Plisetskaya et al, 1991).
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D’altra banda, els aminoacids sén reguladors del flux metabolic i es consideren moléecules de
senyalitzacié. En peixos marins, particularment durant estadis embriogenics, els aminoacids
proveeixen estabilitat en 'osmolaritat dels fluids corporals, i s’utilitzen com a substrats per a la
sintesi de proteines i el catabolisme aerobic (Ronnestad i Fyhn, 1993; Ronnestad et al, 1993;
Sivaloganathan et al, 1998). A més, la composicié dels aminoacids lliures canvia depenent del
teixit, freqiiéncia i temps després de I'alimentacio, temperatura i salinitat (Carter et al, 1994;
Tantikitti i March, 1995; Knapp i Wieser, 1981; Dabrowski et al, 1996; Auerswald et al, 1997).
En estudis realitzats en hepatocits primaris de truita irisada es va observar que els aminoacids
incrementaven |'expressié d’enzims del metabolisme glucidic i en disminuien I'expressié dels
involucrats en el metabolisme proteic. A més, es va demostrar que I’habilitat de la insulina per
estimular I'expressié de gens glicolitics resulta major en presencia d’aminoacids (Lansard et al,

2010).
1.2.2 Digestio i absorcié d’aminoacids

La proteolisi s’inicia a I'estémac amb la pepsina, i la hidrolisi dels péptids continua al lumen de
I'intesti per I'accid de la tripsina, quimiotripsina i leucina aminopeptidasa. En peixos herbivors
aquests enzims actuen a un pH optim, com en mamifers (Sabapathy i Teo, 1995). Els
aminoacids s’absorbeixen a l'intesti com a aminoacids lliures o com a dipéeptids. La hidrolisi
dels dipeptids es dona immediatament després del transport (Reshkin i Ahearn, 1991). El nivell
més alt d’aminoacids lliures en plasma s’assoleix a les 12 hores després de la ingesta, i després

torna als valors basals (Murai et al, 1987; Navarro et al, 1997).

Els nivells d’aminoacids en la dieta promouen canvis en els mecanismes de transport intestinal
dels peixos. Les K, dels transportadors d’aminoacids en peixos herbivors i omnivors sén
menors que en carnivors, adaptant-se a un menor nivell d’aminoacids en l'intesti (Ferraris i
Ahearn, 1984). L'entrada dels aminoacids a la sang es duu a terme a través de la membrana
basolateral de les cél-lules intestinals a través de, com a minim, tres transportadors
d’aminoacids (Reshkin et al, 1988; Collie i Ferraris, 1995). L’alanina, la lisina i la fenilalanina sén
substrats de transportadors independents de sodi; la prolina i el glutamat ho sén transportats
de transportadors dependents de sodi, i la glicina utilitza el gradient de sodi i potasi (Reshkin et

al, 1988).

Els aminoacids sén alliberats de la sang a la majoria de cel-lules com a aminoacids lliures. El
recanvi d’aminoacids en plasma de peixos és relativament alt comparat amb el d’altres

vertebrats (Bever et al, 1981). Aquest fet es deu principalment a [Ieficiencia dels
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transportadors d’aminoacids, suggerint la importancia metabolica dels aminoacids en els

peixos.

1.23 Catabolisme d’aminoacids. Origen de I’'amoni excretat.

El fetge dels peixos és el principal organ de catabolisme d’aminoacids i aixd explica les altes
concentracions d’aminoacids lliures presents en aquest teixit (van den Thillart i van Raaij,
1995). Els aminoacids sén un substrat oxidatiu més important que els lipids en el fetge (French
et al, 1981), i la seva taxa d’oxidacié excedeix la del seu paper en altres vies, com la
gluconeogenesi. En salmé atlantic, la taxa d’oxidacié de I'alanina excedeix la taxa
d’incorporacié a glucosa més de 10 vegades (Mommsen et al, 1985), i en hepatocits de tonyina,
I’'alanina s’oxida 5 vegades més rapidament que el lactat (Buck et al, 1992). Aix0 és degut a qué
I’excés d’aminoacids que sobrepassa els requeriments de la dieta no pot ésser emmagatzemat,
i és desaminat i oxidat al cicle de TCA o convertit en greixos i carbohidrats (Ballantyne, 2001;

Stone et al, 2003).

El catabolisme d’aminoacids resulta en la produccié d’amoni en peixos, i s’estima que el fetge
és el responsable del 50-70 % d’aquesta produccié (van den Thillart i van Raaij, 1995). El
contingut de proteina de la dieta és el principal factor que influeix en la produccié d’amoni
(Beamish i Thomas, 1984; Carvalho et al, 2010). Els nivells d’amoni incrementen després de la
ingesta (Brown i Cameron, 1991; Bucking i Wood, 2008; Carvalho et al, 2010), i en peixos
alimentats a sacietat, la produccié d’amoni és més de 10 vegades superior a la de peixos en
deju (Guerin-Ancey, 1976; Kaushik i Oliva-Teles, 1985). Els peixos teleostis, com ara I'orada,
son amoniotelics, és a dir, son capagos d’excretar I'amoni directament a I'aigua a través de les
branquies (Wilkie 1997, 2002; Weihrauch et al, 2009). Aproximadament un 50 % del nitrogen
procedent d’aminoacids de la dieta se secreta en les segilients 24 hores (lp et al, 2004c; Lim et
al, 2004), tot i que en condicions mediambientals adverses alguns peixos redueixen la seva
taxa de produccié d’amoni provinent del catabolisme d’aminoacids (Ip et al, 2001, 2004a,b;

Lim et al, 2001).

1.2.3.1 Vies de desaminacid

L'amoni es produeix a través de les vies de desaminaciéd dels aminoacids: la
transdesaminacio, la desaminacio directa dels aminoacids i el cicle dels nucleotids purina
(figura 3). Els passos limitants en cada procés (distribucié subcel-lular i transport de
I'aminoacid al compartiment on es troba I'enzim) determinen el catabolisme dels

aminoacids. En peixos, el glutamat és principalment desaminat per produir amoni, mentre
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gue en mamifers es transamina a aspartat (Walton i Cowey, 1977; Campbell i Vorhaben,
1983), i la via de desaminacié que segueix depen de I'especie. El glutamat és oxidat a
través de la glutamat deshidrogenasa (GDH, EC1.4.1.3) en fetge de carpi daurat (Carassius
auratus) (van Waarde i Henegouwen, 1982), truita irisada (Walton i Cowey, 1977),
llobarro (Peres i Oliva-Teles, 2006) i bagre jundia (Rhamdia quelen) (Bibiano Melo et al,
2006). En mitocondris de fetge de truita i peix gat, el 40 % del glutamat és transaminat a
aspartat, mentre que la resta és desaminat (Campbell i Vorhaben, 1983). Estudis en besuc
de la taca (Pagellus bogaraveo) mostren que un suplement de glutamat en la dieta
disminueix 'activitat desaminativa de la GDH (Figueiredo-Silva et al, 2010). De manera
similar, estudis realitzats en orades alimentades amb dietes suplementades amb
glutamina, glutamat i albumina mostren una regulacié afectada diferencialment per la
composicid de la dieta, de manera que l'activitat oxidativa de la GDH incrementa al
subministrar-los dietes suplementades amb glutamina i albimina, mentre que |'activitat

reductora de la GDH disminueix amb el suplement de glutamina i glutamat (Caballero et al,

2015).
A
aminoacid a-cetoglutarat NADH +@
~N/ ~/"
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a-cetoacid 4/\‘ glutamat 4/\. NAD
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Figura 3. Produccié d’amoni a partir d’aminoacids. Es representen les dues vies majoritaries de
desaminacid, la transdesaminacio (A) i el cicle de nucleotids purina (B).
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Transdesaminacio. La via majoritaria de desaminacié d’aminoacids és la transdesaminacié.
Consisteix en una reaccié on el grup amino de I'aminoacid és transferit a a—cetoglutarat
per formar glutamat, i aquest sera desaminat posteriorment per la GDH (Braunstein,
1957). Aquest procés es duu a terme principalment al fetge, on aquestes activitats
enzimatiques sén més elevades, encara que també es troben en altres teixits, com ara
I'intesti, el ronyd i el muscul (van den Thillart i van Raaij, 1995; Anderson et al, 2002). Les
dues transaminases més importants quantitativament en el fetge de peixos sén I'aspartat
aminotransferasa (AST; EC2.6.1.1) i I'alanina aminotransferasa (ALT; EC2.6.1.2). La GDH és
un enzim mitocondrial en peixos, i és activat al-lostericament per ADP, AMP i leucina, i
inhibit per ATP i GTP. Durant els periodes en quée els nivells d’ATP sén baixos i els d’ADP
alts, la desaminacié oxidativa dels aminoacids sera major. La leucina activa preferentment

la direccid d’aminacid (Jurss i Bastrop, 1995).

Desaminacio directa. La desaminacid directa d’aminoacids especifics involucra enzims
com ara la histidinasa, I'asparaginasa, la serina deshidratasa, la treonina deshidratasa i la
glutaminasa, aixi com la mateixa GDH. Exceptuant la GDH, les activitats i distribucié
d’aquests enzims en teixits de peix és insuficient per a considerar-los contribuents

importants en la produccié d’amoni (van Waarde, 1983).

Cicle de nucleotids de purina. La reaccid s’inicia amb la una transaminacid, que donara
lloc a la formacié de glutamat. El glutamat sera transaminat per I’AST, resultant en la
formacié d’aspartat. Aquest pot incorporar-se al cicle dels nucledtids de purina
reaccionant amb l'inosina monofosfat (IMP) per formar adenilsuccinat. L’adenilsuccinat
pot formar AMP amb I’alliberacié de fumarat, que pot ésser a la vegada convertit a
oxalacetat a través del cicle de TCA. 'AMP desaminasa utilitza AMP per formar de nou
IMP, alliberant amoni en el procés (Lowenstein, 1972). El cicle de nucleotids purina té un
paper important regulant la carrega energética de la cél-lula controlant els nivells d’AMP.
L’AMP desaminasa és considerada I’enzim clau de la via, i es troba en nivells elevats al

muscul esquelétic blanc (Kaletha et al, 1991; Raffin et al, 1993; Lushchak et al, 1998, 2008).

1.2.4 Gluconeogenesi a partir d’aminoacids

El fetge és un organ important per a la gluconeogenesi en peixos, amb els aminoacids com a
font majoritaria de carboni. Com en el cas dels mamifers, la gluconeogenesi a partir de
I'alanina és quantitativament la més important en peixos (French et al, 1981), encara que les
taxes de sintesi de glucosa a partir d’aminoacids en hepatocits aillats de truita segueix I'ordre:

serina > asparagina > alanina > glicina > prolina > valina (French et al, 1981). Aquest fet



INTRODUCCIO 15

suggereix la possibilitat de quée la serina sigui més important que l'alanina per a la
gluconeogenesi en peixos, tot i que no s’ha establert una correlacié d’aquest resultats in vivo, i
els nivells de serina en plasma sén baixos (Suarez i Mommsen, 1987). Segons |'especie, la
importancia de la gluconeogénesi a partir d’aminoacids depén de la disponibilitat de lactat. La
recuperacio de periodes d’anoxia o d’exercici requereix la sintesi de glucogen a partir de lactat
(Hochachka i Somero, 1984). Les taxes de gluconeogénesi a partir d’aminoacids en hepatocits
de truita sén menors que les taxes a partir de lactat com a font de carboni (French et al, 1981);
d’altra banda, en hepatocits de bonitol ratllat (Katsuwonus pelamis), la gluconeogénesi a partir

d’alanina supera la del lactat (Buck et al, 1992).
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1.3 Alanina aminotransferasa

El pas inicial en la degradacié de la majoria d’aminoacids, un cop arribats al fetge, consisteix en
I'eliminacié dels grups a-amino, catalitzada per transaminases. En la transaminacio, es
transfereix el grup amino de I'aminoacid a I'a-cetoglutarat, deixant el corresponent a-cetoacid
analeg de I'aminoacid i glutamat. L'efecte de les reaccions de transaminacié és transferir els
grup amino de diversos aminoacids a a-cetoglutarat per formar L-glutamat, i utilitzar-lo
posteriorment com a donant de grups amino per a altres rutes biosintetiques o d’excrecid. La
majoria de transaminases sdn enzims especifics per a I'a-cetoglutarat com a acceptor de grups
amino, pero difereixen en la seva especificitat per |'aminoacid. Els diferents enzims

s’anomenen en funcié del donant del grup amino.

Les reaccions catalitzades per les transaminases son reversibles, i presenten un mateix grup
prostetic, el piridoxal-5-fosfat (PLP), i un mecanisme de reaccié similar, del tipus Ping-Pong Bi-

Bi.

El PLP funciona com un transportador intermediari de grups amino en el centre actiu de
I’enzim. Experimenta transformacions reversibles entre la forma piridoxal fosfat, que pot
acceptar un grup amino, i la forma piridoxamina fosfat, que pot cedir el seu grup amino a un a-
cetoacid. El piridoxal fosfat esta generalment unit de manera covalent al lloc actiu de I'enzim a
través d’'una base de Schiff, entre el seu propi grup carbonil i el e-amino d’un residu de lisina
de I'enzim. El PLP és la forma activa de la piridoxina o vitamina B6, i és freqlientment descrit
com el coenzim més versatil de la natura. Nombrosos enzims que catalitzen reaccions de
sintesi, catabolisme i interconversié d’aminoacids requereixen el PLP com a coenzim (Snell,

1990; Leklem, 1991).

Les reaccions amb un mecanisme d’accié de tipus Ping-Pong Bi-Bi consisteixen en la unié d’un
dels substrats al centre actiu de I'enzim, seguit de la unié del segon substrat una vegada el
primer producte ha sortit del centre actiu (figura 4). El primer substrat reacciona, i a
continuacié el producte ha d’abandonar el centre actiu abans que s’hi pugui unir el segon
substrat. D’aquesta manera, I'aminoacid entrant s’uneix al lloc actiu, cedeix el seu grup amino
al PLP i surt en forma d’a-cetoacid. A continuacié s’uneix I’ a-cetoacid entrant, accepta el grup

amino de la piridoxamina fosfat, i surt en forma d’aminoacid. (Lehninger et al, 2000).
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Figura 4. Reaccié esquematica del mecanisme de transaminacié. Implicacié del coenzim PLP. A
Iinici de la reaccid, el PLP es troba unit com a base de Schiff al grup amino d’un residu de lisina
del centre actiu de I’enzim. La unid entre el PLP i I'enzim es trenca i el PLP forma una base de
Schiff amb el grup amino de I'aminoacid lliure. El residu de lisina de I’enzim que es troba ara lliure,
captura un hidrogen de I'aminoacid en forma de protd, la qual cosa origina que l'electré que
queda s’incorpori a I'anell del PLP. S’origina una base de Schiff entre el carboni i el nitrogen, que
posteriorment s’hidrolitza per donar lloc a I'a-cetoacid i el derivat amino de la base de Schiff.
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alanina a-cetoglutarat piruvat glutamat

Figura 5. Reaccid catalitzada per I'’enzim ALT. L'ALT transfereix de manera reversible el grup
amino de I'alanina a I'a-cetoglutarat per formar piruvat i glutamat.

L’alanina aminotransferasa, també coneguda com a glutamat piruvat transaminasa (GPT, EC

2.6.1.2), catalitza la reaccid reversible de transferencia del grup a-amino de I'alanina al grup
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ceto de I'a-cetoglutarat per formar piruvat i glutamat (figura 5). Utilitza com a coenzim el PLP.

(Welch, 1972).

L’ALT esdevé un nexe d’unié entre el metabolisme de carbohidrats i d’aminoacids, ja que
intervé en la conversid d’aquests quatre metabolits (figura 6). L’alanina és reconeguda com
I'aminoacid més efectiu com a precursor de la gluconeogenesi hepatica (Yamamoto et al,
1974; MacDonald et al, 1976; Rémésey et al, 1978). L’alanina és també I'aminoacid que
s’allibera principalment pel muscul esqueletic durant el deju. Originada per transferéncia del
grup a-amino del glutamat al piruvat, I'alanina formada passa al torrent sanguini i és recollida
pel fetge. Un cop al fetge, s'utilitza per generar glucosa a partir del piruvat, en una reaccio
inversa catalitzada per I’ALT. Es constitueix d’aquesta manera I'anomenat cicle glucosa-alanina
(Felig, 1973). Aquest cicle també és important durant I'exercici intens, quan el muscul
esqueléetic funciona de manera anaerobica, produint no només amoni a partir de la degradacié
de proteines, sind també grans quantitats de piruvat derivat de la glicolisi. L'ALT també pot
tenir un paper important en la sintesi del glutamat, un important neurotransmissor en el
cervell (Peng et al, 1991). En peixos, I'alanina i I'aspartat son els principals precursors
gluconeogenics i substrats energetics (Li et al, 2009). En diferents organs de peixos, I'alanina és

un donant de nitrogen per al metabolisme d’aminoacids (Mommsen et al, 1980).

A banda del seu paper en el metabolisme d’aminoacids i en I'equilibri energétic en situacions
de deju i exercici intens, I'’ALT podria estar implicada en processos immunologics. L'expressio
de I'ALT de la familia dels Amphioxus (anomenada AmphiALT) s’indueix en preséncia de
lipopolisacarid (LPS), una molécula caracteristica de la paret bacteriana de gram-negatius (Lun
et al, 2006). Posteriorment, s’"ha demostrat que la proteina recombinant AmphiALT inhibeix el
creixement d’Escherichia coli i en causa la seva lisi per interaccié amb I'LPS (Jing i Zhang, 2011).
De manera similar, es va observar un increment significatiu en I'activitat ALT en rates tractades
amb LPS (Kim i Kim, 2002) i en ratolins infectats amb el patogen oportunista Aeromonas

hydrophila (Brenden i Huizinga, 1986).
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Figura 6. L'ALT representa un nexe d’unié6 molecular entre el metabolisme de carbohidrats,
d’aminoacids i 'energétic. En peixos carnivors, on la dieta natural és rica en proteines i pobra en
carbohidrats, els aminoacids constitueixen la major font d’energia. Les cel-lules del fetge utilitzen
els aminoacids com a font d’energia, ja sigui directament per I'oxidacié dels esquelets carbonats,
o indirectament mitjancant la conversid de I'esquelet carbonat en glucosa. Els aminoacids es
poden utilitzar també en la sintesi de greixos (JUrss i Bastrop, 1995).

13.1 Isoformes de I’ALT

L'ALT és un enzim altament conservat durant I'evolucié dels organismes procariotes i
eucariotes (Brown i Voelker, 1980; Metén et al, 2004b; Miyashita et al, 2007; Garcia-
Campusano et al, 2009). Els primers estudis bioquimics en mamifers varen indicar la presencia
d’isoformes ALT solubles en citoplasma i mitocondris. Mitjangant tecniques cromatografiques
es va reportar la separacié de dues activitats ALT (Katunuma et al, 1962; Takeda et al, 1964).
Utilitzant la centrifugacio diferencial d’homogenats de fetge de rata es va mostrar que la major
part de 'activitat ALT es trobava al citosol, mentre que tan sols un 10 — 20 % de I’activitat total

estava present a la fraccié mitocondrial (Hopper i Segal, 1964; Swick et al, 1965).

En vertebrats s’han reportat les seqliencies de cDNA que codifiquen per a isoenzims ALT
d’humans, ximpanzé comu (Pan troglodytes), bou (Bos taurus), rata (Rattus norvegicus), ratoli
(Mus musculus), gos (Canis lupus familiaris), granota (Xenopus laevis), amfiox asiatic
(Branchiostoma belcheri), peix zebra (Danio rerio), salmé (Salmo salar), i orada (Sohocki et al,
1997; Klein et al, 2002; Yang et al, 2002; Jadhao et al, 2004; Metén et al, 2004b; Rajamohan et
al, 2006; Steinke et al, 2006; Anemaet et al, 2008; Zimin et al, 2009; Leong et al, 2010; Kim et al,
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2011; Jing i Zhang, 2011). Dues isoformes ALT, ALT1 i ALT2, codificades per gens diferents,
s’han clonat a partir d’huma, ratoli i rata (Sohocki et al, 1997; Yang et al, 2002; Jadhao et al,
2004; Yang et al, 2009). El gen ALT1 huma fou clonat a partir de la seqiiencia citosolica de I'ALT
hepatica (Ishiguro et al, 1991b) i es troba situat al cromosoma 8g24.3 (Sohocki et al, 1997). Es
va clonar un altre isoenzim ALT huma, ALT2 (Yang et al, 2002), i es va situar al cromosoma
16g12.1. El processament alternatiu d’ALT2 pot donar lloc a una proteina de 523 aminoacids
(ALT2_1) o, degut a un codd alternatiu, una proteina més curta de 423 aminoacids (ALT2_2).
Mitjancant deteccidé per Western blot es va demostrar posteriorment que ALT2 presenta una

localitzacié mitocondrial (Glinghammar et al, 2009).

Els isoenzims ALT1 i ALT2 humans presenten diferent distribucié tissular, suggerint un paper
depenent de teixit pels isoenzims ALT. Estudis de Northern blot indiquen que I’'ALT1 humana
s’expressa majoritariament en ronyd, i en nivells moderats en fetge, muscul i cor. L'ALT2
humana es troba preferentment en muscul, greix, ronyd i cervell, i en menor mesura en fetge i
glandula mamaria (Yang et al, 2002). Els analisis per Western blot indiquen que ALT1
s’expressa majoritariament en fetge, muscul esquelétic, ronyd i en menor quantitat en cor,
mentre que ALT2 ho fa en cor i muscul esquelétic. Mitjancant estudis immunohistoquimics
s’ha observat expressid d’ALT1 en hepatocits i cél-lules epitelials derivades dels tubuls renals i
la glandula salival, mentre que ALT2 es troba a l'escor¢a de la glandula adrenal, cossos
neuronals, miocits cardiacs, fibres de muscul esquelétic i pancrees endocri. Addicionalment,
assajos d’'immunoprecipitacié demostren que ALT1 és la isoforma predominant en fetge huma,
i la que contribueix de manera més important als nivells basals circulants d’activitat ALT en

humans (Lindblom et al, 2007).

Les isoformes de ratoli corresponents a les isoformes ALT humanes ALT1 i ALT2 van ésser
clonades posteriorment (Jadhao et al, 2004). Els gens altl i alt2 murins es van localitzar als
cromosomes 15 i 8 respectivament. El missatger muri ALT1 s’expressa principalment en fetge, i
en menor proporcid en teixit adipds blanc, intesti i colon. D’altra banda, 'mRNA d’ALT2
s’expressa en quantitats elevades en muscul, fetge i teixit adipds blanc, i en nivells moderats
en cervell i ronyd. L'expressio d’ALT1 i ALT2 de ratoli en E. coli confirmaren que els cDNAs

murins d’ALT1 i ALT2 codifiquen enzims funcionals.

Les isoformes de rata corresponents a les isoformes ALT humanes ALT1 i ALT2 es van clonar
uns anys més tard (Yang et al, 2009). Estudis de gRT-PCR mostraren que ALT1 es troba
ampliament distribuida en els teixits analitzats, presentant una major expressié en intesti prim
i fetge, en menor mesura en teixit adipds marro, teixit adipds blanc, cor, muscul i colon, i en

baixa quantitat en ronyd i cervell. L'expressié d’ALT2 és més restringida i presenta major
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expressio en muscul i fetge, seguidament en teixit adipds blanc i cervell, i en menor quantitat
en cor, ronyd i colon. Els experiments de Western blot corroboraren el patré de distribucié dels
estudis previs d’expressid. La proteina ALT1 és present de forma majoritaria en intesti, muscul,
fetge i teixit adipds blanc i marrd, mentre que ALT2 es troba fonamentalment en fetge, muscul,
i en menor proporcié en cervell i teixit adipds. En fetge de rates mascle hi ha 4 vegades més
proteina ALT2 que en femelles, éssent I'activitat ALT un 30 % més elevada. En fetge de rates
sotmeses a deju es va indicar I'existéencia de dues isoformes citosoliques d’ALT, de masses

moleculars corresponents a 17.7 i 112.2 KDa (Vedavathi et al, 2004).

El cDNA d’ALT1 de gos va ésser expressat en E. coli amb una cua d’histidines a I'extrem N-
terminal (Rajamohan et al, 2006). L’activitat de I'enzim recombinant ALT1 purificat fou de
229.81 U/mg de proteina, unes 38 vegades superior a |'activitat total soluble en els lisats d’E.
coli control, fet que confirma que el cDNA clonat codifica una proteina funcional. La
determinacid per RT-PCR dels nivells de missatger d’ALT1 en teixits canins revelaren que
s’expressa de forma predominant en cor, fetge, greix, cervell, intesti i ronyé. Una analisi
d’'immunoblot amb anticossos especifics va mostrar que ALT1 és present al fetge, i que tant

ALT1 com ALT2 es detecten al muscul (Miyazaki et al, 2009).

El nostre grup va reportar el clonatge i la localitzacid subcel-lular de dos isoenzims ALT a partir
de fetge d’orada, anomenats cALT i mALT, corresponents a les isoformes citosolica i
mitocondrial, respectivament (Metén et al, 2004b). La isoforma mALT presenta una regio N-
terminal que conté un péptid senyal de direccié a mitocondri, i va ésser la primera seqliéncia
reportada per a una ALT mitocondrial en animals. Posteriorment es va clonar una tercera
isoforma, cALT2, de localitzacid citosolica, generada per processament alternatiu del gen cALT
(Anemaet et al, 2008). Les isoformes citosoliques cALT1 i cALT2 es diferencien per la presencia
en cALT2 d’un exd extra de 85 pb, que inclou un nou inici de traduccié que déna lloc a 23
aminoacids addicionals a I'extrem N-terminal de I'enzim. Aquest peptid N-terminal presenta
una regio rica en asparagines, que podria estar involucrada en processos d’interaccié proteina-
proteina. En relacio a la distribucid tissular, estudis d’'RT-PCR semiquantitatiu en teixis d’orades
alimentades indiquen que cALT1 s’expressa majoritariament en fetge, cervell, muscul
esquelétic, intesti i ronyd. D’altra banda, cALT2 es troba en nivells moderats en intesti, ronyd,
fetge, i en menor quantitat en cervell i mascul esquelétic. La major expressié de cALT2, pero,
es troba en teixits on cALT1 és practicament indetectable, com el cor, branquies i melsa
(Anemaet et al, 2008). Estudis de gRT-PCR indiquen que la isoforma mitocondrial s’expressa
majoritariament en ronyd, en menor mesura en fetge i intesti, i de manera minoritaria en

branquies, cor, cervell, muscul esqueletic,teixit adipds i melsa (Salgado et al, 2012).
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1.3.2 Caracteristiques cinetiques de I’ALT
L'activitat ALT es pot mesurar en la direccié de formacidé de glutamat a partir d’alanina i a-
cetoglutarat (reaccid directa) o bé en la direccié de formacié d’alanina des de glutamat i

piruvat (reaccié inversa).

Estudis cinetics d’ALT de fetge de rata indiquen valors de K., estimats per a l'alanina i I'a-
cetoglutarat de 34 mM i 1.1 mM, respectivament. Considerant la reaccid inversa, la K, per al
glutamat i el piruvat fou de 15 mM i 0.9 mM, respectivament (Hopper i Segal, 1964). Per a
I’ALT purificada a partir de cor de porg, els valors de K, per a I'alanina i I'a-cetoglutarat van

ésser de 28 mM i 0.4 mM, respectivament (Saier i Jenkins, 1967a,b).

L’enzim mitocondrial obtingut a partir de fetge de porc va presentar un valor de K, per a
I'alanina d’1.9 mM (DeRosa et al, 1979), més d’un ordre de magnitud inferior al reportat per a
I’enzim citosolic, corresponent a 34 mM (DeRosa i Swick, 1975). La K,, per a 'a-cetoglutarat,
d’altra banda, va ésser similar per a ambdds enzims. La inhibicié per L-glutamat i piruvat fou
descrita per a I’ALT mitocondrial aillada de ronyd i fetge de porc (DeRosa et al, 1979), encara

que no pas per I'ALT citosolica.

Estudis posteriors van reportar les caracteristiques cinetiques de les isoformes ALT1, ALT2 i
ALT2_2 recombinants humanes expressades en E. coli. Mentre que la isoforma ALT2_2 no va
mostrar activitat enzimatica, les isoformes ALT1 i ALT2 recombinants presentaren una activitat
semblant, d’aproximadament 81,000 U/L per mg de proteina total. Considerant la reaccié
directa, ALT1 va mostrar una K,, de més del doble per a I'alanina que ALT2 (70 mM, respecte
15 mM), mentre que per a I'a-cetoglutarat, ALT-1 va mostrar una K, unes tres vegades inferior
a I'observada per ALT2 (0.4 mM respecte 1.2 mM). Per a la reacci6 inversa, ALT1 presenta una
K major per al piruvat (1 mM) i una K, menor per al glutamat (6.7 mM), comparat amb ALT2,
que va exhibir una K;,, de 0.3 mM per al piruvat i de 30 mM per al glutamat (Glinghammar et al,

2009).

En dues especies de peixos d’aigua dolca, Clarias batrachus i Labeo rohita, s’han estimat les
constants de Michaelis per a I'ALT citoplasmatica purificada a partir de fetge. Les K., per a
I'alanina foren de 18.5 mM i 23.55 mM, i de 0.29 mM i 0.33 mM per I'a-cetoglutarat,

respectivament (Srivastava et al, 2004).

L'expressio de les isoformes citosoliques cALT1 i cALT2 d’orada en Saccharomyces cerevisiae va
permetre la seva caracteritzacid cinetica (Anemaet et al, 2008). Els valors de K, per a l'alanina i
I’a-cetoglutarat sén similars per a ambdues isoformes, essent de 1.82 mM i 2.21 mM per a

I'alanina i de 0.048 mM i 0.051 mM per a 'a-cetoglutarat, respectivament. No obstant, la V.
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de la reaccio directa de cALT2 és 250 vegades superior a la trobada per a cALT1. Les diferéncies
més significatives en quant a K., es van trobar front als substrats que intervenen en la reaccié
inversa. cALT2 presenta major afinitat pel glutamat i el piruvat que cALT1; essent els valors de
K., estimats per al glutamat i el piruvat de 4.53 mM i 0.154 mM per a la cALT2 i de 15.91 mM i
0.690 mM per a la cALT1. A la reaccid inversa, cALT2, a diferéncia de cALT1, presenta inhibicié
a alta concentracié de substrat, essent les K; per al glutamat 34.9 mM i 36.5 mM per al piruvat.
L’analisi de la relacié d’activitat directa/inversa duta a terme amb extractes de llevats que
sobreexpressen cadascuna de les isoformes mostraren que cALT2 catalitza preferentment la
conversio d’alanina a piruvat. Addicionalment, estudis de mutagénesi dirigida demostraren
que els residus 3 a 13 de cALT2 sén essencials per dictar a I'enzim la preferencia del sentit de la
reaccié que catalitza, de tal forma que en eliminar aquesta regi6, cALT2 es comporta com a
CALT1. Per altra banda, la delecié dels aminoacids 14 a 23 de cALT2, regié on es troba un
domini poliasparagina, no fa canviar el comportament de I'enzim respecte a la preferencia en
el sentit de la reaccié a catalitzar. Posteriorment, es va expressar en S. cerevisiae la isoforma
mitocondrial mALT (Salgado et al, 2012). Els valors de K, per a I'alanina i I'a-cetoglutarat van
ésser de 2.22 mM i 0.21 mM respectivament, valors molt similars als obtinguts per a cALT1 i
cALT2 en la reaccié directa. Quant a la reaccid inversa, els valors de K, estimats per als
substrats glutamat i piruvat van ésser de 11.30 mM i 0.32 mM, respectivament. Aquests valors
son més propers als obtinguts per a la isoforma cALT1, on s’observa també una baixa afinitat
per al glutamat. Aixo, i el fet que la relacié V./K. sigui major per a I'alanina que per al

glutamat, suggereix que mALT catalitza preferentment la reaccid directa enfront la inversa.

La majoria d’estudis cinétics de I’ALT es van dur a terme amb I'enzim purificat d’extractes
citosolics i mitocondrials aillats de diversos teixits. Els resultats obtinguts no sén aparentment
concordants en quant al sentit de la reaccid que catalitza cadascuna de les isoformes. Aquest
fet podria ésser degut en part a la preséncia en el citosol d’isoformes homologues a cALT1 i
cALT2 d’orada. De fet, diversos estudis han suggerit la preséncia de diverses isoformes ALT en
mamifers. Estudis posteriors en rata van permetre purificar i caracteritzar dues isoformes ALT
citosoliques en fetge de rates sotmeses a deju (Vedavathi et al, 2004). Ambdds enzims
mostraren especificitat de substrat per a I'L-alanina amb valors de K, de 0.51 mM i 1.14 mM, i
de 0.12 i 0.17 mM per I'a-cetoglutarat, respectivament. Experiments d’isoelectroenfocament
duts a terme amb I’ALT citosolica purificada de fetge de rata i huma resulten en la separacié de
3 i 4 bandes. Aixi mateix, s’ha reportat la preséncia d’una isoforma d’ALT2 produida per
ensamblament alternatiu del gen ALT2 huma (Lindblom et al, 2007). El desconeixement de la

concentracié dels quatre metabolits que participen de la reaccié catalitzada per ALT en
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cadascun dels compartiments cel-lulars en les diferents situacions nutricionals, la manca
d’estudis de metabolomica i la possible presencia d’isoformes fins ara no caracteritzades,

dificulten encara la interpretacié dels resultats.

1.3.3 Estructura i inhibidors

La primera informacié que es va tenir a nivell d’estructura d’ALT va ésser el lloc d’unié del PLP
al centre actiu de I’enzim, que es va aconseguir per homologia amb la zona d’unié del PLP
determinada per a l'enzim AST mitjancant cristal-lografia per raigs X. La majoria dels
aminoacids importants que s’uneixen per enllacos d’hidrogen al PLP identificats en I’AST estan
conservats en I'estructura de I'ALT. El lloc d’'unié a PLP en I’ALT de fetge de rata correspon a la

33 En I'ALT de fetge de rata la seqiiéncia de residus compresa entre GIn®*® i Arg**

Lys
coincideix amb la seqtiencia de 20 residus al voltant del lloc d’unié a PLP en I'ALT de cor de rata
(Tanase et al, 1979) amb I'excepcié d’un Unic residu, on la Tyr’™ esta substituida per una Phe.
Aix0 suggereix que la seqliéncia al voltant del lloc d’unié a PLP és altament conservada en I'ALT.
Malgrat la baixa homologia amb I’AST, la majoria dels aminoacids crucials per establir ponts
d’hidrogen amb el PLP en ambdues formes citosolica i mitocondrial de I'AST, també es
conserven en I'ALT citosolica de rata. La topologia de I'estructura secundaria que envolta el
lloc d’unid a PLP en I’AST, amb una estructura amb 7 fulles plegades B i vuit hélixs intercalades,

revelades per cristal-lografia de raigs X (Jansonius et al, 1984), probablement deuen estar

conservades en I'ALT de fetge de rata.

L'enzim actiu, amb un pes molecular de 114000 Da, és un homodimer composat per dues
subunitats identiques d’uns 55000 Da (Ishiguro et al, 1991a). La determinacid de la seqliéncia i
composicié d’aminoacids de I’'enzim ALT citosolic purificat de fetge de rata va indicar que cada

subunitat consta de 495 aminoacids i que esta acetilada a I’extrem N-terminal.

Estudis recents duts a terme mitjancant la cristal-litzacié de la proteina ALT d’ordi (Hordeum
vulgare) corroboren que I'ALT es troba en forma de dimer d’aproximadament 106 KDa,
compres de dues subunitats de 53 KDa i uns 480 aminoacids. L’estructura consta d’un brag N-
terminal (residus 3 a 223), un domini petit af (residus 24 a 64 i 356 a 481), dominat per helixs,
i un domini gran afa (residus 65 a 355). El centre actiu, que forma un adducte amb PLP a la
zona descrita anteriorment per a les altres isoformes, es troba entre aquests dos dominis. La
superposicid entre aquesta estructura i I’estructura determinada per a I’ALT2 humana mostra
que les diferencies estructurals entre ambdues estructures es troben a I'extrem N-terminal

(Duff et al, 2012).
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S’ha descrit que I'ALT pot ésser modificada posttraduccionalment per glicacié amb glucosa o
altres monosacarids. Es va mostrar que I'ALT citosolica de cor de porc era inhibida per sucres,
essent I'ordre d’inhibicié D-glucosa < D-fructosa < D-ribosa < D,L-gliceraldehid (Beranek et al
2001). De la mateixa manera, préviament es va descriure un efecte inhibidor de I'activitat AST

per glicacio (Okada et al, 1994, 1997).

Per altra banda, estudis d’inhibicié, de modificacié d’aminoacids i espectroscopics amb I'ALT
de rata mostraren que el PLP i els grups —SH lliures estan directament involucrats en la catalisi
enzimatica. Antagonistes del PLP, com la hidroxilamina i 'aminooxiacetat (AOA), i compostos
reactius amb grups sulfhidril, com el p-hidroxibenzoat i el clorur de mercuri, inhibiren
completament I'activitat dels enzims. El glutarat i el maleat inhibiren del 65 al 80 % I'activitat,
mentre que |’'L-ascorbat, o-fenantrolina i EDTA mostraren una menor o abséncia d’inhibicié

(Vedavathi et al, 2004).

Estudis realitzats en el nostre grup indiquen que l'activitat ALT de fraccions citosoliques i
mitocondrials obtingudes de fetge d’orada queda fortament inhibida per concentracions
superiors a 102 mM d’AOA. L’analisi in vivo de I'activitat ALT en els extractes citosolics hepatics
d’orades tractades amb AOA mostra un decrement en |'activitat ALT hepatica després de 6
hores, perd no s’observa inhibicid en els extractes mitocondrials. Malgrat I’AOA inhibeix
I’'mALT in vitro, aquest fet suggereix que I’AOA no és capag d’entrar a les mitocondries i inhibir
mMALT. Estudis a llarg termini incorporant AOA a la dieta van comportar la inhibicié de manera
significativa de I'ALT hepatica en orades, sense afectar en els nivells de proteina (Gonzalez et al,
2012). Aquest punt és consistent amb el fet que I’AOA actua a través de la formacié d'un

adducte amb el cofactor PLP (Yang et al, 2008).

Diversos estudis han reportat que I’ALT mitocondrial és més inestable que no pas la citosolica.
La inestabilitat de la isoforma mitocondrial de fetge de rata va dificultar els esforcos per
purificar-la (Swick et al, 1965). L’Us de trehalosa durant I'extraccié va millorar I'estabilitat de
I’'mALT, mentre que els inhibidors de proteases no van tenir cap efecte (Mukorah et al, 1998).
Estudis recents també posen de manifest aquesta caracteristica, mostrant que I'ALT2 humana
recombinant és més sensible a la temperatura que ALT1, tot i que mostra una major estabilitat
en presencia de glicerol (Liu et a, 2009). De fet, la major estabilitat d’ALT2 en glicerol ja s’havia
reportat anteriorment (Swick et al, 1965). La preséncia d’alanina, 100 mM, va ajudar a millorar
I'estabilitat d’ALT2. L’ALT2 és més estable en plasma que no pas en séerum (Glinghammar et al,

2009).
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1.3.4 Regulacioé nutricional de I’expressio d’ALT

L'activitat ALT de fetge de rata és molt sensible a diferents tractaments nutricionals i
hormonals. Estudis en animals diabétics o sotmesos a deju, i després de I'administracié de
cortisol o la ingesta de dietes amb un alt contingut de proteina, van evidenciar que I'activitat
ALT es veu incrementada en situacions gluconeogeniques (Rosen et al, 1959, 1963). A més, els
agonistes B-adrenérgics, com ara |'epinefrina, la norepinefrina i el glucagd, indueixen I’activitat
ALT en fetge de rata (Begum i Datta, 1991, 1992). En fetge de mamifers, el deju prolongat
produeix un increment de I'activitat citosolica ALT, pero no aixi en la mitocondrial (Swick et al,

1965).

L’analisi de I'expressido d’ALT1 i ALT2 en fetge de ratolins obesos va indicar que I'expressid
d’ALT2 incrementava unes dues vegades, mentre que els nivells d’ALT1 no canviaven (Jadhao
et al, 2004), assenyalant ’ALT2 com a responsable de I'increment de I'activitat ALT en sérum
de ratolins que presenten esteatosi. Posteriorment, es va mostrar que ratolins amb esteatosi
hepatica induida mitjancant alimentaci6 amb una dieta deficient en metionina i colina
presentaven un increment en |'activitat ALT serica (Liu et al, 2009). L'increment de |'activitat
ALT en serum era degut a lI'increment en sérum d’ALT1 (1.7 vegades) i ALT2 (1.9 vegades). En
fetge, tant 'mRNA com les proteines ALT1 i ALT2 incrementaren unes 2 i 5 vegades
respectivament. L'increment de I'expressid hepatica observada per a ALT1 i ALT2 es déna de
manera simultania i es correlaciona amb els increments de I'activitat ALT en seérum, i no estaria

relacionada amb la preséncia de dany o mort cel-lular.

ALT i AST sén quantitativament les aminotransferases més importants en fetge de peixos
teleostis (Cowey i Walton, 1989). En fetge d’orada es va trobar que I'activitat ALT disminuia
després d’un periode de deju perllongat, mentre que I'activitat AST mostrava una lleugera
tendeéncia a augmentar (Metdn et al, 1999b). L'efecte del deju prolongat en les activitats ALT i
AST en altres espécies de peixos no mostra un patré clar. Alimentar els peixos amb una dieta
amb alt contingut proteic incrementa les activitat AST i ALT en fetge d’orada (Metdn el al,
1999b; Fernandez et al, 2007). Estudis posteriors utilitzant dietes amb proporcions variables de
proteina corroboren que les majors expressions de cALT1 i cALT2 es donen en els grups
d’animals alimentats amb dietes d’alt contingut de proteina i baix contingut en carbohidrats,
confirmant I’ALT com a bon biomarcador de I'Gs de la proteina de la dieta en orada (Gonzalez
et al, 2015). En salmé atlantic (Salmo salar), 'AST no depén del tipus de font d’energia
subministrada al peix, mentre que les dietes amb alt contingut en proteina promouen
I'increment de I'activitat ALT hepatica (Fynn-Aikins et al, 1995). També s’observa un increment

en l'activitat ALT en truita irisada alimentada amb dietes proteiques (Lupidfiez et al, 1989). En
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aquesta espécie, I'activitat ALT s’adapta moderadament a canvis en la dieta mentre que I'AST
no varia (Sanchez-Muros et al, 1998). Les activitats ALT i AST incrementaren quan es va
augmentar el contingut de proteines de la dieta en Mugil capito (Alexis i Papaparaskeva-
Papoutsoglou, 1986). En alimentar peixos no carnivors, bagres juvenils (Rhamdia quelen), amb
dietes hiperproteiques, I'activitat hepatica ALT va incrementar en un 30 % i es van duplicar els
nivells d’AST comparat amb els peixos alimentats amb dietes amb baix contingut en proteines
(Bibiano Melo et al, 2006). Un estudi comparatiu entre I'esturid adriatic (Acipense naccarii) i la
truita de riu mostra que l'activitat ALT en fetge de peixos sotmesos a un deju perllongat
incrementa en la truita més que en 'esturid, i ho fa majoritariament durant els primers dies de
deju (Pérez-Jiménez et al, 2012). Estudis d’expressid de les isoformes citosolica i mitocondrial
en llobarro van mostrar que en deju incrementen els nivells d’'mRNA i d’activitat ALT citosolica,
mentre que els nivells mitocondrials no es veuen afectats (Viegas et al, 2014). D’altra banda,
en dentd (Dentex dentex), la inhibicié de I'activitat ALT en fetge de peixos en deju sembla ésser
deguda a una estratégia protectora per prevenir I'excessiva oxidacié de proteina corporal

(Furné et al, 2012).

El periode de reproduccié va modificar la tendéncia anual de canvis en I'activitat ALT i altres
enzims clau involucrats en la glicolisi i la gluconeogénesi en fetge d’orada (Gdmez-Milan et al,

2007).

El nostre grup va analitzar la regulacid nutricional i hormonal dels isoenzims citosolics cALT1 i
cALT2 en fetge d’orada mitjangant RT-PCR semiquantitatiu (Anemaet et al, 2008). El deju
promou una disminucio significativa dels nivells d’'mRNA de cALT1, mentre que I'expressié de
cALT2 incrementa 2.5 vegades. La realimentacid va permetre a curt termini la recuperacié dels
nivells de cALT2. Addicionalment, es va analitzar I'expressié dels nivells d'mRNA de cALT1 i
CALT2 després de la ingesta en peixos alimentats cada 24 hores. L'expressido de cALT1 és
maxima entre les 2-8 h després de la ingesta, mentre que els nivells d’expressido de cALT2,
entre les 4-8 h, eren un 75 % més baixos que els observats en els peixos abans de la ingesta. En
relacid a I'estudi de I'efecte de la glucosa i la insulina en I'expressié de cALT1 i cALT2 en fetge
d’orada, s’ha observat que, 6 hores després de I'administraciéo de glucosa o d’insulina, els
nivells de cALT2 van disminuir entre 2 i 3 vegades, mentre que els nivells de cALT1 no van
variar en cap cas. D’altra banda, es va estudiar I'efecte del tractament amb estreptozotocina,
un compost que origina necrosi de cel-lules B-pancreatiques i que és ampliament utilitzat per
generar animals diabétics (Wilson i Leiter, 1990). Després de 22 h, les orades tractades
presentaven uns nivells hepatics d’'mRNA de cALT2 3 vegades superiors respecte els peixos

control, mentre que l'expressié de cALT1 mostrava una tendéncia a disminuir. A partir
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d’aquests resultats, es va concloure que l'expressié hepatica de cALT2 incrementa en
situacions gluconeogéniques, mentre que la de cALT1 és predominant durant el periode

postprandial per a la utilitzacié dels nutrients de la dieta (Anemaet et al, 2008).

Estudis recents de silenciament de I'expressié de les isoformes cALT1 i cALT2 d’orada in vivo
indiquen que, en el fetge dels animals on les isoformes citosoliques d’ALT es troben silenciades,
s’estimula el flux glicolitic. També s’observa una tendéncia a incrementar la fase oxidativa de la
via de les pentoses fosfat, com a resultat de la mobilitzacié de carbohidrats provocada per la

baixa activitat d’ALT (Gonzalez et al, 2015).

Pel que fa a la regulacid de la isoforma mitocondrial d’ALT d’orada, analisis de qRT-PCR
mostraren una reduccié de I'expressié de I'mRNA d’mALT en ronyd d’orades sotmeses a deju.
Després de tractar les orades amb estreptozotocina, els nivells d’mRNA de la isoforma mALT
van ésser significativament menors, mentre que el tractament amb insulina no va tenir efectes
sobre mALT. Aquest fet suggereix que I'expressid d’'mALT en ronyd podria estar implicada en

I’'oxidacié d’aminoacids amb finalitat energetica (Salgado et al, 2012).

135 Regulacio transcripcional de I’expressio génica

Els estudis sobre el control de I'expressid d’ALT a nivell transcripcional sén escassos. En
ratolins, la deficiéncia del factor de transcripcié KLF15 redueix els nivells d’'mRNA d’ALT1,
mentre que els nivells d’ALT2 no es veuen afectats (Gray et al, 2007). De la mateixa manera, el
tractament amb un shRNA contra KLF15 va produir en ratolins una disminucio significativa en
els nivells d’'mRNA d’ALT1 hepatic (Takashima et al, 2010). Malgrat tot, no s’ha pogut

demostrar si I'accié de KLF15 és resultat d’un efecte directe sobre el promotor d’ALT1.

El tractament d’hepatocits primaris humans amb acid fenofibric, un agonista de PPARa, va
incrementar I'expressié d’ALT1. Experiments de transfeccio de cel-lules Huh-7 amb els
promotors humans ALT1 i ALT2, i assajos posteriors d’EMSA i ChIP van confirmar la unié al
promotor ALT1 de PPARa i PPARy, exercint un efecte activador de la transcripcio, mentre que
el promotor ALT2 no es va veure afectat (Thulin et al, 2008). Recentment, el nostre grup ha
clonat i caracteritzat el promotor d’ALT2 huma. Els estudis demostren que ATF4 és capac de
transactivar el promotor d’ALT2 pero no el d’ALT1. Experiments amb linies cel-lulars
hepatiques HepG2 i Huh-7 sotmeses a restriccié d’aminoacids i estres a nivell de reticle
endoplasmatic suggereixen un rol especific d’ALT2 en la resposta inicial a I'estrées metabolic

mediada per ATF4 (Salgado et al, 2014).

El nostre grup va clonar i caracteritzar el promotor del gen cALT en orada, i va mostrar que

tant p300 com c-Myb el transactiven. Els nivells d'mRNA de p300 i c-Myb incrementen en
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peixos en deju, fet que contribueix a 'activacio de la transcripcid de cALT2. Els peixos tractats
amb insulina mostren una disminucié de I'expressi6 de p300 i c-Myb, mentre que el
tractament amb estreptozotocina comporta un augment dels nivells de p300 i una disminucié
dels nivells de c-Myb (Anemaet et al, 2010). Posteriorment es va clonar el promotor d’'mALT i
es va mostrar que HNF4a era capac de transactivar-lo. Assajos de qRT-PCR van evidenciar que
HNF4a era clau per al control transcripcional d’'mALT en ronyd d’orades sotmeses a deju i

tractament amb estreptozotocina (Salgado et al, 2012).

1.3.6 Implicacions cliniques

L’analisi de I'activitat ALT en sérum és un assaig bioquimic facilment disponible i economic,
utilitzat rutinariament en clinica (Kim et al, 2008). Nivells elevats d’ALT s’associen a situacions
cliniques d’hepatitis virals i toxiques, pero també a la distrofia muscular i altres malalties
musculars (Schwartz, 1971; Giannini et al, 2005). Nivells lleus o moderadament incrementats
d’ALT s’observen en trastorns metabolics, com ara I'obesitat, hiperlipidémia o diabetis mellitus
(Clark et al, 2003). Aquest fet ha dut a concloure que la mesura d’ALT no només es pot utilitzar
per detectar la incidéencia, desenvolupament i pronostic de malalties hepatiques amb
simptomes clinics evidents, sind també proveir d’'una referencia de I'estat de salut general
durant una revisié médica (Pratt i Kaplan, 2000; Kim et al, 2008; Ruhl i Everhart, 2012; Liu et al,
2014).

1.3.6.1 Increment de I’activitat ALT en sérum: causes hepatiques

Hepatitis virals. L’activitat ALT és un indicador de dany hepatic en pacients amb hepatitis
viral aguda o cronica (Rehermann i Nascimbeni, 2005), i és la primera causa d’ALT elevada
en poblacions d’arreu del mén (Pratt i Kaplan, 2000; Pendino et al, 2005; Chen et al, 2007).
Respecte la infeccid pel virus de I’hepatitis B, I'increment d’ALT s’observa en el procés de
resposta immunologica citolitica i durant I'eliminacié del virus (Liaw i Chu, 2009), tot i que
hi ha estudis on pacients infectats amb el virus amb fibrosi i inflamacié mostraven nivells

d’ALT normals (Lai et al, 2007).

Consum d’alcohol. El consum excessiu d’alcohol és una altra de les causes que incrementa
I'activitat ALT en la poblacid. Tot i que el consum d’alcohol a curt termini i a dosis baixes no
eleva els nivells d’ALT, hi ha diferéncies étniques en les conseqliéncies de I'abuis de

consum (Wickramasinghe et al, 1995; Guniji et al, 2010).
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Medicacié. El tractament amb acetaminofen, amb o sense associacié a hidromorfona,
morfina o oxicodona, causa nivells elevats d’ALT (Pratt i Kaplan, 2000). Les estatines
provoquen un suau augment dels nivells d’ALT, tot i que I'augment s’atribueix a la reduccié
del colesterol en els hepatocits més que no pas disfuncié o dany hepatic (Cohen et al,

2006; Ford et al, 2011).

Consum de cafe. El consum de café podria ésser un factor protector enfront I'laugment de
I'activitat ALT, a causa de I'efecte antioxidant de la cafeina (Lee et al, 2000; Ruhl i Everhart,

2005).

Fetge gras no alcohdlic. Es en realitat un espectre de manifestacions cliniques i
patologiques que van des del fetge gras a I'esteatosi hepatica (Marchesini et al, 2003).
Considerada com una manifestacio del sindrome metabolic al fetge, és una de les causes

de I’ALT moderadament elevada (Giannini et al, 2005; Liangpunsakul i Chalasani, 2005).

Hepatitis autoimmune. Els nivells d’ALT sén un indicador dels efectes del tractament
immunosupressor, del diagnostic i pronostic de supervivencia, i es consideren un marcador
no invasiu crucial de la inflamacié en pacients amb hepatitis autoimmune (Miyake et al,

2005, 2006; Fabbri i Lenzi, 2013).

1.3.6.2 Increment de I’activitat ALT en sérum: causes no hepatiques

Sindrome metabolic. Els nivells elevats d’ALT sense causa aparent s’han atribuit al
sindrome metabolic (Clark et al, 2003; Liangpunsakul i Chalasani, 2005). El sindrome
metabolic presénta una série de desordres, com ara la intolerancia a la glucosa, obesitat,
dislipidemia i hipertensié. L'augment d’ALT causat per sindrome metabolic és suau i
negligible, tot i que augmenta de manera progressiva i acumulativa seguint una tendeéncia
lineal (Saito et al, 2009; Yun et al, 2010). Respecte les lipoproteines, els nivells d’ALT
mostren una associacid significativa amb les lipoproteines de densitat mitjana i amb
I’apolipoproteina B (Lorenzo et al, 2013). Aquesta associacié sembla ésser independent
dels efectes de la resistencia a insulina i de la malaltia del fetge gras en els pacients on
I’ALT es mostra elevada (Guniji et al, 2010; Yun et al, 2010). L'index de massa corporal i la
circumferéncia de cintura, que representen els components centrals de I'obesitat en el
sindrome metabolic, estan estretament vinculats a I'increment d’ALT (loannou et al, 2006;
Liu et al, 2012), tot i que el mecanisme subjacent encara és desconegut. Una possible
explicacio és que I'obesitat, i més concretament el greix abdominal, esta potencialment

involucrat en les deposicions de teixit adipds visceral on es produeixen acids grassos
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hepatotoxics (Falck-Ytter et al, 2001; Ruhl i Everhart, 2003). A més, I'associacié entre
I'obesitat i nivells elevats d’ALT esta modulada per la resisténcia a insulina (Vozarova et al,

2002; Park et al, 2012).

Malaltia celiaca i dany muscular. Nivells elevats cronics d’ALT es donen en desordres
d’origen no hepatic com ara en malalts celiacs o amb necrosi muscular. El mecanisme
intrinsec en celiacs encara es desconeix (Jacobsen et al, 1990; Bardella et al, 1995), mentre
que l'augment d’ALT en pacients amb necrosi muscular pot ésser degut al dany muscular

(Janssen et al, 1989; Nathwani et al, 2005).

Hemocromatosi. Es una causa poc comuna d’ALT elevada en la poblacié, on la

sobrecarrega de ferro és la causa principal de dany hepatic (Powell et al, 1998).

Malalties cardiovasculars. Hi ha certa controvérsia en I'associacié entre nivells d’ALT
elevats i malalties cardiovasculars. Mentre que hi ha estudis que n’avalen la relacié
(Schindhelm et al, 2007; Goessling et al, 2008), n’hi ha d’altres que no (Monami et al,
2008; Emdin et al, 2009; Olynyk et al, 2009). La preséncia de participants amb infeccions
hepatiques virals i abus d’alcohol (Wang i Kao, 2010), a més de I'heterogenicitat en edat,
geénere i étnia (Adibi et al, 2007; Lioudaki et al, 2011; Schooling et al, 2012), podrien ésser
la causa dels resultats aparentment contradictoris d’aquests estudis. En qualsevol cas,
sembla que els nivells d’ALT no sén el millor indicador per detectar la incidencia d’aquestes

malalties en la poblacid.
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1.4 El sistema immunitari innat en peixos

La majoria dels coneixements sobre la composicid, funcid i modulacié del sistema immunitari
es basen en treballs realitzats en mamifers (Zhu et al, 2013). No obstant aixo, des del punt de
vista evolutiu, els peixos, i en concret els teleostis, ocupen una posicié clau en el coneixement
de la resposta immunitaria innata i adaptativa, ja que sén la primera classe de vertebrats que
posseeixen els elements d’ambdues respostes. Una gran varietat d’espécies de teleostis s’ha
afegit al repertori d’animals model per comprendre les funcions basiques de diversos

components de la resposta immunitaria (Whyte, 2007).

Recentment, i com a conseqliéncia de la introduccié del peix zebra (Danio rerio) com a
organisme model, i dels avancos en la tecnologia de seqlienciacid del genoma i de la
bioinformatica, s’ha descobert la funcié de gens associats a la immunitat en peixos (Lieschke i
Trede, 2009; Van Muiswinkel, 2008). A més, citocines, molécules del complement, lectines,
immunoglobulines i molécules de superficie s’han descrit i caracteritzat en diverses espécies

de peixos (Zhu et al, 2013).

El rol principal del sistema immunitari innat és el d’ésser la primera linia de defensa contra els
organismes patogens i contra qualsevol particula forana, independentment d’exposicions
prévies al mateix material, fins que el sistema immunitari adaptatiu sigui capag i suficient per
encarregar-se’n (Fearon i Locksley, 1996; Janeway i Travers, 1997). De fet, els components de
la resposta immunitaria innata es troben molt conservats evolutivament en espécies que no
posseeixen els elements de resposta adaptativa propis dels vertebrats (Vasta i Lambris, 2002).
En peixos, la resposta immunitaria innata es considera un component essencial per a qué
I’organisme pugui donar resposta a I'agressié externa (Dixon i Stet, 2001; Holland i Lambiris,
2002), donat que la resposta immunitaria adaptativa es troba limitada en el repertori
d’anticossos, maduracio de I'afinitat, memoria i lenta proliferacié de limfocits (Magnadottir,

2006).

14.1 Receptors de patrons de reconeixement

El sistema immunitari innat utilitza receptors de patrons de reconeixement (PRR), codificats en
la linia germinal, capagos de reconeixer i unir-se als patrons moleculars associats a patogens
(PAMPs), com ara LPS, peptidoglicans o lectines (Bols et al, 2001; Ellis, 2001; Fujita, 2002;
Medzhitov i Janeway, 2002). Fins ara s’han caracteritzat diversos PRR en diferents especies

(incloent-hi humans, rosegadors, ocells i peixos teleostis), com poden ésser els receptors de
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tipus Toll (TLR), els receptors del gen 1 induible per acid retinoic (RIG-1), els receptors amb

dominis d’oligomeritzacié d’unid a nucleotids (NOD), i els receptors de lectines.

Els TLR son els principals inductors del sistema immunitari innat. Inicien la transduccié del
senyal intracel-lular que resultara en I'expressié de gens involucrats en inflamacié, resposta
antiviral i maduracié de cel-lules dendritiques. Cada tipus de TLR activa una via especifica de
resposta enfront microorganismes, entre les quals es troben I'activacié del factor nuclear kB
(NF-kB) amb la resultant produccio de citocines antiinflamatories, o la induccié de la produccié
d’interferé (IFN) de tipus 1 (Gerlier i Lyles, 2011; Kawai i Akira, 2005, 2011; Kumar et al, 2011).
Fins ara, s’han descrit 10 TLR en humans, i 12 en ratolins, mentre que en teleostis se’n troben
fins a 17, alguns dels quals sén Unics en peixos (Palti, 2011). Els TLR caracteritzats en teleostis
han demostrat tenir diferents caracteristiques i major diversitat en comparacié amb els
mamifers (Baoprasertkul et al, 2007; Palti, 2011; Sangrador-Vegas et al, 2000; Wu et al, 2008;
Yang i Su, 2010).

Els receptors tipus RIG-I sén els responsables de la deteccié de I'RNA viral citoplasmatic, i la
cascada de senyalitzacié que activen acaba amb la produccié de citocines proinflamatories i
IFN tipus 1 (Eisendcher i Krug, 2011). Diversos membres de la familia dels receptors tipus RIG-I
s’han clonat en teleostis (Chang et al, 2011; Rajendran et al, 2012b), tot i que els mecanismes

especifics involucrats en aquesta via encara no estan clars en peixos.

Els receptors tipus NOD utilitzen dos mecanismes per dur a terme la seva funcié: activen les
vies de senyalitzacié de NF-kB i MAPK; activen la caspasa-1, que provoca la secrecid
d’interleucina (IL) 1b i la mort cel-lular programada (Ogura et al, 2006; Wilmanski et al, 2008).
Membres d’aquesta familia de receptors s’han descobert en teleostis, mostrant resposta a

patogens especifica en diferents teixits (Laing et al, 2008; Rajendran et al, 2012a).

1.4.2 Moleéecules del complement

El sistema del complement consisteix en més de 30 proteines secretades o de membrana, on
les seves interaccions juguen un paper essencial en la lluita contra patogens. Hi ha tres
maneres diferents d’activar el complement a la superficie dels patogens invasors: la via classica,
la via de les lectines i la via alternativa. La via classica s’inicia amb la unié d’un anticos a la
superficie cel-lular, mentre que la via alternativa s’activa directament per virus, bacteris o
fongs, i és independent d’anticos. La via de les lectines, enlloc d’ésser activada per anticossos,
s’inicia amb la unié d’'un complex proteic consistent en una lectina d’unié a mannosa (MBL) i
una serina proteasa associada a MBL (MASP), als residus de mannosa de la superficie cel-lular

dels bacteris (Holland i Lambris, 2002).
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Encara que la iniciacid de cada procés depén d’elements diferents, els tres condueixen als
trencament proteolitic del component 3 del complement (C3) per formar un fragment bioactiu,
gue mediara la majoria de les activitats biologiques: opsonitzacié de I'agent invasor,
reclutament de cel-lules fagocitiques i formacid de complexos de desestabilitzacié de
membrana dels patogens (Gros et al, 2008). A més, algunes molécules del complement poden
tenir importancia en la immunitat adaptativa, la memoria immunologica, i fins i tot en la
regeneracié de teixits i creixement de tumors (Carroll i Isenman, 2012; DeAngelis et al, 2006;

Markiewski et al 2008; Qu et al, 2009).

El sistema del complement ha arribat al seu major nivell de complexitat en els vertebrats, com
a resultat de la pressié de seleccio positiva iniciada en la historia evolutiva dels teleostis (Meng
et al, 2012). Les molécules del complement s’han investigat en la majoria d’espécies de
teleostis, on funcionen a baixes temperatures i titols molt superiors que en mamifers (Boshra
et al, 2006; Melillo et al, 2015). A més, C3 es troba present en diferents isoformes,
independentment de la duplicacié del genoma del teleosti. Aixi, trobem dues isoformes en el
llobarro (Mauri et al, 2001), vuit en peix zebra (Forn-Cuni et al, 2014), o cinc en orada (Sunyer
et al, 1997). Les isoformes difereixen en parametres fisicoquimics i en els llocs funcionals, fet
que suggereix que els doéna I’habilitat d’unir-se a diferents superficies d’activacié del

complement (Sunyer et al, 1998).

Encara que homolegs de MBL s’han caracteritzat en diferents teleostis, com ara membres de la
familia de la carpa (Vitvet et al, 2000; Nakao et al, 2006), el turbot (Zhang et al, 2010) el peix
gat (Zhang et al, 2011), la truita irisada (Kania et al, 2010) i una altra espécie de truita
(Schizothorax richardsonii) (Goel et al, 2015), encara falten evidencies per confirmar

I’existéncia de la via de les lectines en peixos.

143 Péptids antimicrobians

Els péptids antimicrobians sdn ampliament presents en plantes, invertebrats i vertebrats. Des
del descobriment del primer péptid antimicrobia (Steiner et al, 1981), més de 1000 nous
péptids s’han anat afegint continuament a les bases de dades. L'ampli espectre de molecules
en peixos teleostis és similar al trobat en mamifers, i fa pensar que funcionen com la primera
linia de resposta antimicrobiana (Zhu et al, 2013). Els mecanismes antibacterians dels péptids
antimicrobians es basen en la unié selectiva a la membrana bacteriana, formant canals
transmembrana i destruint la integritat de la membrana, o bé I'entrada directa dins el bacteri
per interactuar amb dianes intracel-lulars, i aixi interferir amb el creixement i metabolisme

bacteria. Ambdds mecanismes conduiran a la mort del bacteri (Wimley, 2010).
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Els peptids antimicrobians s’han trobat en teixits d’algunes especies de teleostis, com ara el
mucus, el fetge i les branquies (Cole et al, 1997; Fernandes i Smith, 2002; Zhang et al, 2004;
Bao et al, 2005; Park et al, 2005). La majoria dels grups de péptids antimicrobians estudiats en
peixos inclouen les defensines (Zhu i Gao, 2013; Marel et al, 2012), les NK-lisines (Wang et al,
20064a,b) i I'hepcidina (Ren et al, 2006; Chen et al, 2007; Bo et al, 2011), tot i que se n’ha
documentat molts d’altres. Un estudi en bacalla (Bergsson et al, 2005) va identificar
polipeptids cationics bactericides (histones i proteines ribosomals), a més d’una gran varietat

de components antimicrobians sense identificar.

1.4.4 Citocines

Les citocines sén una familia de proteines de baix pes molecular que sén secretades per
I'activacié de cél-lules del sistema immunitari en resposta a diversos patogens (Salazar-Mather
i Hokeness, 2006). Les citocines poden ésser secretades per macrofags, limfocits, granulocits,
cél-lules dendritiques, mastocits i cel-lules epidérmiques, i es poden dividir en IFN, IL, factors
de necrosi tumoral (TNF) i quimiocines (Savan i Sakai, 2006). En la immunitat innata, els
macrofags poden secretar diferents IL, TNF i quimiocines, indispensables per a qué es reclutin
macrofags, neutrofils i limfocits als teixits infectats i s’activi I’eliminacié del patogen (Svanborg
et al, 1999). Mentrestant, les citocines alliberades pels fagocits en els teixits indueixen les

proteines de fase aguda i promouen la migracid de cél-lules dendritiques (DeVries et al, 1999).

Malgrat la baixa identitat entre les seqliéncies, els peixos posseeixen un repertori de citocines
similar al trobat en mamifers (Plouffe et al, 2005). Diferents homolegs de citocines s’han clonat
en diverses espeécies de peixos, entre les quals es troben el TNF-a i TNF-B (Savan et al, 2005),
IL-1b, IL-2, IL-4 i IL-6, entre d’altres ILs (Zou et al, 1999; Fujiki et al, 2000; Bird et al, 2005a,b; Li
et al, 2007), IFN-y (Igawa et al, 2006) i diverses quimiocines. En orada es troben descrites les
citocines TNF-a (Garcia Castillo et al, 2002), IL-1b (Pelegrin et al, 2001), IL-6 (Castellana et al,
2008), IL-10, IL-12, IL-15, IL-18 i IL-34 (Pérez-Corddn, 2014), entre d’altres.

145 Lectines

Les lectines son un grup de proteines d’unid a sucres, capaces d’unir-se especificament als
carbohidrats que es troben presents en les estructures de biomembranes a través dels dominis
d’unié a carbohidrats (CRD), independentment d’enzims i immunoglobulines. La combinacié de
diferents CRD en una mateixa lectina, conjuntament amb altres dominis, permet no només el
reconeixement de carbohidrats de possibles patogens, sind també de la superficie de cél-lules

immunocompetents (Kilpatrick, 2002, Gupta, 2012).



36 INTRODUCCIO

Es troben presents en gairebé tots els éssers vivents, incloent-hi virus, bacteris, fongs, plantes i
animals. En animals, la seva habilitat per unir-se als sucres terminals de glicoproteines i
glicolipids les converteix en importants receptors de patrons de reconeixement, i sén capaces
d’induir I'opsonitzacié i fagocitosi dels agents invasors, activar les plaquetes, iniciar el sistema
del complement i potenciar I'activitat de cél-lules natural killer (Yu, 2003; Osorio i Reis e Sousa,
2011), a més de regular diverses funcions de la resposta immune adaptativa (van Vliet et al,
2008). S’han identificat en animals un total de 15 families, depenent de I'afinitat al carbohidrat
que presentin. S’ha demostrat I'existencia de C-lectines, galectines, F-lectines, lectines d’unid a

ramnosa i intelectines en diverses especies de peixos (Vasta et al, 2011).
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1.5 Secrecid de proteines

El sistema de secrecio de membrana permet a la cél-lula regular I'alliberament de proteines,

carbohidrats i lipids sintetitzats de novo cap a la superficie cel-lular. Aquest sistema inclou

diferents organuls, com ara el reticle endoplasmatic (ER), I'aparell de Golgi i la membrana

plasmatica) i el sistema de transport tubulovesicular, que s’encarrega de mediar el transport

intracel-lular entre les diferents membranes. El transport de membrana d’aquest sistema flueix

en rutes altament organitzades. El conjunt de molécules destinades a la secrecid, o carrega

secretora, se sintetitzen i acoblen a I'ER, i es transporten seguidament a I'aparell de Golgi per

al seu processament i maduracié. Quan arriba a la xarxa trans Golgi (TGN), la carrega secretora

s’empaqueta en transportadors que es mouen pel citoplasma fins a fusionar-se amb la

superficie cel-lular (Lippincott-Schwartz et al, 2000). A la figura 7 es mostra una visié general

del sistema de secrecid.
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Figura 7. Visid general del sistema de secrecio. La carrega secretora parteix dels llocs de sortida
de I'ER marcats amb les proteines de recobriment COPII, i forma ERGIC, que posteriorment es
fusionara a la zona cis-Golgi. La carrega sera transportada pels diferents compartiments de
I’aparell de Golgi fins al TGN, d’on s’escindira per formar les vesicules de secrecid, que seran
conduides i fusionades a la membrana plasmatica. La representacié mostra també dues vies de
reciclatge, mediades per les proteines de recobriment COPI i clatrina. Els diferents passos
s’indiquen amb fletxes negres. Les principals proteines de recobriment implicades en el transport
es mostren en taronja fosc (COPII), taronja clar (COPI) i rosa (clatrina), en les seves suposades
localitzacions. Imatge adaptada de Bonifacino i Glick, 2004.
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Estudis morfologics classics en cél-lules fixades han permes entendre I'organitzacié i distribucio
de les estructures que conformen el sistema secretor de membrana (Palade, 1975), mentre
gue estudis genétics i bioquimics han donat una visié dels mecanisme moleculars de regulacié

del procés (Schekman i Orci, 1996; Rothman i Wieland, 1996).

L’ER és el punt de sortida de les vies de secrecid. Es el compartiment intracel-lular més gran,
amb una xarxa interconnectada de membranes tubulars i cisternes, que s’estenen des de la
membrana nuclear. Entre les seves funcions es troben el plegament de proteines, el seu
acoblament i degradacié, metabolisme de lipids, compartimentacié del nucli i transport de
membrana (Lippincott-Schwartz et al, 2000). Després de la traduccié, les proteines
sintetitzades es troben amb les proteines xaperones, encarregades de les reaccions
necessaries per al plegament, maduracié i oligomeritzacié de les noves proteines (Helenius et
al, 1992). L’ER juga un paper molt important en el control de qualitat de les proteines que es
transporten per a la via de secrecid, ja que les proteines que es troben plegades o acoblades
de manera incorrecta es retenen o degraden en aquest compartiment (Hammond i Helenius,
1995). Les proteines sintetitzades correctament que van destinades a la via secretora se
separen selectivament de les proteines residents a I'ER. La carrega secretora s’ordena i es
reparteix de manera activa en els llocs de sortida de I'ER gracies a I'accié de proteines de
recobriment (o coberta), que alhora seran les encarregades de la formacio de les invaginacions
de la membrana i la posterior vesicula (Novick et al, 1981; Barlowe et al, 1993; Kuge et al,
1994). Aquestes vesicules de nova formacio a la sortida de I'ER (anomenades estructures pre-
Golgi) tenen una existencia transitoria, ja que després de dirigir-se a I'aparell de Golgi i
fusionar-s’hi per deixar anar la carrega secretora, els seus components sén reciclats cap a I'ER

(Tang et al, 1995; Klumperman et al, 1998).

L’aparell de Golgi ocupa una posicié central en les vies de secrecio. Es el lloc on les proteines i
lipids es modifiquen i classifiquen, i actua com a un filtre per separar les proteines i lipids que
s’han de retenir a I'ER i aparell de Golgi d’aquelles que s’han d’alliberar a la membrana
plasmatica. Els intermediaris de transport, com les estructures pre-Golgi, alliberen la carrega
provinent de I'ER Unicament a la cara cis de l'aparell de Golgi, una xarxa tubular molt
elaborada. La carrega secretora es mou a través de les diferents cisternes enriquides en enzims
que processen glicoproteines i glicolipids fins al TGN, on sén empaquetades i destinades a la
membrana plasmatica (Lippincott-Schwartz et al, 2000). D’aquesta manera, la cara cis de Golgi

és el lloc on els intermediaris pre-Golgi es fusionen, i la cara trans representa les ultimes
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cisternes on s’empaqueten les proteines i els lipids que se secretaran en els intermediaris de

transport post-Golgi (Mironov et al, 1997; Pelham, 1998).

En arribar a la TGN, les proteines i lipids son empaquetats en intermediaris de transport que es
mouran pel citoplasma fins a fusionar-se amb la superficie cel-lular o amb altres
compartiments del sistema endosomal. Aquest procés involucra la classificacié en diferents
vies (Keller i Simons, 1997): els transportadors post-Golgi poden ésser estructures tubulars
irregulars tan grans com la meitat de la mida de les cisternes de Golgi, i també petites vesicules.
Els diferents tipus de vesicules dependran de les molécules transportadores que els conformen
(Nakata et al, 1998; Polishchuk et al, 2000; Kreitzer et al, 2000). La formacié dels
transportadors post-Golgi es déna en dominis discrets de la membrana de Golgi, i implica
I’elongacié d’aquesta membrana en tubuls, que posteriorment es desprendran per formar un

transportador post-Golgi (Hirschberg et al, 1998).

Els transportadors post-Golgi es mouen a través dels microtibuls fins a la membrana
plasmatica, s’hi fusionen i integren completament, mentre que el contingut és dispersat fora

de la cél-lula (Schmoranzer et al, 2000; Toomre et al, 2000).

1.5.1 Mecanisme de secrecio de vesicules

Gracies als estudis genétics i bioquimics de les vies de secrecid s’ha pogut detallar els
mecanismes moleculars involucrats en el transport selectiu de carrega entre organuls. Aquest
transport és mediat per vesicules que s’escindeixen d’un compartiment i es fusionen a un altre.
La gemmacio de la vesicula donant i la seleccié de la carrega es duu a terme gracies a les
proteines de recobriment, mentre que la seva destinacid i fusid a la vesicula acceptora depén
d’una maquinaria que inclou els SNARE o receptors de SNAP (proteina soluble associada al
factor sensible a N-etilmaleimida) (figura 8). La regulacié d’aquests dos aspectes del transport
vesicular assegura una transferéncia de la carrega tot preservant la identitat de I'organul. Els
processos de gemmacioé i fusid son iteratius en els diferents passos de transport consecutius
fins que la carrega arriba a la seva destinacid, dins o fora de la cel-lula. Per equilibrar aquest
moviment de carrega, els components de la maquinaria de transport tornen de la vesicula
acceptora a la donant mitjangant mecanismes de transport retrograd, també mediat per

transport vesicular (Bonifacino i Glick, 2004).
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Figura 8. Passos en la gemmacid i fusié de vesicules. 1. Iniciacio de I'acoblament de les proteines
de recobriment. 2. Gemmacid i concentracié de les proteines de carrega i de recobriment a la
zona de la membrana que inicia la curvatura. 3. Escissié de la vesicula. 4. Alliberament de les
proteines de recobriment per al seu reciclatge. 5. Unioé de la vesicula al compartiment acceptor. 6.
Ancoratge per part de les molécules SNARE. 7. Fusid a la membrana acceptora, amb transferéncia
de la carrega i regiclatge de les molecules SNARE. Imatge adaptada de Bonifacino i Glick, 2004.

1.5.1.1 Paper de les proteines de recobriment en la gemmacio vesicularila

seleccio de la carrega: importancia del péptid senyal.

Els processos de gemmacié de les vesicules de transport i la seleccié de la carrega que
s’incorporara a les noves vesicules en formacié s6n ambdds mediats per les proteines de
recobriment (Kirchhausen, 2000; Bonifacino i Lippincott-Schwartz, 2003). Els recobriments sén
agrupaments de proteines, encarregats de desestructurar parts planes de la membrana per
provocar-ne deformacions arrodonides, que acabaran separant-se per formar vesicules de
transport noves. De la mateixa manera, participen en la seleccié de la carrega reconeixent els
senyals de classificacid presents als dominis citosolics o transmembrana de les proteines que

se secretaran.

Els diferents tipus de vesicules i de seleccié de carrega als diferents estadis de les vies
d’exocitosi i endocitosi son mediats per diferents tipus de proteines de recobriment i de
senyals de classificacid. Les primeres molecules de recobriment identificades i caracteritzades
tenien com a principal constituent la clatrina (Roth i Porter, 1964; Pearse, 1975) i, tot i que
inicialment es va assumir que participaven en tots els passos de transport vesicular de la
cél-lula, es va demostrar que només es troben implicats en els sistemes de TGN i endosomes.
Més endavant es va determinar la existéncia d’altres mediadors de transport. Els recobriments

tipus COPIl medien el transport de I'ER a un compartiment intermedi entre ER i Golgi (ERGIC) i
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a l'aparell de Golgi (Barlowe et al, 1994). D’altra banda, els recobriments tipus COPI estan
involucrats en el transport intern a I'aparell de Golgi i el transport retrograd de I'aparell de

Golgi a I'ER (Letourneur et al, 1994).

El complex COPII esta format basicament per una molécula tipus Ras depenent de GTP, dos
subcomplexos proteics, i una gran varietat de molecules reguladores (Barlowe et al, 1994, Bock
et al, 2001). La diversificacio de les subunitats de COPIl permet al recobriment la capacitat de
regular diferencialment diversos tipus de proteines de carrega (Roberg et al, 1999; Shimoni et
al, 2000). Els components de COPII s'uneixen mitjancant reaccions dependents i independents
de GTP en llocs on les noves proteines que se sintetitzen surten de I'ER (Bi et al, 2002). Aquests
llocs es troben generalment desproveits de ribosomes, i varien en complexitat, des de gemmes
d’embolcall nuclear, fins a xarxes complexes de tubuls i vesicules (Orci et al, 1991; Bednarek et

al, 1995; Bannykh i Balch, 1997).

La majoria de les proteines transmembrana surten de I'ER unint-se directament a COPII (Aridor
et al, 1998; Votsmeier i Gallwitz, 2001), pero algunes transmembrana i la majoria de proteines
de secrecid solubles s’uneixen indirectament a COPIl a través de receptors d’exportacid
transmembrana (Appenzeller et al, 1999; Muiiz et al, 2000; Powers i Barlowe, 2002). Aquests
receptors abandonen I'ER amb els lligands, alliberen la carrega al compartiment acceptor i
retornen a I'ER. Els senyals de classificacié i exportacié de I'ER, també anomenats péptids
senyal, sén molt diversos. Alguns consisteixen en motius diacidics que segueixen la seqiiencia
consensus [DE]X[DE] (Nishimura i Balch, 1997; Votsmeier i Gallwitz, 2001), mentre que d’altres
es basen en motius hidrofobics com ara FF, YYM, FY, LL o IL (Kappeler et al, 1997; Nakamura et
al, 1998), entre d’altres (D correspon a aspartat, E a glutamat, F a fenilalanina, Y a tirosina, M a

metionina, L a leucina, | a isoleucina, i X és qualsevol aminoacid).

El pas final en la formacio de la vesicula és I'escissio del coll de la gemma. El procés sembla que
el duu a terme la polimeritzacié del mateix recobriment, comportant I'escissié de la membrana

en el moment de tancar la vesicula formada pel recobriment de COPII.

Els recobriments de clatrina sén més complexos que els de COPIl i COPI, ja que es recluten una
gran varietat d’adaptadors encarregats de formar una capa on es diposita la clatrina
(Bonifacino i Lippincott-Schwartz, 2003; Wang et al, 2003). Els adaptadors tenen la capacitat
d’unir-se als péptids senyal de les proteines transmembrana a través de residus de tirosina,
dileucina, o ubiquitina conjugada (Bonifacino i Traub, 2003). Els complexos formats per la
clatrina i els adaptadors poden polimeritzar en esferes, i formar gemmes i vesicules a partir de

membranes (Kirchhausen i Harrison, 1981), pero les proteines involucrades, com ara cinases,
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fosfatases, dinamines i xaperones (Ungewickell et al, 1995; Lafer, 2002; Sever, 2002), sén

diferents a les presents en els complexos COPII.

1.5.1.2 Les proteines SNARE en la fusio vesicular
Després que la vesicula es desprengui del seu recobriment s’ha de dirigir al compartiment
acceptor apropiat, i fusionar-se a la seva membrana. Les reaccions de direccio i fusié recauen
sobre el mateix tipus de proteines. La primera proteina identificada va ésser un factor sensible
a N-etilmaleimida (NSF), una molécula que pot existir en la seva forma citosolica o unida a
membrana (Glick i Rothman, 1987). Els primers estudis van detectar que quan NSF s’inactiva,
s’acumulen vesicules sense coberta a la membrana de Golgi, suggerint que NSF és necessaria
per a la fusié a la membrana (Malhotra et al, 1988). Posteriorment es va demostrar que NSF
actua en una gran quantitat de passos en la fusi6 a membrana i en les vies secretores i
endocitiques (Beckers et al, 1989; Diaz et al, 1989). S’ha identificat una proteina soluble

associada a NSF, anomenada a-SNAP, capa¢ d’unir NSF a les membranes (Clary et al, 1990).

NSF i a-SNAP formen un complex amb altres proteines de membrana, anomenades receptors
de SNAP, o SNAREs (Sollner et al, 1993). Algunes de les primeres proteines SNARE identificades
van ésser VAMP o sinaptobrevina, sintaxina i SNAP25. Els SNARE es poden classificar de
diverses maneres, pero la més comuna és separar-los en v-SNARE (un domini helix alfa) i t-
SNARE (tres dominis helix alfa). Cada tipus de vesicula de transport conté un v-SNARE que
s’uneix a la seva parella t-SNARE a la membrana apropiada (Rothman, 1994). Les parelles
SNARE es poden aparellar en membranes separades per formar un complex trans-SNARE, o a
la mateixa membrana per formar un complex cis-SNARE. Un complex trans-SNARE persisteix
després de la reaccié de fusid a la membrana, i es converteix en un complex cis-SNARE
(Hanson et al, 1997; Sutton et al, 1998). a-SNAP llavors s’uneix al marge del complex SNARE i
recluta NSF (Rice i Brunger, 1999), permetent la dissociacid dels SNARE: NSF i a-SNAP no
participen directament en la reaccid de fusid, perd actuen en el reciclatge dels SNARE per a

poder-los reutilitzar.

Les molécules SNARE tenen dues funcions majoritaries. Una és la de promoure la fusié per
elles mateixes. En totes les reaccions de transport que s’han examinat, la formacié de
complexos trans-SNARE és essencial per a la fusié. L'acoblament de les quatre heélix
s’encarrega de subministrar I’energia lliure necessaria per apropar les membranes
suficientment com per a fusionar-se (Hanson et al, 1997; Weber et al, 1998; Chen i Scheller,
2001). La segona funcié majoritaria dels SNARE és assegurar-se de I'especificitat de la fusio a la

membrana. Diferents complexos v- i t-SNARE es formen a diferents passos del transport
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intracel-lular. La formacié de complexos trans-SNARE funcionals in vivo es ddna exclusivament

amb combinacions fisiologiques de v-SNARE i t-SNARE (McNew et al, 2000; Parlati et al, 2002).

A més dels SNARE, altres proteines participen en la formacié dels lligams especific abans de la
formacié del complex SNARE. Per exemple, les proteines anomenades golgines, presents a
I'aparell de Golgi (Barr i Short, 2003), s’uneixen a membres de la familia de GTPases de Rab, i
promouen |’associacio inicial de dues membranes (Segev, 2001). De la mateixa manera, el
sistema compta amb components accessoris i reaccions reguladores que modulen I'accié dels
SNARE (Gerst, 2003). Algunes sintaxines, per exemple, sén molécules amb funcié
autoinhibitoria, s’uneixen internament als motius SNARE per generar conformacions tancades,

evitant que es puguin unir a parelles SNARE (Misura et al, 2002; Dietrich et al, 2003).
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2. OBJECTIUS

Una de les principals fites en aquicultura és aconseguir una reduccié de les proteines que se
subministren amb la dieta, procedents majoritariament de farines de peix, i incrementar la
presencia de nutrients més rendibles. Per una banda, la reduccié de farines de peix en els
pinsos, altament dependents de pesqueries sovint sobreexplotades (Naylor et al, 2000), tindria
a més un impacte rellevant sobre I'ecosistema mari i la biodiversitat, fent més sostenible
I'aqlicultura. A més, la contaminacié local causada per acumulacié d’amoni excretat i mateéria
organica es veuria pal-liada per la disminucié del catabolisme d’aminoacids en els peixos en
cultiu (Cole et al, 2009; Bostock et al, 2010). D’altra banda, des del punt de vista economic, la
substitucid de les proteines per carbohidrats, components més economics que les proteines,

comportaria una reduccié significativa dels costos de produccio dels peixos en cultiu.

La substitucié de proteines per carbohidrats en la dieta esta limitada per les caracteristiques
metaboliques dels peixos en cultiu, en tractar-se principalment d'especies carnivores. Els
peixos carnivors, com |'orada, fan servir preferentment els aminoacids com a font energeética i
aprofiten els carbohidrats de la dieta de manera menys eficac que els mamifers, ja que
metabolitzen més lentament la glucosa (Christiansen i Klungsgyr, 1987; Cowey i Walton, 1989;

Moon, 2001; Polakof et al, 2012; Caballero-Solares et al, 2015).

El fetge és un organ molt important en la regulacié dels nivells plasmatics d’aminoacids i en la
sintesi de glucosa a partir de I'excés d’aminoacids aportats amb la dieta. L'activitat ALT
hepatica juga un paper central com a connexié entre el metabolisme d’aminoacids i el de
carbohidrats, ja que catalitza la transaminacio reversible entre I’L-alanina i I'a-cetoglutarat per
formar L-glutamat i piruvat (Welch, 1972). A més, I’ALT s’ha mostrat com I'aminotransferasa
hepatica més sensible a canvis en I'estat nutricional i la utilitzacié de proteina en moltes
especies de peixos (Fynn-Aikins, 1995; Sanchez-Muros et al, 1998; Metdn et al, 1999b;
Fernandez et al, 2007). Per aquesta rao, hi ha la necessitat d’aprofundir en el coneixement dels
factors que modulen I'expressid i I'activitat de I’ALT a nivell molecular, a fi d’abordar el control
de I'activitat de les isoformes d’ALT com a eina per optimitzar la utilitzacio dels nutrient de la

dieta.

Actualment son poc coneguts els mecanismes moleculars que regulen I'expressid genica d’ALT.
La coexistencia de diverses isoformes de I’ALT en un mateix teixit, com és el fetge, i fins i tot en
el mateix compartiment subcel-lular, suggereix que I'ALT pot estar implicada en multiples

processos cel-lulars i que la seva activitat podria estar sotmesa a un sistema complex de
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regulacid. El nostre grup va clonar tres isoenzims d’ALT a partir de fetge de S. aqurata, indicant
I’existencia de dues isoformes citosoliques, cALT1 i cALT2, i una isoforma mitocondrial mALT

(Metdn et al, 2004b; Anemaet et al, 2008).

Les caracteristiques cinétiques de cALT1 i cALT2 d'orada expressades en llevats indiquen que
cALT2 és un enzim més eficag per catalitzar la conversié de L-alanina a piruvat que cALT1.
Consistentment, la regulacié de I'expressié de cALT1 i cALT2 en diferents condicions hormonals
i nutricionals, mostra que els nivells dmRNA de cALT2 incrementen en fetge d’orada sota
condicions associades a gluconeogenesi, mentre que I'expressid de cALT1 predomina durant la
utilitzacid postprandial dels nutrients de la dieta. D’acord amb aquests resultats, hem
constatat que l'expressié hepatica de cALT2 incrementa en orades amb diabetis induida per
tractament amb estreptozotocina (Anemaet et al, 2008). La caracteritzacié cinetica i la
regulacié nutricional de I'expressié d’'mALT d’orada indica que aquest enzim catalitzaria
preferentment la reaccié en la direccié de formacié de piruvat, i suggereix que podria tenir un
rol important en la produccid d’energia a partir d’aminoacids per mantenir el metabolisme
basal (Salgado et al, 2012). Addicionalment, el nostre grup ha observat que la inhibicié d’ALT a
nivell d’'mRNA o posttraduccional incrementa la utilitzacié dels carbohidrats de la dieta

(Gonzalez et al, 2012, 2015).

En aquest context, I'objectiu global d’aquesta tesi doctoral és analitzar la implicacié de
mecanismes d’interaccid proteina-proteina en la modulacié posttraduccional de I'activitat de
les isoformes citosoliques d’ALT d’orada. La interaccié entre proteines és una eina essencial
per a la majoria del processos biologics, com la replicacid, la transcripcid, la secrecid, la
transduccié de senyals o la modulacié posttraduccional de I'activitat enzimatica. Estudis de
polaritzacio fluorescent i amb biosensors SPR (ressonancia de superficie en plasma) ja han
descrit la interaccié d’una proteina amb I’ALT de cor porci, I'enzim piridoxal quinasa, la funcié

del qual podria ser transferir el coenzim piridoxal-5-fosfat a I'apoenzim (Cheung et al, 2003).

Els objectius especifics d’aquesta tesi doctoral han estat:

1. Identificar proteines que interaccionin amb I'ALT citosolica de I'orada.

2. Analitzar els efectes de les interaccions proteina-proteina sobre I'activitat de I'ALT
citosolica.

3. Analitzar la distribucié tissular i el control de [I'expressi6 de les proteines

interaccionants en orada.
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3. MATERIALS | METODES

3.1 Animals utilitzats en I’experimentacio

Per a la realitzacié d’aquest treball s’han utilitzat mostres bioldogiques procedents d’orades
(Sparus aurata) juvenils. L'orada és un peix teleosti que pertany a la familia Sparidae, de
I'ordre dels Spariformes. El seu cos té forma oval i comprimida, i es caracteritza per una franja
daurada situada entre els ulls, i una taca fosca sobre I'opercle. Pot arribar a pesar més de 5 Kg i

mesurar 70 cm de longitud.

L'orada és una espécie propia del Mar Mediterrani, pero es troba també al Mar Negre, el Mar
Roig i les costes orientals de I’Atlantic, des de les illes britaniques fins al Senegal. Es una
especie litoral, euriterma (tolera temperatures entre els 5 i els 35 2C) i eurihalina (capag de
créixer en diferents condicions de salinitat). Viu de manera solitaria o formant grups reduits,
tot i que quan sén joves es poden agrupar de manera més nombrosa. Els individus joves es
troben en zones litorals i llacunes costeres. Els adults viuen a una profunditat de 30 m, tot i

gue en época de reproduccié poden arribar als 150 m.

Es tracta d’una espécie hermafrodita proterandrica. Els peixos no es diferencien sexualment en
la fase juvenil, i no és fins a partir del primer any de vida que es comporten funcionalment com
a mascles. Als dos o tres anys pateixen una inversid sexual, passant a comportar-se
definitivament com a femelles. A més de I'edat, la mida també influeix en el seu estat de

maduresa.

L'orada és un peix d’habits depredadors, amb una dieta preferentment carnivora. La seva
alimentacidé es basa principalment en peixos, crustacis i mol-luscs, tot i que en ocasions pot

menjar algues i plantes aquatiques, com ara la posidonia.

L'aqliicultura ha experimentat un gran increment des de la seva implantacio, passant de menys
de mil tones a mitjans del segle XX a 66.6 milions de tones el 2012 (FAO, 2014). L'orada és molt
apreciada en el Mediterrani, i el seu interés comercial ha incrementat notablement degut a la
millora del seu cultiu. Només en I'Gltima década s’ha duplicat la produccié aqiicola anual
d’orada, arribant gairebé a les 160 mil tones I'any 2012. La importancia del cultiu de 'orada
queda reflectida en el fet que actualment és el peix més cultivat a Espanya i, entre els

organismes d’origen mari, a Europa (FAO FishStat, 2014).

3.1.1 Manipulacid dels animals i presa de mostres
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Les orades utilitzades en aquest treball van ésser subministrades per 'empresa Piscimar S.L.
(Grupo Andrémeda, Castelld). Van ésser transportades al laboratori en aigua de mar insuflada
amb oxigen pur. Al laboratori, les orades es van mantenir en aquaris de 260 L de capacitat a 20
oC de temperatura i en aigua de mar airejada i filtrada en circuit tancat, amb un sistema
d’esterilitzaci6 amb llums ultraviolats. Per simular el cicle circadiari es va mantenir un
fotoperiode de 12 hores de llum/foscor. Les orades van ésser alimentades amb el pinso
comercial Microbag-15 (Dibaq, Segovia; taules 1 i 2), subministrat un cop al dia seguint una
relacié de 25 g de dieta per kg de pes corporal. Els peixos es pesaven cada setmana per ajustar

periodicament la quantitat de pinso subministrat.

Taula 1. Ingredients en la dieta Microbag-15 (Dibaq).

Ingredients

Farina de peix 60.5 %
Oli de peix 13.5%
Blat 11.4 %
Gluten de blat 8.3%
Solubles de peix concentrats 2.5%
Minerals 1.7%
Extracte de llevat 1.0%
Lecitina de soja 1.0%

Taula 2. Composicié nutricional de la dieta Microbaqg-15 (Dibaq).

Composicio nutricional

Proteina bruta 50 %
Cendres brutes 10%
Cel-lulosa bruta (fibra) 05%
Materia grassa bruta 20%
Fosfor 1.2 %
Calci 1.6%
Sodi 0.42 %
Humitat 5%
Additius (per kg)

Vitamina A 13000 Ul

Vitamina D3 2210 Ul

Vitamina E 260 mg
Elements traca (per kg)

Coure E4 7 mg

Manganes E5 31mg

Zinc E6 170 mg

Cobalt 0.3mg
Antioxidants (per kg)

BHA-E320 30 mg

BHA-E321 120 mg

Energia bruta (per kg) 5917 Kcal
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Totes les manipulacions realitzades s’han dut a terme segons les normes del Comité Etic

d’Experimentacié amb Animals de la Universitat de Barcelona (CEEA-UB). En el procés de

manipulacié s’han seguit pautes concretes per evitar I'estrés i situacions d’angoixa dels

animals, que podrien incidir en el resultat dels experiments realitzats.

3.1.1.1  Passos preliminars: anestésia dels peixos

1.

Preparar un aquari de capacitat adequada a la mida i nombre de peixos a sacrificar,
amb aigua de mar i un airejador.

Dissoldre-hi I'agent anestessiant MS-222 (metanosulfonat de tricaina) en una
proporcié de 70 mg/L (p/v).

Submergir les orades immediatament en I'aquari amb anestésic.

Esperar fins que els peixos quedin sedats (5-10 minuts).

Pesar cada orada.

3.1.1.2  Tractament amb injeccio intraperitoneal

Anestesiar i pesar les orades.

Ajustar la dosi del compost a administrar al pes de cada orada.

Injectar intraperitonealment cada orada utilitzant agulles d’insulina (25G).

Retornar I'orada a un nou tanc amb aigua de mar sense anestesic fins a la seva

recuperacio de la sedacio.

3.1.1.3  Sacrifici i presa de mostres

3.1.2

Seguir els passos preliminars d’anesteésia (punt 3.1.1.1).

Sacrificar I'orada amb un tall cervical.

Obtenir-ne la sang amb una pipeta Pasteur de vidre préviament tractada amb una
solucié de citrat sodic al 3 %.

Obrir el peix ventralment, i extreure el fetge. Per eliminar les restes de sang, bilis o
greix, rentar el teixit submergint-lo en solucié salina (NaCl, 0.9 %). Congelar el teixit
immediatament per la tecnica del freeze clamping, amb pinces préviament refredades
en nitrogen liquid. Mantenir el fetge congelat a -80 2C fins que s’utilitzi.

La sang obtinguda es deixa coagular a temperatura ambient un maxim de 30 minuts, i
després se centrifuga a 6000 x g a 4 2C durant 10 minuts. El sobrenedant (serum) es

retira i s’analitzen els metabolits. Es manté congelat a -20 °C.

Administracioé de lipopolisacarid
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Els animals van ésser posats en deju 24 hores abans del tractament.

Trenta-dues orades amb una massa mitjana de 12.52 + 1.14 g es van dividir en dos grups.
Catorze peixos corresponents al grup control van ésser injectat intraperitonealment amb una
solucid salina (NaCl 0.9 %), mentre que divuit peixos van ésser tractats amb LPS (serotip
026:B6, Sigma) a una concentracié de 1 mg/kg de peix. La meitat de peixos de cada grup van
ésser sacrificats a les 4 hores després de la injeccid, i la resta es van sacrificar a les 24 hores

post-injeccid.

Es van recollir mostres de sang per determinar metabolits en el serum, i mostres de fetge per

determinar activitats enzimatiques i expressio génica a nivell hepatic.

3.2 Oligonucleotids

3.2.1 Oligonucleotids per a clonatge a pGBKT?7

cALT2
AMALO1 GGCATATGTTTCAGATATCAGTCCAGAG
IMAL20 GAGGATCCTGGGGTTGTTATGAGAACTCTTG

3.2.2 Oligonucleotids per a RACE

F-lectina

MG1001 CGCACAGCGTCAGGTACTCTTCTCTTCC
MG1002 GGCGCCTGCTGGGATCTCTGTGA
RPS20

MG1003 TGCGTCAGCGATGGTAACCTCAACCTCT
MG1004 GGGCTGTGCAGATCAATCAGGCGCT
RBP2

MG1005 CCCTCGATCCATTGTCTCCAGCCGC
MG1006 TCCGTCCCAGGTAACCAGTGTCTTGA
HABP2

MG1007 GCCTTTTTTGGCTGAGGCTTGCCGC
MG1008 GCACTCGGAATGACAGAAGCACCAGG
MG1009 CCCACCCAGGCTCCACAACCTTCT

Subministrats pel kit FirstChoice RLM-RACE kit (Ambion)

5’ RACE adapter GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUGGCUUUGAUGAAA
5’RACE Outer Primer GCTGATGGCGATGAATGAACACTG

5’RACE Inner Primer CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG

3’RACE Outer Primer GCGAGCACAGAATTAATACGACT

3’RACE Inner Primer CGCGGATCCGAATTAATACGACTCACTATAGG
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3.2.3 Oligonucleotids per a clonatge a pGEM-T easy

F-lectina

MG1306 AGAAGCTCCGGCTGCTCATC
MG1308 GAAATCAAAACGTGGATC
HABP2

MG1309 ACTCTTCTGGCTGTCTTCTGATCC
MG1310 GGTTTAATAAGTAGCATCTCAAC
RBP2

MG1311 CAGTTAGACAGACCAACCCACAG
MG1312 ATTACGGGTATTCACAGTTAC
RPS20

JS-RPS20-F1 TTCGTGAAGAACTGACCACG
JS-RPS20-R1 TATTCAAATCATCCGCATCA

3.2.4 Oligonucleotids per a clonatge en vectors fluorescents

F-lectina

MG1105 GGAAGCTTGGAAGCACACTGGTGTATTTATTTTG
MG1106 GGATCCTTAATCCAGGACAGAGCCATAC
MG1403 AAGCTTGCCACCATGAAGCACACTGGTGTATT
MG1404 GGATCCGCATCCAGGACAGAGCCATAC

RPS20

MG1116 GGAAGCTTGGGCTTTCAAGGACACTGG
MG1117 GAATTCTTATGCGTCAGCGATGGTAACCTC
RBP2

MG1118 AAGCTTGGCCTGCTGATTACAATGGACG
MG1119 GGATCCTTACTGGCTCTTCTTAAATGTTTG
HABP2

MG1120 AAGCTTGGAACTTAAAACTCCTCTTCATTTGCC
MG1121 GGATCCTTATGGAGATGCTGCCTGAGTC

cALT1

IMAL19 GAGCTAGCCAACATGTCCCACCAGGCGGCG
IMAL21 GAGGATCCCGTGAGAACTCTTGTGTGAAGCG
cALT2

IGALD GAGCTAGCCAACATGTTTCAGATATCAGTCCAGAGGGTG
IGALR2 GAGGATCCTGAGAACTCTTGTGTGAAGCG
MCS

MG1207 P — CCGGTAAGCTTGGTACCGAATTCGGATCCA

MG1208 P — CCGGTGGATCCGAATTCGGTACCAAGCTTA
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3.25 Oligonucleotids per a clonatge a pcDNA3

F-lectina

MG1037 AAGCTTGCCACCATGAAGCACACTGGTGTATTTATTTTGC
MG1038 GGATCCTTAATCCAGGACAGAGCC

HABP2

AA01 AAGCTTGCCACCATGAACTTAAAACTCCTCTTCATTTGC
AA02 GGATCCTTATGGAGATGCTGCCTGAGTC

RBP2

AA03 AAGCTTGCCACCATGCCTGCTGATTACAATG

AAO4 GGATCCTTACTGGCTCTTCTTAAATGTTTGGTG

RPS20

AAQ5 AAGCTTGCCACCATGGCTTTCAAGGACACTGG

AA06 GAATTCTTATGCGTCAGCGATGGTAAC

cALT1

MG1402 GAAGCTTGCCACCATGTCCCACCAGGCGGC

IMAL20 GAGGATCCTGGGGTTGTTATGAGAACTCTTG

3.2.6 Oligonucleotids per a seqiienciacid de vectors

T7 TAATACGACTCACTATAGGG
pGEM-T-rev CAGCTATGACCATGATTACGC
pcDNA3-rev CTAGAAGGCACAGTCGAGGCT
pGBKT7-rev CCCGGAATTAGCTTGGCTGC
pGADT7-rev AGATGGTGCACGATGCACAG
pEGFP-N1-fw CAAATGGGCGGTAGGCGTGTACG
pPEGFP-N1-rev CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAGG
pDsRedmonC1-fw AGCTGGACATCACCAACCACAAC
pDsRedmonC1-rev CAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGG
pDsRedmon-N-fw GTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTC
pDsRedmon-N-rev CTTGGTCACCTGCAGCTTGGCGGTC

3.2.7 Oligonucleotids per a qRT-PCR

posicié pb
F-lectina
MG1122q GCAGAGATCCGCATCGGAGATTC +736
MG1123q AACATAGCGGCCATCCATACCG +864 129
Il-1b
MG1205q GGGCTGAACAACAGCACTCTC +700

MG1206q TTAACACTCTCCACCCTCCA +864 165
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cALT1

JDRT2C5S GCGAGCCTAGTGAGCAACTGATATC -80

IMAL11 CCGCTCGCTGGACTACGGGACCACGA +121 201
cALT2

JDc2s CACACTCTCTATCTGCTCTCGTGC -67

JDc2as GAGAGGTTGAGGAGTGAGCAGAAAG -5 63
mALT

MC13 CCAGGGTCCGCTCACTGAT +195

MC14 GTCGCGCTCACACTCGATAA +291 96
B-actina

JDRTBactina$ CGTGACATCAAGGAGAAGCTGT +628

BA0299 GACCTGTCCGTCGGGCAGCTC +741 114
18s

JDRT18s TTACGCCCATGTTGTCCTGAG +117

JDRT18as AGGATTCTGCATGATGGTCACC +222 106

3.3 Plasmidis

3.3.1 Vectors comercials

PGBKT7: vector que expressa la proteina d’interés fusionada al domini d’'unié del DNA (DNA-

BD) del factor de transcripcié GAL4 en llevats (Clontech).

PGADT7-rec: vector utilitzat per a I'expressié de les proteines d’interes fusionades al domini
d’activacio (AD) de GAL4 en llevats. Esta especialment dissenyat per al clonatge mediat per

recombinacié homologa, i es troba linearitzat amb Smal (Clontech).

pcDNA3: vector dissenyat per a I'expressié d’alts nivells de proteina en la majoria de linies
cel-lulars eucariotes. Els alts nivells s’aconsegueixen sota el control del promotor de

citomegalovirus (CMV) (Invitrogen).

PEGFP-N: la proteina d’interés s’expressa fusionada a I'extrem N-terminal de I’Enhanced Green
Fluorescent Protein (EGFP). Permet la localitzacié de la proteina de fusio in vivo quan és excitat

a una longitud d’ona de 488 nm (Clontech).

pDsRed-monomer-C1: vector que expressa la proteina d’interés fusionada a I'extrem C-
terminal de pDsRed-monomer. Permet la localitzacié de la proteina de fusid in vivo quan és

excitat a una longitud d’ona de 561 nm (Clontech). Abreviat com a pDsRedmon-C.
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PGEM-T easy: vector de tipus T que facilita la lligacid de fragments de DNA obtinguts per
amplificacid per PCR en els casos on la DNA polimerasa deixa extrems protuberants per addicié

d’una desoxiadenosina en els extrems 3’ (Promega).

pCMVB: plasmidi utilitzat com a control d’eficiéncia en les transfeccions realitzades en cultiu

cel-lular, aquest plasmidi expressa B-galactosidasa en cel-lules eucariotes (Clontech).

pBluescript: vector d’expressié en procariotes, utilitzat com a carrier en les transfeccions de
cél-lules eucariotes per igualar les quantitats de plasmidi entre les diferents mescles de

transfeccid en un mateix experiment (Stratagene).

3.3.2 Constructes obtinguts

PGBKT7-cALT2: plasmidi utilitzat en l'assaig de doble hibrid. Expressa la proteina cALT2
d’orada fusionada al DNA-BD del factor de transcripcid GAL4. cALT2 esta clonada mitjangant
PCR amb els oligonucleotids AMALO1/IMAL20 utilitzant cDNA de fetge d’orada, i la posterior

digestio del vector pGBKT7 i el producte amplificat per PCR amb els enzims Ndel i BamHI.

PGADT7-bib: conjunt de plasmidis resultant de la recombinacié homologa del vector pGADT7-
rec i els fragments de cDNA provinents de la biblioteca de cDNA de fetge d’orada. Utilitzats

durant I'assaig de doble hibrid en llevats.

PGEM-Flectin: plasmidi amb la seqiiéncia de cDNA (incloent les regions 5- i 3’-UTR)
corresponent a I'F-lectina clonada. L’insert ha estat obtingut a partir d'un PCR amb els
encebadors MG1306 i MG1308 utilitzant cDNA de fetge d’orada com a motllo. El fragment de

PCR purificat esta lligat al vector pGEM-T easy.

PGEM-RPS20: plasmidi amb la seqléncia de cDNA (incloent les regions 5- i 3’-UTR)
corresponent a I'RPS20 clonada. Ll'insert ha estat obtingut a partir d’'un PCR amb els
encebadors JS-RPS20-F1 i JS-RPS20-R1 utilitzant cDNA de fetge d’orada com a motllo. El

fragment de PCR purificat esta lligat al vector pGEM-T easy.

PGEM-RBP2: plasmidi amb la seqiéncia de cDNA (incloent les regions 5’- i 3’-UTR)
corresponent a I’'RBP2 clonada. L'insert ha estat obtingut a partir d’'un PCR amb els encebadors
MG1311 i MG1312 utilitzant cDNA de fetge d’orada com a motllo. El fragment de PCR purificat

esta lligat al vector pGEM-T easy.
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PGEM-HABP2: plasmidi amb la seqiencia de cDNA (incloent les regions 5'- i 3’-UTR)
corresponent a I’'HABP2 clonada. L’insert ha estat obtingut a partir d'un PCR amb els
encebadors MG1309 i MG1310 utilitzant cDNA de fetge d’orada com a motllo. El fragment de

PCR purificat esta lligat al vector pGEM-T easy.

pDsRedmonMCS-N: vector que expressa la proteina d’interés fusionada a I'extrem N-terminal
de DsRed-monomer, obtingut a partir del vector pDsRed-monomer-Cl1. Es va realitzar una
restriccid enzimatica amb Hindlll i BamHI per eliminar-ne el multi-cloning site (MCS) existent a
la regié C-terminal. Posteriorment es va digerir per la diana Agel, i es va inserir un nou MCS a la
regié N-terminal, format a partir de la hibridacié dels oligonucledtids MG1207 i MG1208.
Permet la localitzacié de la proteina de fusid in vivo si és excitat a una longitud d’ona de 561

nm.

pFlectin-DsRedmon: plasmidi que expressa la proteina F-lectina d’orada fusionada a I'extrem
N-terminal del vector pDsRedmonMCS-N. Obtingut mitjancant la digestié amb Hindlll i BamHI
del producte de PCR amplificat amb MG1403 i MG1404 i el plasmidi pGEM-Flectin com a

motllo.

pDsRedmon-Flectin: plasmidi que expressa la proteina F-lectina d’orada fusionada a I'extrem
C-terminal del vector pDsRed-monomer-C1l. Obtingut mitjangant la digesti6 amb Hindlll i
BamHI del producte de PCR amplificat amb MG1105 i MG1106 i el plasmidi pGEM-Flectin com

a motllo.

pDsRedmon-RBP2: plasmidi que expressa la proteina RBP2 d’orada fusionada a I'extrem C-
terminal del vector pDsRed-monomer-C1. Obtingut mitjancant la digestié amb Hindlll i BamHI

del producte de PCR amplificat amb MG1118 i MG1119 i el plasmidi pGEM-RBP2 com a motllo.

pDsRedmon-RPS20: plasmidi que expressa la proteina RPS20 d’orada fusionada a I’extrem C-
terminal del vector pDsRed-monomer-C1. Obtingut mitjancant la digestié amb Hindlll i BamHI

del producte de PCR amplificat amb MG1116 i MG1117 i el plasmidi pGEM-RPS20 com a motllo.

pDsRedmon-HABP2: plasmidi que expressa la proteina HABP2 d’orada fusionada a I'extrem C-
terminal del vector pDsRed-monomer-C1. Obtingut mitjangant la digestié amb HindlIl i BamHI
del producte de PCR amplificat amb MG1120 i MG1121 i el plasmidi pGEM-HABP2 com a

motllo.
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pcDNA3-cALT1k2: plasmidi que expressa cALT1 de S. aurata. Obtingut mitjangant la digestio
amb Hindlll i BamHI del producte de PCR amplificat amb MG1402 i IMAL20 i cDNA de fetge

d’orada. La seqliencia Kozak s’ha optimitzat per a una millor expressié de cALT1.

pcDNA3-Flectin: plasmidi que expressa la proteina F-lectina d’orada. El cDNA d’F-lectina s’ha
clonat utilitzant el producte de PCR obtingut a partir del constructe pGEM-Flectin i els
encebadors MG1037 i MG1038, i la posterior digestié enzimatica del vector pcDNA3 i del

producte de PCR amb els enzims Hindlll i BamHI.

pcDNA3-RPS20: plasmidi que expressa la proteina RPS20 d’orada. El cDNA de RPS20 s’ha
clonat utilitzant el producte de PCR obtingut a partir del constructe pGEM-RPS20 i els
encebadors AAO5 i AAO6, i la posterior digestié enzimatica del vector pcDNA3 i del producte de

PCR amb els enzims Hindlll i EcoRl.

pcDNA3-RBP2: plasmidi que expressa la proteina RBP2 d’orada. El cDNA d’RBP2 s’ha clonat
utilitzant el producte de PCR obtingut a partir del constructe pGEM-RBP2 i els encebadors
AAO3 i AA0D4, i la posterior digestid enzimatica del vector pcDNA3 i del producte de PCR amb

els enzims Hindlll i BamHI.

pcDNA3-HABP2: plasmidi que expressa la proteina HABP2 d’orada. EI ¢cDNA d’HABP2 s’ha
clonat utilitzant el producte de PCR obtingut a partir del constructe pGEM-HABP2 i els
encebadors AA01 i AAO2, i la posterior digestié enzimatica del vector pcDNA3 i del producte de

PCR amb els enzims Hindlll i BamHI.

Tots els constructes es van verificar per seqlenciacié (punt 3.4.12) de com a minim dues
colonies, en ambdds sentits, utilitzant oligonucleotids que hibriden en zones flanquejant el lloc

d’insercid, adients en cada cas segons el vector de partida (punt 3.2.6).

3.4 Teécniques de biologia molecular

3.4.1 Reaccié en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccié en cadena de la polimerasa o PCR (de I'anglés Polymerase Chain Reaction) és una
tecnica de biologia molecular utilitzada per amplificar un fragment de DNA fins a centenars de
milions de copies. Va ésser desenvolupada el 1983 per Kary Mullis, i s’ha convertit en una
tecnica indispensable en la majoria de laboratoris d’investigacio (Saiki et al, 1988). La zona a
amplificar queda delimitada per dos oligonucleotids (sentit i antisentit), que soén

complementaris a la seqliencia coneguda que es vol amplificar. Aquests oligonucleotids
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funcionen com a encebadors per a la sintesi d’'una nova cadena de DNA per part d’'una DNA

polimerasa termoestable. Les DNA polimerases que s’han utilitzat en aquesta tesi han estat:
Taq polimerasa (Biotools): utilitzada de manera rutinaria per fer PCR.

Expand High Fidelity (Roche): utilitzada quan es requereix major fidelitat en I"amplificacio,

com ara en clonatges.

Advantage 2 PCR system (Clontech): utilitzada en I'amplificacié dels fragments de DNA en la

técnica del RACE-PCR.

Els encebadors utilitzats han de ser especifics, han de contenir entre 18 i 25 nucleotids, tenir
entre 50-70 % de residus G/C i minimitzar la formacié de dimers o estructures secundaries. El
disseny d’oligonucleotids s’ha dut a terme utilitzant programes informatics com Oligo Explorer

1.5 Oligo Analyzer 1.5 (Gene Link, 2010).

Per dur a terme la reaccié es requereix el DNA motllo, una parella d’encebadors, la DNA
polimerasa, dNTPs per poder sintetitzar les noves cadenes, i un tampd que permeti les
condicions de pH i sals optimes per a qué I'’enzim funcioni. La majoria de tampons de reaccid ja
inclouen la concentracid de MgCl, optima per a la reaccid. En un tub s’ha de preparar la

seglient mescla de PCR:

20-40 ng de DNA motllo

1X tampod de polimerasa (segons la polimerasa)
200 pM dNTPs

0.2 uM oligonucleotid sentit

0.2 uM oligonucleotid antisentit

1.5 U DNA polimerasa

H,0 milliQ fins a 50 pL

El procés es duu a terme en un termociclador, i s’inicia amb la desnaturalitzacié del motlle de
DNA per escalfament. Seguidament es disminueix a la temperatura optima d’hibridacié dels
oligonucleotids a les seqliéncies complementaries del DNA motllo. La seglient etapa és
I’elongacid dels encebadors per la DNA polimerasa. Aquests tres passos es repetiran fins a un
maxim de 35-40 vegades (cicles). Les noves cadenes formades a cada cicle funcionaran com a
motlle en els cicles posteriors, aconseguint d’aquesta manera un creixement exponencial del

nombre de cadenes de DNA.
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Desnaturalitzacid inicial 94 °C 5 min
Desnaturalitzacié 94 °C 30 seg
Hibridacio variable* variable** 30 seg
Extensio 722eC variable***
Extensio final 72 °C 5 min

* El nombre de cicles pot oscil-lar fins a un maxim entre 35 i 40, depenent del nombre de
copies que es requereixi del fragment.

** La temperatura d’hibridacié depen de cada parella d’oligonucleotids (llargaria, contingut en
G/C). Modificar la temperatura d’hibridacié produeix canvis en ['especificitat dels
oligonucleotids: a més temperatura, més especificament s’uneixen a la seqiéncia

complementaria. Per defecte s’ha utilitzat una temperatura d’hibridacio al voltant dels 60 2C.

*** El temps d’extensié de la cadena varia en funcié de la longitud del fragment que es vulgui

amplificar. La majoria de DNA polimerases requereixen un minut per a I'elongacié d’una Kb.

3.4.2 Purificacio i quantificacio de DNA

Per purificar fragments de DNA com ara els obtinguts directament com a producte de PCR o de
modificacions enzimatiques (restriccions enzimatiques, fosforilacions i defosforilacions, etc),
tant sigui a partir de solucions com des de gels d’agarosa, s’ha utilitzat el kit comercial High
Pure PCR Product Purification Kit (Roche). El principi es basa en la unid selectiva del DNA a les
fibres de vidre dels filtres utilitzats en preséncia de tiocianat de guanidina. EIl DNA unit es
purifica en una série de rentats per eliminar molécules i sals contaminants, i posteriorment

s’elueix en una solucié amb baixa concentracio de sals.

Per determinar la concentracié dels acids nucleics de la solucié purificada s’ha utilitzat
I'espectrefotometre NanoDrop ND-1000 (NanoDrop, Thermo Scientific), que permet efectuar
determinacions en microgotes. Els acids nucleics (DNA i RNA) absorbeixen a una longitud d’ona
de 260 nm, mentre que les proteines ho fan a 280 nm. Per determinar la puresa dels acids
nucleics es calcula la relacid A,g/A,s0. Factors majors o iguals a 1.8 en el cas de DNA, ia 2 en el
cas d’RNA, indiquen que la mostra es troba lliure de proteines, fenol, o d’altres contaminants

que absorbeixen a la longitud d’ona de 280 nm.

3.4.3 Electroforesi de DNA

L’electroforesi en gel d’agarosa és un metode utilitzat en biologia molecular pes separar i
calcular la mida aproximada de fragments de DNA. Les molecules dels acids nucleics se
separen aplicant un camp electric per a qué es desplacin les molécules carregades

negativament a través d’'una matriu d’agarosa. La mobilitat dels fragments de DNA és
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inversament proporcional al logaritme de la seva mida i, per tant, les molécules més curtes
passaran més facilment a través dels porus del gel i avancaran més rapid. La concentracio
d’agarosa en el gel determina la resolucié dels fragments de DNA a separar. Generalment
s’utilitzen gels d’agarosa a I'1 % (p/v) per separar fragments de DNA de 0.4 a 6 Kb. Per separar

fragments més petits s’utilitzen gels d’agarosa al 2 %.

La visualitzacié dels fragments de DNA en el gel es duu a terme mitjancant la incorporacio
d’una molécula que s’intercala en el DNA i la posterior observacié en un transil-luminador amb
llum UV. Tradicionalment s’utilitzava el bromur d’etidi com a agent intercalant, pero donat que
és un producte potencialment carcinogenic, s’ha anat substituint per altres reactius. En els
nostres estudis utilitzarem el producte Red Safe (iNtRON Biotechnology), seguint les

instruccions del fabricant.

Abans de sembrar els carrils per I'electroforesi, a cada mostra de DNA se li afegeix el tampd de
carrega, que conté glicerol per facilitar la carrega als pous del gel donant-li densitat, i el

colorant orange G per visualitzar el front durant I'electroforesi.

A més, a cada gel d’electroforesi s’ha de reservar un carril per al marcador, per poder
identificar la mida de les bandes que visualitzarem. Utilitzarem el marcador GeneRuler 1 kb

DNA Ladder (Fermentas), que inclou fragments de DNA de 250 a 10000 pb.

L'electroforesi es realitza submergint el suport que conté el gel d’agarosa en una cubeta
d’electroforesi amb tampd d’electroforesi TAE 1X, i aplicant 100V de corrent a temperatura

ambient.

Gel d’agarosa

1. Pesarla quantitat d’agarosa adequada per al gel que requerim.

2. Dissoldre I'agarosa en TAE 1X escalfant al microones.

3. Atemperar la solucié d’agarosa fins a 50 C, i afegir 5 pl de Red Safe (20000 X).
4. Abocar la barreja al suport i col-locar les pintes que formaran els pous.

5. Deixar solidificar el gel i retirar les pintes.

Tampo d’electroforesi TAE 1X
4 mM Tris HCI

2 mM Na,EDTA-2H,0

20 mM acid aceétic glacial

Ajustar a pH 8 i autoclavar.
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Tampo de carrega de les mostres de DNA (6X)
60 % glicerol
0.25 % orange G

Agquest tamp0 s’afegeix en una proporcié de 1:5 (v/v) a les mostres de DNA.

3.4.4 Digestio de DNA per restriccio enzimatica

La digestié del DNA es duu a terme mitjangant els enzims de restriccid, endonucleases de tipus
Il que s’uneixen al DNA i trenquen els enllacos fosfodiéster en seqliencies nucleotidiques
especifiques, en les dues cadenes del DNA. La major part de vectors comercials contenen una
petita zona (polylinker o MCS) amb un gran nombre de llocs de reconeixement per a aquests

enzims, la qual cosa fa que insertar DNA dins aquests plasmidis sigui especialment eficient.

Les reaccions de restriccid enzimatica s’han dut a terme seguint les instruccions de les cases
comercials, utilitzant cada enzim de restricci6 amb el tampd de reaccié corresponent. En
general es recomana utilitzar 1 U d’enzim per ug de DNA a digerir, incubant 1 hora a la

temperatura descrita.

3.4.5 Conversio d’extrems de DNA protuberants en roms

El fragment Klenow es una proteina gran que prové del trencament enzimatic de la DNA
polimerasa | d’Escherichia coli (E. coli). Aquest fragment conté les activitats 5° - 3’ polimerasa
i 3’ - 5 exonucleasa, pero ha perdut I'activitat 5° - 3’ exonucleasa. Aix0 la fa especialment
atil per omplir extrems 5’ protuberants i formar extrems roms (fill-in) en preséncia de dNTPs, i

digerir extrems 3’ protuberants (chew-back) en abséncia de dNTPs.

3.4.5.1 Conversié d’extrems 5’ protuberants en roms (fill-in)
1. Preparar en un tub els components de la reaccio.
Fragment de DNA (< 1 pug)
0.5 pl de dNTPs 10 mM
4 pl de 10X DNA polymerase buffer (1X)
2 ul de DNA polymerase Klenow (Roche) (10 U)
2. H,0finsa 40 pul
3. Incubar 15 min a 37 °C.
4. Incubar 10 min a 75 2C per inactivar I'enzim.

5. Purificar el DNA (punt 3.4.2).
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3.4.5.2 Conversid d’extrems 3’ protuberants en roms (chew-back i fill-in)
1. Preparar en un tub els components de la reaccio.
Fragment de DNA (< 1 pug)
4 pl de 10X DNA polymerase buffer
2 ul de DNA polymerase Klenow (Roche)
H,0 fins a 40 pl
2. Incubar 1h a 37 °C.
3. Fill-in: afegir 0.5 pl de dNTPs 10 mM.
4. Incubar 15 min a 37 eC.
5. Incubar 10 min a 75 2C per inactivar I'enzim.

6. Purificar el DNA (punt 3.4.2).

3.4.6 Defosforilacio de vectors

La defosforilacié dels extrems 5’ de plasmidis lineals és un métode utilitzat per prevenir la seva
recircularitzacié en reaccions de lligacié. Es especialment Gtil quan el plasmidi s’ha linearitzat
utilitzant un Unic enzim de restriccié (que formara extrems cohesius), o quan el plasmidi,

després de la digestio, ha quedat amb els extrems roms.

1. Preparar en un tub els components de la reaccid.
10 pl de plasmidi digerit
2 ul de 10X Calf Intestine Alkaline Phosphatase buffer
2 ul de Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIP)
6 ul H,O milliQ
2. Incubara 37 2Cdurant1 h.
3. Incubar a 75 eC durant 10 minuts per inactivar I'enzim.

4. Purificar el DNA (punt 3.4.2).

3.4.7 Hibridacio d’oligonucleotids

Hi ha diferents metodes per hibridar oligonucleotids, pero tots es basen en desnaturalitzar les
cadenes complementaries per evitar la formacié d’estructures secundaries, i després deixar
que les cadenes hibridin de nou. L’eficiéncia d’aquest procés ve donada per la concentracié de
sals i el descens de la temperatura. L'eficiencia augmenta quan la temperatura disminueix de
manera lenta després de la desnaturalitzacié, especialment quan els oligonucleotids tenen alt

contingut en G/C o formen estructures en forquilla.
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Barrejar els dos oligonucleotids equimolarment.
Escalfar a 95 2C de 3 a 5 minuts.

Deixar refredar lentament fins que arribi a temperatura ambient.

H wonNoRe

Congelar.

3.4.8 Lligacié de DNA

La lligacié del DNA esta catalitzada per la DNA lligasa, que forma enllacos fosfodiester entre el
grup 3’ hidroxil i el 5’ fosfat de residus adjacents de DNA. Aquesta reaccié permet unir
fragments de DNA de doble cadena amb extrems roms o cohesius per formar molécules de
DNA recombinant. En aquesta tesi, s’ha utilitzat rutinariament per unir un vector linearitzat i

un insert de DNA, amb una relacié molar de 1:3.

1. Mesclar en un tub.
4 pl dels fragments de DNA que han de ser lligats (insert i vector)
1 ul de T4 DNA lligasa (Promega) 3 U/ml
5 ul de 2x Rapid Ligation Buffer (Promega)

2. Incubar 1 hora a temperatura ambient, o tota la nit a 4 °C.

3.4.9 Transformacio de cel-lules bacterianes

L'entrada de DNA plasmidic dins de cel-lules bacterianes és un procés que es déna a la natura
sota determinades condicions i amb baixa eficiencia. Al laboratori es pot induir amb
procediments que fan la cél-lula permeable al DNA. Tipicament les cél-lules s’incuben en una
solucié que contingui cations divalents, en condicions de baixa temperatura (per aconseguir
que el DNA s’adhereixi a la superficie cel-lular, i que aquesta superficie estigui debilitada i més
permeable) abans de ser sotmeses a xoc térmic o electroporacié (el DNA entra a través dels

porus de la membrana, o a través de la paret malmesa).

3.4.9.1 Soques utilitzades
La soca que utilitzarem per transformar DNA plasmidic és Escherichia coli DH5a, que té el
seglent genotip:

E. coli DH5a: sup E44, AlacU169 (90 lac ZDN15), hsd R17, rec A1, gyr A96, thi-1, rel Al.
La soca que utilitzarem per als experiments d’inhibicié del creixement bacteria va ésser
Escherichia coli XL1-Blue, que té el seglient genotip:

E. coli XL1-Blue: supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl, lac [F proAB
lacl9ZAM15 Tn10 (Tet")].
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3.4.9.2 Medis de cultiu

Medi LB

10 g/L de NaCl

10 g/L de triptona

5 g/L d’extracte de llevats

20 g/L d’agar (només en el cas que es requereixi medi solid)

Ajustar a pH 7 iautoclavar.

Un cop refredat a 50 2C, afegir I'antibiotic que es necessiti, i plaquejar en cas que sigui

medi solid.

Antibiotics
Ampicil-lina (solucié de treball: 100 pg/mL)
Kanamicina (solucié de treball: 50 pg/mL)

Tetraciclina (solucié de treball: 10 pg/mL)

3.4.9.3 Obtencio de cél-lules E. coli competents

1. Inocular una aliquota de les cél-lules en 10 mL d’LB i mantenir en agitacié a 37 oC
durant 12-15 hores.

2. Prendre una aliquota del cultiu i inocular-la en 50 mL d’LB.

3. Deixar unes 2 h en agitacié a 37 2C fins que la ODgy sigui inferior o igual a 0.9, per
assegurar-se que el cultiu esta en fase exponencial de creixement.

4. Centrifugar les cél-lules a 600 x g durant 10 min.

5. Retirar el sobrenedant i resuspendre les cel-lules en 50 mL de MgCl, 100 mM fred.

6. Centrifugar les cel-lules a 600 x g durant 10 min.

7. Retirar el sobrenedant i ressuspendre les cél-lules en 10 mL de MgCl, fred.

8. Afegir 100 mL de CaCl, 100 mM fred, i deixar en gel de 60 a 90 min.

9. Centrifugar a 600 x g durant 10 min.

10. Retirar el sobrenedant i ressuspendre les cel-lules en 12.5 mL de solucié de
ressuspensioé (85 mM CaCl,, 15 % de glicerol).

11. Aliquotar en tubs estérils i congelar-les immediatament a -80 2C.

3.4.9.4 Transformacioé per xoc téermic
1. Descongelar lentament sobre gel una aliquota de cél-lules E. coli DH5a competents.
2. Mesclar en un tub 80 pl de les cel-lules amb 5 ul de DNA (si prové d’una lligacid), o

mesclar 20 pl de cél-lules amb 0.5 pl de DNA (si és DNA plasmidic purificat).
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3. Deixar en gel durant 15 minuts.

4. Fer un xoc térmic a 42 °2C no més de 3 minuts.

5. Deixar en gel 5 minuts.

6. Afegir al tub 600 pl de medi LB sense antibiotic.

7. Incubar 1 ha37°C.

8. Centrifugar 30 segons a 13000 x g per sedimentar les cel-lules, retirar parcialment el
sobrenadant, deixant uns 100 ul de LB, i resuspendre les cél-lules.

9. Sembrar en plaques d’agar amb LB amb l'antibiotic que es requereixi segons el
plasmidi.

10. Incubar durant 16-24 hores, fins al creixement de les colonies bacterianes.

3.4.10 Obtencié de DNA plasmidic

Per obtenir el DNA plasmidic lliure de DNA genomic, proteines i restes cel-lulars, s’han utilitzat
els kits comercials GenElute Plasmid Miniprep Kit i GenElute Plasmid Midiprep Kit (Sigma), en
funcié de la quantitat de DNA plasmidic que es necessités. Es deixa créixer un cultiu de cel-lules
E. coli transformades durant tota la nit en medi LB en preséncia de I'antibiotic corresponent. Es
recullen les cel-lules per centrifugacid i se sotmeten a lisi alcalina per alliberar el contingut
cel-lular. Les restes cel-lulars, proteines, lipids i DNA genomic es precipiten per centrifugacio, i
s’adsorbeix el DNA plasmidic en una columna de silica en preséncia d’altes concentracions de
sals. Els contaminants s’eliminen amb rentats en preséncia d’alta concentracié de sals, i

finalment el DNA s’elueix en baixa concentracid de sals.

3.4.11 Concentracio de DNA plasmidic

El DNA és una moléecula polar donat la carrega que proporcionen els grups fosfats i, per tant, és
soluble en aigua, que també és altament polar. L'etanol és menys polar que l'aigua, i si
s’afegeix a una solucid aquosa d’acids nucleics canvia les caracteristiques generals de polaritat.
Si la proporcié d’etanol és superior al 64 % en solucid aquosa, I'atraccié electrica entre els
grups fosfat i qualsevol i6 positiu present en solucid es torna suficientment estable com per
formar unions ioniques i precipitar el DNA. Utilitzarem aquesta propietat per concentrar el

DNA.

Afegir un 10 % del volum inicial de plasmidi de solucié NaAc 3 M, pH 5.
Afegir 2 volums de EtOH absolut del volum inicial de plasmidi.

Agitar bé al vortex.

P w N

Deixar-ho de 15 minuts fins a un maxim de 2 h a -80 2C.
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Centrifugar 15 minuts a 13000 x g.

Retirar el sobrenedant.

Centrifugar 5 minuts a 13000 x g.

L 0 N o U

Repetir els passos 7 i 8.
10. Retirar tot el liquid, i deixar eixugar.

11. Resuspendre en TE o H,0 milliQ.

3.4.12 Segqiienciacié de DNA

Rentar el sediment amb 100 pl d’ EtOH al 70 %, sense resuspendre.

La sequienciacio del DNA plasmidic es va realitzar mitjangant un PCR utilitzant el kit comercial

Big Dye Terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied Biosystems). El kit es basa en la técnica de

sequenciacié Sanger (Sanger et al, 1973), on cadascun dels quatre ddNTP esta marcat amb un

fluorocrom que emet a diferent longitud d’ona. El DNA producte de la PCR és precipitat i

s’analitza per fluorimetria la Unitat de Genomica dels Centres Cientifics i Tecnologics de la

Universitat de Barcelona.

Mescla de reaccié

1.5 uL mix terminator (proveit pel kit)
5 pmol oligonucleotid

0.5 pg DNA a sequienciar

H,0 fins 10 uL

Condicions de la PCR

Desnaturalitzacio inicial 94 °C 3 min
94 °C 30 seg

Amplificacio 30x 50 eC 30 seg
722°C 4 min

3.4.13 Analisi bioinformatica i introduccioé de seqiiéncies en bases de dades

Per a la manipulacio i analisi bioinformatica de les seqliéncies de DNA i proteina s’han utilitzat

diferents programes bioinformatics. El seglient llistat reuneix els principals programes utilitzats

i els seus usos.

Oligo Explorer v1.5 i Oligo Analyzer v1.5 (Gene Link, 2010): disseny d’oligonucleotids.

FinchTV v1.3.1 (Geospiza, 2005): visualitzacio de sequéncies de DNA en format .ab1.

BLAST (National Library of Medicine): aliniament de seqiiencies de DNA i proteina amb bases

de dades.
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Clustal W2 i Clustal Omega (EMBL-EBI, 2014): aliniament multiple de seqiiencies de DNA i

proteina.

The Sequence Manipulation Suite (Stothard, 2000): mapa de restriccid, seqliéncia reversa

complementaria.
Translate tool (Swiss Institute of Bioinformatics): traduccio de seqiiencies de DNA a proteina.
SignalP 4.1 Server (Petersen, 2011): prediccio de péptids senyal en seqiiencies proteiques.

Les sequéncies de DNA obtingudes, que no han estat descrites préviament, van ésser
introduides a la base de dades GenBank, que forma part de la International Nucleotide
Sequence Database Collaboration, compresa pel DNA DataBank of Japan (DDBJ), el European

Molecular Biology Laboratory (EMBL), i GenBank al NCBI.

3.4.14 Amplificacio d’extrems de cDNA per RACE-PCR

L'amplificacié rapida d’extrems de cDNA (sigles en anglés RACE) és una técnica basada en la
reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) que facilita el clonatge de seqliéncies senceres de

cDNA quan només hi ha una seqiiéncia parcial.

Els protocols classics de 5’-RACE varien en el disseny, perd sén essencialment equivalents. La
primera cadena de cDNA és sintetitzada a partir d’'RNA total o poliA en una reaccié de
transcripcié inversa (RT). Llavors una seqléncia definida s’afegeix als extrems 3’ de la primera
cadena de cDNA (extrem 5’ de I'mRNA) mitjangant una deoxitransferasa terminal (TdT), o per
lligacié d’un oligonucleotid adaptador. Finalment, un encebador especific del gen s’utilitza
conjuntament amb un encebador que hibridara a la seqliéncia afegida a 3’ per poder
amplificar la seqiiencia continguda entre els encebadors de I'adaptador i I'especific del gen
que es troba a I’'extrem 5’ del cDNA. La major limitacié d’aquest procediment és que no hi ha
seleccid per a 'amplificacié dels fragments d’'RNA amb I'extrem 5’ intacte, ja que les etapes de
PCR afavoreixen I'amplificacid dels fragments més petits en detriment dels productes de

llargada completa.

L'amplificacié rapida d’extrems de cDNA mediada per RNA lligasa (RLM-RACE) representa una
millora respecte la tecnica de RACE classica (Maruyama i Sugano 1994, Schaefer, 1995). El
RLM-RACE esta dissenyat per amplificar només cDNA de cadena completa, d’mRNA encaputxat,
produint normalment una Unica banda després del PCR. Per dur a terme aquesta técnica s’ha

utilitzat el kit FirstChoice RLM-RACE kit (AM1700, Ambion).

El procediment per a la realitzacié del 5 RLM-RACE s’inicia amb el tractament de 'RNA amb

fosfatasa alcalina (CIP) per degradar els fosfats lliures a 5° de molecules com I’'RNA ribosomal,
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mRNA fragmentat, tRNA i DNA gendmic contaminant. L’estructura de caputxa que es troba als
extrems 5’ de I’'mRNA intacte no esta afectada per la CIP. Posteriorment I'RNA es tracta amb
pirofosfatasa acida (TAP) per eliminar la caputxa, deixant un fosfat lliure a 5’ on es lligara un
adaptador d’'RNA. Una etapa de transcripcié inversa generara el cDNA sobre el qual es
realitzara el PCR (figura 9). Es pot millorar I'eficiencia de I'amplificacid de la banda desitjada
realitzant un altre PCR utilitzant com a motllo el producte de PCR inicial (el que s’anomena

amplificacio secundaria, PCR intern o nested-PCR).

En el cas del 3’-RACE, la primera cadena de cDNA es pot sintetitzar a partir d’'RNA total o poliA,

utilitzant un adaptador per 3’-RACE que hibridara a la cua poliA de I’'mRNA.

Tractament amb CIP per eliminar el 5'POy4
del mRNA degradat, rRNA, tRNA i DNA

CIP
5 POy —_—
MG P PP~ e AAAAA

Tractament amb TAP per
eliminar la caputxa del mRNA

TAP
.?m@_:-—izZF’— T e T~ AAAAA

Lligacio de I'adaptador
al mRNA desencaputxat

5 RACE adapter — = ——  _— ~ AAAAA

TTEHSCTiPCi[:'! inversa

5" RACE adapter -*"""___h"“‘-n-.__..--""'_"“‘-‘ ALBAN,

— PCR
5" RACE adapter e

e

Figura 9. Representacio esquematica del procediment del 5’ RLM-RACE. L'RNA es tracta amb CIP
per degradar tot el que no estigui protegit amb caputxd. Seguidament, es tracta amb TAP per
retirar el caputxd, i seguidament es lliguen els adaptadors. L'RNA es retrotranscriu, i es fa la PCR.
Imatge adaptada del manual del kit FirstChoice RLM-RACE Kit (Ambion).
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3.4.14.1 Disseny d’oligonucleotids

Els encebadors especifics dels gens per amplificar els extrems de cDNA utilitzant la tecnica

RACE han de tenir una longitud de 20-24 parells de bases, i aproximadament un 50 % de

contingut en G i C. S’ha d’evitar la preséencia de més de 3 residus G o C a les 5 ultimes

posicions a 3’, i evitar un residu G a I'extrem 3’-terminal. També és important minimitzar la

formacié d’estructures secundaries i dimers. Una temperatura de fusié elevada (superior a

70 oC) permet la utilitzacié d’'un programa de Touch Down PCR.

Els encebadors especifics de gen en el 5’-RACE han d’estar en la orientacid inversa i

complementaria respecte la seqliéncia codificant de ’'mRNA, ja que seran els encebadors

antisentit. De la mateixa manera, els encebadors especifics de gen en el 3'-RACE seran els

encebadors sentit, i han d’estar en la mateixa orientacié que la seqiiencia de I'mRNA.

3.4.14.2 Tractament de I’'/RNA amb fosfatasa alcalina per 5° RLM-RACE

1.

2.

Mesclar en un tub:
10 ug RNA (provinent d’RNA total)
2 pL 10X CIP buffer
2 uL fosfatasa alcalina (CIP)
Fins 20 pL H,0 lliure de nucleases

Incubar 1 h a 37 °C.

3.4.14.3 Purificacié de 'RNA

1.

Afegir al tub anterior:

15 pL solucié d’acetat d’amoni (proporcionada en el kit)

115 pL H,0 milliQ

150 pL fenol acid : cloroform
Vortexar energicament. Centrifugar a més de 10.000 x g durant 5 minuts a
temperatura ambient. Transferir la fase aqiliosa (capa superior) a un tub nou.
Afegir 150 pL de cloroform, vortexar energicament, centrifugar a més de 10.000 x g
durant 5 minuts a temperatura ambient. Transferir la fase aqiiosa (capa superior) a un
nou tub.
Afegir 150 uL d’isopropanol, vortexar enérgicament i deixar en gel durant 10 minuts.
Centrifugar a 13000 x g durant 20 minuts. Rentar el sediment amb 0.5 mL d’etanol
70 % fred, centrifugar a 13000 x g durant 5 minuts. Retirar tot I’etanol i deixar que

s’assequi el sediment.



MATERIALS | METODES 73

6. Resuspendre el pellet en 11 plL d’aigua milliQ. Reservar 1 uL com a control de la reaccié
CIP.

7. Continuar amb la seglient reaccid, o guardar a -20 C.

3.4.14.4 Tractament de ’'RNA amb fosfatasa acida
1. Mesclar en un tub:

5 uL RNA tractat amb CIP

1 uL 10X TAP buffer

2 L fosfatasa acida de tabac (TAP)

2 pL H,0 lliure de nucleases
2. Incubar durant 1 ha379C.

3. Continuar amb la seglient reaccid, o guardar a -20 C.

3.4.14.5 Lligacié de I'adaptador 5’ RACE
1. Mesclar en un tub:

2 uL RNA tractat CIP/TAP

1 L adaptador 5’-RACE

1 uL 10X RNA lligasa buffer

2 uL T4 RNA lligasa (2.5 U/uL)

4 L H,0 lliure de nucleases
2. Incubar durant 1 ha379C.

3. Continuar amb la seglient reaccio, o guardar a -20 2C.

3.4.14.6 Transcripcio inversa per 5° RLM-RACE
1. Mesclar en un tub:

2 uL RNA lligat

4 uL dNTP

2 pL Random decamers

2 uL 10X RT Buffer

1 pL RNase Inhibitor

1 pL MMLV Reverse Transcriptase

8 pL H,0 lliure de nucleases
2. Incubar 1h a 42 °C.

3. Guardar a-20 9C o continuar al pas de PCR.
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3.4.14.7 PCR extern per 5’ RLM-RACE
1. Mesclar en tubs de PCR, en gel:
1 pL reaccié de RT
5 pL 10X PCR Buffer
4 pL dNTP
2 uL 5’ RACE encebador especific de gen (10 uM)
2 pL 5’ RACE Outer Primer
38 uL Nuclease-free Water
1 uL 50X DNA polymerase mix (Advantage 2 PCR system, Clontech)

2. Realitzar el programa de TouchDown PCR seglient:

Desnaturalitzacié inicial 94 °C 3 min
94 °C 30 seg
Amplificacié TouchDown 5x 65 oC 30 seg

729C 30seg*
94 °C 30 seg

Amplificacié 35x 60 °C 30 seg
72°C 30seg *
Extensid final 72 °C 7 min

* Per dianes majors de 1 kb, afegir 1 minut al temps d’extensié a 72 2C per cada kb.

3.4.14.8 PCRintern per 5 RLM-RACE
1. Mesclar en tubs de PCR en gel:
1 plL reaccié de RT
5 pL 10X PCR Buffer
4 uL dNTP
2 UL 5’ RACE encebador intern especific de gen (10 uM)
2 uL 5’ RACE Outer Primer
38 uL Nuclease-free Water
1 pL 50X DNA polymerase mix (Advantage 2 PCR system, Clontech)

2. Fer el programa de PCR seguint les condicions del PCR extern (punt 3.4.14.7).

3.4.14.9 Transcripcio inversa per 3’-RACE

1. Mesclar en un tub:
2 UL RNA (1 pg d’RNA total o 50 ng de poliA)
4 uL dNTP
2 uL 3’ RACE Adapter
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2 pL 10X RT Buffer
1 pL RNase Inhibitor
1 pL MMLV Reverse Transcriptase
8 plL Nuclease-free Water
2. Incubar 1h a 42 °C.

3. Guardar a-20 2C o continuar al pas de PCR.

3.4.14.10 PCR extern per 3’ RLM-RACE.
1. Mesclar en tubs de PCR en gel:
1 pL reaccié de transcripcid inversa
5 pL 10X PCR Buffer
1 pL dNTP
2 uL 3’ RACE encebador especific de gen (10 uM)
2 pL 3’ RACE Outer Primer
38 uL Nuclease-free Water
1 uL 50X DNA polymerase mix (Advantage 2 PCR system, Clontech)

2. Realitzar el programa de PCR segient:

Desnaturalitzacid inicial 94 °C 3 min
94 °C 30 seg
Amplificacié 35x 60°C* 30seg
72°C 30 seg **
Extensiod final 72 °C 7 min

* Utilitzar una temperatura d’anellament de 55 a 65 2C. Un bon punt de partida son

els 60 9C, pero la temperatura optima s’ha de determinar empiricament.

** Per dianes majors de 1 kb, afegir 1 minut al temps d’extensié a 72 2C per cada kb.

3.4.15 RT-PCR quantitativa a temps real (qQRT-PCR)

Una PCR convencional (punt 3.4.1) amplifica el DNA de la mostra de manera exponencial,
duplicant el nombre de molecules en cada cicle d’amplificacid. En la PCR a temps real, la
quantitat de DNA amplificat es mesura després de cada cicle a través d’un fluorocrom reporter
(Lee et al, 2004; Livak i Schmittgen 2001), que incrementa el seu senyal de manera

proporcional al nombre de molécules generades en la fase exponencial de la reaccié.

El procés complet inclou I'aillament de I'RNA, el seu pas a cDNA i I'amplificaciéd mitjangant la

PCR.
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3.4.15.1 Aillament d’RNA

El fetge d’orada obtingut segons el punt 3.1.1.3 es pulveritza per assegurar
I’'homogeneitzacié de les diferents estructures hepatiques i es manté congelat a -80 2C fins
al moment de la seva utilitzacid. Per realitzar I'extraccié d’RNA total a partir d’aquest teixit
polvoritzat s’utilitza el kit comercial High Pure RNA Tissue Kit (Roche).

Una vegada finalitzada I'extraccié, es quantifica la concentracié d’'RNA i es detecta la
possible existencia de contaminants (DNA, proteines) mesurant |'absorbancia a 260 nm i
280 nm amb un espectrofotometre NanoDrop ND-1000 (NanoDrop, Thermo Scientific), tal
com s’indica en el punt 3.4.2. Els tubs amb RNA es conserven a -80 2C per evitar-ne la

degradacio, i quan es fa necessaria la seva utilitzacié es descongelen lentament sobre gel.

3.4.15.2 Transcripcio inversa de I’'RNA (RT)

La sintesi de la cadena de cDNA a partir del motllo d’'RNA es déna per accié d’'una DNA
polimerasa dependent d’RNA, la retrotranscriptasa (RT). A més del motlle d’RNA, aquesta
polimerasa necessita dNTPs com a moléecules base per a la sintesi, i encebadors per iniciar
la nova cadena (hexamers aleatoris o poliadenina). A la reaccié s’afegeixen inhibidors
d’RNAses per evitar la degradacié de I'RNA.

La reacci6 es duu a terme a 37 2C durant una hora, incubant en un tub:

1-5 pg RNA

1X tampd de reaccidé 10X (10X MMLV-RT buffer, Promega)

10 pumols dNTPs

125 ng hexamers aleatoris

20 U RNAsin (RNase inhibitor, Promega)

200 U MMLV-RT (Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase, Promega)

H,O0 milliQ q.s.p. 20 pl

3.4.15.3 PCR quantitativa a temps real (qPCR)

Per monitoritzar I'amplificacié de cDNA en la PCR s’utilitza un agent reporter d’unié a
cadena doble de DNA, el fluorofor SYBR Green (Life Technologies). Quan la molécula
s’intercala al DNA, la seva fluorescéncia s’'incrementa enormement (Morrison et al, 1998).
Durant el transcurs de la PCR la intensitat de la fluorescéncia incrementara
proporcionalment a la quantitat de doble cadena que hi hagi present.

La reaccié de PCR es duu a terme en un termociclador amb capacitat de deteccidé de
fluorescéncia, en tubs Optics adaptats per no interferir en aquesta deteccié. L'aparell

utilitzat va ésser un StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Life Technologies).
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La reaccié consta dels mateixos components que una PCR convencional a més del fluorofor
SYBR Green. La mescla de polimerases, fluorocrom i tampd de reaccié s'obté
comercialment (2X SYBR Green PCR Master Mix, Life Technologies). Els oligonucleotids
encebadors han de tenir una longitud entre 19 i 22 nucleodtids, amb un minim del 50 % de
residus G/C, i formar un fragment d’amplificacié entre 50 i 300 pb.

La mescla per cada mostra i gen a analitzar té un volum final de 40 ul, que es repartiran en

dos tubs diferents de 18 ul per obtenir cada assaig per duplicat.

20 ul 2X SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies)
300 nM encebador sentit

300 nM encebador antisentit

3.2 ul cDNA diluit (variable) (obtingut en el punt 3.4.15.2)
H,O milliQ q.s.p. 40 pl

Condicions de la PCR:

50 eC 2 min
95 ¢C 10 seg
95 2C 15 seg
62 °C 1 min

Desnaturalitzaci6 inicial

Amplificacié 40 x

El metode utilitzat per determinar la quantitat del gen d’interés és el métode comparatiu
del llindar [Comparative threshold (C;) method (AAC;)]. Un cop acabada la reaccid, la
fluorescéncia obtinguda es representa mitjangcant una corba respecte el cicle de PCR. El
cicle llindar o cycle threshold és el cicle on es detecta un increment significatiu de ARn
(magnitud de la senyal de fluorescéncia generada durant la PCR a cada punt): aquest cicle
ens donara el valor de C;. Contra major és la quantitat de cDNA inicial, abans es detectara
el producte de PCR, i menor és el seu valor de C;. La fluorescencia obtinguda es normalitza
automaticament dividint la intensitat d’emissié del marcador reporter per la intensitat
d’emissid de la referencia passiva. En el cas de la nostra mescla comercial s’utilitza ROX (6-
carboxi-X-rodamina) com a referencia interna per normalitzar el senyal de SYBR Green.

El valor de C; obtingut pel gen diana s’ha de normalitzar amb el valor de C; d’un o diversos
gens normalitzadors, per obtenir el valor AC;. Com a gens normalitzadors s’han utilitzat els
gens de I'RNA ribosomal 18S i de la B-actina. Aquest valor de AC; es calcula per a cada

mostra que es desitja quantificar.

ACy = Cr(gen diana) — Cr(gen normalitzador)
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Una de les mostres de la séerie analitzada s’escull com a valor de referéencia per efectuar la

comparacié entre la resta de les mostres, obtenint el valor de AAG;.

AACy = ACy(mostra X) — ACr(mostra referéncia)

L’dltim pas és transformar els valor en valors absoluts.

valor d'expressié = 2744¢T

Abans de dur a terme la quantificacié relativa de les mostres s’ha de dur a terme dos
assajos previs per a cada gen a analitzar: la corba de dissociacié dels oligonucleotids i la

corba de concentracions.

Corba de dissociacié dels oligonucleotids

Pas important en treballar amb SYBR Green com a agent reporter, ja que s’intercala en la
doble cadena de DNA de manera inespecifica i es podrien detectar productes de PCR no
especifics, o la dimeritzacié d’oligonucleotids. El procediment es basa en comprovar que
cada mostra dona un Unic pic de fluorescencia a la temperatura de fusid del fragment
d’amplificacio, i que no hi ha cap deteccié en els pous sense cDNA. A més és convenient fer
una electroforesi del producte de PCR per comprovar que la mida i el nombre de bandes és

I’esperat.

Corba de concentracions

Permet saber el rang de concentracié inicial de mostra on obtindrem uns resultats de C;
fiables. Es determina sotmetent diferents dilucions de cDNA a la reaccié de qRT-PCR i
representant els valors de C; obtinguts respecte els valors logaritmics de la dilucid
realitzada. La representacié hauria de resultar una recta, tant en la representacié pel gen

normalitzador com en el d’estudi.

3.5 Tecniques de cultiu de llevats — assaig de doble hibrid

L'assaig doble hibrid es pot utilitzar per identificar noves interaccions proteina-proteina,

confirmar interaccions ja detectades, i definir els dominis d’interaccié entre dues proteines.

Per dur a terme I'assaig de doble hibrid utilitzarem el kit comercial Matchmaker Yeast Two-

Hybrid library construction and screening kit (Clontech).

En aquest sistema, el gen esquer s’expressa com a proteina de fusié al DNA-BD del factor de

transcripcié GAL4, mentre que un altre gen o cDNA s’expressa com a proteina de fusié a I’AD

del mateix factor de transcripcié (Fields i Song, 1989; Chien et al, 1991). Quan la proteina de
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fusid esquer i la proteina de fusié de la biblioteca de cDNA interaccionen en una soca reportera
de llevat com la AH109, el DNA-BD i el AD estan suficientment a prop com per activar gens
reporters, com ADE2, HIS3, lacZ i MEL1. L'expressié d’aquests gens permetra a la soca de llevat

créixer en medis deficients en determinats aminoacids (figura 10).
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Figura 10. Representacio esquematica de I'assaig de doble hibrid. El domini d’unié al DNA del
factor de transcripcié GAL4 es fusiona a la proteina esquer, i el domini activador del mateix factor
es fusiona a les proteines presa. Quan les proteines presa i esquer interaccionen, el factor de
transcripcio es reconstitueix, i és capag d’activar la transcripcid de gens reporters.

En aquesta tesi, el DNA-BD i AD de fusidé es crearen clonant els cDNAs dins dels vectors
d’expressid en llevat pGBKT7 i pGADT7-Rec, respectivament. En llevats, ambdds proteines

s’expressen a alts nivells gracies al promotor constitutiu ADH1.

3.5.1 Soques de llevat utilitzades

Les soques de llevat utilitzades en I'assaig doble hibrid i el seu genotip sén les seglients:

AH109: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A, LYS2::GALLyas-GALL aTa-
HIS3, GAL2as-GAL21a1a-ADE2, URA3::MEL1yps-MEL11ara-lacZ, MEL1.

Y187: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trpl1-901, leu2-3, 112, galdA, met, gal80A4,
URA3::GALlUAs'GALlTATA'IaCZ, MEL1.

Abans de realitzar I'assaig, és important comprovar el fenotip de les soques AH109 i Y187, per

a la qual cosa es va seguir el protocol seglient:

1. Per recuperar les cél-lules des de I'stock congelat, prendre una mostra amb una punta
esteril, i sembrar en una placa YPDA.
2. Incubar les plaques a 30 oC durant 3-5 dies, fins que les colonies apareguin. Propagar

cultius addicionals Unicament des de colonies aillades en aquesta primera placa.
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3. Repicar 3-4 colonies en plaques amb el medi selectiu SDM apropiat (taula a sota).

4. Incubar les plaques a 30 2C durant 4-6 dies. Els llevats creixen més lentament en medis
selectius que en YPDA.

5. Comparar els resultats amb la taula seglient, i seguir només amb les colonies que
tenen els fenotips esperats. El simbol + indica que el creixement ha de ser positiu,
mentre que el simbol - indica que no hi ha d’haver creixement de la soca en el medi

indicat.

SDM/-Ade SDM/-Met SDM/-Trp SDM/-Leu SDM/-His SDM/-Ura YPDA

3.5.2 Medis i solucions utilitzades

YPDA

20 g/L peptona

10 g/L extracte de llevat

20 g/L agar (homés en cas de ser medi solid)

15 ml/L adenina hemisulfat 2 %

Ajustar a pH 6.5 i autoclavar.
Un cop el medi s’hagi refredat a 55 2C, afegir 50 ml/L de glucosa al 40 % (concentracié final
de glucosa, 2 %).

Plaquejar en cas que es tracti de medi solid.

YPD
20 g/L peptona
10 g/L extracte de llevat

20 g/L agar (només en cas de ser medi solid)

Ajustar a pH 6.5 i autoclavar.
Un cop el medi s’hagi refredat a 55 2C, afegir 50 ml/L de glucosa al 40 % (concentracié final
de glucosa, 2 %).

Plaquejar en cas que es tracti de medi solid.
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SDM

1.72 g/L YNB (Yeast Nitrogen Base)

5 g/L sulfat d’amoni

20 g/L agar (només en cas de ser medi solid)

100 ml/L de suplement DO (Dropout) 10x o 1X solid comercial, segons convingui
Les solucions DO permeten la creacié de medis deficients en certs aminoacids. Per
exemple, un medi SDM/-Leu es prepara amb una base de SDM i el DO que contindra
tots els aminoacids indicats excepte la leucina. Per preparar els suplements DO 10X es
mesclen tots els nutrients, excepte el que volem excloure, en aigua destil-lada, i

s’autoclava.

Concentraciéo DO 10X Nutrient

200 mg/L L-adenina hemisulfat, sal
200 mg/L L-arginina HCI

200 mg/L L-histidina HCl monohidrat
300 mg/L L-isoleucina

1000 mg/L L-lisina HCI

200 mg/L L-metionina

500 mg/L L-fenilalanina

2000 mg/L L-treonina

200 mg/L L-triptofan

300 mg/L L-tirosina

200 mg/L L-uracil

1500 mg/L L-valina

Ajustar a pH 5.8 i autoclavar.
Un cop el medi s’hagi atemperat a 55 9C, afegir glucosa fins a una concentracio final del
2 %, i I'antibiotic si es requereix (especificat en cada cas).

Plaquejar en cas que es tracti de medi solid.

3.5.2 Tests previs a I’assaig de doble hibrid
Un cop clonat el gen esquer dins del vector pGBKT7 cal realitzar dos tests abans de continuar
amb I'assaig de doble hibrid. Es tracta dels tests d’activacié transcripcional i de toxicitat de la

proteina de fusié al DNA-BD.
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3.5.2.1 Test d’activacié transcripcional del DNA-BD de fusio
Aquest protocol es basa en comprovar que la proteina de fusié al DNA-BD no és capag per
si sola de promoure la transcripcié dels gens reporters.
1. Transformar les soques AH109 i Y187 amb el constructe de fusié utilitzant una
transformacio a petita escala.
2. Plaquejar els transformants en els medis seglients:
SDM/-Trp
SDM/-His/-Trp
SDM/-Ade/-Trp
3. Analitzar els resultats.
Proteina esquer inactiva: les colonies no creixen en el medi SDM/-His/-Trp ni
SDM/-Ade/-Trp.
Proteina esquer activa: les colonies creixen en el medi SDM/-His/-Trp o SDM/-
Ade/-Trp.
3.5.2.2 Test de toxicitat del DNA-BD de fusid
Aquest protocol es basa en comparar el rati de creixement en medi liquid de la soca Y187
transformada amb el vector buit i amb el vector que expressa el gen esquer. Si la soca que
expressa la proteina esquer creix significativament més lenta, la proteina pot ésser toxica
per a la cél-lula de llevat.
1. Inocular 50 ml de SDM/-Trp/Kan (20 pg/ml) amb una colonia gran (2-3 mm).
2. Incubar a 30 2C durant 16-24 hores amb agitacié de 250-270 rpm.
3. Comprovar la ODgqy del cultiu: ha de ser 20.8. Si és inferior a 0.8, la proteina de fusié al
DNA-BD podria ser toxica.
4. Centrifugar a 600 x g durant 5 minuts.
5. Resuspendre en 5 ml de medi liquid SDM/-Trp. Comptar les cél-lules utilitzant un
hemacitdometre. La densitat cel-lular ha de ser >1 x 10° cél-lules/ml.
6. Utilitzar aquesta soca transformada per aparellar-la amb la soca AH109 que contingui
la biblioteca de fusié al AD.
3.5.3 Construccio de la biblioteca de cDNA de fetge d’orada

La construccié de la biblioteca es va dur a terme préviament en el laboratori a partir d’'RNA

aillat de fetge d’orada, seguint el protocol proporcionat pel kit comercial Matchmaker Yeast

Two-Hybrid library construction and screening kit (Clontech).
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3.5.5

Preparacio de cel-lules de llevat competents

Inocular una coldnia de 2-3 mm de diametre en 3 ml de medi YPDA en un tub de
centrifuga de 15 ml.

Incubar a 30 2C en agitacio durant 8 hores.

Transferir 5 pl del cultiu a un erlenmeyer de 250 ml que contingui 50 ml de medi YPDA.
Incubar a 30 2C en agitacié a 230-250 rpm durant 16-24 hores. La ODgyy ha d’arribar a
0.15-0.3.

Centrifugar les cel-lules a 700 x g durant 5 minuts a temperatura ambient.

Descartar el sobrenedant i resuspendre les cél-lules en 100 ml de medi YPDA.

Incubar a 30 2C durant 3-5 hores (fins que la ODgq sigui de 0.4-0.5).

Centrifugar les cél-lules a 700 x g durant 5 minuts a temperatura ambient.

Descartar el sobrenedant i resuspendre les cel-lules en 60 ml d’aigua destil-lada esteril.

. Centrifugar les cel-lules a 700 x g durant 5 minuts a temperatura ambient.

Descartar el sobrenedant i resuspendre en 3 ml de solucié 1.1X TE/LiAc (550 pl TE 10X,
550 ul LiAc 10X, 3.9 mL d’aigua destil-lada estéril).

Separar la solucié en dos tubs eppendorf de 1.5 ml.

Centrifugar a 13000 x g durant 15 segons.

Descartar el sobrenedant i resuspendre les cél-lules en 600 pl de solucié 1.1X TE/LiAc.

Transformacio de llevats a petita escala

Preparar cél-lules de llevat competents (punt 3.5.4).
En tubs eppendorf de 1.5 ml afegir seguint aquest ordre:
250 ng de DNA
5 ul de Herring Testes Carrier DNA (10mg/ml, proporcionat pel kit),
desnaturalitzat*
50 ul de cél-lules competents
500 pul de solucié de PEG/LiAc (proporcionat pel kit)
* escalfar a 100 2C durant 5 minuts, i repetir el procés abans d’afegir al tub.
Incubar a 30 2C durant 30 minuts. Agitar cada 10 minuts.
Afegir 20 pl de DMSO a cada tub, barrejar, i incubar a 42 2C durant 15 minuts. Agitar
cada 5 minuts.

Centrifugar a 13000 x g durant 15 segons.
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Retirar el sobrenedant i resuspendre les cel-lules en 1 ml de YPD Plus Liquid Medium
(proporcionat pel kit).

Incubar a 30 2C durant 90 minuts.

Centrifugar a 13000 x g durant 15 segons.

Descartar el sobrenedant i resuspendre les cél-lules en 1 ml de NaCl Solution

(proporcionada pel kit).

10. Sembrar en el medi que requereixi el plasmidi transformat.

11. Incubar les plaques a 30 2C durant 2-4 dies, fins que apareguin les colonies.

3.5.6

Cribatge de la biblioteca per aparellament de llevats

3.5.6.1 Transformacio de la soca AH109 amb el cDNA de doble cadena (ds

cDNA) i el vector pGADT7-Rec

1.

2.

10.

11.

12.

Preparar cél-lules competents.
Mesclar en un tub de 15 ml
20 pl ds cDNA (obtingut al punt 3.5.3)
6 ul pGADT7-Rec (0.5 pg/ul)
20 ul Herring Testes Carrier DNA, desnaturalitzat (punt 3.5.5)
Afegir 600 pl de cel-lules competents al DNA.
Mesclar suaument al vortex.
Afegir 2.5 ml de solucié PEG/LiAc (proporcionada pel kit).
Incubar 45 minuts a 30 2C. Mesclar cada 15 minuts.
Afegir 160 pl de DMSO, mesclar, i incubar 20 minuts en un bany a 42 °C. Mesclar les
ceél-lules cada 10 minuts.
Centrifugar a 700 x g durant 5 minuts.
Descartar el sobrenedant i resuspendre en 3 ml de YPD Plus Liquid Medium
(proporcionat pel kit).
Incubar en agitacié durant 90 minuts a 30 °C.
Centrifugar a 700 x g durant 5 minuts.

Descartar el sobrenedant i resuspendre en 30 ml de solucié de NaCl al 0.9 %.

3.5.6.2  Selecci6 dels transformants en plaques SDM/-Leu

1.

Sembrar 150 ul a cada placa de 150 mm. Per calcular I'eficiéncia de la transformacio,
sembrar 100 ul de dilucions 1:10, 1:100, 1:1000 i 1:10000 en plaques de 100 mm
SDM/-Leu.
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2.

3.

Incubar les plaques cap per avall a 30 2C fins que apareguin colonies (3-6 dies).

Calcular I'eficiéncia de transformacié (nombre de transformants/ 3 ug pGADT7-Rec).

3.5.6.3 Recollida dels transformants

Refredar les plaques a 4 2C durant 3-4 hores.

Afegir 5 ml de medi de congelacio a cada placa (YPD, 25 % (v/v) glicerol).

Utilitzar comptes de vidre esterils per disgregar les cél-lules en el liquid.

Combinar tots els liquids en un tub esteril i barrejar bé.

Comprovar i ajustar la densitat cel-lular a < 2 x 10’ céls/ml amb un hemacitometre.
Aliquotar i guardar a -80 °C.

Per determinar el titol de la biblioteca, sembrar 100 pl de dilucions 1:100, 1:1000 i
1:10000 en plaques de 100 mm SDM/-Leu. Incubar a 30 2C fins que apareguin colonies,

comptar-les i calcular el nombre de clons a la biblioteca.

3.5.6.4 Aparellament de la soca de la biblioteca (presa) amb la soca esquer

Descongelar una aliquota de 1 ml de la soca AH109 transformada amb la biblioteca.
Combinar el cultiu de 5 ml de la soca esquer Y187 (punt 3.5.2.2) i I'aliquota de la soca
gue conté la biblioteca AH109 en un erlenmeyer de 2 L.

Afegir 45 ml de 2X YPDA/Kan (50 pg/ml) i barrejar.

Rentar el vial de la soca AH109 amb dues aliquotes de 1 ml de 2X YPDA/Kan (50 ug/ml)
i afegir-ho.

Incubar a 30 2C durant 20-24 hores amb agitacié suau (30-50 rpm). Una agitacié major
podria reduir significativament I'eficiencia de I'aparellament.

Centrifugar a 1000 x g durant 10 minuts. Mentrestant, rentar el flascé dues vegades
amb 50 ml de 0.5X YPDA/Kan (50 pg/ml) i utilitzar-ho per resuspendre les cél-lules.
Centrifugar a 1000 x g durant 10 minuts. Resuspendre les cel-lules en 10 ml de 0.5X

YPDA/Kan (50 pg/ml), i mesurar el volum total de cél-lules en el medi.

3.5.6.5 Seleccio dels llevats diploides que expressen les proteines amb

potencial d’interaccié

1.

Per determinar I'eficiencia de I'aparellament, plaquejar 100 pl de dilucions 1:100,
1:1000 i 1:10000 en plaques de 100 mm SDM/-Leu, SDM/-Trp i SDM/-Leu/-Trp.

Plaquejar la resta de volum en plaques TDO (Triple Dropout Medium, SDM/-His/-Leu/-
Trp) i QDO (Quadruple Dropout Medium, SDM/-Ade/-His/-Leu/-Trp), utilitzant 200 pl

per cada placa de 150 mm.
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3. Incubar de 5 a 7 dies a 30 2C, fins que apareguin colonies. Les colonies esperades sén
de color blanc o rosa pal-lid i poden mesurar més de 2 mm.

4. Fer el recompte del creixement en les plaques SDM/-Leu, SDM/-Trp i SDM/-Leu/-Trp i
calcular I'eficiéncia de I'aparellament i el nombre de colonies cribades (punt 3.5.6.6).

5. Replicar en plaques de medi QDO les colonies que han crescut en medi TDO. Incubar a

30 °C durant 3-8 dies.

3.5.6.6  Calcul de I'eficiéncia de I’aparellament i el nombre de colonies

cribades
1. Comptar les colonies (UFC) que han crescut en els medis SDM/-Leu, SDM/-Trp i SDM/-
Leu/-Trp en les dilucions on la placa tingui 30-300 UFC.

2. Calcular les UFC/ml viables en cada medi seguint la féormula:

UFC
volum plaquejat (ml)x factor dil.

= UFC/mlviables

Les UFC/ml en medi SDM/-Leu corresponen a la viabilitat de la soca Y187, mentre
gue en medi SDM/-Trp corresponen a la viabilitat de la soca AH109. Les UFC/ml en
medi SDM/-Leu/-Trp indiquen la viabilitat dels diploides. La soca amb la viabilitat
més baixa és la soca limitant.

3. Calcular I'eficiencia de I'aparellament seguint la férmula:

UFC /ml dels diploids
UFC/mlde la soca limitant

X 100 = % de diploides

4. Calcular el nombre de clons cribats:

UFC /ml dels diploides X volum de resuspensié (ml) = nombre de clons cribats

3.5.7 Analisi de les interaccions positives

Els transformants AD/biblioteca poden contenir més d’un plasmidi, la qual cosa pot complicar
I'analisi dels possibles positius. Per aquesta rad és convenient resembrar les colonies positives
en els medis restrictius TDO i QDO 2 o 3 vegades per segregar els plasmidis AD/biblioteca i
recomprovar-ne el fenotip. D’aquesta manera també sera més facil aillar els plasmidis per a la

seva posterior identificacio.

3.5.7.1  Recuperacio de l'insert de cDNA de la biblioteca assajada
1. Aillar el plasmidi del llevat utilitzant un kit d’aillament de plasmidis en llevats,
Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep Il (Zymo Research).

2. Transformar I'extracte de plasmidi del llevat en una soca d’E. coli (punt 3.4.9.4).
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3. Plaquejar en medi LB amb ampicil-lina per seleccionar només els plasmidis AD/
biblioteca .
4. Purificar el plasmidi AD/biblioteca, analitzar-lo per PCR per identificar-ne la mida i

sequenciar-lo per identificar la proteina que codifica.

3.6 Teécniques de cultiu de linies cel-lulars

El manteniment dels cultius cel-lulars es realitza en condicions esterils per tal d’evitar
contaminacions. La manipulacié dels cultius es duu a terme en una campana de flux laminar,
que es manté irradiada amb llum ultravioleta quan no s’utilitza. La superficie de la campana es
descontamina amb etanol al 70 % o amb altres productes (Virkon, Bayer), abans i després de
cada Us. Tot el material utilitzat ha de ser esteéril, ja sigui esteril d’origen, o esterilitzat per

autoclau o amb un filtre de 0.22 um.

Les diferents linies cel-lulars es mantenen congelades en criotubs en nitrogen liquid, tot i que
per periodes curts es poden mantenir congelades a -80 2C. Per tal d’aconseguir la major
viabilitat cel-lular, la congelacié es produeix lentament en presencia d’un agent crioprotector,
per evitar la formacio de cristalls que puguin malmetre la integritat cel-lular, i la descongelacié

es produeix rapidament, per eliminar el crioprotector (que és potencialment toxic).

Per norma general, la confluéncia en una placa de cultiu provoca canvis bioquimics, funcionals
i morfologics que convé evitar. La dilucié del cultiu s’aconsegueix amb la tripsinitzacid, una
tecnica que permet recuperar les cel-lules adherides a la placa. La freqliencia amb que s’haura
d’aplicar és variable, ja que les condicions de creixement (medi de creixement, condicions

ambientals, ritme de divisio, etc.) sdn diferents per a cada linia cel-lular.

3.6.1 Linies cel-lulars utilitzades

Cel-lules SBL (Castric, 1984): linia cel-lular adherent derivada de larva de llobarro (Sea bass
larvae). Les cél-lules creixen en medi MEM suplementat amb un 10 % de sérum fetal bovi (FBS),
100 Ul/ml de penicil-lina i 50 pg/ml d’estreptomicina. Aquesta linia cel-lular es cultiva a

temperatura ambient i no requereix una atmosfera amb intercanvi de CO,.

Cel-lules 293A (ATCC CRL-1573): linia cel-lular adherent derivada de ronyé embrionari huma.
La linia cel-lular 293A és un subclon de la linia cel-lular HEK293 amb una millor adheréncia a la
placa. Les cél-lules creixen en medi DMEM suplementat amb un 10 % de serum fetal bovi (FBS),
2 mM de glutamina, 110 mg/L de piruvat sodic, 100 Ul/ml de penicil-lina i 50 pg/ml
d’estreptomicina. Les condicions de cultiu d’aquesta linia sén en un incubador a 37 2C i una

atmosfera humida amb el 5 % de CO,.
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3.6.2 Medis i reactius
MEM, Hank’s balanced salts: Minimum Essential Medium (21575-022, Gibco, Life
Technologies) que conté la mescla de sals optima pel creixement en atmosfera sense

intercanvi de CO,.
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco, Life Technologies).

FBS: Foetal Bovine Serum (Gibco, Life Technologies). Cal escalfar-lo a 50 2C durant 20 minuts

abans de ser utilitzat, per tal d’inactivar les proteines del complement.

Penicil-lina/estreptomicina: solucié de 10000 Ul/mL penicil-lina i 5000 pg/mL estreptomicina

(Gibco, Life Technologies).

TrypLE Express: derivat de la tripsina amb un origen no animal que redueix el dany cel-lular
que causen els altres enzims presents en els extractes de tripsina convencionals (12605-010,

Gibco, Life Technologies).

OptiMEM: medi formulat especialment per utilitzar en les mescles de transfeccié mediada per

polimers o lipids cationics (31985-062, Gibco, Life Technologies).

PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCIl, 10 mM Na,HPQO,, 1.8 mM KH,PO,, amb un pH de 7.4 i

esterilitzat.

3.6.3 Arrencada, manteniment i congelacié de cultius cel-lulars

3.6.3.1  Arrencada del cultiu cel-lular

1. Descongelar el criotub amb les cél-lules rapidament a 37 2C.

2. Transferir les cél-lules a un tub de centrifuga amb 7ml de medi.

3. Centrifugar a 200 x g durant 5 minuts.

4. Aspirar el sobrenedant i resuspendre les cél-lules en el medi idoni.

5. Transferir a les ampolles o plagues amb medi.

3.6.3.2 Manteniment del cultiu: tripsinitzacié

1. Aspirar el medi completament amb una pipeta de vidre.

2. Ferunrentatamb 5 ml de PBS 1X. Aspirar completament. Aquest pas garanteix que no
quedi medi que pugui inactivar la tripsina.

3. Afegir 1 ml de TrypLE Express, i deixar actuar 5 minuts.

4. Resuspendre les cel-lules en medi complet.
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5. Repartir en ampolles o plagues noves, que ja contindran la resta del medi fins arribar

al volum final.

3.6.3.3  Congelacio del cultiu cel-lular

1. Tripsinitzar.

2. Resuspendre en medi i centrifugar a 200 x g durant 2-3 minuts.

3. Resuspendre les cél-lules en 1 ml de solucié de congelacié, que conté el medi, un 20 %
de sérum fetal bovi, i 10 % de DMSO (agent crioprotector), i guardar en un criotub.

4. Congelar a -80 2C el criotub dins un recipient Mr. Frosty (Nalgene), que garanteix una

baixada d’un grau centigrad per minut.

3.6.4 Transfeccio transitoria de cél-lules

La transfeccié és el procés d’introduir acids nucleics dins de cél-lules eucariotes, utilitzant
meétodes no virals. Tipicament implica obrir transitoriament porus a la membrana cel-lular,
permetent I'entrada de material dins la cél-lula. El procés de la transfeccié es pot dur a terme
mitjancant diferents métodes, tant fisics, com I’electroporacié, com també quimics, com ara el
fosfat calcic, o moléecules cationiques per produir liposomes, que es fusionaran a la membrana

i dipositaran el seu contingut a dins.

3.6.4.1 Transfeccid pel métode del fosfat calcic

Aquest metode es basa en la coprecipitacié del DNA exogen amb fosfat calcic, facilitant la
penetracid del DNA en la ceél-lula (Graham i Van der Eb, 1973). La maquinaria de
transcripcié endogena permetra expressar els gens transfectats. Va ésser el métode
utilitzat en aquesta tesi per transfectar la linia cel-lular 293A. Un cop disposem de les
cél-lules en plaques de 6 pous en quantitat adequada (50 % de confluéncia), procedim a la

transfeccio.

1. Preparar en un tub la mescla de transfeccié per a cada pou de 3 cm de diametre.
6 ug de plasmidi total
H,0 milliQ fins 90 uL
2. Afegir ala mescla 10 pL de CaCl, 2,5 M i mesclar amb el vortex.
3. Afegir gota a gota 100 plL de BBS 2X a l'interior del tub eppendorf anterior, mentre es
mescla al vortex.
4. Comprovar a un microscopi de contrast de fases 1 uL de la mescla, per observar la
formacié dels precipitats (temps maxim de 20 minuts).

5. Transfectar el pouet amb els 200 pL de la mescla.
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6. Incubar les cél-lules durant 48 hores per permetre I'expressié dels gens transfectats.

7. Recollir les cel-lules.

BBS 2X

50 MM BESpH 7.0

280 mM NaCl

1.5 mM Na,HPO,

El pH adequat per a la formacid dels precipitats és 7. Com que el pH del BBS 2X és un
parametre critic per a la formacidé d’un precipitat adequant, es recomana realitzar proves

del BBS 2X en un rang de pH entre 6.8 i 7.2.

3.6.4.2 Transfeccié mitjancant I'agent de transfeccié Turbofect

El Turbofect (Fermentas) és un reactiu de transfeccié formulat a base d’un polimer cationic
en aigua. El polimer forma complexos compactes i estables amb el DNA carregats
positivament. Aquests complexos protegeixen el DNA de la degradacié i en faciliten
I’entrada dins de les cél-lules eucariotes. En aquest treball va ésser el métode d’eleccié per
transfectar la linia cel-lular SBL, i la linia cel-lular 293A en el cas d’experiments de
microscopia. Un cop disposem de les cél-lules en plaques de 6 pous en quantitat adequada

(60-70 % de confluéncia), procedim a la transfeccié.

1. Preparar en un tub en 'ordre indicat la mescla de transfeccié per un pou de 3 cm de
diametre.
94 uL OptiMEM
4 pg de plasmidi total
6 UL Turbofect (agitat préviament el vortex)
2. Mesclar al vortex breument.
3. Esperar 10 minuts.
4. Transfectar el pouet amb els 100 pL de la mescla.
5. Incubar les cél-lules durant 48 hores per permetre I'expressié dels gens transfectats.

6. Recollir les cél-lules.

3.6.5 Analisi de I’activitat enzimatica en extractes cel-lulars

3.6.5.1 Obtencio dels extractes cel-lulars
Per obtenir els extractes cel-lular a partir de cel-lules transfectades s’utilitza un reactiu de

lisi cel-lular, CCLR (Cell culture lysis reagent, Promega). Aquest reactiu evita la degradacio
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de les proteines i en manté les seves propietats. Es apte per mesurar activitats
enzimatiques en els extractes cel-lulars obtinguts si es mantenen en fred. El protocol

adaptat a plaques de sis pous és el seglient:

1. Aspirar el medi.

2. Rentar cada pouamb 1 ml de PBS 1X.

3. Aspirar el PBS i afegir a cada pou 300 pL del reactiu CCLR.

4. Deixar actuar durant 10-15 minuts.

5. Transferir el lisat a un tub eppendorf i centrifugar a 13000 x g durant 15 segons a
temperatura ambient.

6. Transferir el sobrenedant a un tub eppendorf nou i mantenir a 4 oC.

7. Quantificar la proteina total en I'extracte (punt 3.7.2).

8. Mesurar les activitats enzimatiques que es requereixin (punts 3.6.5.2 i 3.7.3).

3.6.5.2  Assaig de B-galactosidasa

En totes les mescles de transfeccié on es requereix una posterior normalitzacié de
I'eficiencia de la transfeccid s’hi inclou un plasmidi que expressa el gen de la B-
galactosidasa sota el promotor del citomegalovirus (pCMVp). La quantitat de proteina
expressada es pot mesurar amb una reaccié enzimatica acoblada a un assaig colorimetric, i
ens permetra saber la relacié de cel-lules que han introduit plasmidi al seu interior, ja que
la B-galactosidasa trenca el substrat O-nitrofenil-B-D-galactopiranosid (ONPG) en dos

compostos, un del quals és de color groc (O-nitrofenil, ONP), i es pot mesurar a OD,y.

ONPG Ergalactosidasas, ONP + galactosa

1. Mesclar 50 ul d’extracte cel-lular amb 100 pl de la mescla segiient:
0.3 mM MgCl,
0.9 mM ONPG (Applichem)
13.5 mM B-mercaptoetanol
0.1 M tamp¢ fosfat (NaH,PO,/Na,HPO,) pH 7.5
2. Incubar a 37 C fins que la mescla adquireixi una coloracié groga.
3. Aturar la reaccié amb 250 pul de 0.5 M Na,COs.

4. Llegir a I'espectrefotometre a OD,y0.
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3.6.6 Muntatge de cel-lules per visualitzacié en microscopi confocal

Per a la correcta visualitzacié de cel-lules en un microscopi confocal, el suport on creixen ha de
tenir unes caracteristiques de refraccié de la llum particulars. Per poder-les complir, es poden
utilitzar cambres de cultiu aptes per la visualitzacié al microscopi, amb un index de refraccio
apropiat i un gruix especific que emula el d’un vidre cobreobjectes, o dipositar cobreobjectes
esterils dins dels pous on es cultiven normalment. Les cél-lules, a més, s’han de fixar amb
paraformaldehid (o metanol) per mantenir les estructures cel-lulars intactes. Posteriorment la
preparacid es munta a un portaobjectes, per aixi facilitar-ne la manipulacié en la visualitzacié

al microscopi.

3.6.6.1 Sembra

1. Submergir els cobreobjectes en etanol al 70 %.

2. Amb unes pinces, agafar el cobreobjectes i esterilitzar-lo a la flama. Deixar que
s’evapori tot I’etanol.

3. Dipositar un cobreobjectes a cada pou d’una placa de 6 pous.

4. Plaquejar les cél-lules segons el procediment habitual.

3.6.6.2  Recol-leccio

1. Mantenir les plaques amb el cultiu de cél-lules en gel durant tots els passos.
2. Fer tres rentats consecutius amb PBS 1X de cada pou.

3. Afegir 1 ml de paraformaldehid/PBS al 4 %.

4. Fixar les cél-lules durant 10 minuts.

5. Fer tres rentats consecutius amb PBS 1X de cada pou.

6. Deixar les cel-lules en PBS 1X.

4 % Paraformaldehid/PBS

1. Mesurar 100 ml de PBS 1X, i posar-ho en un flascé amb 4 g de paraformaldehid.

2. Cobrir amb parafilm i treballar en una campana de gasos.

3. Posar en una placa calefactora en agitacié moderada, escalfar i afegir NaOH 2M fins
que es torni transparent. Afegir HCl 2M fins arribar a pH neutre.

4. Deixar en agitacid fins que es refredi.

5. Aliquotar en tubs falcon de 50 ml i guardar al congelador a -40 °C.

3.6.6.3  Muntatge al portaobjectes
1. Posar 20-30 pl de Mowiol al portaobjectes, a la posici6 on es collocara el

cobreobjectes, intentant que no quedi cap bombolla.
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2. Separar el portaobjectes del pou, amb I'ajuda d’unes pinces.
3. Dipositar el cobreobjectes a sobre la gota de Mowiol, vigilant que les cel-lules estiguin
orientades a la gota.

4. Escalfar els portaobjectes 20 minuts a 70 °C.

Mowiol

1. Posar 6 g de glicerol en un tub de centrifuga de 50 ml amb una barreta agitadora.

2. Afegir 2.4 g de Mowiol 40-88 (324590, Sigma) i agitar fins que es dissolgui.

3. Afegir en agitacido 6 ml d’ H,0 milliQ i deixar 2 hores a temperatura ambient.

4. Afegir 12ml de 0.2 M Tris, pH 8.5, i 230 ul de 1 % timerosal (pes/volum, en H,0).

5. Incubar a 50 2C en un bany durant 10 minuts, i agitar periddicament per dissoldre el
Mowiol. Repetir durant hores perqué la majoria del Mowiol es dissolgui.

6. Centrifugar a 5000 x g 15 segons per clarificar la solucié.

7. Guardar en aliquotes de 0.5 ml a -20 °C.

3.6.7 Deteccio d’estructures subcel-lulars

Per a la visualitzacié d’estructures subcel-lulars en un microscopi confocal préviament s’hauran
de marcar aquestes estructures amb molécules que emetin fluorescencia en una longitud
d’ona especifica. El marcatge es pot fer de diverses maneres. La més rapida i menys invasiva és
utilitzar els rastrejadors, molécules que s’uneixen a estructures subcel-lulars de manera
especifica, sense necessitat de permeabilitzar la cel-lula. Alternativament es pot utilitzar un
anticos que s’uneixi a una proteina especifica del compartiment subcel-lular d’interes, i
detectar-lo directament o amb la utilitzacié d’un anticos secundari que emeti fluorescéncia.
Aguest metode requereix una major manipulacidé de la preparacid, ja que s’ha de

permeabilitzar la cél-lula per permetre I'entrada dels anticossos.

3.6.7.1  Marcatge subcel-lular amb rastrejadors

1. Seguir els protocols de sembra (punt 3.6.6.1). Transfectar si és necessari, i incubar el
temps que es requereixi.

2. Retirar el medi de les plaques i incubar amb medi nou que contingui el rastrejador. Les
condicions d’incubacié i concentracions utilitzades depenen de la linia cel-lular.

3. Seguir el protocol de recol-leccid (punt 3.6.6.2) i muntatge al portaobjectes (punt

3.6.6.3).
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Rastrejadors utilitzats:

Lysotracker (Lysotracker deep red (L12492), Molecular Probes, Life Technologies):
rastrejador de lisosomes. Emet fluorescéncia en una longitud d’ona de vermell llunya (668
nm). La seva visualitzacié es duu a terme en un microscopi confocal equipat amb un laser
HeNe.

ER-Tracker (ER-Tracker Blue-White DPX (E12353), Molecular Probes, Life Technologies):
rastrejador de reticle endoplasmatic. Emet fluorescéncia en una longitud d’ona
d’ultraviolat (450 nm). La seva visualitzacié es duu a terme en un microscopi confocal

equipat amb un laser de diode.

3.6.7.2  Marcatge subcel-lular amb anticossos: immunodeteccié

1. Seguir els protocols de sembra (punt 3.6.6.1) i recol-leccié (punt 3.6.6.2).

2. Continuar a temperatura ambient.

3. Incubar 15 minuts amb 1 ml de buffer de permeabilitzacié (PB: 0.1 % de Triton X-100
(Sigma), 1 % FBS en PBS 1X).

4. Preparar una cambra humida amb una placa de Petri. Dipositar paper Whatman
saturat en aigua al fons, i situar a sobre una tira de Parafilm més gran que el
cobreobjectes.

5. Dipositar 100 pl de I'anticos primari en PB damunt de la tira de Parafilm, formant una
gota.

6. Dipositar el cobreobjectes amb les cel-lules fixades i permeabilitzades, de manera que
el costat on han crescut les cel-lules estigui en contacte amb la gota d’anticos.

7. Incubar 1 hora a temperatura ambient.

8. Rentar 3 cops 10 minuts amb PBS 1X.

9. Afegir sobre una nova tira de Parafilm 100 ul de I'anticos secundari.

10. Posar el cobreobjectes amb les cel-lules en contacte amb I'anticos 1 hora a
temperatura ambient, protegint la cambra de la llum.

11. Rentar 3 cops durant 10 minuts amb PBS 1X.

12. Seguir el protocol de muntatge al portaobjectes (punt 3.6.6.3).

Anticossos utilitzats:
STX-6 (Anti-Syntaxin 6 antibody [3D10] (ab12370), Abcam): anticos primari IgG
monoclonal de ratoli que detecta la proteina sintaxina-6, que es troba de manera

constitutiva en trans-Golgi i vesicules de secrecio.
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GM130 (Anti-GM130 antibody (610822), BD Transduction Laboratories): anticos primari
IgG monoclonal de ratoli que detecta la proteina GM130 que forma part de la matriu de
cis-Golgi.

Alexa Fluor 647 (Molecular Probes, Life Technologies): anticos secundari de cabra que
detecta els anticossos primaris IgG de ratoli. Emet fluorescéncia en una longitud d’ona de
vermell llunya (668 nm), la qual cosa permet la seva visualitzacid en un microscopi

confocal equipat amb un laser HeNe.

3.6.8 FRET

El FRET (de lI'anglés Férster Resonance Energy Transfer, o Fluorescence Resonance Energy
Transfer) és un mecanisme que descriu la transferéncia d’energia entre dues molecules
sensibles a la llum (cromofors). EI cromofor donant, en un estat d’excitacié electronica,
transfereix energia a un cromofor acceptor, i l'eficiencia d’aquesta transferencia és
inversament proporcional a la distancia entre donant i acceptor. Aquest fenomen es pot
utilitzar per determinar si dos fluorofors amb espectres d’excitacié i emissid solapats
(I'espectre d’emissié del donant ha de solapar amb el d’absorcié de I'acceptor) es troben a
certa distancia entre ells (tipicament entre 1-10 nm). En biologia molecular és una eina molt
atil per quantificar interaccions proteina-proteina, ja que es poden monitoritzar les dues

molécules, una fusionada al cromofor donant i I'altra a I'acceptor (figura 11).

A B
excitacio
o 488 nm
excitacio
488 nm emissio
561 nm
emissio
592 nm

Figura 11. Representacio esquematica de la metodologia FRET utilitzada per detectar la
interaccio de cALT2 amb altres proteines. La proteina cALT2 (color blau) es troba fusionada al
cromofor donant (color verd), i una altra proteina (color groc) es troba fusionada al cromofor
acceptor (color vermell). Quan les dues proteines no interaccionen, els cromofors no estan
propers, i no hi ha transferéncia d’energia del donant a I'acceptor (A). Si les dues proteines
interaccionen, els cromofors estan propers, i part de I'energia d’emissié del donant excita el
cromofor acceptor (B).

Per mesurar l'eficiencia de FRET en un microscopi confocal es pot utilitzar el metode de

fotoblanqueig de I'acceptor. Aguest métode consisteix en cremar (o fotoblanquejar) el
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cromofor acceptor, i comparar la intensitat d’emissié del cromofor donant abans i després del
fotoblanqueig. Si els cromofors donant i acceptor es troben a poca distancia, abans del
fotoblanqueig, part de I'energia d’excitacié del cromofor donant passa a excitar I'acceptor.
Després del fotoblanqueig, el cromofor acceptor ja no és capag d’absorbir energia, per tant, el
donant no li transferira part de la seva energia d’excitacio, i la intensitat que captarem del
donant sera major. Per tant, si les proteines que volem assajar interaccionen, la intensitat que

es capta del donant incrementa després del fotoblanqueig.

Per quantificar aquest pas d’energia (o el que és el mateix, |'eficiencia de FRET) en cada mostra,

s’utilitza la seglient féormula:

Dpost — Dpre

La férmula s’expressa en % d’eficiencia, i té en compte la intensitat en escala de grisos del
donant abans (Dpre) i després (Dpost) del fotoblanqueig de 'acceptor. Valors menors a un 5 %
d’eficiencia de FRET corresponen al soroll de fons de la técnica. EI maxim teoric de la tecnica es

troba en un 30 %.

3.6.8.1 Cromofors utilitzats i metodologia general

EGFP: cromofor donant. El seu maxim d’excitacié es troba a la longitud d’ona de 488 nm, i
el seu maxim d’emissié a 507 nm. El plasmidi pEGFP-N expressa la proteina EGFP.
DsRed-monomer: cromofor acceptor. El seu maxim d’excitacid es troba a la longitud d’ona
de 557 nm, i el seu maxim d’emissi6 a 592 nm. Els plasmidis pDsRedmon-C i
pDsRedmonMCS-N expressen DsRed-monomer.

La linia cel-lular on es vol assajar I'eficiencia de FRET es transfecta amb la parella de
plasmidis d’expressié dels cromofors donant i acceptor fusionats a les proteines que
potencialment interaccionen. El protocol a seguir en aquesta técnica és |’habitual per al

muntatge i visualitzacié de mostres cel-lulars al microscopi (punt 3.6.6).

3.6.8.2  Obtencio d’'imatges en microscopi confocal

Les imatges per determinar I'eficiencia de FRET a través del metode del fotoblanqueig
s’obtenen utilitzant un microscopi confocal d’escaneig laser Leica SP2 (True Confocal
Scanner Leica TCS SP2; Leica) i el programa informatic Leica Confocal Software (LCS, Leica).
Se selecciona l'opcié de técnica de fotoblanqueig de I'acceptor (FRET — acceptor
photobleaching) i se segueixen les indicacions del manual. S’obtenen imatges a la longitud

d’ona d’excitacio del donant i de I'acceptor, abans i després del fotoblanqueig.
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Per excitar el cromofor donant s’utilitza un laser d’Argd a una longitud d’ona de 488 nm.
Per excitar el cromofor acceptor s'utilitza un laser de Kriptéd a una longitud d’ona de 561
nm.

Per realitzar el fotoblanqueig en cél-lules SBL, la intensitat d’excitacié de I'acceptor (a la

longitud d’ona de 561 nm) es fixa al 100 %, definint 4 passades de fotoblanqueig.

3.6.8.3  Tractament i analisi de les imatges

Les imatges obtingudes al microscopi confocal es tracten amb el programa informatic (Fiji
is just) ImageJ 1.45b (Schneider et al, 2012). Es defineix una area de treball o ROl (Region
Of Interest) situat dins de la zona fotoblanquejada. En aquesta area es mesuren, en escala
de grisos, les intensitats corresponents al cromofor donant abans i després del
fotoblanqueig. Per normalitzar els resultats, I’area del ROI es fixa per totes les mostres de
I’experiment.

A partir dels valors d’intensitat obtinguts es calcular I'eficiencia de FRET per a cada parella

de constructes.

3.7 Determinacid d’activitats enzimatiques i metabolits

3.7.1 Obtencio d’extractes proteics de teixit hepatic

El fetge d’orada obtingut segons [I'apartat 3.1.1.3 es polvoritza per assegurar
I’'homogeneitzacié de les diferents estructures hepatiques i es manté congelat a -80 C fins al
moment de la seva utilitzacié. L'extracte hepatic s’obté en un tampd on els enzims mantenen
les seves propietats, i se separa de la resta de components per centrifugacid. Tots els

procediments es duen a terme a 4 oC per evitar la degradacio de la proteina.

1. Pesar 50-100 mg de teixit i afegir rapidament el tampd d’homogeneitzacid en una
relacié de 1:5 (mg/ul, p/v).

2. Homogeneitzar durant 30 segons en un Polytron-PTA 7 (Kinematica) a la posicio 3.

3. Centrifugar durant 30 minuts a 10000 x g per separar |’extracte proteic de la resta de
components.

4. Recollir el sobrenedant, quantificar la proteina total seguint el metode de Bradford

(punt 3.7.2) i determinar les diferents activitats enzimatiques (punts 3.7.3 a 3.7.9).

Tampoé d’homogeneitzacio:
50 mM Tris-HCl
4 mM EDTA
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50 mM NaF

1 mM DTT (ditiotreitol)

250 mM sacarosa

0.5 mM PMSF (fluorur de fenilmetilsulfonil)

Aquesta solucid es prepara concentrada 10X, amb I'excepcié de la sacarosa, el DTT i el

PMSF, que s’afegeixen extemporaniament. Ajustar a un pH de 7.5.

3.7.2 Quantificacio de proteina segons el métode Bradford

La determinacié de proteina total es va realitzar seguint el métode de Bradford (Bradford,
1976). El metode es basa en la formaciéo de complexos entre les proteines i el colorant blau
Coomassie brilliant blue G-250. Aquests complexos es poden mesurar a una longitud d’ona de
600 nm, i I'absorbancia a aquesta longitud d’ona és proporcional a la concentracié de proteina

a la mostra.

L’assaig s’ha adaptat a un autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche), i es duu a terme a 30 °C,
mesclant 5 pl de I'extracte proteic obtingut en el pas 3.7.1 o I'extracte cel-lular segons el punt
3.6.5.1 amb reactiu BioRad Protein assay (BioRad), diluit cinc vegades en un volum final de 250
pl (Metén et al, 1999b). Els valors d’absorbancia a 600 nm s’interpolen a una recta patré
obtinguda a partir de concentracions de 0.125 a 1 mg/ml d’una solucié d’albumina seérica

bovina.

3.7.3 Determinacio de I’activitat alanina aminotransferasa (ALT)

La determinacié de l'activitat enzimatica d’aquest enzim s’assaja en els extractes proteics
obtinguts segons el pas 3.7.1, i en els extractes cel-lulars segons el punt 3.6.5.1. La reaccié va
ésser duta a terme utilitzant el kit ALT/GPT BR (Linear Chemicals), adaptat a I'Gs en
I’autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche). La reaccid es duu a terme a 30 eC. L’ALT catalitza la
transferéncia del grup amino de I'alanina a I'a-cetoglutarat, amb la formacié de glutamat i
piruvat. Aquest ultim és reduit a lactat per accido de la lactat deshidrogenasa (LDH) en
preséncia de NADH. La reaccid es monitoritza cinéticament a través de la disminucié de
I'absorbancia a 340 nm, resultat de I'oxidacié del NADH, i és proporcional a I'activitat ALT de la
mostra. Una unitat d’activitat enzimatica s’expressa com a quantitat d’enzim que és capac de

consumir 1 umol de NADH per minut (U).

L-alanina + 2-cetoglutarat # L-glutamat + piruvat

piruvat + NADH + H*  ——2% 5 |actat + NAD"

La mescla de reaccié amb volum final de 220 pl conté:
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109 mM Tris-HCl, pH 7.3
540 mM L-alanina

13.5 mM 2-cetoglutarat
0.23 mM NADH

0.9 U/ml LDH

3 pl d’extracte proteic
3.7.4 Determinacio de I’activitat aspartat aminotransferasa (AST)

L’activitat enzimatica d’AST s’assaja en els extractes proteics obtinguts segons el pas 3.7.1.
L'assaig es duu a terme utilitzant el kit AST/GOT BR (Linear Chemicals), adaptat a I'Gs en
I’autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche). La reaccid es duu a terme a 30 2C. L’AST catalitza la
transferéncia del grup amino de l'aspartat a I'a-cetoglutarat amb la formacié de glutamat i
oxalacetat. Aquest Ultim és reduit a malat per la malat deshidrogenasa (MDH) en preséencia de
NADH. La reaccié es monitoritza cinéticament a través de la disminucié de I'absorbancia a 340
nm, resultat de I'oxidacié del NADH, i és proporcional a I'activitat AST de la mostra. Una unitat
d’activitat enzimatica s’expressa com a quantitat d’enzim que és capag¢ de consumir 1 umol de

NADH per minut (U).

L-aspartat + 2-cetoglutarat %ST L-glutamat + oxalacetat

oxalacetat + NADH +H*  — ™ 5 malat + NAD"

La mescla de reaccié amb volum final de 220 pul conté:

87.1mM Tris-HCI, pH 7.8
261 mM L-aspartat

13.5 mM 2-cetoglutarat
0.23 mM NADH

324 U/I MDH

432 U/I LDH

3 ul d’extracte proteic

3.7.5 Determinacio de I'activitat 6-fosfofructo-1-cinasa (PFK1)

La determinacié de l'activitat enzimatica d’aquest enzim s’assaja en els extractes proteics
obtinguts segons el pas 3.7.1. La reaccid és una adaptacié del metode de Castano (Castafio et
al, 1979) a I'assaig automatitzat en COBAS MIRA S (Roche), i es duu a terme a 30 2C (Metdn et

al, 1999b). La mescla d’assaig conté glucosa-6P, que isomeritza facilment a fructosa-6P per
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accié de la fosfoglucosa isomerasa present a I'extracte de la mostra, rad per la qual no és
necessari agregar aquest enzim. La reaccid es monitoritza registrant el descens d’absorbancia a
340 nm degut a la desaparicié de NADH durant el curs de I"Gltima reaccié acoblada. La unitat
d’activitat enzimatica es defineix com la quantitat d’enzim necessaria per consumir 2 umols de

NADH per minut.

glucosa-6P <&——> fructosa-6P

fructosa-6P + ATP — >  fructosa-1,6-P,

aldolasa

fructosa-1,6-P,, ——— > gliceraldehid-3P + dihidroxiacetona-P

TPI

gliceraldehid-3P <&——— dihidroxiacetona-P

G3PDH

dihidroxiacetona-P + NADH + H" glicerol-3P + NAD"

La mescla de reaccié amb volum final de 200 pl conté:

100mM Tris-HCI, pH 8.25

50 mM KCl

5 mM MgCl,

0.15 mM NADH

4 mM sulfat d’amoni

12 mM B-mercaptoetanol

10 mM fructosa-6-fosfat

30 mM glucosa-6-fosfat

1 mM ATP

0.675 U/ml aldolasa

5 U/ml LDH TPI (triosafosfat isomerasa)
2 U/ml G3PDH (gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa)

4 pl d’extracte proteic

3.7.6 Determinacio de I’activitat piruvat cinasa (PK)

La determinacié de l'activitat enzimatica d’aquest enzim s’assaja en els extractes proteics
obtinguts segons el pas 3.7.1. L’assaig es basa en el métode de Staal (Staal et al, 1975), adaptat
a 'autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche), i es realitza a 30 2C (Metdn et al, 1999b). La cinética
de la reaccié se segueix registrant el descens d’absorbancia a 340 nm degut a I'oxidacié de
NADH. La unitat d’activitat enzimatica de la PK es defineix com la quantitat d’enzim necessaria

per consumir 1 umol de NADH per minut.
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PEP+ADP+H" — P 5 piruvat + ATP

piruvat + NADH +H*  — 2% 5 [actat + NAD"

La mescla de reaccié amb volum final de 250 pl conté:

100mM glicil-glicina pH 7.4
100 mM KCl

10 mM MgcCl,

2.5 mM PEP (fosfoenolpiruvat)
0.15 mM NADH

2.5 mM ADP

21 U/ml LDH

2.5 ul d’extracte proteic

3.7.7 Determinacio de I'activitat fructosa 1,6-bifosfatasa (FBPasa)

La determinacié de l'activitat enzimatica d’aquest enzim s’assaja en els extractes proteics
obtinguts segons el pas 3.7.1, adaptant el metode de Ekdahl i Ekmann (Ekdahl i Ekmann, 1985)
a I'assaig automatitzat en COBAS MIRA S (Roche) (Metdn et al, 1999b). La reaccid, que es duu a
terme a 30 2C, se segueix determinant I'increment d’absorbancia a 340 nm degut a I'aparicid
de NADPH. Una unitat d’activitat FBPasa es defineix com la quantitat d’enzim capag de produir

1 umol de NADPH per minut.

FBPasa

fructosa 1,6-P, ———>  fructosa-6P + Pi

fructosa-6P * glucosa-6P

glucosa-6P + NADP* S 5 gp.gluconolactona + NADPH + H'

La mescla de reaccié amb volum final de 200 pl conté:

100mM imidazol-HCl pH 7.7

5 mM MgCl,

12 mM B-mercaptoetanol

0.5 mM NADH

0.05 mM fructosa-1,6-difosfat

2.5 U/ml PGl (fosfoglucosa isomerasa)

0.48 U/ml G6PDH (glucosa-6-fosfat deshidrogenasa)

4 pl d’extracte proteic
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3.7.8 Determinacio de I’activitat 6-fosfogluconat deshidrogenasa (6-PGDH)
La determinacié de l'activitat enzimatica d’aquest enzim s’assaja en els extractes proteics
obtinguts segons el pas 3.7.1. L’assaig automatitzat en COBAS MIRA S (Roche) a una
temperatura de 30 2C es basa en el métode descrit per Mdellering i Bergmeyer (1984) (Metdn
et al, 1999b). Es registra I'increment d’absorbancia a 340 nm degut a I'aparicié de NADPH. La
unitat d’activitat enzimatica es defineix com la quantitat d’enzim capacg de produir 1 umol de

NADPH per minut.

6-P gluconat + NADP®  — %" 5 ribulosa 5-P + NADPH + H*

La mescla de reaccié amb volum final de 200 pl conté:

82.7 imidazol-HCl pH 7.7
3 mM MgCl,

1mM 6-fosfogluconat
0.5 mM NADP*

4 ul d’extracte proteic

3.7.9 Determinacio de I'activitat glucosa 6-fosfat deshidrogenasa (G6PDH)

La determinacié de l'activitat enzimatica d’aquest enzim s’assaja en els extractes proteics
obtinguts segons el pas 3.7.1. L’assaig automatitzat en I'autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche)
a una temperatura de 30 2C es va basar en el métode manual descrit per Lee (1982) (Metdn et
al, 1999b). La reaccid es registra a través de l'increment d’absorbancia a 340 nm degut a
I"aparicié de NADPH. La unitat d’activitat enzimatica es defineix com la quantitat d’enzim capag

de produir 1 umol de NADPH per minut.

glucosa-6P + NADP" =215 6p-gluconolactona + NADPH + H*

La mescla de reaccié amb volum final de 200 pl conté:

77.5mM imidazol-HCl pH 7.7
5 mM MgCl,

1mM glucosa-6-fosfat

1 mM NADP

4 ul d’extracte proteic

3.7.10 Determinacio de glucosa en serum

La determinacié de glucosa es va mesurar sobre el serum obtingut tal com s’indica en el punt

3.1.1.2, diluit si era necessari per ajustar els valors dins de la recta de calibratge. Per a la
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determinacid es va utilitzar el kit Glucose MR (Linear Chemicals) adaptat a la determinacié a 30
oC en l'autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche). El metode es basa en la formacié de peroxid
d’hidrogen com a resultat de la reaccié d’oxidacié de la B-D-glucosa de les mostres, i la
utilitzacio d’aquest producte en una reaccié acoblada que déna com a resultat final un
compost vermell que es pot mesurar a 500 nm. La quantificacié s’efectua extrapolant els valors
d’absorbancia observats amb una recta de calibratge obtinguda a partir de solucions de

concentracions entre 6.25 i 200 mg/dl de glucosa.

3.7.11 Determinacio de triglicérids en serum

La determinacié de triglicérids es va mesurar sobre el serum obtingut tal com s’indica en el
punt 3.1.1.2, diluit si era necessari per ajustar els valors dins de la recta de calibratge. Per a la
determinacid s’utilitza el kit Triglycerides MR (Linear Chemicals) adaptat a la determinacié a 30
oC en I'autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche). El metode es basa en la hidrolisi dels triglicerids
en sérum i una serie de reaccions acoblades amb el glicerol resultant de la primera reaccié, per
finalment observar un compost vermell que es pot mesurar a 500 nm. La quantificacié
s’efectua extrapolant els valors d’absorbancia observats amb una recta de calibratge

obtinguda a partir de solucions de concentracions entre 6.25 i 200 mg/dl de glicerol.

3.8 Tractament estadistic de les dades

El tractament estadistic dels resultats es va dur a terme amb el programa informatic PASW 18
(SPSS, IBM). L’analisi estadistica entre dues condicions experimentals es va realitzar mitjangant

un test T de Student, mentre que per tres o més condicions es va utilitzar un test ANOVA.
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4. RESULTATS

4.1 Identificacio de proteines que interaccionen amb cALT2 mitjangant
la criba d’una biblioteca de cDNA d’orada utilitzant el sistema doble

hibrid en llevat

L’ALT juga un paper molt important com a nexe d’unié entre el metabolisme aminoacidic i el
gluconeogenic, ja que és I'enzim encarregat de catalitzar la transaminacié reversible entre L-
alanina i a-cetoglutarat per formar piruvat i L-glutamat. En I'orada s’han aillat tres isoformes
de I’enzim, dues de localitzacid citosolica generades per processament alternatiu del gen cALT
(cALT1 i cALT2) i una de mitocondrial (mALT) (Metdn et al, 2004; Anemaet et al, 2008). Les
caracteristiques cinétiques, el patrd de distribucié tissular i la regulacié nutricional i hormonal
de I'expressié difereix per a cadascuna de les tres isoformes (Anemaet et al, 2008; Salgado et
al, 2012). Donat la rellevancia de les diferents isoformes en el metabolisme intermediari és

important conéixer la regulacié post-traduccional a qué poden estar sotmeses.

El sistema doble hibrid en llevat (Saccharomyces cerevisiae) es va utilitzar per identificar
proteines que puguin regular I'activitat de I'ALT citosolica d’orada mitjangcant processos

d’interaccio proteina-proteina. En la figura 12 es resumeix el procediment que es va realitzar.

L'esquer que es va utilitzar va ser la seqliencia de cDNA de la cALT2 d’orada fusionada al DNA-
BD del factor de transcripcié GAL4. Aquesta construccid es va expressar mitjangant el plasmidi
pPGBKT7-cALT2 a la soca de llevat Y187. La utilitzacié de cALT2 com a esquer es déna perqueé el
seu mRNA conté un exd més que el missatger de cALT1, fet que es tradueix en la inclusié d’una
sequencia de poliasparragines a la regid N-terminal de la proteina. Les seqiiencies de
poliasparragina estan involucrades en interaccions proteina-proteina (Perutz et al, 2002), i aixo
suggereix que l'activitat enzimatica de cALT2 pot estar regulada per interaccié amb proteines

efectores.

La presa utilitzada va ésser una biblioteca de cDNA de fetge de Sparus aurata fusionada a I’AD
del factor de transcripcié GAL4, i que s’expressa en el plasmidi pGADT7-bib (que indica la
mescla de cDNAs de la biblioteca clonada per recombinacié homologa al vector pGADT7-Rec) a

la soca de llevat AH109.
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Figura 12. Representacid esquematica de I'assaig doble hibrid realitzat. La soca Y187 de
Saccharomyces cerevisiae es transforma amb el constructe pGBKT7-cALT2, i la soca AH109 es
transforma amb el vector pGADT7-Rec linearitzat i el cDNA representatiu d’una biblioteca de
fetge d’orada. Les dues soques es van aparellar, i es van seleccionar els clons positius per
creixement en medis restrictius. Imatge adaptada del protocol Matchmaker Library Construction
& Screening Kit (Clontech).

41.1 Eficiencia de la construccid de la biblioteca

La biblioteca de cDNA es va obtenir préviament al laboratori a partir d’'RNA poli A* de fetge
d’orada, utilitzant una mescla de fetges provinents d’orades alimentades i d’orades en deju.

El cDNA es va clonar al vector pGADT7-rec per recombinacié homologa en la soca de llevat
AH109. Donat que es tracta del clonatge d’una biblioteca de cDNA, i no d’una proteina Unica,
es va requerir previament transformar el cDNA sintetitzat. Per quantificar la magnitud dels
missatgers de la biblioteca representada es va calcular I'eficiencia de la transformacié i el titol
de la biblioteca.

L’eficiencia de transformacié de la biblioteca va ésser de:
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0.68 x 10° transformants / 3 ug de pGADT7 — Rec

Després del recompte en I’'hemacitometre de les cél-lules transformades en el volum de medi,

el titol de la biblioteca va ésser de:
8.7 x 107 colonies / ml

L'eficiencia de transformacié de la biblioteca déna una idea del nombre de copies de cDNA
clonades per recombinacid homologa dins del vector pGADT7. El titol de la biblioteca ens
indica el nombre de clons transformats que tindrem en un volum especific. Com que en cada
assaig doble hibrid s’utilitza 1 ml de la biblioteca, s’assumeix que en cada assaig es va partir de

8.7 x 107 colonies de transformants.

4.1.2 Eficiencia de I'aparellament

Les soques Y187 i AH109 de S. cerevisiae, que expressaven I'esquer i la presa respectivament,
es van aparellar durant 24 hores. El recompte de plaques selectives destinades als calculs
d’eficiencia de I'aparellament es va utilitzar per determinar la viabilitat de les diferents soques,

i la viabilitat dels diploides.

Viabilitat de la soca Y187 expressant pGBKT7 — cALT2: 2.7 x 107 colonies / ml
Viabilitat de la soca AH109 expressant pGADT7 — bib: 7.7 x 107 colonies / ml

Viabilitat dels diploides: 5.1 x 10* colonies / ml

Els valors de viabilitat de les soques indiquen que la soca Y187 és la limitant, tot i que amb un
valor no llunya del de la soca AH109. En un assaig ideal, la soca limitant hauria d’ésser la soca
AH109, que és la que expressa la biblioteca de cDNA fusionada al domini d’activacié del DNA
de GALA4. El fet que la soca limitant sigui la soca que expressa la proteina esquer (en el nostre
cas és la soca Y187) indica que un percentatge limitat dels clons que expressin les proteines

presa (expressades a la soca AH109) no es van poder aparellar.

El calcul de I'eficiéncia de I'aparellament va ésser:

5.4 x 10*colonies / ml dels diploides
X100 =0.19%

2.7 x 107colonies / ml de la soca limitant

Per ultim, es va calcular el nombre de clons cribats en I'assaig de doble hibrid realitzat:

5.1 x 10* colonies/ml de diploides X 12 ml = 6.12 x 105clons
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Considerant que el nombre de transformants de la biblioteca en cada assaig doble hibrid va ser
de 8.7 x 10’ clons, el nombre de clons cribats, que és de 6.12 x 10° clons, és dos ordres de
magnitud menor. Aquest resultat indica que és possible que un percentatge de proteines
representades en la biblioteca, fonamentalment proteines amb nivells baixos d’expressid, no

hagi pogut aparellar-se i ésser assajat.

4.1.3 Identificacio i analisi dels clons positius

Els clons diploides capacos de reconstruir I'activitat del factor de transcripcié GAL4, degut a
una interaccid entre les proteines esquer i presa, es van seleccionar en plaques TDO. Al cap
d’una setmana es van seleccionar les colonies presents a la placa TDO amb un diametre

superior a 1.5 mm. En total van ésser 8 colonies.

Aguestes 8 colonies es van recomprovar seleccionant-les de nou en medi TDO. A més, es van
créixer en medi QDO, que és més restrictiu que el TDO. De les 8 colonies, només una colonia

no va ésser capac de créixer en medi QDO, la colonia 6.

Totes les colonies que van créixer en medi TDO tenien una coloracid blanquinosa, i un
diametre entre 0.5 i 1 mm. En medi QDO adquirien una lleugera tonalitat rosada, degut a la
deficiencia d’adenina al medi. Aquests fenotips eren els esperats per a les colonies positives.
L’Unica excepcid va ésser la colonia 3, que tenia una coloracié rosada en tots dos medis, a més
d’una estructura molt irregular i amb filaments. El fenotip inusual d’aquesta colonia indica que

es podria tractar d’un fals positiu.

\
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Figura 13. Analisi per PCR dels inserts presents en els constructes pGADT7-bib aillats de les
colonies crescudes en medi TDO (1T a 8T) i medi QDO (1Q, 2Q, 4Q, 5Q, 7Q i 8Q). Carril M:
marcador de DNA (GeneRuler 1kb DNA Ladder, Fermentas). Resta de carrils: amplificacié d’inserts
a partir de les diferents colonies diploides seleccionades en medi TDO (indicades com a T) i QDO
(indicades com a Q). El DNA va ésser sotmes a una electroforesi en gel d’agarosa a I'1 % i va ésser
visualitzat per tincié amb RedSafe.

Després de repicar les colonies en medi de seleccié i obtenir-ne colonies aillades, se’n va
extreure els plasmidis corresponents. Per a cada clon aillat, es va comprovar que contenien els

plasmidis pGBKT7-cALT2 i pGADT7-bib mitjancant una PCR (figura 13). Per detectar el plasmidi
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pGBKT7-cALT2 es van utilitzar els oligonucleotids T7 i pGBKT7-rev. D’altra banda, per detectar

el plasmidi pGADT7-bib es van utilitzar els oligonucleotids T7 i pGADT7-rev.

Tal i com era d’esperar, per a la mateixa colonia, en els dos medis restrictius diferents (TDO i
QDO) s’aillava una banda d’igual mida. La colonia 3 no presenta cap insert i es va descartar per
estudis posteriors. Els plasmidis aillats de les colonies 1, 2, 4, 5, 6, 7 i 8 es van seqlienciar i se’n

van identificar fins a cinc proteines diferents (taula 3).

Numero de . Mida del péptid
.. Proteina .
colonia aillat
1 F-lectina 120 aa
2,4,8 RPS20 65 aa
5 RBP2 80 aa
6 HABP2 105 aa
7 péptid no identificat 30 aa

Taula 3. Peptids aillats dels clons positius. La proteina a que pertany cada clon aillat es va deduir
mitjangant un alineament de les seqliéncies nucleotidica i aminoacidica amb una base de dades
(BLAST). La mida es representa amb el nombre de residus d’aminoacids deduits a partir de la
seqliencia de cDNA aillada del plasmidi pGADT7-bib dels clons positius.

Els peéptids aillats corresponien a fragments de les proteines F-lectina, RPS20 (Ribosomal
Protein s20), RBP2 (Retinol Binding Protein 2), HABP2 (Hyaluronan Binding Protein 2), i un

péptid que no es va poder identificar.
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4.2 Clonatge i caracteritzacio de les proteines aillades

4.2.1 Obtencio de la seqliencia codificant dels clons positius

Com a pas previ a confirmar si les proteines identificades eren capaces d’interaccionar amb
CcALT2 i eventualment modificar I'activitat de I'ALT citosolica, es va completar la regié
codificant dels seus cDNAs mitjancant la técnica RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)
utilitzant el kit First Choice RLM-RACE Kit (Ambion). En el cas de les proteines F-lectina, RPS20 i
RBP2 només es va requerir el clonatge de la regié 5’ del missatger per completar la regid
codificant (CDS o Coding Domain Sequence), ja que els fragments aillats en I’assaig doble hibrid
corresponien a la regié 3’ del cDNA (incloent-hi el codd STOP). En el cas de la proteina HABP2
es va requerir el clonatge de les regions 5’ i 3’ del cDNA, perqué el fragment aillat corresponia

a una regio central de la regié codificant.

Per al clonatge de la regié 5’ del cDNA de I'F-lectina es van utilitzar els oligonucleotids MG1001
(per al PCR extern) i MG1002 (per al PCR intern), a més dels propis del kit utilitzat; en el cas
d’RPS20 es van utilitzar els oligonucleotids MG1003 (per al PCR extern) i MG1004 (per al PCR
intern); per clonar RBP2 els oligonucleotids utilitzats van ésser MG1005 (per al PCR extern) i
MG1006 (per al PCR intern). Per al clonatge de la regio 5’ del cDNA de la proteina HABP2 es
van utilitzar els oligonucleotids MG1007 (per al PCR extern) i MG1008 (per al PCR intern), i per

al clonatge de la regié 3’ del cDNA es va utilitzar I'oligonucleotid MG1009.

Un cop obtingudes les seqliéncies parcials adjacents a les seqiliéncies aillades anteriorment, es
van dissenyar oligonucleotids per al clonatge del cDNA complet de les quatre proteines. Les
parelles d’oligonucleotids utilitzades van ésser MG1306/MG1308 per al clonatge d’F-lectina,
JS-RPS20-F1/JS-RPS20-R1 per al clonatge d’RPS20, MG1311/MG1312 per al clonatge d’'RBP2, i
MG1309/MG1310 per al clonatge d’"HABP2. La regi6 codificant sencera de les proteines es va
amplificar a partir d’'una RT-PCR utilitzant RNA total de fetge d’orada (50 % peixos alimentats,
50 % peixos en deju) i es va clonar en el vector pGEM-T easy per obtenir els constructes pGEM-
Flectin, pGEM-RPS20, pGEM-RBP2 i pGEM-HABP2. Les seqliéncies nucleotidiques i
aminoacidiques de I'F-lectina (figura 14), RPS20 (figura 15), RBP2 (figura 16) i HABP2 (figura 17)
van ésser sotmeses a les bases de dades de EMBL/GenBank amb els ndmeros d’accés

KMO014671, KM014674, KM014673 i KM014672, respectivament.
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Figura 14. Seqiiéncia nucleotidica i aminoacids deduits de I’F-lectina de S. aurata. Els nucleotids
corresponents a la CDS es troben en majuscules, mentre que les regions 5’ i 3" UTR es troben en
minuscules. Els codons d’inici (ATG) i de final (TAA) estan marcats en negreta. La seqliencia
d’aminoacids esta marcada amb majuscules i negreta. La seqliencia nucleotidica aillada durant
I’assaig de doble hibrid es troba ressaltada en gris.
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1 ttggttgctc ccattcctgg ctcaccgctg ttcgcttgaa tttatttccg aataagtcgg
61 tcaggggtat tcacaATGGC TTTCAAGGAC ACTGGCAAGG CACCTGTTGA GACCGAGGTC
M A F KD T G KA PV E TE V 15
121 GCCATTCACC GCATCCGCAT CACCCTTACC AGCCGCAATG TCAAATCTCT GGAGAAGGTC
A I HR I R I T UL T S RNV K S L E K V 35
181 TGCGCTGACC TGATCCGTGG GGCTAAGGAG AAGAACCTGA AGGTGAAGGG ACCCGTCCGC
C A D L I R G A K E K N L K V K G P V R 55
241 ATGCCAACCA AGACTCTGCG CATCACCACC AGAAAGACTC CCTGTGGTGA AGGATCCAAA
M P T K T ULUR I TT RXKXKTU P CGE G S K 75
301 ACCTGGGATC GCTTCCAGAT GAGGATCCAC AAGCGCCTGA TTGATCTGCA CAGCCCATCT
T W D R F QM R I H K R L I D L H S P S 95
361 GAGATTGTCA AGCAGATCAC CTCCATCAGC ATTGAACCAG GTGTAGAGGT TGAGGTTACC
E I V K Q I T S I s I E P G V E V E V T 115
421 ATCGCTGACG CATAAa
I A D A - 119
Figura 15. Seqiieéncia nucleotidica i aminoacids deduits d’RPS20 de S. aurata. Els nucledtids
corresponents a la CDS es troben en majuscules, mentre que les regions 5’ i 3" UTR es troben en
minuscules. Els codons d’inici (ATG) i de final (TAA) estan marcats en negreta. La seqliéncia
d’aminoacids esta marcada amb majuscules i negreta. La seqliencia nucleotidica aillada durant
I’assaig de doble hibrid es troba ressaltada en gris.
1 taacggcaaa taccactgaa cgccggtcca acATGCCTGC TGATTACAAT GGACGCTGGG
M P A DY N G R W E 10
61 AGATGGTGAG CAACGAGAAC TTCGAGGATG TCATGAAAGG CTTAGACATT GACTTCGCCA
M VS N EN F EDV M K G L DI D F A T 30
121 CCAGGAAGAT AGCCGTCCAC CTGCATCAGA CAAAAATAAT CGTCCAGAAT GGAGACAAGT
R K I A VH L HQT K TITI V QN 66 D K F 50
181 TTGAAACGAA GACCCTCAGC ACCTTCAGGA ACTACGAGGT CAACTTCACC ATAGGAGAGG
E T K T L S T FU RN Y EV NTFT I G E E 70
241 AGTTTGAGGA GCAGACAAAG GCCCTGGACA ACCGGAAGGT CAAGACACTG GTTACCTGGG
F EE Q T K A L DN RKUV KTUL V T W D 90
301 ACGGAGACAA GCTGGTGTGC GTCCAGAAGG GAGAGAAAGA AAACCGCGGC TGGAGACAAT
G DK LV C V Q K G EEKE NURG WUR Q W 110
361 GGATCGAGGG AGACCTGCTA CACCTGGAAA TCCATGTGCT TGACAAAGTC TGCCACCAAA
I EG DL L H L E I HV L DKV CH QT 130
421 CATTTAAGAA GAGCCAGTAA gatgggaacc acctcggtct caacgaagct gcccgtcatg
F K K S Q - 135
481 tgatgcatgt tgctgtctat ttataat

Figura 16. Seqiiencia nucleotidica i aminoacids deduits d’RBP2 de S. aurata. Els nucleotids
corresponents a la CDS es troben en majuscules, mentre que les regions 5’ i 3" UTR es troben en
minuscules. Els codons d’inici (ATG) i de final (TAA) estan marcats en negreta. La seqliéncia
d’aminoacids esta marcada amb majuscules i negreta. La seqliencia nucleotidica aillada durant
I’assaig de doble hibrid es troba ressaltada en gris.
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GAAATGACTT
N D F

CCGATGACTG
D D C

ATGGTGATGA
G D E

TTGATTCCTT
D S F

GAGAGCTGAT
E L M

ATGTGACAGA
vV T E

CTGATCCTAC
D P T

CAACACCTCA
T P Q

AGCCCACCcCA
P T Q

CCACCCCTCC
T P P

CCCGAATCAT
R I I

AAGTGAGACC
V R P

AGAGCTGCTG
S C W

TCATGGGAGG
M G G

GCTCCTCTTC
L L F

ATACAAGAAA
Y K K

TGGCAAGAGA
G K R

ATTGAGTGGT
L S G

AAACGACAAA
N D K

AAAAGGCAAA
K G K

TCCAAAACAT
P K H

TCCATTCTAT
P F Y

ACTGTGTGAG
L C E

TGACTGCCAG
D C Q

CTATGTGGAT
Y VvV D

ATGCCTCTAC
C L Y

TGAGGACAAA
E D K

GCCATGGTGC
P W C

GTGTCCTGTA
cC P V

TGCTCCAAAG
A P K

ACCCACAACA
P T T

GGCTCCACCA
A P P

ACTGCAACAG
L o Q

CAGTGGTCTA
S G L

ACAGAAGTCA
Q K S

GGTACTGACA
vV L T

TCTGTCTCTA
L s L

ATTTGCCTCT
I C L F

CATCGTCATC
H R H R

GCAAAATATG
A K Y E

GATGATGATG
D D D D

TGCAACCCAA
C N P N

ATCAAATGTG
I K C D

TGTAGGAAAG
C R K G

GAGTGCAAGT
E C K C

CCTAGCCCAT
P S P C

TGCCCTCCGG
C P P G

GATGGAGAAT
D G E s

TGGAACTCTC
W N S Q

GATGGACTTG
D G L G

TTCTTCAGAA
F F R R

CCAACAGGTG
P T G V

CCCCAACCAA
P Q P T

GTCCCCAAGC
VvV P K P

CCTTCTTCTA
P S S T

TTTTCCACTT
F S T C

AAGGTCTCTC
K VvV s P

AACCTGCCGT
N L P F

GCTGCACACT
A A H C

AATATAGACG
N I D E

TCTTAGCAGC
L A A

GTGACCATCA
D H H

AGGACATAAT
D I I

ATGAAGACGA
E D E

ATCCTTGCCT
P C L

ATTGTCCCAG
C P R

GTATATGTGG
I C G

GCAAAGAGCC
K E P

GTAAGAATGG
K N G

GGTACAGAGG
Y R G

CATACCGTGG
Y R G

AGTTCATCCT
F I L

GCCCTCACAA
P H N

GAGGCCGCAG
G R R

TGGCGCCAAC
A P T

CAGAACCTCA
E P Q

CAGCGACTAC
A T T

CCACCCCTGG
T P G

GCGGCAAGCC
G K P

CCGGAGCTAT
G A I

TCAGACACAC
R H T

GCATTGAACC
I E P

AACCCACAGA
P T E

GCTTGTCATA
L Vv I

CGATCCTGAC
D P D

TAAAGATGCT
K D A

AGAAAGTGCA
E S A

CAACAATGGT
N N G

ACCTTTCAAG
P F K

GCGTGGTGAA
R G E

CTTCCAGCCT
F Q P

TGGAACATGT
G T C

ACGTTTCTGC
R F C

CAATGTGAGT
N VvV s

AGAGAAAGGA
E K G

CTTCTGCAGA
F C R

GTTGTTGTGG
L L W

TGGTGTTGTC
G VvV V

ACCTACAGCC
P T A

CAAACCCCCA
K P P

TGCTTCTGTC
A S V

TCAGCCAAAA
Q0 P K

ACCTTGGCAG
P W Q

GTGTGGAGGT
C G G

AAACACTGAA
N T E

GCAAACCCTA
O T L

17

37

57

77

97

117

137

157

177

197

217

237

257

277

297

317

337

357

377

397

417

437

457
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1381 AGAGTTGAAG AGGCTATTAG GCATGAGAAC TACAGGGAGA CTCCTTCAGC AGTTTACAAC

R V E E A I R H E N Y R E T P S A vV ¥ N 477
1441 GACATAGGCT TGTTGAGGCT GAATGGTATC AACGGAGTTT GTGCCAATGA GACCCAGTTT

D I G L L R L N G I N G Vv C A N E T Q F 497
1501 GTGAAGACAG CCTGTCTGCC CGATGCTCAG CTGCCTGATG GGATGGAGTG TAAAATTTCT

V K T A cC L P D A Q L P D G M E C K I s 517
1561 GGATGGGGTG CCACTGAAGA ATTTGAATAT GGTTCTAACC ATTTGCTGTC GGCCAATGTA

G W G A T E E F E Y G S N H L L S A N V 537
1621 CTGCTGATCA ACCAGGAAAA GTGCATGGAG CCTATTGTTT ATGGCAGTGT CCTGGATAAT

L L I N Q E K C M E P I V Y G S V L D N 557
1681 TCTATGTTCT GTGCTGGCCA CCTGCAGGGA GGGGTGGATT CCTGCCAGGG TGACTCTGGA

S M F C A G H L Q G G V D S C Q G D S G 5717
1741 GGACCACTGA CTTGTAGGCA AAATAATACC AGCGTTGTTT ATGGTATTGT GAGTTGGGGA

G P L T C R Q N N T s v v Y G I V S W G 597
1801 GACCAATGTG GAATGAAGAA CAAGCCTGGG GTCTACACAC GGGTCACTAA CTTCCTGGAC

D Q C G M K N K P G V Y T R vV T N F L D 617
1861 TGGATCAAGT CAAAGACTCA GGCAGCATCT CCATAAgcaa ccttgattac tcagcaacat

W I K s K T Q A A S P - 628
1921 gccagtaagt ttagccaagg acgtgtttat gtacagagca ggtattactc ctcccgatta
1981 agctttgggt ttttgtgcac ttgtacctgt tatttttttg cttaacaggt ctataacacc
2041 atctttat

Figura 17. Seqiiéncia nucleotidica i aminoacids deduits d’HABP2 de S. aurata. Els nucleodtids
corresponents a la CDS es troben en majuscules, mentre que les regions 5’ i 3’ UTR es troben en
minuscules. Els codons d’inici (ATG) i de final (TAA) estan marcats en negreta. La seqliéncia
d’aminoacids esta marcada amb majuscules i negreta. La seqliéncia nucleotidica aillada durant
I’assaig de doble hibrid es troba ressaltada en gris.

A la taula 4 es mostren les quatre proteines seqlienciades amb el nombre d’aminoacids que

corresponen a la proteina, i el pes molecular deduit.

. Nombre
Nom ID GenBank cDNA aillat . Pes molecular
d’aminoacids
F-lectina KM014671 1360 pb 312 aa 34601.6 Da
RPS20 KMO014674 436 pb 119 aa 13346.6 Da
RBP2 KM014673 507 pb 135 aa 15900.0 Da
HABP2 KM014672 2048 pb 628 aa 69160.2 Da

Taula 4. Identificaciéo i caracteristiques dels cDNAs sencers corresponents a les proteines
aillades durant I'assaig de doble hibrid. Identificacié a la base de dades de GenBank de les
diferents proteines aillades dels clons positius en I'assaig doble hibrid d’interaccié entre
proteines. La taula representa la mida en parell de bases del cDNA aillat (comprenent les regions
UTR) i el nombre d’aminoacids de la proteina resultant. S’afegeix una prediccié del pes molecular
de cada proteina.

De les quatre proteines potencialment positives es va decidir continuar els estudis d’interaccié

amb una d’elles, I'F-lectina. Com cALT2, I'F-lectina presenta una regié poliasparragina en la

seva seqliéncia que podria estar implicada en interaccions proteina-proteina.
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4.2.2 Caracteritzacio de I’F-lectina

L'F-lectina o fucolectina és una proteina d’unié a la fucosa. Pertany a una nova familia de
lectines amb un plegament unic (lectines tipus F), que es troba només en peixos. Les lectines
es caracteritzen per tenir diferents dominis d’unié a carbohidrats (CRD, Carbohydrate
Recognition Domain). En el cas de les F-lectines, el carbohidrat de preferencia és la fucosa

(Kilpatrick, 2002; Vasta et al, 2011).

*:*: **:***::*:****.*:*********** * K .:***********::**:***
Sau MKHTGVFILLLEFGSCSAYTYONVALRGKATQSYRYEPSNYGAAYNAIDGNRETDFKAGS 60
Msax MRHSVVFLLLLLLGACSAYNYKNVALRGKATQSARYLH-THGAAYNAIDGNRNSDFEAGS 59
Mchr MMKLSVEFLVLLLLDSSSAHTYKNVALRGKATQSARYVH-TFGAAYNAIDGNSESDFHAGS 59
Dlab MRHSVVEFLLLLLLGAGSAYNYKNLALRGKATQSARYVH-TFGAAYSAIDGNRDPVEDAGS 59

* . Khk e o hkk o o . * Kk . kK ekekhkkkhkhkkhkkhkhkk k% kK Ak Kkk Kk kk*k . *x kKK

khkhkkhk hhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkrkhk hhkhkhkkokhkhhkhkrhkhkhkhkhkrkekhkkhk Khkeokkhkhkhkeokeo K*kokk

Sau CTHTAEQTNPWWRVDLLESYIVTSVTITNRGDCCPERINGAEIRIGNSLQDHGVINPLAA 120

Msax CTHT IEQTNPWWRVDLLEPYIVTSITITNRGDCCPERLNGVEIHIGNSIQENGVANPRVG 119
Mchr CTHTAEQTNPWWRVDLLDPYIVTSITITNRGDCCAERLNGLQIHIGNSLONNSLENPMVG 119
Dlab CTHSAEQTNPWWRVDLLEPYIVTSIIITNREDCCADRLNGAEIHIGNSLLDGGAANPRVG 119
Kxk e KAKAXKKAXNK KK kAXKhks KhAX kXX skokk ckakkkks o K%k
KX KKk Kk kase sk KAKXKKAK KK KKk e ARKKEAK s KARKKARKKAXK ¢ kXK .
Sau VIFENPAVNSFTFTLONRFEGRYVTVVLPGPNKILSLCEVEVYGYRAPTGENLALOGKAS 180
Msax VISHIPAGISHTISFTERVEGRYVIVLLPGTNKVLTLCEVEVHGYRAPTGENLALRGKAT 179
Mchr TIAEIGAAKSFNLPLSDRPEGRYVTLVLPGSKRILTLCEVEIYGYRAPTSENLALQGKAT 179
Dlab VISHIPAGISHTFSFTERLEGRYLTVLIPGTNKFLTLCEVEVYGYRAPTGENLALQGKAT 179
KLk ke e ek Akkkakesakk se kekkkAke s kRKKEAK KAK KKk KKk,
****: .**********:***:: ******:* ******:** ***:*:***:***..:.
Sau QOSSLYANGIAYNAIDGNHANNFDRASCTHTNNDMNPWWRLDLRKTHKVLSVKITNRHNYS 240
Msax QOSSLFESGIAYNAIDGNQOANNWEMASCTHTKNTMNPWWRMDLSKTHRVFSVKVTNRDSFE 239
Mchr OSSLYGLGIASNAIDGNRASSWNQPSCTHTNNDMNPWWRLSLPKTHRVEFSVKVTNRDEVE 239
Dlab OSSLYEFGIAYNAIDGNQANNWIKASCSHTNKEMNPWWRLDLRKTHRVESVKVTNRDSYE 239

* ok kK . Kk Ak Ak Kk AkKkk ok . hhkokk oo hhkhhkkhkhke * hhkokeohkhkokkk

ek ekkhhkhkhkhkhAhkhhkohhhhkhhkhhkhhkokhkdx dhhkhhkhoohkhhhhkrhkhkhhhkdx ohkhkhhkhkrkhkrk

Sau ERLNGAEIRIGDSLENNGNNNPRCALITEIPAGATAEFQCNGMDGRYVTVVIPGREEYLT 300
Msax KRINGAEIRIGDSLDNNGNNNPRCAVITSIPAGASTEFQCNGMDGRYVNIVIPGREEYLT 299
Mchr ERINGAEIRIGDSLDNNGNNNPRCAVIPSIPASATAEFQCNGMDGRYINIVIPGRKEYLT 299
Dlab ORINGAEIRIGDSLDNNGNNNQRCAVITSIPASATTEFQCNGMDGRYVNIVIPGKEEYLT 299
:*:***********:****** ***:* .***.*::***********:.:****::****
kA khkk Kk kK hkkkk
Sau LCEVEVYGSVLD 312
Msax LCEVEVYGSVLD 311
Mchr LCEVEVYGSVLD 311
Dlab LCEVEVYGSVLD 311

kkkkkkhkkkhk kK kK

Figura 18. Alineament de la seqiiéncia d’aminoacids de I’F-lectina de S. aurata amb seqiiéncies
descrites per a altres organismes. L’'homologia entre els residus d’aminoacids de les diferents
especies es representa marcada en gris, i amb la série d’asteriscs situats a sota de I'alineament.
L’'homologia entre I'F-lectina de S. aurata i Morone saxatilis es representa amb els residus en
negreta i la série d’asteriscs situats a la part superior de I'alineament. L'alineament es va fer
utilitzant el programa informatic Clustal Omega (Clustal Omega 1.2.1). Sau: Sparus aurata,
KMO014671; Msax: Morone saxatilis, ABB29997.1; Mchr: Morone chrysops, ABB29992.1; Dlab:
Dicentrarchus labrax, ACF94293.1.
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L'F-lectina d’orada presenta un elevat grau d’homologia en la seva seqiiéncia d’aminoacids
amb I'F-lectina d’altres espécies de peixos. Tal com es mostra a la figura 18, presenta una
identitat aproximada del 74 % amb el llobarro (Dicentrarchus labrax) i el llobarro blanc

(Morone chrysops), i del 75 % amb el llobarro ratllat (Morone saxatilis).

En particular, la seva homologia en la seqliencia d’aminoacids amb la proteina de Morone
saxatilis és especialment util, ja que I'estructura terciaria d’aquesta F-lectina s’ha descrit a
partir de la seva cristal-litzacié (Protein Data Base ID: 3CQQO). S’ha caracteritzat i visualitzat
I'estructura i els llocs d’unié a la fucosa en I'F-lectina de M. saxatilis, determinat els diferents
CRD, que queden exposats a la part externa de la proteina, i identificat els aminoacids
implicats en la unid a la fucosa (Bianchet, 2010). Donada I'alta homologia amb la seqliéncia

d’aquesta proteina, és possible fer una prediccié de I'estructura de I'F-lectina d’orada (figura

19).
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Figura 19. Estructura terciaria predita per a I’F-lectina de S. aurata. Estructura obtinguda a partir
de I'alineament de la seqliéncia proteica de I'F-lectina d’orada amb I’estructura cristal-litzada de
I'F-lectina de llobarro ratllat (Morone saxatilis MsaFBP32, estructura 3CQQO). Visualitzacié en
dibuix segons I'estructura secundaria en Jmol (Jmol 14.2.4_2014.08.03). Els girs beta es troben
representats en blau, les fulles beta en cintes de color groc, i les helix en cintes violeta. La resta
d’estructures es representen amb color gris. A. Representacié de I'estructura terciaria de I'F-
lectina de S. aurata deduida per homologia. B. Els aminoacids corresponents a la seqiiencia
aillada durant I'assaig de doble hibrid es troben ressaltats en groc. C. Ampliacié de les zones
d’unié a la fucosa en els dominis N i C terminal. Els aminoacids importants en la unié a la fucosa
es troben ressaltats amb groc, i marcats amb una fletxa.

L’analisi bioinformatic amb el programa SignalP 4.1 indica la preséncia d’un peptid senyal amb

una probabilitat del 91 % de la posicié 1 a la 18, amb el lloc de tall entre les posicions 18 i 19.
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La preséncia d’aquest peptid senyal indica que la proteina podria ser secretada seguint la via
classica. La seqliencia restant esta compresa per dos subdominis de lectina de tipus F situats
en tandem. El fragment de cDNA aillat durant I'assaig doble hibrid en llevat corresponia al
subdomini C-terminal de la proteina. Per tant, és de suposar que la interaccid amb cALT2 es fa

a través d’aquest domini.

|

Nter MKHTGVEILLLFFGSCSAYTYONVALRGKATQSYRYEPSNYGAAYNATDGNRETDFKAGS 60
Cter ——mmmmmmmmm e GENLALQGKASQSSLYA---NGIAYNATDGNHANNEDRAS 206
:*:**:***:‘k* * * ********: ':*. .*
! Lol
Nter CTHTAEQTNPWWRVDLLESYIVTSVTITNRGDCCPERTNGAETRTIGNSLODHGVTNPLAA 120
Cter CTHTNNDMNPWWRLDLRKTHKVLSVKI TNRHEN-YSERLNGAETRTGDSLENNGNNNPRCA 265
* k Kk % s *‘k*‘k*:*‘k s * ‘k*_*‘k*‘k : **:********:**::_* "k* .‘k
Nter VIFENPAVNSFTFTLONRFEGRYVTVVLPGPNKILSLCEVEVYGYRAPT 169
Cter LITETPAGATAEFQ-CNGMDGRYVTVVIPGREEYLTLCEVEVYGSVLD 312

ek Kk k% . * * e ek kKhkAkKAkKhKk o kK .. ke kk Kk hk Kk Kk Kk

Figura 20. Alineament de la seqiiéncia de proteina dels dos subdominis de I’F-lectina de S.
aurata. Alineament dels dos subdominis d’F-lectina situats en tandem utilitzant el programa
informatic Clustal Omega (Clustal O 1.2.1). El péptid senyal situat a I'extrem N terminal de la
proteina esta marcat amb fons gris i subratllat. Els diferents dominis d’unié a carbohidrats (CRD)
es troben marcats amb fons gris. Els aminoacids amb la marca superior (J/) indiquen els residus
predits clau per a la unié a fucosa.

Els dos subdominis, N-terminal i C-terminal, comparteixen una gran homologia de seqliéncia
(figura 20), amb una identitat del 55 %. Si s’exceptuen les zones deduides com a CRD (ja que
sén regions molt variables), la identitat augmenta fins a un 65 %. A més, alguns dels residus
clau per a la unid a la fucosa no es troben conservats en els domini C-terminal, la qual cosa
suggereix que l'afinitat per les diferents estructures fucosilades pot diferir en els dos

subdominis.



120 RESULTATS

4.3 Localitzacio subcel-lular de I’F-lectina, cALT1 i cALT2 en céel-lules

eucariotes

Per comprovar la viabilitat de la interaccié entre F-lectina i cALT1 o cALT2 in vivo, es va

analitzar la localitzacid subcel-lular de les tres proteines expressades en cél-lules SBL.

Per dur a terme aquest objectiu, s’obtingueren constructes que expressaven cALT1, cALT2 i F-
lectina fusionades a fluorofors. D’aquesta manera es visualitza la localitzacié subcel-lular de les
proteines assajades utilitzant un microscopi confocal capag d’excitar el fluorofor i de detectar-

ne I'emissio.

Els constructes de fusié de cALT1 i cALT2 a I'extrem N-terminal d’EGFP (un fluorofor que es
detecta a la longitud d’ona del verd si s’excita a 488 nm) es van realitzar préviament al
laboratori (Metdn et al, 2004; Anemaet et al, 2008). Es tracta dels constructes pcALT1-EGFP i

pcALT2-EGFP, respectivament.

L’F-lectina es va clonar dins d’un vector que permet |'expressid de la proteina fusionada a
DsRedmon, un fluorofor que es pot detectar a la longitud d’ona del vermell si s’excita a 561 nm.
Donat que I'F-lectina té un péptid senyal al seu extrem N-terminal, i que aquest péeptid podria
ésser important per a la bona compartimentacié de la proteina, I'F-lectina es va clonar en dos
vector diferents: pDsRedmonMCS-N i pDsRedmon-C. El vector pDsRedmonMCS-N expressa |'F-
lectina fusionada a I'extrem N-terminal de DsRedmon (o el que és el mateix, el fluorofor
DsRedmon es fusiona a I'extrem C-terminal de I'F-lectina, deixant el peptid senyal lliure). El
vector pDsRedmon-C expressa I'F-lectina fusionada pel seu extrem N-terminal al fluorofor

DsRedmon, deixant lliure el domini C-terminal d’interaccié detectat en el sistema doble hibrid.

Per realitzar el subclonatge als vectors pDsRedmonMCS-N i pDsRedmon-C, la CDS de I'F-lectina
es va amplificar per PCR utilitzant les parelles d’encebadors MG1403/MG1404 i
MG1105/MG1106 respectivament, i el constructe pGEM-Flectin com a motllo. El subclonatge

dels amplicons resultants generaren els constructes pFlectin-DsRedmon i pDsRedmon-Flectin.

Per comprovar la localitzacié subcel-lular de les proteines cALT1, cALT2 i F-lectina, cél-lules SBL
es van sembrar sobre cobreobjectes, i a les 24 hores es van transfectar amb els plasmidis
pcALT1-EGFP, pcALT2-EGFP i el control negatiu pEGFP. Després de 48 hores les cél-lules van
ésser fixades per a la seva posterior visualitzacid al microscopi confocal. Es van prendre

fotografies de les cel-lules a les longituds d’ona d’excitacié d’EGFP (488 nm).
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Tal com estava préviament descrit en les linies cel-lulars CHO i HEK293 (Metdn et al, 2004;
Anemaet et al, 2008), en ceél-lules SBL la distribucid de cALT1 i cALT2 és difosa per tota la
cel-lula, suggerint una localitzacié preferentment citosolica. Tot i amb aix0, es pot apreciar a

més un patré lleugerament vesiculat per a ambdues proteines (figura 21).

EGFP CALT1-EGFP CALT2-EGFP

Figura 21. Localitzaci6 subcel-lular de cALT1-EGFP i cALT2-EGFP en cél-lules SBL. Cél-lules SBL es
van sembrar en plagues de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 ug del
control negatiu (pEGFP) i dels constructes de fusié fluorescents pcALT1-EGFP i pcALT2-EGFP.
Després de 48 hores les cel-lules es van fixar i van ésser analitzades amb un microscopi confocal
d’escaneig amb laser. Imatges representatives preses a la longitud d’excitacié d’EGFP (488 nm,
representat en verd).

D’altra banda, per tal de comprovar la localitzacié subcel-lular de I'F-lectina d’orada, cél-lules
SBL es van sembrar sobre cobreobjectes, i a les 24 hores es van transfectar amb el plasmidi de
fusié pFlectin-DsRedmon i el control negatiu pDsRedmonMCS-N. Després de 48 hores les
cél-lules es van recollir i els cobreobjectes es van muntar per a la visualitzacié al microscopi
confocal. Es van prendre fotografies de les cel-lules a les longituds d’ona d’excitacié de

DsRedmon (561 nm).

La figura 22 mostra un patré de localitzacié subcel-lular per a I’F-lectina en forma vesiculada. El
patré de distribucid de les vesicules és citosolic amb tendéncia perinuclear. Aquesta
localitzacié és consistent amb els estudis in silico (punt 4.2.2), i suggereix la preséncia d’un
péptid senyal en I'F-lectina, de manera que la proteina podria seguir la via classica de sintesi a

I'aparell de Golgi i secrecid a través de vesicules.
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Figura 22. Localitzacié subcel-lular de Flectin-DsRedmon en cél-lules SBL. Cél-lules SBL es van
sembrar en plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 pg del control
negatiu pDsRedmonMCS-N i el constructe de fusid fluorescent pFlectin-DsRedmon. Després de
48 hores les cél-lules es van fixar i van ésser analitzades amb un microscopi confocal d’escaneig
amb laser. Imatges representatives preses a la longitud d’excitaci6 de DsRedmon (561 nm,
representat en vermell).

4.3.1 Localitzacié en aparell de Golgi de I’F-lectina, cALT1 i cALT2

Per comprovar si I'F-lectina segueix la via de secrecié classica, on la proteina es marca a
I'aparell de Golgi per a la seva secrecio, es va realitzar una immunodeteccié amb un anticos
que detecta la proteina GM130 (GM130, BD Transduction Laboratories). La proteina GM130
forma part de la matriu de cis-Golgi (Puthenveedu et al, 2006; Marra et al,, 2007; Valentijn et
al, 2007; Holst et al, 2013; Shitara et al, 2013). La deteccid d’aquest anticos en el microscopi es
va fer a través d’un anticos secundari, Alexa Fluor 647 (Life Technologies), que és capag

d’emetre fluorescéncia si s’excita a una longitud d’ona de vermell llunya (633 nm).

Cel-lules SBL es van transfectar amb els constructes pFlectin-DsRedmon, pcALT1-EGFP o
pcALT2-EGFP, i després de 48 hores es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una
hora amb I’anticos que s’uneix a la proteina GM130, i una hora més amb I'anticos secundari
Alexa Fluor 647. Les cel-lules es van visualitzar en un microscopi confocal d’escaneig laser a les
longituds d’ona de 561 nm (Flectin-DsRedmon, en vermell), 488 nm (cALT1-EGFP i cALT2-EGFP,
enverd) i 633 nm (GM130, en blau).

Les figures 23, 24 i 25 mostren les imatges representatives de cél-lules transfectades amb els
plasmidis d’expressié de Flectin-DsRedmon, cALT1-EGFP i cALT2-EGFP, respectivament,
incubades en presencia de l'anticos que detecta GM130, juntament amb una imatge de
solapament (merge) per detectar la possible colocalitzaciéo de GM130 i les proteines assajades.
Per visualitzar la colocalitzaci6 amb més detall s’adjunta una imatge ampliada de la zona

marcada amb un requadre blanc a la imatge de solapament (figura 23B, figura 24B i figura 25B).
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En les imatges ampliades se senyala part de I'aparell de Golgi amb fletxes blanques, i es
marquen les regions d’interés (ROI) sobre les que es mesuren els histogrames representatius
de les intensitats d’emissid de fluorescencia en escala de grisos per a cada fluorofor en la

distancia fixada a la ROI (figura 23Ci D, figura 24C i figura 25C).
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Figura 23. Localitzacio en aparell de Golgi de Flectin-DsRedmon. Cél-lules SBL es van sembrar en
plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 ug del plasmidi pFlectin-
DsRedmon. Després de 48 hores, les cél-lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant
una hora amb I'anticos GM130, que posteriorment es va detectar mitjangant I'anticos secundari
Alexa Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les
longituds d’ona de 561 nm (Flectin-DsRedmon) i 633 nm (GM130). S’adjunta la imatge de
solapament (merge). B. Ampliacié de la zona marcada amb un requadre blanc. Amb linies
grogues es marquen les ROl 1 i ROI 2. Les fletxes blanques indiquen aparell de Golgi. C.
Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels dos canals, a la zona de la ROI 1. D. Histograma
d’intensitat d’escala de grisos dels dos canals, a la zona de la ROI 2. Els histogrames indiquen la
superposicio de les intensitats dels cromofors a les zones marcades.

En cel-lules SBL es pot observar una colocalitzacid parcial d’F-lectina i la proteina marcadora
d’aparell de Golgi GM130, identificable per la coloracié violeta en la imatge de solapament
ampliada resultant de la superposicié dels fluorofors vermell (Flectin-DsRedmon) i blau
(GM130). De la mateixa manera, els histogrames de les dues ROl mesurades indiquen una

coincidencia en les intensitats dels dos fluorofors en el mateix espai.
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Aguests resultats suggereixen que F-lectina es troba parcialment localitzada en I'aparell de

Golgi.

CALT1-EGFP GM130 merge

0 20 40 60 80 100
Distance

Figura 24. Localitzacié en aparell de Golgi de cALT1-EGFP. Cél-lules SBL es van sembrar en
plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 pug del plasmidi pcALT1-
EGFP. Després de 48 hores, les cél-lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una
hora amb I'anticos GM130, que posteriorment es va detectar mitjangant I'anticos secundari Alexa
Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les longituds
d’ona de 488 nm (cALT1-EGFP) i 633 nm (GM130). S’adjunta la imatge de solapament (merge). B.
Ampliacié de la zona marcada amb un requadre blanc. Amb linia groga es marca laROI 1. La fletxa
blanca indica aparell de Golgi. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels dos canals, a la
zona de la ROI 1. Els histogrames indiquen la superposicié de les intensitats dels cromofors a les
zones marcades.

D’altra banda, en cél-lules SBL transfectades només amb plasmidis d’expressié de cALT1 o
cALT2, es pot observar que les isoformes de cALT no colocalitzen amb la proteina GM130, o ho
fan molt vagament en el cas de cALT2. En les imatges sense ampliar (figura 24A i figura 25A) es
pot observar que les proteines cALT1 i cALT2 (marcades en verd) i GM130 (marcat en blau) no
es troben en el mateix compartiment dins la cel-lula. La superposicid dels fluorofors verd
(cALT1-EGFP i cALT2-EGFP) i blau (GM130) s’hauria d’identificar amb coloracié blanca a les
imatges de solapament ampliades. En les imatges ampliades, no s’observa superposicié de

fluorofors en les cel-lules transfectades amb cALT1-EGFP i cALT2-EGFP (no hi ha estructures de
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color blanc a les imatges de solapament, i els histogrames d’intensitat dels fluorofors no se

superposen en la ROI definida).
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Figura 25. Localitzacié en aparell de Golgi de cALT2-EGFP. Cél-lules SBL es van sembrar en
plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 ug del plasmidi pcALT2-
EGFP. Després de 48 hores, les cél-lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una
hora amb I'anticos GM130, que posteriorment es va detectar mitjangant I'anticos secundari Alexa
Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les longituds
d’ona de 488 nm (cALT2-EGFP) i 633 nm (GM130). S’adjunta la imatge de solapament (merge). B.
Ampliacié de la zona marcada amb un requadre blanc. Amb linia groga es marca la ROI 1. La
fletxa blanca indica aparell de Golgi. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels dos canals,
a la zona de la ROI 1. Els histogrames indiquen la superposicié de les intensitats dels cromofors a
les zones marcades.

Aquests resultats suggereixen que en cél-lules SBL sobreexpressant cALT1 i cALT2, aquestes
proteines no es localitzen de manera significativa en I'aparell de Golgi, o que la seva

localitzacié en aquest compartiment és molt residual.
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4.3.2 Localitzacid en vesicules de secrecio de I’F-lectina, cALT1 i cALT2

Per comprovar que |'F-lectina es troba en vesicules de secrecid es va realitzar una
immunodeteccié amb un anticos que detecta la proteina sintaxina-6 (STX-6, Abcam). La
proteina STX-6 es troba en el TGN i forma part de vesicules de secrecié immadures (Bock et al,
1997; Klumperman et al, 1998; Holst et al, 2013; Shitara et al, 2013). La deteccié d’aquest
anticos en el microscopi es fa a través d’'un anticos secundari, Alexa Fluor 647 (Life
Technologies), que és capac¢ d’emetre fluorescéncia si s’excita a una longitud d’ona de vermell

llunya (633 nm).

En aquest cas es van utilitzar cél-lules 293A, d’origen huma, donat que I'anticos utilitzat, que
detecta la proteina de ratoli, no és capa¢ de detectar la STX-6 de llobarro que expressen les

cel-lules SBL.

Cel-lules 293A es van transfectar amb els constructes Flectin-DsRedmon, cALT1-EGFP o cALT2-
EGFP, i després de 48 hores es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una hora amb
I’anticos contra la STX-6, i una hora més amb I"anticos secundari Alexa Fluor 647. Les cel-lules
es van visualitzar en un microscopi confocal d’escaneig laser a les longituds d’ona de 561 nm
(Flectin-DsRedmon, en vermell), 488 nm (cALT1-EGFP i cALT2-EGFP, en verd) i 633 nm (STX-6,

en blau).

Les figures 26, 27 i 28 mostren les imatges representatives d’una cel-lula transfectada amb els
plasmidis d’expressié de Flectin-DsRedmon, cALT1-EGFP i cALT2-EGFP respectivament, i el seu

marcatge amb I'anticos que detecta STX-6, juntament amb una imatge de solapament (merge).

Per visualitzar la possible colocalitzacié de STX-6 i les proteines assajades amb més detall,
s’adjunta una imatge ampliada de la zona marcada amb un requadre blanc a la imatge de
solapament (figura 26B, figura 27B i figura 28B). En les imatges ampliades se senyalen vesicules
de secrecid amb fletxes blanques, i es marquen les regions d’interes (ROI) sobre les que es
mesuren els histogrames (figura 26C i D, figura 27C i D, i figura 28C i D). Els histogrames

representen les intensitats de fluorescéncia en escala de grisos de cada fluorofor a la ROL.
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En cél-lules 293A s’observa la colocalitzacié dels marcatges de la proteina de fusid Flectin-
DsRedmon (en vermell), i I'anticos contra STX-6 (en blau), visualitzada en forma de vesicules
violeta. De la mateixa manera, les dues imatges d’histograma mostren els increments
d’intensitat per a ambdds fluorofors en les mateixes zones, indicant la preséencia dels

fluorofors al mateix lloc.

Els resultats mostren que I'F-lectina colocalitza parcialment amb vesicules de secrecid, tal com

suggeria I'estudi bioinformatic.
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Figura 26. Localitzacié en vesicules de secrecid de Flectin-DsRedmon. Cél-lules 293A es van
sembrar en plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 ug del
plasmidi pFlectin-DsRedmon. Després de 48 hores, les cel-lules es van fixar i permeabilitzar. Es
van incubar durant una hora amb I'anticos STX-6, que posteriorment es va detectar mitjangant
I’anticos secundari Alexa Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi
confocal, a les longituds d’ona de 561 nm (Flectin-DsRedmon) i 633 nm (STX-6). S’adjunta la
imatge de solapament (merge). B. Ampliacié de la zona marcada amb un requadre blanc. Amb
linies grogues es marquen les ROl 1 i ROI 2. Les fletxes blanques indiquen vesicules. C.
Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels dos canals, a la zona de la ROl 1. D. Histograma
d’intensitat d’escala de grisos dels dos canals, a la zona de la ROI 2. Els histogrames indiquen la
superposicio de les intensitats dels cromofors a les zones marcades.
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La colocalitzacié dels marcatges de les proteines de fusié cALT1-EGFP i cALT2-EGFP (en verd) i
I’anticos contra STX-6 (en blau) es visualitza en forma de vesicules blanquinoses. Encara que es
poden arribar a visualitzar algunes vesicules amb colocalitzacid, majoritariament no és el cas. A
més, els histogrames indiquen que en les regions on hi ha colocalitzacié és, aquesta és només

parcial.
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Figura 27. Localitzacié en vesicules de secrecio de cALT1-EGFP. Cel-lules 293A es van sembrar en
plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 pg del plasmidi pcALT2-
EGFP. Després de 48 hores, les cél-lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una
hora amb I'anticos STX-6, que posteriorment es va detectar mitjangant I’anticos secundari Alexa
Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les longituds
d’ona de 488 nm (cALT1-EGFP) i 633 nm (STX-6). S’adjunta la imatge de solapament (merge). B.
Ampliacid de les zones marcades amb un requadre blanc. Amb linies grogues es marquen les ROI
1i ROI 2. Les fletxes blanques indiquen vesicules. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos
dels dos canals, a la zona de la ROI 1. D. Histograma d’intensitat d’escala grisos dels dos canals, a
la zona de la ROI 2. Els histogrames indiquen la superposicio de les intensitats dels cromofors a
les zones marcades.
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Figura 28. Localitzacié en vesicules de secrecio de cALT2-EGFP. Cel-lules 293A es van sembrar en
plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 ug del plasmidi pcALT2-
EGFP. Després de 48 hores, les cél-lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una
hora amb I'anticos STX-6, que posteriorment es va detectar mitjangant I’anticos secundari Alexa
Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les longituds
d’ona de 488 nm (cALT2-EGFP) i 633 nm (STX-6). S’adjunta la imatge de solapament (merge). B.
Ampliacid de les zones marcades amb un requadre blanc. Amb linies grogues es marquen les ROI
1i ROI 2. Les fletxes blanques indiquen vesicules. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos
dels dos canals, a la zona de la ROI 1. D. Histograma d’intensitat d’escala grisos dels dos canals, a
la zona de la ROI 2. Els histogrames indiquen la superposicid de les intensitats dels cromofors a
les zones marcades.
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4.3.3 Efecte de la coexpressio d’F-lectina i cALT1 o cALT2 sobre la

localitzacio subcel-lular de cALT1 i cALT2 en ceél-lules SBL

Per determinar si la coexpressié d’F-lectina amb cALT1 o cALT2 presenta algun efecte sobre la
localitzacié subcel-lular de cALT1 i cALT2, cel-lules SBL van ésser transfectades amb les parelles
de plasmidis pcALT1-EGFP/pFlectin-DsRedmon i pcALT2-EGFP/pFlectin-DsRedmon, que
sobreexpressen les proteines cALT1 i cALT2 fusionades al fluorofor EGFP, i F-lectina fusionada
al fluorofor DsRedmon. Aquests constructes de fusid es van visualitzar en un microscopi
confocal d’escaneig laser excitant-los amb una longitud d’ona de 488 i 561 nm, respectivament.
Per comprovar la localitzacid d’F-lectina sense presencia d’ALT citosolica d’orada, també es va

incloure el control negatiu pEGFP/pFlectin-DsRedmon.

La figura 29 mostra imatges representatives de cel-lules SBL transfectades amb les tres parelles
de plasmidis. En les cél-lules on es coexpressa F-lectina, s’observa una reorganitzacié de la
localitzacié de les proteines de fusid cALT1-EGFP i cALT2-EGFP. Ambdues proteines presenten
una colocalitzacié parcial amb la proteina de fusié Flectin-DsRedmon, en forma de vesicules
perinuclears, que s’aprecia a les imatges obtingudes per solapament (merge) (figura 29B i C).
D’altra banda, I'F-lectina deixa de formar vesicules disperses per tot el citoplasma (figura 29A) i

passa a agrupar-se al voltant del nucli quan es coexpressa amb cALT1 o cALT2 (figura 29B i C).

Aquests resultats indiquen que la coexpressié d’F-lectina amb cALT1 o cALT2 promou la
formacié de vesicules de gran mida, de distribucié fonamentalment perinuclear, i on

colocalitzen parcialment F-lectina amb cALT1 i cALT2.
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Figura 29. Colocalitzacié de cALT1/F-lectin i cALT2/F-lectin en cél-lules SBL. Cél-lules SBL es van
sembrar en plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 ug de les
parelles de constructes de fusié fluorescents pcALT1-EGFP/pFlectin-DsRedmon (B), cALT2-
EGFP/pFlectin-DsRedmon (C), i pEGFP/pFlectin-DsRedmon (A), utilitzat com a control per a la
localitzacio d’F-lectina. Després de 48 hores les cél-lules es van fixar i van ésser analitzades amb
un microscopi confocal d’escaneig amb laser. Imatges representatives preses a les longituds
d’excitacié d’EGFP (488 nm, representat en verd) i de DsRedmon (561 nm, representat en
vermell). La colocalitzacid de la fluorescencia d’EGFP i DsRedmon s’aprecia amb coloracio groga a
la imatge de solapament (merge).
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4.4 Confirmacio per la técnica de FRET de la interaccio entre F-lectina i

les isoformes cALT1 i cALT2

Quan s’identifiquen interaccions proteina-proteina utilitzant un métode d’estudi, és important
validar la interaccié detectada amb un métode alternatiu. Durant I'assaig doble hibrid realitzat,
es van aillar els cDNAs que codificaven per a quatre fragments de proteines amb potencial
d’interaccionar amb cALT2. El metode alternatiu escollit en aquest treball va ésser el calcul de
I’eficiencia de FRET mitjancant el meétode del fotoblanqueig. Aquest métode es va escollir per
validar la interaccid entre les quatre proteines aillades i cALT2, i comprovar si la interaccio es

ddéna també amb I'altra isoforma citosolica de I’ALT d’orada, cALT1.

Per comprovar la interaccié entre dues proteines mitjancant el calcul de I'eficiencia de FRET
pel metode del fotoblanqueig es requereix disposar de les dues proteines que s’han d’assajar
fusionades a fluorofors diferents, que actuaran un com a donant i i I'altre com a acceptor. Els
fluorofors utilitzats han de tenir espectres d’emissié del donant i d’excitacié de I'acceptor
solapants, per tal que el fluorofor donant sigui capacg de transmetre la seva energia d’emissié

al fluorofor acceptor, que s’excitara al rebre-la.

Els constructes que expressen cALT1 i cALT2 fusionats al fluorofor donant (EGFP) van ésser
pcALT1-EGFP i pcALT2-EGFP. Els constructes que expressen la proteina F-lectina fusionada al
fluorofor acceptor (DsRedmon) van ésser pFlectin-DsRedmon i pDsRedmon-Flectin. El clonatge

dels diferents constructes és el descrit al punt 4.3.

El constructe de fusid pFlectin-DsRedmon deixa el peptid senyal d’F-lectina lliure, assegurant la
localitzacié nativa de la proteina, pero el fluorofor DsRedmon es troba fusionat al domini C-
terminal d’F-lectina, responsable de la interaccié amb cALT2 detectada en I'estudi doble hibrid.
D’altra banda, el constructe pDsRedmon-Flectin deixa lliure I'extrem C-terminal de I'F-lectina,
perd el fluorofor DsRed-mon n’apantalla el peptid senyal. L'assaig d’eficiencia de FRET es

realitza utilitzant els dos constructes.

Cel-lules SBL es van créixer en cobreobjectes de vidre utilitzant plaques de 6 pous, a una
densitat de 5 x 10° cél-lules/pou. Després de 24 hores es van transfectar amb les combinacions
de plasmidis descrites a continuacid. Per a I'experiment on F-lectina queda amb el péptid
senyal lliure es van utilitzar com a controls negatius: pEGFP i pDsRedmonMCS-N, pEGFP i
pFlectin-DsRedmon, pcALT1-EGFP i pDsRedmonMCS-N, pcALT2-EGFP i pDsRedmonMCS-N. A

més, es va assajar la interaccié de: pcALT1-EGFP i pFlectin-DsRedmon, pcALT2-EGFP i pFlectin-
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DsRedmon. Per a I'experiment on F-lectina queda amb I’extrem C-terminal lliure els controls
negatius van ser: pEGFP i pDsRedmon-C, pEGFP i pDsRedmon-Flectin, pcALT1-EGFP i
pDsRedmon-C, pcALT2-EGFP i pDsRedmon-C. Les interaccions assajades foren: pcALT1-EGFP i
pDsRedmon-Flectin, pcALT2-EGFP i pDsRedmon-Flectin. Quaranta-vuit hores després de la

transfeccio, les cel-lules es van fixar per a la seva visualitzacié al microscopi confocal.

Per realitzar I'assaig d’eficiéncia de FRET, el fluorofor donant (EGFP) i I'acceptor (DsRed-mon)
es van excitar a baixa energia utilitzant els lasers a 488 i 561 nm respectivament, per registrar
I'emissié dels fluorofors. Seguidament, les cél-lules van ésser fotoblanquejades en una area
determinada (ROI) a 561 nm, a una intensitat de laser del 100 %, per desnaturalitzar les
moléecules de fluorofor acceptor, i es van excitar de nou a baixa energia per registrar I'emissié
posterior al fotoblanqueig. La intensitat de senyal d’EGFP abans i després del fotoblanqueig es

va utilitzar per mesurar I'eficiencia de FRET.

Les figures 30 i 31, corresponents a |'assaig utilitzant F-lectina amb el péptid senyal lliure, i les
figures 32 i 33, corresponents a I'assaig utilitzant F-lectina amb I'extrem C-terminal lliure, sén
imatges adquirides al microscopi confocal representatives de les diferents condicions de
cotransfeccié en I'assaig. Les imatges representen I'adquisicié de la intensitat de fluorescencia
dels fluordfors EGFP i DsRedmon en una cél-lula, abans i després del fotoblanqueig. L'area
fotoblanquejada en una regié de la cél-lula (ROI) esta representada a la figura mitjancant un
requadre groc. A més, per a cada condicié s’adjunta una imatge que representa I'increment de
la intensitat de fluorescéncia d’EGFP en escala de grisos convertida a pseudocolor (imatge a la
dreta, a dalt de la figura), i I'escala de colors utilitzada, que va de 0 a 255 (imatge a la dreta, a

sota de la figura).

En el cas de I'assaig utilitzant F-lectina amb el peptid senyal lliure, en les quatre condicions que
representen els controls (figura 30), la intensitat del donant després del fotoblanqueig no
augmenta. En el cas de les parelles de controls EGFP/DsRedmon, EGFP/Flectin-DsRedmon,
cALT1-EGFP/DsRedmon i cALT2-EGFP/DsRedmon, les eficiéncies de FRET son del 1, 2,2i2 %
respectivament. En les parelles experimentals (figura 31) es poden observar valors d’intensitat
de fluorescéncia d’EGFP majors després del fotoblanqueig. Les parelles cALT1-EGFP/Flectin-
DsRedmon i cALT2-EGFP/Flectin-DsRedmon presenten valors d’eficiéncia de FRET del 121 8 %

respectivament.

Respecte I'assaig on utilitzem F-lectina amb I'extrem C-terminal lliure, els resultats sén similars

als anteriors. En les parelles de controls (figura 32) EGFP/DsRedmon, EGFP/DsRedmon-Flectin,
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cALT1-EGFP/DsRedmon i cALT2-EGFP/DsRedmon, les eficieéncies de FRET sén del 0,2, 4i4 %
respectivament. En les parelles experimentals (figura 33) cALT1-EGFP/DsRedmon-Flectin i

cALT2-EGFP/DsRedmon-Flectin presenten valors d’eficiéncia de FRET del 18 i 14 %.
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Figura 30. Analisi per FRET mitjangant fotoblanqueig de les parelles de proteines assajades com a
controls negatius utilitzant el constructe Flectin-DsRedmon. Cél-lules SBL es van sembrar en plaques de
sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 g de les parelles de plasmidis corresponents
als controls de I'experiment: EGFP/DsRedmon (A), EGFP/ Flectin-DsRedmon (B), cALT1-EGFP/DsRedmon
(C) i cALT2-EGFP/DsRedmon (D). Després de 48 hores les cél-lules es van fixar i visualitzar a un microscopi
confocal d’escaneig laser a les longituds d’ona de 488 nm (donant EGFP, en verd) i 561 nm (acceptor
DsRedmon, en vermell). L’area marcada com a ROl es va fotoblanquejar a la longitud d’ona de 561 nm, i
després es van tornar a prendre imatges a les longituds d’ona de 488 i 561 nm. L’increment de la
intensitat de fluorescéncia d’EGFP convertida a pseudocolor (imatge de la dreta, dalt) indica en una escala
de color les variacions en |’escala de grisos, que va de 0 a 255 (imatge de la dreta, sota).
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Figura 31. Analisi per FRET mitjan¢ant fotoblanqueig de la interaccié entre cALT1-EGFP i cALT2-
EGFP amb Flectin-DsRedmon. Cél-lules SBL es van sembrar en plaques de sis pous amb
cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 pg dels plasmidis d’expressido de cALT1-EGFP i
Flectin-DsRedmon (A) i cALT2-EGFP i Flectin-DsRedmon (B). Després de 48 hores les cel-lules es
van fixar i visualitzar a un microscopi confocal d’escaneig laser a les longituds d’ona de 488 nm
(donant EGFP, en verd) i 561 nm (acceptor DsRedmon, en vermell). L’area marcada com a ROl es
va fotoblanquejar a la longitud d’ona de 561 nm, i després es van tornar a prendre imatges a les
longituds d’ona de 488 i 561 nm. L'increment de la intensitat de fluorescéncia d’EGFP convertida
a pseudocolor (imatge de la dreta, dalt) indica en una escala de color les variacions en |'escala de
grisos, que va de 0 a 255 (imatge de la dreta, sota).
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Figura 32. Analisi per FRET mitjangant fotoblanqueig de les parelles de proteines assajades com a
controls negatius utilitzant el constructe DsRedmon-Flectin. Cél-lules SBL es van sembrar en plaques de
sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 ug de les parelles de plasmidis corresponents
als controls de I'experiment: EGFP/DsRedmon (A), EGFP/DsRedmon-Flectin (B), cALT1-EGFP/DsRedmon
(C) i cALT2-EGFP/DsRedmon (D). Després de 48 hores les cel-lules es van fixar i visualitzar a un microscopi
confocal d’escaneig laser a les longituds d’ona de 488 nm (donant EGFP, en verd) i 561 nm (acceptor
DsRedmon, en vermell). L’area marcada com a ROI es va fotoblanquejar a la longitud d’ona de 561 nm, i
després es van tornar a prendre imatges a les longituds d’ona de 488 i 561 nm. L'increment de la
intensitat de fluorescéncia d’EGFP convertida a pseudocolor (imatge de la dreta, dalt) indica en una escala
de color les variacions en I’escala de grisos, que va de 0 a 255 (imatge de la dreta, sota).
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Figura 33. Analisi per FRET mitjangant fotoblanqueig de la interaccié entre cALT1-EGFP i cALT2-
EGFP amb DsRedmon-Flectin. Cél-lules SBL es van sembrar en plaques de sis pous amb
cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 pg dels plasmidis d’expressiéo de cALT1-EGFP i
DsRedmon-Flectin (A) i cALT2-EGFP i DsRedmon-Flectin (B). Després de 48 hores les cel-lules es
van fixar i visualitzar a un microscopi confocal d’escaneig laser a les longituds d’ona de 488 nm
(donant EGFP, en verd) i 561 nm (acceptor DsRedmon, en vermell). L’area marcada com a ROl es
va fotoblanquejar a la longitud d’ona de 561 nm, i després es van tornar a prendre imatges a les
longituds d’ona de 488 i 561 nm. L'increment de la intensitat de fluorescéncia d’EGFP convertida
a pseudocolor (imatge de la dreta, dalt) indica en una escala de color les variacions en |'escala de
grisos, que va de 0 a 255 (imatge de la dreta, sota).
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Els valors d’eficiencia de FRET representats a les figures 34 i 35 indiquen diferéncies
significatives entre els controls (parelles EGFP/DsRedmon, EGFP/Flectin-DsRedmon, cALT1-
EGFP/DsRedmon, cALT2-EGFP/DsRedmon a la figura 34; i EGFP/DsRedmon, EGFP/DsRedmon-
Flectin, cALT1-EGFP/DsRedmon, cALT2-EGFP/DsRedmon a la figura 35) i les interaccions
potencials assajades (cALT1-EGFP/Flectin-DsRedmon, cALT2-EGFP/Flectin-DsRedmon a la
figura 34, i cALT1-EGFP/DsRedmon-Flectin, cALT2-EGFP/DsRedmon-Flectin a la figura 35).
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Figura 34. Quantificacié de l'eficiencia de FRET (%) per les diferents parelles de donant i
acceptor assajades. Cél-lules SBL es van cotransfectar amb combinacions de plasmidis
d’expressid de les proteines fusionades als fluorofors donant i acceptor (pEGFP/pDsRedmonMCS-
N; pEGFP/ pFlectin-DsRedmon; pcALT1-EGFP/pDsRedmonMCS-N; pcALT2-EGFP/pDsRedmonMCS-
N; pcALT1-EGFP/ pFlectin-DsRedmon; pcALT2-EGFP/ pFlectin-DsRedmon). Després de 48 hores
les cel-lules es van fixar i visualitzar a un microscopi confocal d’escaneig laser a les longituds
d’ona de 488 nm (donant) i 561 nm (acceptor). Una area definida de la cel-lula (ROIl) es va
fotoblanquejar a la longitud d’ona de 561 nm, i es van tornar a prendre imatges a les longituds
d’ona de 488 i 561 nm. L'eficiencia de FRET es basa en l'increment de la intensitat de
fluorescencia d’EGFP després del fotoblanqueig de I'acceptor DsRedmon. Les dades s’expressen
com a mitjana = SD de 3 a 5 cellules de dos experiments independents. Les diferéncies
significatives entre els grups s’expressen amb lletres minudscules en el cas de cALT1, i majuscules
en el cas de cALT2 (test ANOVA d’una via, p<0.01). La linia discontinua horitzontal situada al 5 %
indica el llindar inferior teoric d’eficiencia.
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Figura 35. Quantificacié de l'eficiencia de FRET (%) per les diferents parelles de donant i
acceptor assajades. Cél-lules SBL es van cotransfectar amb totes les combinacions de plasmidis
d’expressié de les proteines fusionades als fluorofors donant i acceptor (pEGFP/pDsRedmon-C;
pEGFP/pDsRedmon-Flectin; pcALT1-EGFP/pDsRedmon-C; pcALT2-EGFP/pDsRedmon-C; pcALT1-
EGFP/pDsRedmon-Flectin; pcALT2-EGFP/pDsRedmon-Flectin). Després de 48 hores les cél-lules es
van fixar i visualitzar a un microscopi confocal d’escaneig laser a les longituds d’ona de 488 nm
(donant) i 561 nm (acceptor). Una area definida de la cél-lula (ROI) es va fotoblanquejar a la
longitud d’ona de 561 nm, i es van tornar a prendre imatges a les longituds d’ona de 488 i 561 nm.
L’eficiencia de FRET es basa en l'increment de la intensitat de fluorescencia d’EGFP després del
fotoblanqueig de I'acceptor DsRedmon. Les dades s’expressen com a mitjana £ SD de 3 a 5
cél-lules de dos experiments independents. Les diferéencies significatives entre els grups
s’expressen amb lletres minuscules en el cas de cALT1, i majuscules en el cas de cALT2 (test
ANOVA d’una via, p<0.05). La linia discontinua horitzontal situada al 5 % indica el llindar inferior
teoric d’eficiéncia.

Els resultats suggereixen que, tant en el cas de I'aproximacié on es deixa el péptid senyal d’F-
lectina lliure, com en el cas on s’hi deixa la regié C-terminal, I'F-lectina fusionada al fluorofor
DsRedmon és capa¢ d’interaccionar amb les isoformes citosoliques d’ALT d’orada (cALT1 i
cALT2) fusionades al fluorofor EGFP. Aquesta interaccié, detectada mitjangant I'eficiéncia de
FRET, és major quan es deixa la regié C-terminal lliure, respecte la detectada en el cas on F-
lectina presenta el peptid senyal lliure. La fusio del fluorofor DsRedmon a I'extrem C-terminal
d’F-lectina podria dificultar i interferir parcialment en la interaccid entre el domini C-terminal

d’F-lectina i les proteines cALT, resultant en una menor eficiencia de FRET.
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4.4.1 Efecte de la coexpressio d’F-lectina i cALT1 o cALT2 sobre la

localitzacioé subcel-lular de les tres proteines en céel-lules SBL

Després d’haver observat que F-lectina podria seguir un patré de secrecio per la via classica, on
la proteina es marca a 'aparell de Golgi per a la seva posterior secrecié en vesicules, i de
comprovar que la coexpressid d’F-lectina amb les dues isoformes d’ALT citosolica, cALT1 i
cALT2, promou la reorganitzacié de la localitzacié subcel-lular de les tres proteines a
estructures vesiculars perinuclears de gran mida, ens vam proposar determinar si la
coexpressio d’F-lectina conjuntament amb cALT1 o cALT2 té algun efecte sobre la localitzacié

d’F-lectina a I'aparell de Golgi i en vesicules de secrecid.

Per aquest estudi es van utilitzar anticossos per immunodetectar GM130 (proteina que forma
part de la matriu de cis-Golgi) i STX-6 (proteina que es troba en el sistema trans-Golgi i que
forma part de les vesicules de secrecid). La deteccié d’aquests anticossos en el microscopi es fa
a través d’'un anticos secundari, Alexa Fluor 647 (Life Technologies), que és capa¢ d’emetre

fluorescéncia si s’excita a una longitud d’ona de vermell llunya (633 nm).

4.4.1.1 Efecte de la coexpressio d’F-lectina i cCALT1 o cALT2 sobre la localitzacio

d’F-lectina i les isoformes de cALT a I’aparell de Golgi en cél-lules SBL

Cel-lules SBL es van transfectar amb els constructes pFlectin-DsRedmon i pcALT1-EGFP, o
pFlectin-DsRedmon i pcALT2-EGFP, i després de 48 hores es van fixar i permeabilitzar. Es van
incubar durant una hora amb I'anticos que s’uneix a la proteina GM130, i una hora més amb
I'anticos secundari Alexa Fluor 647. Les cél-lules es van visualitzar en un microscopi confocal
d’escaneig laser a les longituds d’ona de 561 nm (Flectin-DsRedmon, en vermell), 488 nm

(cALT1-EGFP i cALT2-EGFP, en verd) i 633 nm (GM130, en blau).

Les figures 36 i 37 mostren imatges representatives d’una cél-lula cotransfectada amb els
plasmidis d’expressié de Flectin-DsRedmon i cALT1-EGFP o cALT2-EGFP, respectivament, i el
seu marcatge amb I'anticos que detecta GM130, juntament amb les imatges de solapament

per a cada una de les combinacions (mergel a merge4).

Per determinar la preséncia de colocalitzacié s’adjunta una imatge ampliada de la zona
marcada amb un requadre blanc a la imatge de solapament (figura 36B, i figura 37B). En les
imatges ampliades se senyala part de I'aparell de Golgi amb fletxes blanques, i es marquen les

regions d’interes (ROI) sobre les que es mesuren els histogrames (figura 36C, i figura 37C). Els
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histogrames representen les intensitats en escala de grisos de cada fluorofor en la distancia

fixada a la ROI.

La colocalitzacid de les parelles de proteines i el marcatge de I'aparell de Golgi es pot observar
a la imatge ampliada com a zones blanques (resultat de la superposicié dels colors verd,
vermell i blau), i a I'histograma en forma de coincidéncia entre els pics d’intensitat de

fluorescencia dels tres cromofors.
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Figura 36. Efecte de la coexpressio de cALT1-EGFP i Flectin-DsRedmon sobre la localitzacié de
CALT1 i F-lectina en I'aparell de Golgi. Cél-lules SBL es van sembrar en plaques de sis pous amb
cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 pg dels plasmidis pcALT1-EGFP i pFlectin-
DsRedmon. Després de 48 hores, les cél-lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant
una hora amb I'anticos GM130, i posteriorment es va detectar mitjangant I'anticos secundari
Alexa Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les
longituds d’ona de 488 nm (cALT1-EGFP), 561 nm (Flectin-DsRedmon) i 633 nm (GM130).
S’adjunten les imatge de solapament (mergel a merge4) per a cada una de les combinacions. B.
Ampliacid de la zona marcada amb un requadre blanc. Amb linia groga es marca la ROI. La fletxa
blanca indica I'aparell de Golgi. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels tres canals, a la
zona de la ROI 1. L’histograma indica la superposicié de les intensitats dels cromofors a les zones
marcades.
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Figura 37. Efecte de la coexpressié6 de cALT2-EGFP i Flectin-DsRedmon sobre la localitzacio de
cALT2 i F-lectina en I'aparell de Golgi. Cél-lules SBL es van sembrar en plaques de sis pous amb
cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 pg dels plasmidis pcALT2-EGFP i pFlectin-
DsRedmon. Després de 48 hores, les cél-lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant
una hora amb I'anticos GM130, i posteriorment es va detectar mitjangant I'anticds secundari
Alexa Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les
longituds d’ona de 488 nm (cALT2-EGFP), 561 nm (Flectin-DsRedmon) i 633 nm (GM130).
S’adjunten les imatge de solapament (mergel a merge4) per a cada una de les combinacions. B.
Ampliacié de la zona marcada amb un requadre blanc. Amb linia groga es marca la ROI. La fletxa
blanca indica I'aparell de Golgi. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels tres canals, a la
zona de la ROI 1. L’histograma indica la superposicio de les intensitats dels cromofors a les zones
marcades.

Tant en el cas de la combinacié de les proteines Flectin-DsRedmon i cALT1-EGFP com en el cas
de Flectin-DsRedmon i cALT2-EGFP, es pot observar colocalitzacié de les parelles de proteines i
el marcatge de GM130, el que suggereix que la coexpressio d’F-lectina i cALT1 o cALT2 promou
una reorganitzacid de la localitzacié subcel-lular d’F-lectina i les isoformes de CcALT a
estructures perinuclears grans d’aspecte vesicular on les tres proteines es troben parcialment

localitzades en I'aparell de Golgi.
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4.4.1.2 Efecte de la coexpressio d’F-lectina i cALT2 sobre la localitzacio d’F-

lectina i cALT2 a vesicules de secreci6 en cél-lules SBL

Cel-lules 293A es van transfectar amb el constructe pFlectin-DsRedmon i pcALT2-EGFP, i
després de 48 hores es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una hora amb I'anticos
gue s’uneix a la proteina STX-6, i una hora més amb I’anticos secundari Alexa Fluor 647. Les
cel-lules es van visualitzar en un microscopi confocal d’escaneig laser a les longituds d’ona de
561 nm (Flectin-DsRedmon, en vermell), 488 nm (cALT2-EGFP, en verd) i 633 nm (STX-6, en
blau).

La figura 38 mostra les imatges representatives d’una céel-lula transfectada amb els plasmidis
d’expressid de Flectin-DsRedmon i cALT2-EGFP, i el seu marcatge amb I'anticos que detecta
STX-6, juntament amb les imatges de solapament per a cada una de les combinacions (mergel

a merge4).

Per visualitzar la colocalitzacié s’adjunta una imatge ampliada de la zona marcada amb un
requadre blanc a la imatge de solapament (figura 38B). En les imatges ampliades se senyalen
vesicules de secrecié amb fletxes blanques, i es marquen les ROl sobre les que es mesuren els
histogrames (figura 38C i D). Els histogrames representen les intensitats en escala de grisos de

cada fluorofor en la distancia fixada a la ROI.

La colocalitzacié d’F-lectina, cALT2 i el marcatge de les vesicules de secrecié es pot observar a
la imatge ampliada com a zones blanques (resultat de la superposicié dels colors verd, vermell
i blau), i a I'histograma en forma de coincidéncia entre els pics d’intensitat de fluorescéncia

dels tres cromofors.

Tal i com es pot observar a les diferents imatges de solapament, com a la imatge ampliada, els
tres marcatges (proteines Flectin-DsRedmon i cALT2-EGFP, i STX-6) coincideixen en formacions
vesiculades, el que suggereix que la coexpressid d’F-lectina i cALT2 promou, a més d’una
reorganitzacié de la localitzacié subcel-lular d’ambdues proteines a estructures perinuclears

grans d’aspecte vesicular, la seva localitzacié de manera parcial en vesicules de secrecid.
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Figura 38. Efecte de la coexpressio de cALT2-EGFP i Flectin-DsRedmon sobre la localitzacié de
cALT2 i F-lectina en vesicules de secrecié. Cel-lules 293A es van sembrar en plaques de sis pous
amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 pg de pcALT2-EGFP i pFlectin-DsRedmon.
Després de 48 hores, les cél-lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una hora
amb I’anticos STX-6, i posteriorment es va detectar mitjangant I'anticos secundari Alexa Fluor 647.
A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les longituds d’ona de 488
nm (cALT2-EGFP), 561 nm (Flectin-DsRedmon) i 633 nm (STX-6). S’adjunten les imatge de
solapament (mergel a merge4) per a cada una de les combinacions. B. Ampliacié de la zona
marcada amb un requadre blanc. Amb linies grogues es marquen les ROl 1 i ROI 2. Les fletxes
blanques indiquen les vesicules. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels tres canals, a la
zona de la ROI 1. D. Histograma d’intensitat d’escala grisos dels tres canals, a la zona de la ROI 2.
Els histogrames indiquen la superposicié de les intensitats dels cromofors a les zones marcades.
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4.5 Efecte de la sobreexpressid d’F-lectina sobre I'activitat de I’ALT

citosolica d’orada en cél-lules SBL

Donat que I'F-lectina colocalitza i interacciona amb cALT1 i cALT2, vam estudiar la regulacié
posttraduccional a que pot estar sotmesa I'activitat de les isoformes de I'ALT citosolica d’orada

a través de mecanismes d’interaccié proteina-proteina amb |’F-lectina.

Per dur a terme aquest objectiu es van utilitzar constructes capacos d’expressar les proteines
CALT1, cALT2 i F-lectina en un sistema cel-lular eucariota. Es tracta dels plasmidis pcDNA3-
cALT1k2 (expressa cALT1), pcDNA3-cALT2 (expressa cALT2) i pcDNA3-Flectin (expressa F-
lectina). El plasmidi pcDNA3-cALT2 es va clonar anteriorment al laboratori (Anemaet et al,
2008). El constructe pcDNA3-cALT1k2 es va clonar a partir de cDNA aillat a partir d’RNA total
de fetge d’orada, utilitzant els encebadors MG1402/IMAL20. El plasmidi pcDNA3-Flectin es va

clonar utilitzant els oligonucleotids MG1037/MG1038 i el plasmidi pGEM-Flectin com a motllo.

Cél-lules SBL es van sembrar en plaques de 6 pous, a una densitat de 5 x 10° cél-lules/pou. Al
cap de 24 hores es van transfectar amb els plasmidis pcDNA3, pcDNA3-cALT1k2, pcDNA3-
cALT2, pcDNA3-Flectin, i les combinacions pcDNA3-cALT1k2 amb pcDNA3-Flectin, i pcDNA3-
cALT2 amb pcDNA3-Flectin. Com a control intern de transfeccid i per normalitzar els resultats

es va afegir el vector pCMV} a totes les condicions.

Les cel-lules es van recollir després de 48 hores i se’n va aillar I'extracte de proteina total. Es
quantifica la proteina total i es mesura I'activitat ALT a cadascun dels extractes. Per tal de
normalitzar I'eficiencia de la transfeccid6 en cada condicid, es va mesurar l'activitat B-

galactosidasa en els extractes cel-lulars proteics.

L'activitat ALT es va expressar com a activitat especifica (U/g), normalitzada amb I’activitat B-

galactosidasa (unitats arbitraries).

Els resultats mostren un increment en I'activitat especifica ALT d’aproximadament dues
vegades, en les cel-lules transfectades amb els plasmidis d’expressid pcDNA3-cALT1k2 i
pcDNA3-cALT2. Les cel-lules transfectades amb el plasmidi pcDNA3-Flectin mostren uns nivells
d’activitat semblants als de les cel-lules transfectades amb el vector buit. Les cel-lules SBL
transfectades amb els plasmidis d’expressid de cALT1 i cALT2 en combinacié amb F-lectina

mostren un increment significatiu de I'activitat ALT de més de dues vegades en el cas de cALT2,
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i d’aproximadament tres vegades en el cas de cALT1 (figura 39), en comparacio amb les

cel-lules que sobreexpressen cALT1 o cALT2 en absencia d’F-lectina.
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Figura 39. Efecte de I'expressio d’F-lectina sobre les activitats de cALT1 i cALT2 en cél-lules SBL.
Les cél-lules SBL es van sembrar en plaques de sis pous i es van transfectar amb 3 pg del vector
buit (pcDNA3), els plasmidis d’expressié de cALT1, cALT2 i F-lectina (pcDNA3-cALT1k2, pcDNA3-
CALT2 i pcDNA3-Flectin) i 3 ug de cada constructe d’expressié per les combinacions de cALT1 i
CALT2 amb F-lectina (pcDNA3-cALT1k2 amb pcDNA3-Flectin, i pcDNA3-cALT2 amb pcDNA3-
Flectin). Per tal d’igualar les quantitats de plasmidi total en les mescles, es van ajustar amb DNA
carrier. A cada mescla es va afegir 0.5 pg del plasmidi pCMV per tal de normalitzar I'expressio
entre les diferents mescles. Les cel-lules es van recollir després de 48 hores, i I'activitat de I'enzim
ALT es va determinar en els extractes cel-lulars. L’activitat ALT de les cel-lules transfectades amb
el vector buit es va fixar a 1. Els valors estan expressats com a mitjana + SD de dos a tres
experiments independents realitzats per duplicat. Les diferéncies significatives entre els grups
s’expressen amb lletres minuscules en el cas de cALT1, i majuscules en el cas de cALT2 (test
ANOVA d’una via, p<0.05).
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4.6 Distribucid tissular de I’expressié d’F-lectina, cALT1 i cALT2.

Per comprovar en quins teixits la interaccié entre I'F-lectina i les isoformes citosoliques de
'ALT d’orada pot tenir lloc in vivo, es va examinar la distribucio tissular de I'F-lectina i les

isoformes citosoliques d’ALT.

Es van dissenyar els oligonucleotids MG1122q i MG1123q, per amplificar un fragment de 129
pb d’F-lectina, i es van utilitzar els oligonucleotids dissenyats previament al laboratori per
amplificar un fragment de 201 pb de cALT1 (JDRT2C5S i IMAL11), i un fragment de 63 pb de
cALT2 (JDc2s i JDc2as).

Es va realitzar un assaig de qRT-PCR per determinar els nivells d’'mRNA d’F-lectina, cALT1 i
cALT2, relatius als nivells d’RNA ribosomal 18S i beta-actina, considerats com a gens
d’expressio constitutiva. L'assaig es va realitzar utilitzant RNA total aillat a partir de branquies,
cervell, cor, fetge, teixit adipds, intesti, melsa, muscul esquelétic i ronyd, de peixos alimentats

(figura 40).

L’'F-lectina s’expressa de manera molt abundant en el fetge, i en menors nivells en ronyd i teixit

adipos. No es va detectar I'expressié d’F-lectina en la resta de teixits.

De manera consistent amb els resultats préviament publicats pel nostre grup (Anemaet et al,
2008), la isoforma cALT1 s’expressa majoritariament en fetge i intesti, i a nivells lleugerament
més baixos al cervell. La seva expressid és, per contra, minoritaria en el cor, teixit adipds,
melsa, muscul esquelétic i ronyd. La seva expressio en branquies no es va detectar. La isoforma
cALT2 s’expressa preferentment a cor i branquies, i en menor nivell en greix, melsa, fetge, i la

resta de teixits.

Conseqientment, la interaccié de I'F-lectina amb cALT1 i cALT2 és possible en el fetge, tot i

gue també podria donar-se en ronyd, i fins i tot en greix.
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Figura 40. Distribucio tissular dels RNA missatgers d’F-lectina, cALT1 i cALT2 de S. aurata.
L’assaig de qRT-PCR dels nivells d’'mRNA de I'F-lectina (A), cALT1 (B) i cALT2 (C) es va determinar
utilitzant RNA total de branquies (BRA), cervell (CER), cor (COR), fetge (FET), teixit adipds (GRE),
intesti (INT), melsa (MEL), muscul esquelétic (MUS) i ronyd (RON), aillats a partir de peixos
alimentats. Els nivells d’'mRNA d’F-lectina, cALT1 i cALT2 s’expressen relatius als nivells d’RNA
ribosomal 18S, i s’expressen com a mitjana + SD (n=4).
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4.7 Efecte de I'administracid de lipopolisacarid en orades

Per estudiar els efectes in vivo de la interaccid entre F-lectina i les isoformes citosoliques de
I'ALT de S. qurata es va injectar intraperitonealment una solucié de LPS. LPS és un component
de la paret dels bacteris que conté diferents monosacarids en ramificacions de la seva
estructura (Stenutz et al, 2006). El serotip d’LPS utilitzat (026:B6) conté fucosa, entre d’altres

monosacarids.

Es van utilitzar orades, mantingudes en les condicions d’alimentacid i estabulacié detallades al
punt 3.1.1. Els peixos van ésser privats d’aliment les 24 hores anteriors a I'inici de I'experiment.
Les orades es van dividir en dos grups. Al primer grup se li va administrar solucié salina, i al
segon grup se li va administrar LPS (1 mg/kg de peix). La meitat dels peixos de cada grup es van
sacrificar a les 4 hores, i la resta a les 24 hores després del tractament. Es van recollir mostres

de sang i fetge per als posteriors assajos.

4.7.1 Efecte de I'administracid de lipopolisacarid sobre I’expressié d’F-

lectina, i les diferents isoformes d’ALT.

Per estudiar I'efecte de I'LPS sobre I'expressid de I'F-lectina i les isoformes d’ALT, es va aillar
RNA total a partir de les mostres de fetge obtingudes, i es va dur a terme un assaig de qRT-PCR
per detectar els nivells d'mRNA d’F-lectina i de les diferents isoformes d’ALT (cALT1, cALT2 i
mMALT). Com a control positiu de la infecci6 amb LPS, es van mesurar els nivells d’'mRNA de la
interleucina 1b (ll-1b), una citocina proinflamatoria que augmenta els seus nivells en orada
després del tractament amb LPS (Sepulcre et al, 2009). Els encebadors utilitzats i les mides dels
amplicons van ésser en cada cas els segiients: MG1122q i MG1123q, 129 pb, per a F-lecting;
JDRT2C5S i IMAL11, 201 pb, per cALT1; JDc2s i JDc2as, 63 pb, per cALT2; MC13 i MC14, 96 pb,
per mALT; MG1205q i MG1206q (descrits a Sepulcre et al, 2009), 165 pb, per ll-1b. D’altra
banda, de les mateixes mostres de fetge es van obtenir extractes de proteina total, per assajar-

ne I'activitat ALT total.

Els nivells d’expressid de la ll-1b van ésser significativament més elevats en els peixos tractats
amb LPS que en els peixos control, a les 4 i a les 24 hores després de la injeccid (figura 41B),
suggerint que l'administraci6 de LPS va promoure l'activaci6 de la resposta immune.
L'expressié d’F-lectina es va incrementar significativament en el fetge dels peixos 24 hores
després del tractament amb LPS (figura 41A). A les 4 hores després del tractament amb LPS,
encara que els nivells d’expressid de la Il-1b havien augmentat significativament, no es va

poder observar cap efecte sobre els nivells d’expressié de I'F-lectina.
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Figura 41. Efecte de I'administracié d’LPS sobre els nivells d’expressié d’'mRNA d’F-lectin i IL-1b
en fetge de S. aurata. Els nivells dmRNA per F-lectina (A), IL-1b (B) es van assajar mitjancant
gRT-PCR a partir d’RNA total obtingut de fetge de peixos, 24 hores després del tractament amb
una solucid salina (control) o LPS (1 mg/kg de peix). Els nivells d’RNA d’F-lectin i IL-1b s’expressen
relatius als nivells d’'RNA ribosomal 18S. Els valors s’expressen com a mitjana £ SD de quatre a sis
mostres (t de Student, *p<0.05).

D’altra banda, els nivells d’activitat especifica ALT a les 24 hores després del tractament van
augmentar significativament en el fetge dels peixos tractats amb LPS respecte els tractats amb
solucid control, tal com es mostra a la figura 42. Aquest augment va ésser aproximadament del
25 %. No hi va haver canvis significatius en els nivells d’activitat especifica en els extractes de

proteina total de fetge a les 4 hores posteriors al tractament amb LPS.

Els nivells d’expressié de cALT1, cALT2 i mALT determinats a nivell d'mRNA, no han mostrat

tenir canvis significatius en cap de les condicions analitzades (resultats no mostrats).
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Figura 42. Efecte de I’administracié d’LPS sobre I'activitat ALT en fetge de S. aurata. Els peixos
van ésser injectats intraperitonealment amb solucié salina (control) i LPS (1 mg/kg de peix), i es
van recollir mostres de fetge a les 24 hores. Es va aillar extracte de proteina total de fetge i se’n
va assajar 'activitat ALT. Els valors s’expressen com a mitjana + SD de 5 a 7 peixos (t de Student,
*p<0.05).
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4.7.2 Efecte de I'administracid de lipopolisacarid sobre el metabolisme

intermediari
Per estudiar I'efecte de I'LPS sobre el metabolisme intermediari en 'orada es van assajar els
nivells de metabolits en serum i les activitats d’enzims clau en la glicolisi, la gluconeogenesi i la

via de les pentoses fosfat en fetge.

Per obtenir el serum, es va coagular la sang d’orades sacrificades a les 4 i a les 24 hores
després del tractament amb solucié salina o LPS (1 mg/kg), i es va centrifugar a 6000 x g durant
10 minuts per sedimentar el coagul. El serum es va recollir per analitzar els nivells de glucosa i
de triglicérids (figura 43) utilitzant un autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche) a 30 °C de

temperatura.

Els nivells de glucosa a les 24 hores no van canviar significativament, tot i que s’observa una
tendéncia a augmentar en els peixos tractats amb LPS. En canvi, els nivells de triglicérids van
augmentar significativament a les 24 hores després del tractament. Aquest augment va ésser
d’'un 70 % aproximadament. No hi va haver canvis significatius en els nivells de glucosa ni

triglicerids a les 4 hores després del tractament.
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Figura 43. Efecte de I’administracié d’LPS sobre els nivells de metabolits en serum de S. aurata.
Els peixos van ésser tractats amb solucid salina (control) i LPS (1 mg/kg de peix), i es van recollir
mostres de sang a les 24 hores. La sang es va deixar coagular i es va centrifugar a 6000 x g durant
10 minuts per aillar-ne el serum. Es va analitzar la concentracié de glucosa (A) i de triglicérids (B)
en el serum. Els valors s’expressen com a mitjana + SD de 5 a 7 peixos (t de Student, **p<0.01).

Els extractes de proteina total es van obtenir a partir de mostres de fetge a les 4 i les 24 hores
després del tractament amb solucid salina o LPS (1 mg/kg). Les mostres de fetge es van
polvoritzar i homogeneitzar. Es van separar la resta de components cel-lulars per centrifugacio

a 10000 x g durant 30 minuts, i es va retirar I'extracte de proteina total per analitzar les
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diferents activitats enzimatiques. En els extractes de fetge es van assajar els nivells d’activitat

dels enzims PFK1 i PK (glicolisi), FBP (gluconeogénesi), 6-PGDH i G6PDH (via de les pentoses

fosfat) utilitzant un autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche), a 30 oC de temperatura.
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Figura 44. Efecte de Padministracié d’LPS sobre els nivells d’activitat d’enzims glicolitics i
gluconeogenics en fetge de S. aurata. Els peixos van ésser injectats intraperitonealment amb
solucio salina (control) i LPS (1 mg/kg de peix) i es van prendre mostres de fetge a les 24 hores
després del tractament. Es van obtenir els extractes de proteina total de fetge, i es van assajar les
activitats PFK1 (A), PK (B) i FBP (C). Els valors s’expressen com a mitjana = SD de 5 a 7 peixos (t de
Student, *p<0.05).

La figura 44 mostra els nivells d’activitat de tres enzims clau implicats en la glicolisi (PFK1 i PK) i

la gluconeogenesi (FBP). Tant en el cas de I'enzim PFK1 com en el cas de I'enzim FBP no

s’observen diferéncies significatives entre les diferents condicions. En el cas de I'enzim PK, en

canvi, s'observa una disminucid significativa del 20 % de I’activitat en el fetge dels peixos 24

hores després del tractament amb LPS 1 mg/kg.
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A la figura 45 es poden observar els valors d’activitat dels enzims 6-PGDH i G6PDH, implicats

en la via de sintesi de les pentoses fosfat. Es va observar un augment significatiu en les

activitats 6-PGDH i G6PDH en el fetge de peixos 24 hores després del tractament amb LPS. En

els dos casos I'augment de I'activitat va ésser del 20 % respecte els peixos control.
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Figura 45. Efecte de la injeccio d’LPS en els nivells d’activitat d’enzims de la via de les pentoses
en fetge de S. aurata. Els peixos van ésser injectats intraperitonealment amb solucié salina
(control) i LPS (1 mg/kg de peix) i es van prendre mostres de fetge a les 24 hores després del
tractament. Es van obtenir els extractes de proteina total de fetge, i es van assajar les activitats 6-
PGDH (A) i G6PDH (B). Els valors s’expressen com a mitjana + SD de 5 a 7 peixos (t de Student,

*p<0.05, **p<0.01).
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4.8 Efecte bactericida de cALT2 d’orada

Recentment s’ha descrit una nova funcié per a I'ALT en diferents espécies. L'ALT d’un
organisme cefalocordat que evolutivament es troba entre els vertebrats i els invertebrats,
Branchiostoma japonicus, és capac¢ d’unir-se especificament a les molécules de LPS de la paret
bacteriana, inhibir-ne el creixement i causar la lisis cel-lular de bacteris Gram-negatius (Jing et
al, 2011). Estudis més recents duts a terme utilitzant I'expressié recombinant d’ALT de
diferents espécies (incloent plantes, vertebrats i llevats) demostren els diferents graus
d’inhibicié del creixement bacteria (McAllister et al, 2013). En aquest mateix estudi es va
detectar en els enzims ALT una regiéo homologa a la regié d’unid a endotoxines de I'LPS Binding
Protein (LBP) (Wong et al, 2007). El grau d’homologia es relaciona directament amb I'efecte

bactericida, suggerint que aquesta regid és la responsable de la seva activitat bactericida.

Per tal de determinar si I'ALT citosolica d’orada és capag d’inhibir el creixement bacteria com
els seus homolegs en altres espécies, es van realitzar dues aproximacions: un estudi previ in
silico per determinar si la regié d’unié a endotoxina comu en LBP i ALT de les diferents espécies
analitzades (McAllister et al, 2013) es troba també present en I'ALT d’orada, i un estudi
experimental per determinar si extractes de cALT2 d’orada sén capacos d’inhibir el creixement

bacteria.

La figura 46 mostra un alineament de les possibles regions d’unié a endotoxines que podem
trobar en els enzims ALT. Tal com estava préviament descrit a I'estudi analeg (McAllister et al,
2013), les isoformes citosolica ALT1 i mitocondrial ALT2 humanes tenen regions homoloques a
les regions d’unid a endotoxines de I'LBP. La isoforma cALT2 d’orada (que conté la seqiiencia
proteica de cALT1) presenta la mateixa homologia amb LBP que les isoformes humanes, la qual

cosa suggereix que les seves propietats bactericides podrien ésser semblants.

HSLBP ~  ——---——--- DSSIRVOBRWKVRKSFFKLOGSED-—---——---— 24
HSALT1 EETGICVVPGSGFGOREGTYHFRMTILPPLEKLRLLLEKLSRFHA 45
HSALT2 EETGICVVPGSGFGOREGTYHFRMT ILPPVEKLKTVLQKVKDFHT 45
SacALT EEEGICLVEGEGFCORENTEHERMEEH P PTEREKVLLORLRDFHO 45

Figura 46. Comparacio de les possibles regions d’unié a endotoxina en ALT. Detall de
I'alineament de les seqliencies d’aminoacids de LBP i diferents isoformes ALT. Els residus identics
es troben remarcats en gris fosc mentre que els residus conservats i semi-conservats estan
remarcats en gris (a la linia sota I'aliniament, “*” indica residus identics; indica substitucions
conservatives; “:” indica substitucions semi-conservatives). L’aIineament es va fer utilitzant el
programa informatic Clustal Omega (Clustal Omega 1.2.1). HsLBP: Homo sapiens LBP,
AAB31143.1; HsALT1l: Homo sapiens ALT1, NP_005300.1 ; HsALT2: Homo sapiens ALT2,
NP_597700.1; SacALT: Sparus aurata cALT2, AY206502.1.

“won
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Per dur a terme la segona aproximacié experimental es van utilitzar cel-lules bacterianes
d’Escherichia coli de la soca XL1-Blue. Aquesta soca permet el creixement selectiu dels bacteris
en medi LB amb la preséncia de I'antibiotic tetraciclina, sense la necessitat de transformar les

cel-lules amb un plasmidi de resistencia a I'antibiotic.

Es va partir de bacteris E. coli XL1-Blue a una dilucié prévia de 1/1000, per tal d’ajustar el
nombre de coldnies a un recompte optim, i es van utilitzar 0.2 pl d’aquesta dilucié per mesclar-
los amb 50 ul de medi LB i 50 pl d’extracte de proteina total procedent de cél-lules SBL
transfectades previament amb els plasmidis pcDNA3, pcDNA3-cALT2, pcDNA3-Flectin o
pcDNA3-cALT2 conjuntament amb pcDNA3-Flectin (provinents dels experiments del punt 4.5).
Els 100 pl de cada mescla es van repartir en plaques LB/tetraciclina i es van incubar a 37 2C
durant 16 hores. Les colonies crescudes en cada placa es van recomptar, i es va obtenir el
nombre d’unitats formadores de colonia (UFC) per a cada condicid. Els resultats es van

normalitzar tenint en compte la quantitat de proteina total en cada extracte cel-lular.
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Figura 47. Efecte de la incubacié amb extractes de proteina de ceél-lules sobreexpressant cALT2,
F-lectina 0 ambdues sobre el creixement bacteria. Una mescla de 50 pl de cultiu E. coli XL1-Blue i
50 ul d’extracte de proteina total de cél-lules SBL transfectades préviament amb els plasmidis
pcDNAS3 (-), pcDNA3-cALT2 (cALT2), pcDNA3-Flectin (F-lectina) o pcDNA3-cALT2 i pcDNA3-Flectin
(cALT2 F-lectina) es va sembrar en plaques LB/tetraciclina i es van incubar a 37 oC durant 16
hores. Es va realitzar un recompte de les UFC, i es va normalitzar segons la quantitat de proteina
en cada extracte cel-lular. Els valors s’expressen com a mitjana + SD de tres cultius bacterians
independents (test ANOVA d’una via, p<0.05).

Tal com es mostra a la figura 47, en les mescles on hi ha present els extractes proteics de
cel-lules SBL que sobreexpressen tant la proteina cALT2, F-lectina o ambdues, el nombre d’UFC
és significativament menor que en les cel-lules on els extractes cel-lulars no sobreexpressaven

cap de les dues proteines.
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Aquests resultats ens indiquen que, tant la proteina cALT2 com I'F-lectina d’orada, sén capaces

de provocar una inhibicié del creixement bacteria.
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5. DISCUSSIO

Per detectar proteines que potencialment interaccionen amb les isoformes citosoliques d’ALT
hem dut a terme un assaig de doble hibrid en llevats amb cALT2 (la isoforma citosolica ALT
amb un exé més que cALT1) com a proteina esquer i una biblioteca de cDNA de fetge d’orada
com a presa. Aquesta metodologia ens ha permes identificar quatre fragments de péptids que
corresponen a quatre proteines diferents que potencialment interaccionen amb cALT2: F-
lectina, RPS20, RBP2 i HABP2. La preséencia d’aquestes proteines ha estat descrita anteriorment
en altres espécies de peixos, encara que cap d’elles ha estat préviament relacionada amb I’ALT
(Cameron et al, 2002; Kasahara et al, 2007; Bianchet et al, 2010; Yoshida et al, 2013). Les
quatre proteines identificades estan implicades, d’'una manera o d’una altra, en processos

immunologics o inflamatoris.

Les proteines d’unid al retinol, com RBP2, sén membres de la familia d’unié a lipids
intracel-lulars. Es tracta de polipeptids de baix pes molecular que s’uneixen i transporten
retinoides, acids grassos i sals biliars (Veerkamp et al, 1993; Banaszak, 1994). El retinol és la
forma alcoholica de la vitamina A, essencial per la visié, creixement, desenvolupament,
reproduccio i diferenciacié de teixits epitelials, i és la forma que s’absorbeix a la mucosa
intestinal i s’allibera als teixits. (Li, 1999). Els nivells de vitamina A sén un factor clau en la
distribucid per I'organisme de cel-lules limfoides innates. La deficiencia d’aquestes cel-lules en
I'intesti es tradueix en una deficient expressié de peptids antimicrobians i IL-22, resultant en

una activitat immunitaria defectuosa a la mucosa (Kim et al, 2015).

HABP2 és una serina proteasa que es produeix principalment al fetge i que es troba circulant
en el plasma com a zimogen inactiu. Tenint com a criteri I'homologia estructural per predir-ne
la funcié, HABP2 podria estar implicada en processos de coagulacid, fibrinolisi, inflamacio i
regulacié de I'activitat del factor de creixement (Kanse i Etscheid, 2011). Inicialment es va aillar
com a proteina d’unié a I'acid hialuronic (Choi-Miura et al, 1996), perd aquesta propietat
d’unié a polianions carregats negativament es va estendre a I'heparina i als acids nucleics.
Altres components del sistema hemostatic han mostrat tenir efectes duals en inflamacio i
processos de remodelacié, com ara la protrombina, la proteina C reactiva o el factor Vlla sobre

les plaquetes, leucocits, endoteli i cel-lules musculars (Petdja, 2011; Sen et al, 2011).

Estudis duts a terme per determinar el paper que exerceix HABP2 en cel-lules endotelials en un
context d’inflamacié van mostrar un augment de I'expressié a nivell d'mRNA i proteina

d’HABP2 durant I'activacié aguda de dany pulmonar promoguda per LPS (Mambetsariev et al,
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2010). En un model de fibroblast pulmonar es va observar que HABP2 és capac¢ d’induir la
senyalitzaciéd que porta a una migracid i proliferacié cel-lular, aixi com I’alliberament d’IL-8
(Etscheid et al, 2005, 2008). L’'IL-8, a la seva vegada, és capag¢ de disparar els nivells d’expressid
d’HABP2 en cél-lules endotelials del sistema microvascular del pulmé (Wygrecka et al, 2007).
En aquest teixit, doncs, sembla existir algun mecanisme reciproc per mantenir un estat

hemostatic durant la inflamacid.

Pel que fa al cas d’'RPS20, es va aillar una proteina cationica antimicrobiana del citosol de
macrofags de ratoli activats per IFN, que es va designar com a ubiquicidina, i era altament
similar a la proteina ribosomal S30 (Hiemstra et al, 1999). Més tard aquesta proteina també es
va aillar de la mucosa del colon humana degut a la seva activitat antibacteriana, juntament
amb la proteina ribosomal L39 (Tollin et al, 2003). De I'epiteli del colon huma també se’n va
aillar la proteina ribosomal S19, que actuava com a quimioatraent de monocits (Nishiura et al,

1996) i la proteina ribosomal L30 (Howell et al, 2003).

El mucus epidérmic d’espécies de peixos conté proteines i péptids antimicrobians, importants
en la immunitat innata. Un péptid antibacteria que compartia similituds amb el fragment 40S
de la proteina ribosomal S30 es va aillar del mucus epidérmic de la truita irisada (Fernandes i
Smith, 2002). En extractes de mucus epidérmic de bacalla atlantic (Gadus morhua) es va trobar
activitat antimicrobiana contra Bacillus megaterium, E. coli i Candida albicans. Es van realitzar
estudis que van permetre identificar, entre d’altres, tres proteines ribosomals de 60S, L40,
L36A i L35 (Bergsson et al, 2005). Tots aquests resultats mostren que les proteines ribosomals,

qgue desenvolupen multiples funcions en la cel-lula, tenen un paper especific en la immunitat.

Hem decidit continuar els estudis amb I'F-lectina fonamentalment per dos motius. En I'assaig
de doble hibrid en llevat, a diferencia de les altres proteines, on es van aillar fragments de més
o menys extensio, en I'F-lectina hem aillat gairebé tot el domini C-terminal de la proteina.
L’estructura de I'F-lectina, com analitzarem posteriorment, conté dos dominis molt semblants
que es repeteixen en tandem, fet que ens va dur a suposar que el fragment identificat en
I'assaig de doble hibrid podria presentar un plegament semblant a la proteina nativa. D’altra
banda, I'F-lectina presenta un motiu de poliasparagines en I'extrem C-terminal. Aquest motiu
es troba també a la cua N-terminal de la seqiiéncia de I'exd extra que presenta cALT2. S’ha
descrit préviament que els dominis rics en asparagines i glutamines poden formar cremalleres
polars que permeten la formacid d’agregats, i podrien estan implicats en la mediacié de les

interaccions entre proteines (Perutz et al, 2002).
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Els peixos son la primera classe de vertebrats que posseeixen tant immunitat innata com
adaptativa. Donat la limitada capacitat de la seva immunitat adaptativa de defensar-se dels
patogens, la resposta de la immunitat innata és essencial per als peixos per lluitar contra les
infeccions (Whyte, 2007; Magnadattir, 2006). Els components de la immunitat innata sén els
peptids antimicrobians, les molécules del complement, les citocines, els receptors de patrons

de reconeixement (com ara els TLR) i els membres de la familia de les lectines (Zhu et al, 2013).

Les lectines sén proteines que es caracteritzen per tenir una estructura amb la preséncia de
CRDs, i tenir la capacitat d’unir-se als carbohidrats terminals de glicoproteines i glicolipids. Sén
molécules de reconeixement de patrons importants en la immunitat innata (Yu et al, 2003).
Poden establir interaccions amb microorganismes i iniciar la resposta immunitaria, aixi com
també fer tasques d’aglutinacié, immobilitzacid i opsonitzacié de potencials patogens. La
classificacié de les lectines en families es duu a terme mitjancant I'especificitat d’unié als

carbohidrats, els dominis estructurals i les propietats d’opsonitzacié (Vasta et al, 2011).

La familia de les F-lectines ha estat identificada més recentment. Els seus membres es
caracteritzen per presentar un motiu CRD de seqiiéncia d’aminoacids Unic, un plegament
estructural nou, i I'especificitat per unir-se a molécules de L-fucosa (Vasta et al, 2012).
Inicialment, es va descriure en anguila com a una aglutinina (AAA), i presentava una estructura
tridimensional oligomérica, amb una alta multiplicitat de formes, de fins a set isoformes. Tot i
que es va aillar en serum, I’AAA és d’origen hepatic (Honda et al, 2000). Des de llavors, s’han
descrit multiples isoformes d’F-lectina en diverses espécies de peixos, incloent-hi el llobarro
ratllat (Odom i Vasta, 2005), I'orada (Cammarata et al, 2007), el llobarro (Salerno et al, 2009),
la tilapia del Nil (Argayosa i Lee, 2009) i la perca de riu japonesa (Qiu et al, 2011). Encara que la
majoria d’estudis s’han realitzat en espécimens adults, I'F-lectina s’expressa també en larves i

en teixit juvenil (Parisi et al, 2010).

Mentre que I’AAA exhibeix un Unic CRD, la majoria de les F-lectines descrites en altres peixos
contenen dos dominis CRD units en tandem. Els dominis d’unié a carbohidrats N-CDR i C-CDR
es troben en orientacions oposades, i tenen diferents afinitats per als sacarids de fucosa
(Bianchet et al, 2010; Qiu et al, 2010; Cammarata et al, 2012). La unio a fucosa descrita per a la
lectina AAA esta mediada per ponts d’hidrogen amb les cadenes del residus His>, Arg’® i Arg®,
que emergeixen d’una butxaca superficial, i per forces de Van der Waals amb un pont disulfur
inusual, format per dues cisteines continues Cys®* i Cys®, i una butxaca apolar formada pels
residus His?”’, Phe®, Leu® i Tyr46. En el cas de la seqliéncia de llobarro ratllat, on I'estructura

consta de dos dominis de tipus F-lectina disposats en tandem, s’observa que el domini N-
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terminal és més similar a la seqiiéncia d’AAA que no pas el domini C-terminal. Els residus que
formen els enllagos per ponts d’hidrogen es troben conservats, aixi com el pont de cisteines en
el domini N-terminal. Tot i que els residus que conformen la butxaca apolar no es troben
conservats en cap dels dos dominis, el que s’observa és una butxaca de dimensions diferents,
pero amb propietats de polaritat similars (Vasta et al, 2012). L'F-lectina aillada en aquesta tesi
presenta una alta homologia amb les seqliencies descrites per llobarro, llobarro blanc i
llobarro ratllat. Els residus clau per a la unié a la fucosa es troben conservats, i corresponen als
residus His®, Arggo, Arg97, Cy593, Cys94 i Phe® per a la cadena N-terminal, i His?® Arg236, Arg242 i
Phe?*” per a la cadena C-terminal. Com en el cas de les F-lectines de llobarro, llobarro blanc i

llobarro ratllat, tal com podem observar en els alineaments de les seqiéencies, el pont de

cisteines es troba només en el domini N-terminal.

L’'orientacié oposada dels dos dominis, aixi com el fet que les butxaques d’unié a la fucosa
presentin propietats diferenciades entre el domini N i C-terminal, déna suport a la idea que les
F-lectines en circulacié poden ser capaces d’entrecreuar molécules fucosilades presents en

diferents tipus de cel-lules, i poden funcionar com a opsonines.

S’ha mostrat recentment que I'F-lectina mostra activitat enfront bacteris patogens (Salerno et
al 2009, Cammarata et al, 2012), i que la seva expressié incrementa després de la injeccio
d’LPS (Qiu et al, 2011). Encara que el plegament d’F-lectina s’observa també en factors de
coagulacié i proteines d’adhesié de membrana, indicant un origen comu d’aquests sistemes
(Kairies et al, 2001), I'F-lectina es troba restringida a les espécies que es recolzen en la resposta
del sistema immunitari innat per lluitar contra les infeccions (Bianchet et al, 2010).
Possiblement, I'F-lectina podria exercir un paper important suplint les funcions de proteines

presents en organismes amb un sistema immunitari adaptatiu basat en immunoglobulines.

En S. aurata, I'F-lectina s’expressa principalment en fetge i, en menors quantitats, en teixit
adipds i ronyd. Tant cALT1 com cALT2 es troben presents en el fetge, i també en major o
menor mesura en gairebé tots els teixits. Aquesta distribucié tissular suggereix que és possible
la interaccid de I'F-lectina amb les isoformes citosoliques d’ALT in vivo, ja que les proteines es

troben als mateixos tipus cel-lulars.

Els nostres estudis de microscopia confocal en cél-lules SBL que expressen I’F-lectina i cALT1 o
cALT2 d’orada, com a proteines de fusié fluorescents, mostren que els parells de cALT1 / F-
lectina i cALT2 / F-lectina colocalitzen dins de la cél-lula. A més, hem observat que la

coexpressio tant de cALT1 com de cALT2 amb F-lectina promou un canvi, al menys de manera



DISCUSSIO 165

parcial, en la localitzacié subcel-lular de les dues isoformes citosoliques d'ALT, ja que canvien
d'una localitzacié citosolica quan s'expressen soles, a un patrd vesicular quan s'expressen amb

F-lectina.

L’F-lectina té un péptid senyal, predit computacionalment, que ajudaria a la proteina a entrar a
la via secretora. Aquest peptid senyal permetria que I'F-lectina es detectés com una proteina
de secrecid i sortis de I'ER com a carrega secretora. El transport de la carrega secretora va de
I’'ER a l'aparell de cis-Golgi, passa a través de |'aparell de Golgi a la TGN, d’on surt per formar
una vesicula secretora (Lippincott-Schwartz et al, 2000; Bonifacino i Glick, 2004). Hem detectat
la presencia d’F-lectina en el compartiment cis-Golgi (colocalitza F-lectina amb GM130, una
proteina cis-Golgi), TGN i les vesicules de secrecid immadures (colocalitza amb STX-6, una
proteina que esta present en aquests compartiments). Aquest fet ens porta a hipotetitzar que
I'F-lectina, com suggereixen els estudis in silico, és secretada per la cél-lula. Aquest fet és
també consistent amb la bibliografia, on I'F-lectina és aillada a partir de serum (Honda et al,
2000; Odom i Vasta, 2005; Cammarata et al, 2007; Argayosa i Lee, 2009; Salerno et al, 2009).
Els nostres estudis indiquen que les isoformes citosoliques d’ALT podrien interactuar amb I'F-
lectina en algun moment abans del transport fins al compartiment cis-Golgi, i aquesta
interaccid promouria I'addicié de cALT1 i cALT2 a la carrega secretora. De fet, quan es
coexpressen cALT1 i cALT2 amb I’F-lectina, es detecten en cis-Golgi, TGN i en vesicules de
secrecié immadures, colocalitzant amb I'F-lectina en aquests compartiments. La coexpressid
de cALT1 o cALT2 juntament amb F-lectina fa que les isoformes d’ALT citosoliques

aconsegueixin entrar a la via secretora, tot i que el mecanisme encara es desconeix.

A més dels estudis de colocalitzacio, es van realitzar assajos de FRET per demostrar que cALT1 i
CALT2 interactuen amb F-lectina. Aquests estudis es van realitzar amb F-lectina fusionada al
fluorofor en les dues posicions terminals. Pel que fa a la proteina en la seva localitzacié nativa,
els estudis sén els realitzats amb el fluorofor fusionat amb el domini C-terminal d’F-lectina,
deixant el peptid senyal lliure. S'ha observat una interaccié molecular entre els parells cALT1 /
F-lectina i cALT2 / F-lectina (fusionats als seus respectius fluorofors), la qual cosa suggereix que
les isoformes citosoliques d'ALT interactuen amb F-lectina. Es va observar una interaccio
encara més intensa quan el fluorofor es va fusionar a la regié N-terminal d’F-lectina, deixant a
la regié C-terminal d’F-lectina lliure per interactuar. Aixo és consistent amb el fet que el domini
C-terminal d’F-lectina és potencialment el responsable de la interaccid, ja que precisament

aquest domini es va identificar en el cribratge de doble hibrid en llevats. El fet que ambdues
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isoformes d’ALT, cALT1 i cALT2, interactuin amb F-lectina indica que el motiu poliasparagina de

cALT2 no és essencial per a la interaccié amb F-lectina.

Tenint en compte la possibilitat que aquestes proteines puguin interaccionar en el fetge i en el
mateix compartiment dins de la cel-lula, vam investigar si F-lectina té la capacitat de modificar
I'activitat de I’ALT. Els nostres estudis in vitro en cel-lules SBL demostren que cALT1 i cALT2,
guan se sobreexpressen juntament amb F-lectina, augmenten la seva activitat de manera
significativa, suggerint que I'F-lectina regula I'activitat d'ambdues isoformes citosoliques d'ALT
d'una manera similar. Els estudis realitzats mitjangant FRET recolzen la hipotesi de que I'F-

lectina modula I'activitat de cALT1 i cALT2 per interaccié proteina-proteina.

S’ha descrit que en peixos el tractament intraperitoneal amb LPS activa la resposta
inflamatoria (Sepucre et al, 2009), i promou |'expressié d’F-lectina (Cammarata et al, 2007; Qiu
et al, 2011). En els nostres estudis hem injectat intraperitonealment S. aurata amb LPS del
serotip 026: B6. Aquest serotip d’LPS conté fucosa al seu O-antigen (Stenutz et al, 2006), per
assegurar-nos la deteccié del monosacarid per I'F-lectina. En el fetge de S. aurata, el
tractament amb LPS dispara la resposta inflamatoria, com podem veure reflectit amb
I'augment d’un component important en la via d'expressio de citoquines, IL-1b (Plouffe et al,
2005). Addicionalment, es va produir un augment en I'expressié d’F-lectina. L’activitat de I'ALT
s'incrementa en el fetge, pero els nivells d’'mRNA de les isoformes d'ALT (tant citosoliques com
també mitocondrial) no es veuen alterats, la qual cosa suggereix que I'augment en I'activitat
d'ALT no és conseqliencia d'un augment en I'expressié de les isoformes de I'enzim, siné de la
regulacié posttraduccional com a possible conseqiéncia de la interaccié d’F-lectina amb les
isoformes citosoliques. Donat que el tractament amb LPS incrementa I'expressié d’F-lectina i
aquesta és capag d’augmentar I'activitat de I’ALT en els compartiments subcel-lulars on poden
interactuar, pensem que l'augment d'activitat de I’ALT després de la injeccid de LPS és a causa

de I'efecte d’F-lectina sobre I'enzim.

El tractament d’'orades amb LPS, a més de promoure un increment en |'activitat citosolica
d’ALT, modula els nivells de metabolits i altres activitats enzimatiques clau en el metabolisme
intermediari. Aquest és el cas dels triglicerids en serum, i dels enzims hepatics GGPDH i 6-PGDH
de la via de les pentoses fosfat. L'augment de la G6PDH també s'ha observat en adipocits
estimulats amb LPS, donat que aquesta via proporciona NADPH a les cel-lules, un cofactor
necessari en els processos antioxidants i senyals inflamatories (Park et al, 2006). D'altra banda,
I'augment dels triglicérids en sérum es produeix en rates després de I'administracio de LPS fet

que simula els efectes de la malaltia metabolica produida per una inflamacié continua (Wang
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et al, 2014). La disminucio de I'activitat PK en el fetge dels peixos tractats amb LPS es deu
probablement a la inhibicié al-lostérica de I'activitat PK causada pel glutamat i 'alanina, els
nivells dels quals podrien estar incrementats com a resultat de I'activacié de les isoformes
citosoliques de I’ALT (Fenton i Hutchinson, 2009). En aquest sentit, el nostre grup va observar
previament que la inhibicié de I'activitat ALT ciosolica amb AOA comporta una disminucio dels
nivells hepatics de glutamat i alanina en orada, promovent un increment de I'activitat PK en

fetge (Gonzalez et al, 2012).

L’'F-lectina per si mateixa és capag d'enllacar residus de fucosa, un sucre que esta present en
I'O-antigen de I'LPS, i ésser la responsable de I'opsonitzacid de bacteris (Argayosa i Lee, 2009) i
de promoure la fagocitosi pels macrofags (Salerno et al, 2009), suggerint el paper de la lectina
en la resposta de defensa immunitaria. De tota manera, els mecanismes de transduccid dels
senyals no estan clars. La via de les lectines en el sistema immunitari innat es basa en la
interaccid de lectines amb els sacarids que es troben a la superficie dels microbis per activar
els enzims i el sistema del complement i, finalment, estimular la resposta inflamatoria (Boshra
et al, 2006). En el cas de MBL, la lectina s’associa amb ficolina i amb els enzims MASP, que al
seu torn activen el sistema del complement (Nakao et al, 2006). La proteina efectora de I'F-
lectina en la via de les lectines és encara desconeguda, perd no podem descartar la possibilitat
que I'ALT estigui implicada en aquesta via, ja que la interacci6 amb F-lectina augmentaria

I'activitat especifica en un entorn d’infeccid.

Recentment, s’ha descrit una nova funcié per a I'ALT, suggerint la seva potencial implicacié en
la fase aguda de resposta del sistema immunitari. L'ALT recombinant de la familia dels
Amphioxus, una espécie que es troba a mig cami entre els invertebrats i els vertebrats, té la
capacitat d’unir-se als bacteris Gram-negatius a través de I'LPS de la paret bacteriana, i
n’inhibeix el creixement causant una lisi cel-lular (Jing i Zhang, 2011). Estudis amb diferents
isoformes d’ALT d’una gran varietat d’espeécies, incloent mamifers, llevats i plantes, mostren
que l'alt grau de conservacié entre I'ALT i la regid d’unié a endotoxines de I'LBP correlaciona
amb la capacitat dels homolegs ALT per unir-se a I'LPS i inhibir el creixement d’E. coli

(McAllister et al, 2013).

L'LPS, el component majoritari de la paret de bacteris Gram-negatius, activa de manera pobra
el sistema immunitari quan segueix unit a la membrana (Kitchens et al, 1998). La proteina LBP
és una lipid transferasa encarregada de catalitzar la transferencia de I'LPS de la paret
bacteriana al CD14 (Schumann et al, 1990). LBP i CD14 catalitzen també el moviment de I'LPS

directament a lipoproteines d’alta densitat (HDL), on perd la seva activitat biologica i
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mitjancant les quals sera excretat pel fetge (Wurfel et al, 1994; Kitchens et al, 2001). El
processament i 'eliminacié de I'LPS mediat per LBP i CD14 no sempre acaba amb la resposta
immunitaria a I'LPS. Aquesta és desencadenada per les molécules TLR4 i la proteina de
diferenciacié mieloide 2 (MD-2) (Triantafilou i Triantafilou, 2002; Miyake, 2004). El TLR4 és una
proteina transmembrana encarregada d’impulsar la cascada de senyalitzacid, tot i que
requereix |’associacié amb MD-2 per poder reconeixer I'LPS. Aquesta associacio es fa a nivell
de I'ER, on MD-2 permet la glicosilacié de TLR4, que facilitara que el complex arribi a la

superficie cel-lular (Ohnishi et al, 2003).

En peixos, encara que el TLR4 no es trobi present en el genoma d’algunes espécies (Oshiumi et
al, 2003; Jault et al, 2004), en els organismes on s’ha descrit, com ara en peix zebra, aquest no
és capac de reconéixer I'LPS. Es més, en aquesta espécie, el TLR4 no promou l'activacié de la
cascada de senyalitzacid, sind que la inhibeix (Sepulcre et al, 2009). Diversos estudis de
seqlenciacié genomica en peixos, indiquen que les molécules MD-2 i CD14 es troben absents
(lliev et al, 2005; Sepulcre et al, 2009; Pietrerri et al, 2013). Aquest fet podria explicar que
vertebrats com els peixos i els amfibis, siguin més resistents als efectes toxics de I'LPS (Berczi
et al, 1966). En estudis amb leucocits de diferents espécies de peixos, I'activacié de les cél-lules
immunitaries es fa a concentracions d’LPS tres ordres de magnitud superiors als requerits per
I'activacié en mamifers (Stafford et al, 2003; Sepulcre et al, 2007; Zou et al, 2007). De tota
manera, i donat que I'LPS té multiples efectes biologics en peixos, encara que sigui a altes
concentracions, és possible que I'LPS sigui reconegut per algun altre mecanisme (Sepulcre et al,

2009; Pietretti i Wiegertjes, 2014).

En I'estudi que es va realitzar per determinar la capacitat d’ALT de diferents especies per unir-
se a I'LPS (McAllister et al, 2013), es va detectar en els enzims ALT una regié homologa a la
regié d’unid a endotoxines de I'LBP (Wong et al, 2007). El grau d’homologia es relaciona
directament amb I’efecte bactericida, suggerint que aquesta regio és la responsable de la seva
activitat bactericida. En aquesta tesi, es va realitzar I'alineament multiple de la seqliéncia de
les ALT citosoliques d’orada amb I’ALT1, ALT2 i LBP humanes, i es va confirmar que hi ha un alt
grau d’homologia amb la seqiiencia d’orada. En el cas dels aminoacids de I'ALT humana
detectats com a homolegs amb la regié d’unié a endotoxines de I'LBP, el grau d’homologia
entre les seqliéncies humana i d’orada és del 100 %. De manera consistent amb I'estudi in
silico, es va voler comprovar la capacitat de I'ALT citosolica d’orada per inhibir el creixement de
bacteris. La incubacié de cultius bacterians de la soca XL1-Blue d’E. coli amb extractes de

cél-lules que sobreexpressin cALT2 d’orada promou una inhibicié del creixement bacteria. Per
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tant, 'efecte d’inhibicid del creixement suggerit per a les ALT de diferents espécies s’emula

també en I’ALT d’orada.

Suggerim doncs que I'ALT citosolica d’orada és capag, per si mateixa, de detectar la presencia
d’LPS, unir-s’hi, i contribuir a una activitat antibacteriana per un mecanisme que encara
desconeixem. Donat la seva homologia amb la seqiéncia d’unié a endotoxines de I'LBP
humana, i el fet anteriorment mencionat que I'LBP com a tal no s’ha detectat en moltes
especies de peixos, considerem que les isoformes citosoliques de I’ALT d’orada podrien estar

suplint les funcions d’LBP en els peixos com |'orada.

Els nivells d’expressié de I'F-lectina augmenten quan tractem els peixos amb LPS, simulant
I’efecte d’una infeccid bacteriana (Qiu et al, 2011). En el cas de l'orada, es va duplicar la seva
expressio en fetge 24 hores després del tractament. En el cas de les isoformes d’ALT (ja no
només les citosoliques, sind també la mitocondrial), aquest efecte no es déna. No obstant, si
que podem veure efectes en l'activitat ALT just després del tractament. L'augment de
I'activitat ALT que s’observa es pot atribuir als efectes que té la interaccid de I'F-lectina amb les
isoformes citosoliques d’ALT. Aixi, a part de promoure un augment en |'activitat ALT hepatica,
hem observat que la interaccid entre cALT1 i cALT2 amb I’F-lectina indueix a qué les isoformes
d’ALT, que sén citosoliques i no tenen cap peptid senyal que els permeti entrar com a carrega
secretora, passin a formar part de vesicules de secrecié. El mecanisme pel qual I'F-lectina
arrossega les ALT citosoliques d’orada a la via secretora actualment el desconeixem, pero
podria ésser semblant al proposat en el cas de TLR4 i MD-2. La proteina TLR4, un receptor de
patrons de reconeixement, necessita ésser glicosilada per poder entrar a la via de secrecid i
situar-se a la membrana citoplasmatica, on sera capag d’exercir la seva funcié. La proteina MD-
2 sembla ésser que permetria aquesta glicosilacié (Ohnishi et al, 2003). De la mateixa manera,
I'F-lectina podria estar promovent la glicosilacié de les isoformes citosoliques d’ALT, fet que

suposaria que I'ALT formés part de la carrega secretora de la cel-lula.

En aquest context, 'ALT alliberada, unida a I'F-lectina, seria capac d’arribar als bacteris a través
del torrent sanguini i I'espai intersticial, en part per la seva capacitat intrinseca d’unir-se a I'LPS,
i en part guiada per I'F-lectina. De la mateixa manera, I’accié de I'ALT per inhibir el creixement
bacteria es veuria incrementada, ja que la interaccid amb I'F-lectina augmenta I'activitat ALT
de manera significativa. Es tractaria doncs d’un efecte sinergic entre dues proteines amb
propietats antibacterianes: unié a I'LPS, opsonitzacié dels organismes bacterians i inhibicié del

creixement. El fet que hi hagi un mecanisme aixi, que podria ésser independent de la cascada
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de resposta inflamatoria, podria explicar que es requereixin altes concentracions d’LPS per a la

seva activacio (Berczi et al, 1966).

Encara que el mecanisme proposat no es podria donar en humans, ja que I’F-lectina és una
proteina que es troba només en peixos i amfibis, hi ha altres proteines humanes que
comparteixen propietats estructurals amb I'F-lectina, i que podrien estar mimetitzant-ne la
funcié (Kairies et al, 2001). D’aquesta manera, es podria explicar el fet que es trobin nivells
d’ALT moderadament elevats en serum durant processos inflamatoris, sense que hi hagi una
aparent destruccié hepatica (Clark et al, 2003). La preséncia d’ALT en seérum no seria per tant
un efecte de I'alliberament del contingut citoplasmatic causat per la destruccié de cel-lules
hepatiques, sind que seria promoguda per un mecanisme de secrecio per part de les cél-lules

hepatiques en resposta a la infeccid.

No podem oblidar la importancia del metabolisme en el sistema immunologic dels peixos. En
aquest sentit, I'estat nutricional dels peixos és molt important, ja que modula la resistencia a
les infeccions. Els desequilibris en la dieta dels peixos poden causar disfuncions immunitaries,
especialment visibles quan es realitzen substitucions en I'oferta d'aminoacids (Kiron, 2012). De
qualsevol manera, I'ALT no seria la primera proteina metabolica implicada en immunitat.
L’apolipoproteina A-l té activitat antibacteriana (Tada et al, 1993), i és produida localment a la

pell del peix com a part de la defensa innata (Concha et al, 2003).

Fins i tot en els estudis recents en humans esta emergint I'immunometabolisme, aixi com
l'augment de I'associacié entre els trastorns metabolics i els processos d'inflamacié (Mathis i
Shoelson, 2011). No és sorprenent que enzims clau com ALT juguin un doble paper en els
sistemes de metabolisme i la immunitat. Es més, no és trivial suggerir que I"ALT d’orada podria
estar implicada en la regulacié del sistema immunitari seguint diferents mecanismes. Tenint en
compte les potencials interaccions d’ALT amb la resta de proteines identificades en I'estudi de
doble hibrid en llevats (RPS20, RBP2 i HABP2), és possible fins i tot que estigui actuant no

només unida a I'F-lectina, sind formant un clister amb més proteines.
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6. CONCLUSIONS

1. L'assaig de doble hibrid en llevat utilitzant cALT2 com a proteina esquer i una biblioteca
de cDNA de fetge d’orada com a presa ha permés fer la criba de 6.12 x 10’ clons i
I'aillament de 8 coldnies positives independents. La seqienciacié dels fragments
nucleotidics corresponents a les 8 colonies positives, va permetre identificar els fragments
de quatre proteines amb potencialitat d’interaccié amb cALT2, que corresponen a I'F-
lectina, RPS20, RBP2 i HABP2. Addicionalment, es va obtenir un fragment de 90 nucleotids
gue no vam poder identificar. Mitjancant RACE-PCR s’ha completat la clonacié de les
seqliencies codificants de les proteines F-lectina, RPS20, RBP2 i HABP2 d’orada, que

presenten 312 aa, 119 aa, 135 aa i 628 aa, respectivament.

2. L'F-lectina d’orada presenta alta homologia amb les seqliéncies préviament descrites de
llobarro, llobarro blanc i llobarro ratllat, la qual cosa ha permes predir I'estructura
terciaria de la proteina. El fragment aillat mitjancant I'assaig de doble hibrid en llevat
correspon a tot el domini C-terminal de la proteina. Els aminoacids importants en la
interaccid de I'F-lectina amb la fucosa es troben conservats respecte les seqliencies

descrites anteriorment, i s’han predit per homologia els dominis d’unié a carbohidrats.

3. La sequeéencia de I'F-lectina conté un peptid senyal de secrecid predit computacionalment

en els primers 18 aa.

4. La proteina resultant de la fusié d’F-lectina amb el fluorofor DsRedmon unit a I'extrem C-
terminal presenta una localitzacié subcel-lular en forma de vesicules al voltant del nucli i
disperses pel citoplasma. La proteina de fusid quan se sobreexpressa en cél-lules SBL
colocalitza amb un marcador de cis-Golgi (GM130), i quan se sobreexpressa en cél-lules
293A colocalitza amb un marcador de trans-Golgi i vesicules de secrecié (STX-6). Les
proteines de fusid de les isoformes citosoliques d’ALT amb el fluorofor fusionat a I’extrem
C-terminal de la proteina es visualitzen difoses per tot el citoplasma, i no colocalitzen amb
els marcadors de I'aparell de Golgi ni de vesicules de secrecid en els tipus cel-lulars SBL i

293A, respectivament.

5. L'expressié conjunta en cél-lules SBL de les proteines de fusid, construides a partir de les
isoformes citosoliques de I’ALT d’orada unides al fluorofor EGFP i la proteina de fusié de
I’F-lectina unida al fluorofor DsRedmon a la posicié C-terminal, mostra la formacié de

vesicules perinuclears de gran mida. Les proteines de fusié colocalitzen amb els
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10.

11.

12.

marcadors de cis-Golgi (GM130) i de vesicules de secrecidé (STX-6) quan se sobreexpressen

en cel-lules SBL i 293A, respectivament.

Mitjangant estudis de FRET s’ha detectat la interaccid entre les proteines de fusié d’F-
lectina amb el fluorofor DsRedmon i de cALT1 i cALT2 amb el fluorofor EGFP. Els valors
d’eficiéncia de la interaccio, en el cas de fusionar DsRedmon a la posicié C-terminal de I'F-
lectina, sén per a les parelles F-lectina-cALT1 i F-lectina-cALT2 del 12 % i 8 %,
respectivament. Els valors passen a ésser del 18 i 14 %, respectivament, quan el fluorofor
DsRedmon es fusiona a la posiciéd N-terminal de I'F-lectina. El fet de deixar el domini C-

terminal lliure comporta un augment en I'eficiéncia de la interaccid.

La sobreexpressid de les proteines cALT1 o cALT2 conjuntament amb F-lectina en cél-lules
SBL promou un increment de I'activitat ALT de tres vegades en el cas de cALT1, i de
gairebé dues vegades en el cas de cALT2, respecte |'expressid de cALT1 i cALT2 en

abséncia d’F-lectina.

L’F-lectina s’expressa majoritariament en el fetge d’orada. Els nivells d’expressio en teixit

adipos i ronyd sén baixos, i en la resta de teixits son practicament indetectables.

L’administracio intraperitoneal d’1 mg/kg d’LPS promou un increment de I'expressié d’F-
lectina i IL-1b en el fetge d’orades 24 hores després del tractament. El tractament amb
LPS augmenta l'activitat ALT hepatica sense que es vegin afectats els nivells d’mRNA de

CALT1, cALT2 i mALT.

L’administracié d’1 mg/kg d’LPS promou un augment dels triglicérids en el sérum d’orada
24 hores després del tractament. També s’observa un lleuger descens en |'activitat de
I’enzim glicolitic PK, i un augment de les activitats dels enzims 6-PGDH i G6PDH de la via

de les pentoses fosfat en els extractes de fetge de les orades sotmeses al tractament.

Les isoformes cALT1 i cALT2 d’orada presenten un elevat grau de conservacié dels residus
implicats en la unié a endotoxines descrits per la proteina amb propietats antibacterianes

LBP humana.

La incubacié de bacteris E. coli de la soca XL1-Blue amb extractes de cel-lules SBL que
sobreexpressen cALT2, F-lectina i cALT2 conjuntament amb F-lectina promou, en els tres

casos, una inhibicid del creixement de colonies bacterianes.
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Abstract

Alanine aminotransferase (Alt) provides a molecular link between carbohydrate and amino acid metabolism. In the cell
context, the predominant Alt isozyme is located in the cytosol. To gain insight into the transcriptional regulation of the
cytosolic alt gene (calf), we cloned and characterized the calt promoter from gilthead sea bream (Sparus aurata).
Transient transfection of sea bass larvae cells with deleted calt promoter constructs and electrophoretic mobility shift
assays allowed us to identify p300 and c-Myb as new factors in the transcriptional regulation of calt expression.
Transfection studies carried out with an acetylase-deficient mutant p300 (p300DY) revealed that the acetyltransferase
activity of p300 is essential for the p300-mediated transcriptional activation of S. aurata calt. We had previously found
up-regulation of liver cAlt2, an alternatively spliced isoform of calt, under gluconeogenic conditions and in streptozotocin
(STZ)-treated S. aurata. Quantitative RT-PCR assays showed that increased p300 and c-Myb mRNA levels in the liver of
starved S. aurata contribute to enhancing the transcription of cAlt2. Consistently, the administration of insulin decreased
both p300 and c-Myb expression. The mRNA levels of p300 and c-Myb were also analyzed in the liver of STZ-induced
diabetic S. aurata. Treatment with STZ increased the expression of p300, whereas it decreased c-Myb. Our findings
suggest an involvement of p300 and c-Myb in up-regulation of cAlt2 in the liver of S. aurata under starvation. In addition,

these results provide evidence for a role of p300 in diabetes.
Journal of Molecular Endocrinology (2010) 45, 119-132

Introduction

Alanine aminotransferase (Alt, glutamate pyruvate
transaminase, EC 2.6.1.2) is a pyridoxal enzyme that
catalyzes the reversible transamination between
o-1-alanine and o-ketoglutarate to form pyruvate and
L-glutamate. By mediating the conversion of these four
major intermediate metabolites, Alt provides a molecu-
lar link between carbohydrate and amino acid
metabolism.

Alt activity in serum is clinically used as a marker of
liver integrity or hepatocellular damage; Alt activity is
significantly raised in a variety of hepatic injury
conditions, including hepatitis, cirrhosis, and drug
hepatotoxicity (Dufour et al. 2000, Glinghammar et al.
2009). Increased Alt activity is observed in rat liver after
high protein intake, fasting, and administration of
cortisol, and it is also observed in diabetic animals
(Rosen et al. 1959). Furthermore, B-adrenergic agonists,
such as epinephrine, glucagon, and norepinephrine,
induce hepatic Altactivity in rats (Begum & Datta 1992).

Recent studies have associated high levels of Alt
activity with pathologies such as obesity, muscle
diseases, type 1 diabetes, coronary atherosclerotic

Journal of Molecular Endocrinology (2010) 45, 119-132
0952-5041/10/045-119  © 2010 Society for Endocrinology  Printed in Great Britain

disease, and metabolic syndrome (Nathwani et al
2005, Wannamethee et al. 2005, West et al. 2006,
lacobellis et al. 2007, Schindhelm et al. 2007). In
addition, a rise of serum Alt activity within the reference
values in healthy populations is considered a marker for
the development of insulin resistance and type 2
diabetes (Vozarova et al. 2002, Hanley et al. 2004, West
et al. 2006, Sattar et al. 2007).

Two Alt isoforms, ALT1 and ALT2, each encoded
by a different gene, have been cloned from humans
and mice (Sohocki et al. 1997, Yang et al. 2002, Jadhao
et al. 2004). Human ALTI gene was cloned based on
the amino acid sequence of liver cytosolic ALT (cAlt;
Ishiguro et al. 1991), and mapped to human chromo-
some 8q24.3 (Sohocki et al. 1997). Yang et al. (2002)
cloned another human ALT isozyme, ALT2, and
mapped this gene to chromosome 16ql2.1. Mouse
Altl and Alt2 genes were mapped to chromosomes
15 and 8 respectively (Jadhao et al. 2004). Western
blotting indicates that human ALTI is mainly
expressed in liver, skeletal muscle, kidney, and, to a
lesser extent, in heart, whereas ALT2 is mainly
expressed in heart and skeletal muscle. Immuno-
precipitation assays demonstrate that ALT1 is the

DOLI: 10.1677/JME-10-0022
Online version via http://www.endocrinology-journals.org
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major isoform expressed in human liver and
quantitatively the most important Alt isozyme con-
tributing to basal circulating levels of Alt activity in
humans (Lindblom et al. 2007).

The hepatic activity of Alt is considered a good
indicator of protein utilization in fish (Fynn-Aikins et al.
1995, Sanchez-Muros ef al. 1998, Meton el al. 1999).
In the liver of gilthead sea bream (Sparus aurata), Alt
activity decreases following starvation, and is more
sensitive than aspartate aminotransferase to changes in
diet composition and ration size (Meton et al. 1999,
Fernandez et al. 2007). We cloned and reported the
subcellular localization of S. aurata liver cytosolic (cAlt,
homologous to mammalian ALT1) and mitochondrial
(mAlt, homologous to mammalian ALT2) Alt isoforms.
Expression of mAlt as a C- or N-terminal fusion with the
enhanced green fluorescent protein in CHO cells
allowed us to demonstrate that the mAlt N-terminus
contains a mitochondrial targeting signal that directs
the protein into the mitochondria. The primary
structure of mAlt was the first amino acid sequence
reported for a mitochondrial Alt in animals (Meton
et al. 2004). A recent study by Yang ef al. (2009) has
indicated that the rat liver ALT2 isoform is likely
to contain an N-terminal mitochondrial targeting
signal, and has showed by western blotting that ALT2
is present in mitochondrial fractions. In a recent
report, we showed that the S. aurata calt gene generates
two cytosolic transcripts by alternative splicing: cAltl
and cAlt2. The kinetic characterization and in wvive
analysis of cAltl and cAlt2 expression under various
metabolic conditions indicate that the proteins exert
distinct roles in the liver of S. aurata: cAlt2 expression
occurs in liver under gluconeogenic conditions, while
cAltl is predominant during postprandial utilization
of dietary nutrients (Anemaet et al. 2008).

Present understanding of control of Alt expression at
the transcriptional level is limited. Gray et al (2007)
reported a reduction of ALT1 mRNA levels in the liver
of Kruppel-like factor 15-deficient mice. Transfection
experiments showed that peroxisome proliferator-
activated receptor o (PPARea) agonist and fenofibric
acid induce specifically the human ALTI promoter
in Huh-7 cells, whereas the human ALT2 promoter is
unaffected. ChIP analyses confirmed the binding of
PPARa and PPARY to the —574 site in the proximal
human ALTT promoter (Thulin et al. 2008).

Since up-regulation of cAlt2 actually occurs in the
liver of streptozotocin (STZ)-induced diabetic S. aurata
(Anemaet et al. 2008), and in order to unravel the basis
that governs calt transcription, in the present study, we
isolated and characterized the S. aurafa calt promoter.
We show that p300 and c-Myb transactivate the calt
promoter, and provide evidence that p300 may be
involved in the pathogenesis of diabetes.

Journal of Molecular Endocrinology (2010) 45, 119-132

Materials and methods

Experimental animals

Gilthead sea bream (S. auwrata) fingerlings were
obtained from Tinamenor SA (Cantabria, Spain). Fish
were maintained in 260-L aquaria supplied with
recirculating seawater at 20 °C as described (Fernandez
et al. 2007). Fish were weighed every week to adjust for
the quantity of diet supplied for each experiment. Fish
were fed daily (1000 h) at 2-5% body weight with a diet
containing 46% protein, 9:3% carbohydrates, 22%
lipids, 10-6% ash, 12-1% moisture, and 21-1kJ/g
gross energy. The effect of starvation on the expression
of p300 and c-Myb was analyzed in the liver of fish
deprived of food for 20 days and in fed fish. To study
regulation of p300 and c-Myb expression by insulin and
STZ, the animals were divided into three groups.
Twenty-two hours before sampling, two groups of fish
received an i.p. injection with vehicle (0-01 M natrium
citrate, pH 4-5), and another group was i.p. injected
with STZ (600 mg/kg fish; Sigma-Aldrich). Six hours
before sampling, one group of fish previously treated
with vehicle received an i.p. dose of bovine insulin
(10 units/kg fish; Sigma-Aldrich). Fish were killed by
cervical section. Tissue samples were dissected out,
immediately frozen in liquid nitrogen, and kept at
—80 °C till use. To avoid stress, fish were anesthetized
with MS-222 (3-aminobenzoic acid ethyl ester; 1:12 500)
before handling. The experimental procedures met
the guidelines of the Animal Use Committee of the
Universitat de Barcelona.

Cloning of the 5'-flanking region of cALT promoter
from S. aurata by chromosome walking

To isolate the 5'-flanking region of calf gene from
S. aurata, two rounds of genome walking were performed
with the Universal GenomeWalker Kit (Clontech). Four
genomic libraries were obtained by blunt-end digestion
of S. aurata genomic DNA with Dral, EcoRV, Pvull, and
Stul (Meton et al. 2006). A primary PCR was performed
on each library with the gene-specific primer IGAL0502
(Table 1) and the adaptor primer AP-1 provided by the
kit. A nested PCR was performed on the primary PCR
product, using the gene-specific primer IGAL0501
(Table 1) and the adaptor primer AP-2 provided by
the kit. The longer amplification product, a single band
of ~600 bp (named s496), was obtained from the Stul
library, and purified using the High Pure PCR
Purification Kit (Hoffmann-La Roche). According to
the DNA sequence obtained by the first round of
genome walking, we designed the gene-specific primers
IGAL0405 and IGALO0305 (Table 1) to furtherisolate the
5'-flanking region of calt by PCR, following the same
amplification conditions. The nested PCR carried out

www.endocrinology-journals.org
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Table 1 Sparus aurata calt-specific primers used in the present study

Sequence 5-3' Maps to
Primers
IGALO305 CAGCTTTTGAGAAATTAGATATTAACTGC —417 to —445
IGALO405 TTGGCCACATAAAGGATAGTTCAGC —396 to —420
IGALO501 GTTGTTTTCCGCCGCTGTCACCCTCTGGACTG 172 to 141
IGALO502 GTTCGCCGCCTGGTGGGACATGTTG 21710 193
IGALO505 CCTTAAAAAATGTAATTACCTGACAGG —496 to —523
IGALO605 CCGGTACCATCAAATGTCTTTCCCAAGCCC —2096 to —2075
IGAL1007 GGAAGCTTGTTGTTTTTGTTGTTGTTGTTGTTG 196 to 172
IGAL1101 GGGGTACCAGGCGTGGCGTGGCGGTTGGGTGGG —57to —33
IGAL1102 GGGGTACCAGGCGTGGCGTGGCGCGCGGGTGGGAATATGAGCAGC- —57to —16
ACGAG
IGAL1103 GGGAATTCCAGCCGCGCGCGAGCAGGAGTGCGCGGAAGG —91to —55
IGAL12F CTTTCAGATATCAGTCCAGAGGGTGACAGCGGCGGAAAACAACA- 130to 195
ACAACAACAACAACAAAAACAACA
IGAL13R AGCTTGTTGTTTTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTTTCCGCCGCTGTC- 195 to 130
ACCCTCTGGACTGATATCTGAAAGGTAC
IGAL3001 GGGAATTCCAGCCAACCGCGAGCAAAAAAGCGCGGAAGGCGTGGC- —90to —45
GTGG
IGALHND GGAAGCTTGAAGGAGAGGTTGAGGAGTG +126 to +107
IGALSAC GGGAGCTCCTGCCTATCACTTGCATTT —495 to —477
calt—91/—51 GAATTCCAGCCAACCGCGAGCAGGAGTGCGCGGAAGGCGTG —91to —51
calt—66/—27 GTGCGCGGAAGGCGTGGCGTGGCGGTTGGGTGGGAATATGT —66to —27
calt—57/—27 AGGCGTGGCGTGGCGGTTGGGTGGGAATATGG —57to —27
calt—41/+6 TTGGGTGGGAATATGAGCAGCACGAGAGGCGCGCGAGAGGCACAAC —41to +5
calt—91/—51mutp300 GAATTCCAGCCAACCGCGAGCAAAAAAGCGCGGAAGGCGTG —91to —51
calt—91/—59mutMyb1 GAATTCCAGCCGCGCGCGAGCAGGAGTGCGCGGG —91to —59
calt—57/—27mutMyb2 AGGCGTGGCGTGGCGCGCGGGTGGGAATATGG —57t0 —27

The following primers contain restriction sites (underlined): IGALO605 (Kpnl), IGAL1007 (Hindlll), IGAL1101 (Kpnl), IGAL1102 (Kpnl), IGAL1103 (EcoRlI),
IGAL3001 (EcoRl), IGALHND (Hindlll), and IGALSAC (Sacl). IGAL12F and IGAL13R contain protruding ends resulting from restriction with Hindlll and Kpnl
respectively (underlined). Bold and double underlined letters indicate site-directed mutations in primers IGAL1102, IGAL1103, IGAL3001, calt—91/
—51mutp300, calt—91/—59mutcMyb1, and calt—57/—27mutcMyb2. For double-stranded oligonucleotides calt—91/—51, calt—66/—27, calt—57/—27,
calt—41/+6 and calt—91/—51mutp300, calt—91/—59mutcMyb1, and calt —57/—27mutcMyb2 used in gel shift experiments, only the forward primers are
shown. Mapping positions for IGAL0501, IGAL0502, IGAL1007, IGAL12F, and IGAL13R are calculated from S. aurata cAlt2 cDNA. For other primers,
mapping positions are calculated from S. aurata calt gene relative to the transcription start site.

on the EcoRV library gave rise to a band of ~1600 bp
(s1603). The DNA fragments s496 and s1603 were
ligated into pGEM-T Easy (Promega) to generate
pGEM496 and pGEMI1603 respectively. Two indepen-
dent clones were fully sequenced on both strands,
following the ABI Prism BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction kit instructions (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

Construction of reporter gene plasmids

The reporter construct pGalt496 was generated by PCR
using pGEM496 as a template and oligonucleotides
IGALSAC (with a 5-anchor sequence containing a
Sacl site; Table 1) and IGALHND (with a 5-anchor
sequence containing a HindlIII site; Table 1). The PCR
product was digested with Sacl/HindlII and ligated
into the promoterless luciferase reporter plasmid
pGL3-Basic (Promega), previously restricted with the
same enzymes. The pGalt2096 construct was originated
by ligation of s1603 fragment into pGalt496. To this
end, a PCR using pGEM1603 as a template and the
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primer pair IGAL0505/IGAL0605 (Table 1) was
performed to add a 5-Kpnl anchor to the s1603
fragment. The resulting product was filled-in with
Klenow enzyme, digested with Kpnl, and ligated into
pGalt496, previously digested with Sacl, filled-in with
Klenow, and restricted with Kpnl. The reporter
constructs pGalt399, pGaltl73, pGalt89, pGaltl2, and
pGalt2096A89-11 were produced by chewing back,
fill-in, and self-ligation of pGalt2096 after digestion with
MisI/Kpnl, Pfl2311/Kpnl, EcoRI/Kpnl, Paul/Kpnl,
and EcoRI/Paul respectively. To obtain the pGaltb7
reporter construct, a PCR was performed using
oligonucleotides IGALI101/IGALHND and pGalt
2096 as a template. The PCR product was digested
with Kpnl/HindIII and ligated to the main fragment
resulting from digestion of pGalt2096 with the same
enzymes. The pGaltl73mutp300 construct was gener-
ated by PCR with the primer pair IGAL3001/
GLprimer2 (Promega) using pGaltl73 as a template.
The amplified product was digested with EcoRI/
HindIIl and ligated to the longer DNA fragment
obtained after restriction of pGaltl73 with the
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same enzymes. The reporter construct pGaltl73mut-
Mybl was obtained by PCR, using the primer pair
IGAL1103/IGALHND and pGalt2096 as a template.
The PCR product was digested with EcoRI/HindIII and
ligated to the main fragment resulting from restriction
of pGaltl73 with the same enzymes. To generate
pGalt57mutMyb2, a PCR was performed with the
primer pair IGAL1102/IGALHND and pGalt2096 as a
template. The PCR product was restricted with Kpnl/
HindIII and ligated to the main fragment resulting
from digestion of pGalt2096 with the same enzymes. All
constructs were verified by cycle sequencing.

Cell transfection and luciferase assay

Sea bass larvae (SBL) cells (Castric 1984) were grown
at 20 °C in Modified Eagle’s Medium (MEM), supple-
mented with 10% FCS, 1001U/ml penicillin, and
100 pg/ml STZ. Transfection experiments on SBL
cells grown at 50-60% confluence were performed
with FUGENEG6 Transfection Reagent (Hoffmann-La
Roche) on 6-well plates. Cells were transfected with
0-8 ng of the reporter construct and, when necessary,
100 ng of expression plasmids encoding p300, p300DY,
or ¢-Myb. To correct for variations in transfection
efficiency, 200 ng pCMVB was included in each
transfection. To ensure equal DNA amounts, empty
plasmids were added in each transfection. The cells
were harvested 48 h later, washed in PBS, and incubated
for 15min in 300 pl of cell culture lysis reagent
(Promega). After removal of cell debris by centri-
fugation at 10000 g for 15s, luciferase activity was
measured in 5 pl of the supernatant after the addition
of 25 ul of luciferase assay reagent (Promega). Peak
light emission was recorded on a TD-20/20 Lumin-
ometer (Turner Designs, Sunnyvale, CA, USA).
B-Galactosidase activity in the clear lysate was measured
as previously described (Meton et al. 2006). Expression
plasmids encoding rat p300 (pCMV-p300), a mutant
form of p300 lacking endogenous acetyltransferase
activity (pCMV-p300DY; Ito et al. 2001), and mouse
c-Myb (pCMV-cMyb; Oelgeschliger et al. 1995) were
kindly provided by Dr D Haro (Departament de
Bioquimica i Biologia Molecular, Universitat de Barce-
lona, Barcelona, Spain), Dr Tso-Pang Yao (Department
of Pharmacology and Cancer Biology, Duke University,
USA), and Dr Bernard Liischer (Institut fiir Moleku-
larbiologie, Medizinische Hochschule Hannover,
Hannover, Germany) respectively.

Electrophoretic mobility shift assay

Double-stranded oligonucleotides used in gel shift
experiments were (only the forward oligonucleotide
is shown) p300-cons (5-CGCACGCGGCAGGGAG-
TGAGTGGTAGTGCCG-3"), Myb-cons (5-GGTAACGG-
TTCCCAACGGCGGTTGGGGGTAACGGTTGGT-3"),
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calt—91/—51, calt—66/ —27, calt—57/—27, calt—41/
+6, calt—91/ —51mutp300, which contains a mutated
p300 response element, and calt—91/—59mutMybl
and calt—57/ —27mutMyb2, both containing mutated
c-Myb putative sites (Table 1). After 30 min of
incubation at 37°C in the presence of terminal
transferase (Hoffmann-La Roche) in a 20 pl reaction,
200 pmol of the double-stranded oligonucleotides were
3’ end labeled with digoxigenin-11-ddUTP. The
reaction was stopped by adding 2 ul of 0-2M EDTA.
Binding reactions were carried out in a total volume of
20 pl containing 100 mM HEPES, pH 7-6, 5 mM EDTA,
50 mM (NH4)3SO,, 5mM dithiothreitol (DTT), 1%
Tween 20, 150 mM KCl, 1 pg of non-specific competitor
poly [d(I-C)] (Hoffmann-La Roche), nuclear extracts
of SBL cells overexpressing p300 or c¢-Myb, and the
labeled probe. The DNA-protein complexes were
electrophoresed at 4°C on 5% polyacrylamide gel,
with 0-5X Tris-borate-EDTA as buffer. DNA was then
transferred by contact blotting (2 h at room tempera-
ture) to Nytran membranes (Schleicher & Schuell,
Keene, NH, USA). DNA was cross-linked to membranes
by u.v. irradiation for 3 min. Labeled probes were
immunodetected with anti-digoxigenin conjugated
with alkaline phosphatase (Hoffmann-La Roche), with
CDP-Star (Hoffmann-La Roche) as a chemiluminescent
substrate. Membranes were exposed to Hyperfilm ECL
(Amersham). For competition experiments, SBL
nuclear extracts were pre-incubated for 30 min with a
5- and 20-fold molar excess of unlabeled double-
stranded p300-cons or Myb-cons oligonucleotides. For
supershift assays, nuclear proteins extracted from p300-
or c-Myb-overexpressing SBL cells were incubated in
the presence of anti-p300 or anti-c-Myb (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) for 30 min at
room temperature before the addition of the probe.

Nuclear extracts

Nuclear extracts were prepared from SBL cells. Cells
were grown to near confluence, washed, and scraped
into 1-5 ml of cold PBS. All the following steps were
performed at 4 °C. The cells were pelleted by centri-
fugation for 10 s at 1000 gand resuspended in 400 pl of
buffer A (10 mM HEPES, pH 7-9, 1-5mM MgCls,
10 mM KCI, 0-5 mM DTT, and 0-2 mM phenylmethyl-
sulfonyl fluoride (PMSF)). Following incubation for
10 min, cells were vortexed for 10s. Samples were
centrifuged for 10 s, and the pellet was resuspended in
20 ul of cold buffer C (20 mM HEPES, pH 7-9, 25%
glycerol, 420 mM NaCl, 1-5 mM MgCls, 0-2 mM EDTA,
0-5mM DTT, and 0-2 mM PMSF) and incubated for
20 min for high salt extraction. Cell debris was removed
by centrifugation for 2 min. The supernatant fraction
was aliquoted and stored at —80 °C.
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Quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from S. aurata liver by the
Total Quick RNA Cells and Tissues kit (Talent, Trieste,
Italy). Five micrograms of total RNA were reverse
transcribed by incubation with 5X First Strand Buffer
(Invitrogen), 10 mM DTT, 0-5 mM dNTPs, 6-25 ng/ul
random hexamers, 40 U/ul rRNasin (Promega), and
200 U/pl M-MLV RT (Invitrogen) for 1 h at 37 °C. The
cDNA product was used for subsequent real-time
quantitative PCR. The mRNA levels of p300 and c-Myb
were determined in an ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) using 0-4 uM of
each primer, 10 pl of SYBR Green (Applied Biosystems),
and 1-6 pl of the diluted cDNA mixture in a final volume
of 20 pl. Primer pairs used were IMP303 (5-GAAC-
CAGGTGATGAATGGCTCC-3') /IMP304 (5'-CTTGTT-
CATCGCTCCAGGTTGC-3') for p300; and MG0907
(5'-CGTTGGTCCGTGATTGCTAA-3') /MG0908  (5'-CT-
CGTAGATGATTCGGTCCT-3') for c-Myb. Oligonucleo-
tides MC17 (5-CGTCCACCGCAAATGCTTC-3') and
MC18 (5-GTTGTTGGGCGTTGGTTGG-3') were used
to amplify B-actin from all the samples on each plate as a
housekeeping gene to normalize expression levels of
targets between different samples and to monitor assay
reproducibility. Variations in gene expression were
calculated by the standard AAC; method. Oligonucleo-
tides IMP303, IMP304, MG0907, MG0908, MC17, and
MCI18 were designed from S. awrata p300, c-Myb, and
B-actin ¢cDNA fragments (GenBank accession numbers
GU441458, FJ797059 and X89920).

Statistical analysis

Data were analyzed by one-factor ANOVA using a
computer program (StatView, SAS Institute, Cary, NC,
USA). Differences were determined by Fisher’s pro-
tected least significant difference multiple range test.

Results

Cloning of the 5'-flanking region of S. aurata calt gene

To clone and characterize the promoter region of
calt gene from S. aurata, chromosome walking was
performed on genomic DNA isolated from this
species. To this end, caltspecific oligonucleotides
were designed from the previously cloned S. aurata
cAlt2 ¢cDNA (Anemaet et al. 2008). A first round of
genome walking resulted in the specific amplification
of a single fragment of ~600 bp (here named s496)
from the Stul library, which corresponds to positions
—496/+139 relative to the previously determined
transcription start site (Meton et al. 2004). The s496
fragment was isolated and cloned into pGEM-T
Easy to generate pGEM496. On sequencing, this
fragment was completely homologous with the 139
bases at the 5" end of S. aurata cAlt2 cDNA (Anemaet
et al. 2008).

A second round of chromosome walking on
S. aurata genomic DNA was performed, using primers
designed from the s496 fragment, to further isolate
the 5'-flanking calt region. The longer amplification
product, an ~1600 bp single fragment (s1603), was
obtained from the EcoRV library. This fragment was
isolated and ligated into pGEM-T Easy to generate
pGEM1603. After sequencing, this fragment showed
complete homology with the 51 bases at the 5" end
of the product obtained by the first round of
chromosome walking. Altogether, two consecutive
rounds of chromosome walking allowed us to isolate
2235 bp from the 5'-flanking region of S. awrata call.
This fragment comprises positions —2096 to +139
relative to the transcription start site: its nucleotide
sequence was submitted to the DDBJ/EMBL/
GenBank Databases under the accession number
DQI114991 (Fig. 1).

-2096
-1996

-696
-596

+5
+105

ATCAAATGTC TTTCCCAAGC CCTTACCAAG ACTGTGTCTC ACACCCTGTC CCTTTCACAC ACTAACACAC ACCAAGAACT CTGTGGTTCT TGTTCTCCTG
CCCARACARA T C C TTAGATTAAA TCCTGCCCTC TTGCCCATCT TCCTCTTTCA CATTATGCT TT

TTTCAAGAAG TTGCTCCACG CCTGTTTGCT GTGTTAATGA TCAACCAACA AATTTGCCAC TAAAACGTGA AATGTCAGTS ATGTATTTAT AGCTTGTTCC

ARTGCATCTT TGTACTTTGA AAGTCAATAG GATTGTTAGA CTTCTGCATT TTTGTTTAAR ACAAACTAAA AATCCTGTCA GGTAATTACA TTTTTTAAGG
Nix-2 caxa

CCTGCCTATIC_ACTTGGATTT ATTCTGGAAT TAATTTARAA CTGATTCAAA AGCAGTTAAT ATCTAATTTC TCAAARGCTG AACTATCCTT TATQTGGCCA

Oct-1 SRY
AAAATGACAA AAACCTATTT TGAGATACAA TA TTG_TAATCAAGAT GAGGCTTTGA ATGCAACAGC ATTTAAAAGC TCITGTGTTTC GCATTTAGAA

Nkx-2 Cdxa Ccaxa c/EBPR
TACATTTTCC ATTGCTGCAA AACACTTGNA TGACGAAT[CA TAATAICTCAG ATTAGTCTGT TGCTCATAAR MGTTGCCTCT TAMACATTAC ATCATTGATT

ATCATTCCCG TCGTACACGC

GTTTGTCCGA AGGCGTCACT ARGCCTAAGG CGCAAAGTTA

c-Myb —
GGOGTGGCGT GGCGGTTGGE TOK GCACAA

GATA
CTGTCAGTGA AGACGACAAA CAGCACGCGA GCCTAGTGAG CAACTGGTAA GGACTCACAC TCTCTATCTG CTCTCGTGCA GCCACAGCTC CGACTTTCTG
CTCACTCCTC AACCTCTCCT TCATG

300
S

GTGAAGAATT CAACC

Figure 1 Sequence analysis of the 5'-flanking region of the S. aurata calt gene. The
sequence upstream from the transcription start site, isolated by chromosome walking, is
shown in capital letters. Putative binding sites for transcription factors in s496 fragment are
boxed. The transcription start site is indicated by an arrow. The Inr-like element is
underlined. The translation start codon for cAlt2 is in bold and double-underlined.
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Identification of a functional S. aurata calt promoter

To determine whether the isolated genomic DNA-
flanking region of call gene contains a functional
promoter, nucleotide positions —2096 to + 126 relative
to the transcription start site were subcloned in the
promoterless pGL3-Basic plasmid, upstream from the
luciferase reporter gene (pGalt2096). The recombinant
plasmid pGalt2096 was transiently cotransfected into
SBL cells together with a LacZ-containing plasmid
(pCMVB) as an internal control for transfection
efficiency. The cell lysate was assayed for luciferase
and P-galactosidase activities 48 h after transfection.
This construct yielded a more than 80-fold increase
in luciferase activity over the promoterless vector,
pGL3-Basic (Fig. 2). This result indicates that a core
functional promoter for basal transcription is
contained within the 2096 nucleotides upstream from
the transcription start site.

To examine the promoter functional regions
involved in modulation of basal call expression in
S. aurata, sequential 5'-deletion analysis of the promoter
fragment was performed. Deletion fragments, with 5’
ends ranging from —2096 to —89 and 3’ ends at +126
(lacking the cAlt2 ATG start codon to prevent any false
negative results due to the expression of a bicistronic
message), were fused to the luciferase reporter gene
and transfected into SBL cells. The longest 5" construct
(pGalt2096) gave a more than 80-fold increase in
luciferase activity over pGL3-Basic. Sequential
5'-deletion of pGalt2096 revealed reduced promoter
activity. Decreased promoter activity was observed using
the construct containing the promoter region spanning
—89 to +126 (pGal89), which showed induction

=/ ™1 T L !

& S O £SL
3 T G
—~2096—Jf +126

_12+125

40 times greater than the promoterless pGL3-Basic
did. No activity was found when the smallest construct
(pGaltl2; —12 to +126) was used. Moreover, when
compared to pGalt2096, promoter activity decreased
twofold due to deletion of the region encompassing the
nucleotide positions —89 to —11 (pGalt2096A89 —11).
These results confirmed that the minimal core
promoter of the §. aurata calt gene is located in the
region within 89 bp upstream from the transcriptional
start, and suggest that cisacting elements may be
located in this area.

Transactivation of calt promoter by p300 and c-Myb

In silico analysis of calt promoter with TFSEARCH
(Heinemeyer et al. 1998) revealed several putative
transcription factor-binding sites in the proximal
promoter region (Fig. 1). Amongst the potential
transcription factors were sites for p300 and c-Myb.
Cotransfection of SBL cells with the pGalt2096
construct in the presence of a p300 expression plasmid
resulted in a more than 23-fold increase in calt
promoter activity. p300 is a nuclear phosphoprotein
that acts as a transcriptional coactivator. p300 promotes
gene transcription by bridging between DNA-binding
transcription factors and the basal machinery, by
providing a scaffold for integrating transcription
factors, and by modifying transcription factors and
chromatin through acetylation (Kalkhoven 2004,
Ghosh & Varga 2007). Reporter constructs containing
5'-deletion of the promoter fragment up to 89
nucleotides upstream from the transcription start site
displayed similar p300-mediated enhanced calt

pGalt2096
pGalt399
pGalt173

pGalt8g
pGalt12

—2096 —//*ﬁﬁc} pGalt2096489-11

pGL3-Basic

0 50 100 150 200
Fold induction

Figure 2 Deletion analysis of the 5'-flanking region of S. aurata caltin SBL cells. The top
left part represents the genomic organization of the 5'-flanking region of S. aurata calt.
Relevant restriction sites and the translation start codon for cAlt2 are indicated. Nucleotide
numbering starts with +1 corresponding to the transcription start site, which is indicated
by an arrow. Fragments of the S. aurata calt promoter with varying 5’ ends and an identical
3’ end (+ 126) were fused to the luciferase reporter gene in pGL3-Basic vector. SBL cells
were transfected with the reporter constructs pGalt2096, pGalt399, pGalt173, pGalt89,
pGalt12, pGalt2096A89—11, or pGL3-Basic, along with pCMV§ (lacZ) to normalize for
transfection efficiency. Luciferase activity is expressed as a fold increase over
promoterless reporter plasmid pGL3-Basic. Results shown are the mean+s.p. from at
least three independent experiments performed in duplicate.
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promoter activity in SBL cells. In contrast, no
enhancement of the promoter activity was detected
when the shortest construct (pGaltl2) was used. Since
p300 can interact simultaneously with the basal
transcription machinery and with one or more
upstream transcription factors (Chan & La Thangue
2001, Kalkhoven 2004), our findings suggested that a cis
element located within 89 bp upstream from the
transcription start site, here named the p300 response
element, may be responsible for the p300-mediated
transactivation of calt promoter. Consistently, no
transactivation by p300 was observed when cotrans-
fected with the pGalt2096A89—11 reporter construct,
which lacks the region within 89 bp upstream from the
transcriptional start (Fig. 3A).

Putative c-Myb-binding sites were located within
nucleotide positions —85 to —68 and —52 to —35
relative to the transcription start site of S. aurata calt
and, therefore, close to the p300 response element
(=73 to —60). Among other transcription factors,
p300 is a well-established coactivator of c-Myb through
acetylation of the latter (Tomita ef al. 2000, Sandberg
et al. 2005). To address the role of c-Myb in calt
expression, we performed transfection experiments on
SBL cells. Cotransfection of a plasmid encoding c-Myb
together with the pGalt2096 construct resulted in a
more than threefold increase in calt promoter activity
(Fig. 3B). Reporter constructs pGaltl73 and pGalt89
displayed similar cali promoter transactivation after
cotransfection with ¢-Myb. No enhancement of the
promoter activity was detected when the shortest
construct (pGaltl2) was used. Furthermore, no trans-
activation by c-Myb was observed when cotransfected
with pGalt2096A89 — 11 reporter construct, which lacks
the region within 89 bp upstream from the transcrip-
tional start. These results suggest that c-Myb may
transactivate the S. aurata call promoter by acting via
at least one response element located within 89 bp
upstream from the transcriptional start. Cotransfection
of SBL cells with expression plasmids encoding p300
and c-Myb caused additive effects on the reporter
activity of pGalt89 or longer constructs (Fig. 3C).

Although the S. awrata calt and human ALTI
promoter sequences share a low general homology,
in silico analysis of human ALTI with TFSEARCH
(Heinemeyer et al. 1998) revealed the presence of
putative binding sites for p300 and c-Myb close to the
transcription start site (data not presented), similarly as
for the S. aurata gene.

p300 is part of a complex that binds to the calt
promoter

The shortest reporter construct that showed p300-
mediated transactivation (pGalt89) contains a putative
p300 response element at positions —73 to —60

www.endocrinology-journals.org
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Figure 3 Effect of p300 and c-Myb on S. aurata calt promoter
transcription in SBL cells. The cells were transfected with the
promoter constructs pGalt2096, pGalt399, pGalt173, pGalt89,
pGalt12, or pGalt2096A89— 11, with or without expression
plasmids encoding p300 (A) or c-Myb (B). (C) SBL cells were
transfected with the promoter constructs pGalt2096, pGalt89, or
pGalt12, with or without expression plasmids encoding p300 and
c-Myb. The promoter activity of the constructs alone was set at 1.
The data represent the mean +s.o. values of three independent
duplicate experiments.

relative to the transcription start site. To analyze
whether p300 is part of a protein complex that indeed
binds to the putative p300 response element at
positions —73 to —60, electrophoretic mobility shift
assay (EMSA) experiments were performed. When
calt—91/—51 (harboring the putative p300 response
element) was used as a probe and nuclear extracts were
prepared from SBL cells overexpressing p300, one
major shifted band was observed. A DNA-protein
complex with the same mobility was seen when a
consensus p300 probe was used (p300-cons). The
shifted band disappeared in competition assays

Journal of Molecular Endocrinology (2010) 45, 119-132
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Figure 4 Effect of mutating the p300 response element on
S. aurata calf promoter binding and transcription in SBL cells.
(A) The left part of the figure shows an electrophoretic mobility shift
assay of a competition analysis, using nuclear extracts of SBL
cells overexpressing p300 incubated with labeled oligonucleotides
p300-cons (lanes 1—4) or calt—91/—51 (lanes 5-8). Lanes 1 and
5 contained no nuclear extract. Lanes 2 and 6 correspond to
binding of nuclear extracts to labeled probes without competitor.
Lanes 3, 4, 7, and 8 represent competition with 5- and 20-fold
molar excess of unlabeled double-stranded competitor (p300-
cons). Lanes 9, 10, and 11 show nuclear extracts of p300-
overexpressing SBL cells incubated with probes calt—66/—27,
calt—41/+6, and calt—91/—51mutp300 respectively. The right
part of the figure shows a supershift assay using nuclear extracts
of p300-overexpressing SBL cells incubated with labeled
oligonucleotide calt—91/—51 in the absence (lanes 12-13) or
presence of 2 ug (lanes 14) and 8 ug (lanes 15) of antibody
against p300. Lane 12 contained no nuclear extract. DNA—protein
complexes are indicated by an arrow. (B) SBL cells were
transfected with pGalt173, pGalt173mutp300, or pGalt12, with or
without expression plasmids encoding p300 or p300DY. The
promoter activity of the constructs alone was set at 1. The data
represent the mean + s.o. values of three independent duplicate
experiments.

performed with 5- and 20-fold molar excess of
unlabeled p300-cons (Fig. 4A). No shifted band could
be detected when using calt— 66/ —27 (partial deletion
of p300 consensus-like sequence) and calt—41/+6
(absence of p300 consensus-like sequence) probes.

To test whether mutations in the putative p300 site
could abolish formation of the DNA—protein complex,
we performed bandshift assays using nuclear extracts of
SBL cells overexpressing p300 and a labeled probe
harboring positions —91 to —52 of the calt gene
in which the p300 box was mutated (calt—91/
—51mutp300). As shown in Fig. 4A, the complex
shifted using p300-cons and calt—91/—51 probes
disappeared when the calt—91/—51mutp300 probe
was used. In addition, a supershift assay was performed
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with antibodies against p300. As shown in Fig. 4A,
a supershift band was observed when 2pug of the
antibody were used. A higher concentration of antibody
(8 ng) blocked the binding of p300 to the probe. Taken
together, these data confirm that p300 is part of a
complex that binds to the p300 response element at
positions —73 to —60 of calt gene.

Mutating the p300 response element abolishes
transactivation by p300

To generate a reporter construct with a mutated p300
response element (pGaltl73mutp300), the same
mutations described for the doublestranded oligo-
nucleotide calt—91/—51mutp300 used in bandshift
assays were introduced into the promoter construct
pGalt173. Cotransfection experiments with pGaltl73-
mutp300 and the p300 expression vector were
performed in SBL cells to analyze the level of
transactivation due to the wild-type or the mutant
reporter construct. p300 did not enhance the transcrip-
tion of the construct harboring the mutated p300
response element (Fig. 4B). This finding allowed us to
hypothesize that the p300 response element at
positions —73 to —60, relative to the transcriptional
start of S. aurata calt promoter, is responsible for
transactivation by p300.

Histone acetyltransferase activity of p300 is essential
for transcriptional activation of calt gene

p300 couples transcription factor recognition to chro-
matin remodeling through acetylating histones and
non-histone proteins, such as a number of transcription
factors (Das et al. 2009, Marmorstein & Trievel 2009).
This brought us to the question of whether p300-
mediated acetylation plays a role in p300 transactivation
of the ecalt promoter. A point mutant version of p300,
p300DY (Ito et al 2001), which lacks histone acetyl-
transferase (HAT) activity, was cotransfected with calt
promoter constructs in SBL cells. p300DY did not
activate any of the reporter constructs transactivated by
wild-type p300, such as pGalt173 (Fig. 4B). These results
indicate that the HAT domain of p300 is essential for
p300-induced calt transactivation.

c-Myb binds to c-Myb consensus elements of calt
promoter

Two putative ¢-Myb-binding-like sites are located in the
proximal promoter region of cALT; one site partially
overlaps the p300 response element (—85 to —68) and
another element is located downstream (—52 to —35).
To investigate whether c-Myb binds to either one
or both putative ¢-Myb response elements, EMSA
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experiments were performed. Competition analysis
performed in the presence of 5- and 20-fold molar
excess of unlabeled consensus c-Myb probe (Myb-cons),
using probes calt—91/—51 (harboring the upstream
response element for c-Myb), calt—57/—27 (har-
boring the downstream response element for c-Myb),
and nuclear extracts obtained from SBL cells over-
expressing c-Myb, resulted in the disappearance of one
major shifted band (Fig. 5A). These data suggest that
¢-Myb can bind to both c¢-Myb boxes, located at
nucleotides —85 to —68 (upstream site) and —52 to
—35 (downstream site) relative to the transcriptional
start in the S. aurata call promoter.

Bandshift assays were performed to analyze whether
introduction of mutations in the putative upstream and
downstream c¢-Myb sites abolished formation of the
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Figure 5 Effect of mutating the c-Myb response element on
S. aurata calt promoter binding and transcription in SBL cells.
(A) The left part of the figure shows an electrophoretic mobility shift
assay of a competition analysis using nuclear extracts of SBL cells
overexpressing c-Myb incubated with labeled oligonucleotides
Myb-cons (lanes 1-4), calt—91/—51 (lanes 5-8), or calt—57/
—27 (lanes 9—12). Lanes 1, 5, and 9 contained no nuclear extract.
Lanes 2, 6, and 10 show binding of nuclear extracts to labeled
probes without competitor. Lanes 3, 4, 7, 8, 11, and 12 correspond
to competition with 5- and 20-fold molar excess of unlabeled
double-stranded competitor (Myb-cons). The right part of the
figure includes a supershift assay using nuclear extracts of c-Myb-
overexpressing SBL cells incubated with labeled oligonucleotides
calt—91/—51 and calt —57/—27 in the absence (lanes 13—14 and
17-18) or presence of 2 ug (lanes 15 and 19) of antibody against
c-Myb. Lanes 13 and 17 contained no nuclear extract. Lanes 16
and 20 show nuclear extracts of c-Myb-overexpressing SBL cells
incubated with probes calt—91/—51mutMyb1 and calt—57/

— 27mutMyb2 respectively. DNA—protein complexes are indicated
by an arrow. (B) SBL cells were transfected with pGalt173,
pGalt173mutMyb1, pGalt57, pGalt57mutMyb2, or pGalt12, with
or without expression plasmids encoding c-Myb or p300. The
promoter activity of the constructs alone was set at 1. The data
represent the mean +s.o. values of three independent duplicate
experiments.
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DNA-transcription factor complexes. To this end,
nuclear extracts of SBL cells overexpressing c-Myb
and labeled probes harboring mutated upstream
(calt—91/—51mutMybl) and downstream (calt
—57/—27mutMub2) ¢-Myb boxes were used. As shown
in Fig. 5A, the shifted complex disappeared when the
calt—91/—51mutMybl and calt—57/ —27mutMub2
probes were used. Supershift assays carried out with 2
pg-specific antibodies against ¢-Myb blocked the
binding of ¢-Myb to calt—91/—51 and calt—57/—27
probes. From these data, we hypothesized that c-Myb
might bind to both the upstream and the downstream
c-Myb sites located at positions —85 to —68 and —73 to
—60 of calt gene.

Mutating the downstream c-Myb box abolishes
transactivation by c-Myb

To further distinguish whether the upstream and
downstream c-Myb boxes contribute equally to the
c-Myb-dependent transactivation of the calt promoter,
we generated the reporter construct pGalth7, which
lacks the upstream c-Myb element, but retains the
downstream box. Cotransfection of SBL cells with
pGaltb7 gave similar c-Myb-dependent transactivating
rates as reporter constructs harboring both upstream
and downstream sites, such as pGaltl73 (Fig. 5B).
These results suggest that the upstream c-Myb box
(—85 to —68) is not functional. As expected, since
pGalt57 lacks the p300 response element, p300 had no
effect on the reporter activity of pGalts7. The fact that
c-Myb was still able to activate the transcription of
pGalt57 revealed that this effect was a separate event
not related to the p300 response element located at
positions —73 to —60.

Two reporter constructs were designed to carry
mutated c-Myb upstream and downstream sites:
pGaltl173mutMyb1, which contains an upstream c-Myb
site. with the mutations that were introduced in
the double-stranded oligonucleotide calt—91/
—59mutMybl used in bandshift assays; and pGalt57-
mutMyb2, which contains a downstream c-Myb site
with the mutations that were introduced in the double-
stranded oligonucleotide calt—57/ —27mutMyb2. SBL
cells were cotransfected with the cMyb expression
vector and pGaltl73mutMybl or pGalth7mutMyb?2 to
compare the level of transactivation due to the wild-type
or the mutant reporter constructs. Similar transactiva-
tion values were observed using pGaltl73mutMybl,
pGaltl73, or pGalt57, which is consistent with the
suggestion that the upstream box is not responsible for
the transactivating effect of c-Myb. In contrast, c-Myb
did not activate the transcription of the construct
harboring the mutated downstream c-Myb box
(pGalts7mutMyb2, Fig. 5B). This finding led us to
conclude that the ¢-Myb box located at positions —52
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to —3b, relative to the transcriptional start of the
S. aurata calt promoter, is responsible for the transacti-
vating effect of c-Myb.

Nutritional and hormonal regulation of p300 and
c-Myb expression in liver of S. aurata

Having established transactivation of the calt promoter
by p300 and c-Myb, we next asked whether the
expression of p300 and c¢-Myb is controlled by
nutritional and hormonal regulation in the liver of
S. aurata. We showed elsewhere that alternative splicing
of calt gene in S. aurata generates two isoforms: cAltl
and cAlt2. Specifically, the hepatic expression of
S. awrata cAlt2 increased under gluconeogenic con-
ditions, such as starvation and STZ-induced diabetes
(Anemaet et al. 2008).

Quantitative RT-PCR assays showed that starvation
similarly affected the expression of p300 and c-Myb.
Both p300 and c-Myb mRNA levels significantly
increased 1-3- and 1-4-fold respectively in the liver of
20-day-starved S. aurata (Fig. 6A). The administration
of insulin did not cause significant changes in the
expression of p300 6 h after the treatment, although a
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Figure 6 Effect of starvation, insulin, and streptozotocin on p300
and c-Myb mRNA levels in liver of S. aurata. (A) Quantitative
RT-PCR assays of p300 and c-Myb mRNA levels performed on
total RNA isolated from liver of fed and 20-day-starved fish. The
mRNA levels of p300 and c-Myb relative to -actin mRNA are
expressed as mean =+ s.p. of four fish. Statistical significance
related to fed animals is indicated as follows: *P<0-05; **P<0-01.
(B) Quantitative RT-PCR assays carried out on total RNA isolated
from liver of fish after treatment with vehicle (control; 0-01 M
natrium citrate, pH 4-5), insulin (INS; 10 U/kg fish; 6 h), or
streptozotocin (STZ; 600 mg/kg fish; 22 h). The mRNA levels of
p300 and c-Myb relative to -actin mRNA are expressed as
mean +s.p. of four animals. Statistical significance related to
control animals is indicated as follows: *P<0-05.
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tendency to decrease to about 80% of the values in
control animals was observed. A significant 55%
decrease in c-Myb mRNA levels was found in the liver
6 h after insulin administration (Fig. 6B). STZ is a
glucosamine-nitrosourea derivative widely used to
generate diabetic animal models through B cell
necrosis (Junod el al. 1969, Like & Rossini 1976, Wilson
& Leiter 1990). As it is the characteristic of the
diabetogenic action of STZ, significant hyperglycemia
(1758 £53-6 mg/dl, mean+ts.p., n=4 vs 943
+2:7mg/dl, meants.p.,, =4 in control animals;
P<0-05) followed 22 h after i.p. administration of
600 mg/kg STZ to S. auwrata. The administration of
STZ significantly up-regulated p300 1-5-fold in the
liver of 22-h-treated animals. However, STZ promoted a
decrease in ¢-Myb expression to about 25% of the
levels in control fish (Fig. 6B).

Discussion

The liver plays important roles in regulating blood
levels of amino acids and synthesizing glucose from
excess amino acids. In this tissue, Alt has an essential
function in intermediary metabolism to obtain energy
and to provide gluconeogenic substrates. To assess the
transcriptional regulation of calt gene in S. aurata, we
addressed cloning and characterization of the calt
promoter. The genomic fragment isolated is the first
calt gene promoter reported for animals other than
humans, and it allowed us to identify two functional cis
elements involved in transactivation by p300 and c-Myb
in the proximal region of the calt promoter.

The S. aurata calt promoter does not contain a TATA
box. However, it includes an initiator (Inr)-like element
that overlaps the transcription start site. The function-
ality of the putative promoter region of fish calt was
tested by transient transfection of SBL cells with fusion
constructs of the isolated genomic fragment to the
luciferase reporter gene. Sequential 5’-deletions of the
2235 bp fragment and analysis of promoter activity after
transfection of SBL cells with the deleted constructs
allowed us to conclude that the promoter region within
89 bp upstream from the transcription start site is
essential for transcriptional basal activity of calf and
constitutes the core functional promoter of this gene.

p300 and CBP have emerged as transcriptional
coactivator proteins that interact with and modulate
the activity of a wide array of transcription factors
bound at upstream activator elements (Shiama 1997).
Transient transfection experiments and EMSA analysis
demonstrated that p300 confers an activating signal on
the calt promoter. This is achieved by forming part of a
complex that binds to a p300 response element located
between —73 and —60 bp upstream from the tran-
scription start site of the S. aurata liver calf gene
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promoter. Recruitment of proteins with HAT activity,
such as p300, to the Inr element of the calt promoter
may provide an open DNA configuration precisely at
the site of transcription initiation. Histone acetylation
in the proximal calt promoter region probably makes
chromatin more accessible to other transcription
factors and the basal transcriptional machinery. Target-
ing of p300 to the Inr element might enable the
recruitment of TFIID to the calt promoter, as suggested
for other TATA-less Inr-containing promoters
(Abraham et al. 1993, Swope et al. 1996).

Apart from acetylating histones, p300 has been
shown to acetylate several transcription factors in a
regulated manner and is recruited to the various
promoters in response to several stimuli. Many of the
p300 mutations identified in tumors actually result
in the loss of acetyltransferase activity (Gayther ef al
2000), suggesting that the ability of p300 to acetylate
one or more cell proteins may be critical for their
functions in growth control. Since an acetyltransfer-
ase-deficient point mutant of p300 (p300DY) failed
to induce the acetylation of the tumor suppressor
p53, Tto et al. (2001) concluded that binding between
p53 and p300 is necessary for p300-mediated p53
acetylation. Transfection experiments in SBL cells
using p300DY show that an acetylase-deficient mutant
p300 was unable to induce call promoter activity,
indicating that the acetyltransferase activity of p300
is essential for the p300-mediated transcriptional
activation of S. awrata calt.

Our findings suggest that p300 may induce call
promoter activity by acetylating histones, to promote a
transcriptionally favorable structure of the nucleosome
at the transcriptional start, and transcription factors
such as ¢Myb. The ¢Myb gene encodes a proto-
oncogene that leads to viral myeloblastosis in avian
species (Beug et al. 1982). The role of ¢-Myb as a
transcription factor has been extensively studied in
hematopoietic stem cells. However, the expression of
c-Myb seems to be required in a number of other tissues
(Ramsay 2005). The transcriptional activity of ¢-Myb
and other transcription factors is regulated through
binding the KIX domain of p300 (Kasper et al. 2002,
Kauppi et al. 2008). Two putative c-Myb boxes were
found in the S. aurata calt promoter at positions —85
to —68 and —52 to — 35 relative to the transcriptional
start. Although EMSA assays suggested that c-Myb can
bind both sites, site-directed mutagenesis revealed that
the downstream element (positions —52 to —35) was
the only functional one and responsible for
c-Myb-dependent transactivation of the calt promoter.
Since ¢-Myb was still able to activate the transcription of
calt promoter reporter constructs lacking the p300
response element, we can conclude that the
c-Myb-dependent transactivation of calt occurred irre-
spective of the p300 response element located at
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positions —73 to —60. However, it is well known that
the DNA-binding activity of ¢-Myb is increased by
p300-mediated acetylation (Tomita ef al. 2000). Further-
more, replacement of c-Myb-acetylated residues
(lysines) by arginine dramatically decreases the trans-
activating capacity of ¢-Myb (Sano & Ishii 2001). Thus,
p300-mediated acetylation of ¢-Myb could enhance the
binding of c¢-Myb to the S. aurata calf promoter.
Conceivably, p300-mediated acetylation of c¢-Myb at
lysine residues neutralizes the positive charge and
results in a conformational change, which, in turn,
may increase the DNA-binding activity of ¢-Myb and
thus the transcriptional activity of call.

Previously, we showed that the hepatic mRNA levels
of S. aurata cAltl and cAlt2 depend largely on
nutritional and hormonal status. Long-term starvation
increases cAlt2 mRNA levels in the liver of S. aurata,
whereas short-term refeeding and administration of
insulin down-regulate cAlt2 expression. These con-
ditions lead to opposite effects on the mRNA levels of
cAltl. Consistent with stimulation of cAlt2 in conditions
associated with increased gluconeogenesis, STZ-treated
fish present a marked increase in the hepatic
expression of cAlt2. These findings led us to
hypothesize that increased cAlt2 expression can be
responsible for the serum elevation of Alt activity levels
in animals under conditions related to insulin resist-
ance and development of type 2 diabetes (Anemaet
et al. 2008). To understand the molecular mechanism
that governs calt gene transcription, we analyzed the
expression of p300 and c-Myb in the liver of starved
and insulin- and STZ-treated S. aurata. In agreement
with cAlt2 expression, the mRNA levels of p300 and
¢-Myb increased in starved animals and decreased in
fish liver after the administration of insulin. It remains
uncertain whether the suppressing effect of insulin on
cAlt2 expression results from a direct or indirect
pathway. As it has been described in mammals, we
cannot rule out an indirect action of insulin on calt
expression through inhibition of gluconeogenic sub-
strates release from muscle and adipose tissue, rather
than direct hepatic insulin effects. Hence, hyperglyce-
mia has been shown to potentiate the indirect actions of
insulin (Fisher & Kahn 2003). This may well account for
down-regulation of cAlt2 expression in the liver of
S. aurata following the administration of glucose or
insulin (Anemaet et al. 2008).

Based on the data given, both p300 and c-Myb are
likely to contribute to increased cAlt2 expression in
starved fish. Interestingly, and in a similar way as for
cAlt2, up-regulation of p300 expression was also
observed in STZ-induced diabetic S. auwrata. In this
regard, p300 is recognized as an important element in
the pathogenesis of various diseases (Kalkhoven 2004),
and there is increasing evidence that links p300 with
diabetes (Chen et al 2010). Consistent with our
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findings, increased p300 mRNA levels have been found
in the heart of STZ-induced diabetic mice (Kaur ef al.
2006), leading the authors to conclude that p300 may
play an important role in glucose- and diabetes-induced
fibronectin synthesis. Moreover, curcumin decreases
diabetes-induced oxidative stress in the kidney through
reversion of p300 up-regulation in STZ-treated rats
(Chiu et al. 2009). Indeed, it has been suggested that
abnormal interactions between mutant transcription
factors and p300 contribute to the pathogenesis of
diabetes (Eeckhoute et al. 2001, Fajans e al. 2001, Ban
et al. 2002, Stanojevic et al. 2004, Fernandez-Zapico et al.
2009). The transcriptional regulation of calt expression
in 8. aurata does not necessarily apply to human ALT1.
However, since a p300 putative response element is
present in the human ALTT promoter, further research
is needed to explore the relationship between the
expression of p300, ALT, and diabetes in humans.

In conclusion, besides characterization for the first
time of an alf promoter in animals other than humans,
the results of the present study suggest a contribution of
p300 and ¢-Myb to up-regulation of cAlt2 expression in
the liver of S. awrata subjected to starvation. Our
findings also argue for a role of p300 in up-regulation of
cAlt2 in STZ-induced diabetic fish. Upcoming efforts
will be addressed to unravel the specific mechanisms
that govern alternative splicing of calt gene and cAltl
transcription.
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We hypothesized that the analysis of mRNA level and activity of key enzymes in amino acid and carbohydrate
metabolism in a feeding/fasting/refeeding setting could improve our understanding of how a carnivorous fish,
like the European seabass (Dicentrarchus labrax), responds to changes in dietary intake at the hepatic level. To
this end cDNA fragments encoding genes for cytosolic and mitochondrial alanine aminotransferase (cALT;
mALT), pyruvate kinase (PK), glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) and 6-phosphogluconate dehydro-
genase (6PGDH) were cloned and sequenced. Measurement of mRNA levels through quantitative real-time PCR
performed in livers of fasted seabass revealed a significant increase in cALT (8.5-fold induction) while promoting
a drastic 45-fold down-regulation of PK in relation to the levels found in fed seabass. These observations were
corroborated by enzyme activity meaning that during food deprivation an increase in the capacity of pyruvate

Keywords:

Alanine aminotransferase
Pyruvate kinase

Pentose phosphate pathway

Dicentrarchus labrax generation happened via alanine to offset the reduction in pyruvate derived via glycolysis. After a 3-day refeeding
Refeeding period cALT returned to control levels while PK was not able to rebound. No alterations were detected in the
Food deprivation expression levels of GGPDH while 6PGDH was revealed to be more sensitive specially to fasting, as confirmed
Lipogenesis by a significant 5.7-fold decrease in mRNA levels with no recovery after refeeding. Our results indicate that in
early stages of refeeding, the liver prioritized the restoration of systemic normoglycemia and replenishment of
hepatic glycogen. In a later stage, once regular feeding is re-established, dietary fuel may then be channeled to

glycolysis and de novo lipogenesis.
© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction to feeding/fasting/refeeding protocols (Pérez-Jiménez et al., 2007;

Viegas et al., 2013). Studies with fed/fasted/refed fish have often helped

Aquaculture is highly dependent on capture fisheries to provide to clarify the underlying alterations in hepatic intermediary metabolism

fishmeal required to produce high-protein feeds (Tacon and Metian,
2008), especially for carnivorous fish (Oliva-Teles, 2000; Kaushik and
Seiliez, 2010). Thus, the development of well-suited and cost-effective
feeds has become a matter of high importance to the sustainability
and profitability of the sector. Our understanding of how carnivorous
fish, such as the European seabass (Dicentrarchus labrax L.), metabolize
different dietary nutrients came to some extent from determining the
activity of key enzymes involved in carbohydrate and amino acid
metabolism. This was done either by subjecting fish to different dietary
compositions (Dias et al., 2004; Enes et al., 2006; Moreira et al., 2008) or

* Corresponding author at: Center for Neurosciences and Cell Biology, University of
Coimbra, 3001-401 Coimbra, Portugal.
E-mail address: iviegas@ci.uc.pt (1. Viegas).

http://dx.doi.org/10.1016/j.cbpa.2014.04.004
1095-6433/© 2014 Elsevier Inc, All rights reserved.

in each setting and in its in-between transitions. Besides, in aquaculture
similar refeeding maneuvers are associated with a phase of accelerated
growth, known as compensatory growth (Ali et al., 2003). The
physiological mechanisms behind this process are still unclear in
seabass (Dupont-Prinet et al., 2010; Tiirkmen et al., 2012).
Transamination reactions play an important role in amino acid
metabolism and among the transaminases, aspartate aminotransferase
(AST; EC 2.6.1.1) and alanine aminotransferase (ALT; EC 2.6.1.2) are
the most representative (Cowey and Walton, 1989). The latter, by
catalyzing the exchange of alanine with pyruvate and ammonium ion,
is considered to be one of the most responsive to changes in dietary
protein utilization (Met6n et al., 1999; Gaye-Siessegger et al., 2006;
Pérez-Jiménez et al., 2007; Gonzalez et al., 2012). In fish, alanine is an
important metabolite whose energy can be obtained either directly by
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oxidation of the carbon skeleton (Pereira et al., 1995) or indirectly after
conversion to glucose through gluconeogenesis (French et al., 1981).
Besides, it has been used as probe for muscle growth in tracer studies
(Gasier et al., 2009) and as indicator to assess the effects of food depri-
vation in muscle and liver in metabolomic studies (Kullgren et al.,
2010). Since the equilibrium constant of ALT is approximately 1.0, the
direction of alanine-pyruvate exchange is highly influenced by glycolyt-
ic production of pyruvate via pyruvate kinase (PK; EC 2.7.1.40). PK is
one of the key control enzymes of glycolysis, and its expression and ac-
tivity is highly sensitive to cellular energy charge and glycolytic flux. The
activity of PK along with 6-phosphofructo 1-kinase (PFK-1; EC 2.7.1.11)
serves primarily to increase the equilibrium constant of the glycolytic
pathway and to commit the carbon skeletons to pyruvate production.
However, in other carnivorous fish, PK mRNA was unresponsive after
refeeding at the peak of postprandial absorption (8 h) (Skiba-Cassy
et al., 2013) while activity levels recover only after 8 days of refeeding
(Metén et al., 2003; Soengas et al., 2006; Furné et al., 2012;
Pérez-Jiménez et al., 2012). This suggests that a long-term stimulation
by food intake is required in order to metabolize excess glucose toward
pyruvate production. By addressing how the interconversion of alanine
and pyruvate is related to the status of PK/PFK-1 gene expression and
activity could provide insight into the hepatic regulation during fasting
and consequent refeeding.

Aside from glycolysis, the other principal fate of glucose carbons is
metabolism via the pentose phosphate pathway (PPP) (Dias et al.,
1998). The PPP is a principal provider of NADPH for biosynthetic path-
ways such as lipogenesis and for regeneration of reduced glutathione,
as well as 5-carbon precursors for nucleotide biosynthesis. The oxida-
tive branch of the PPP, involving glucose 6-phosphate dehydrogenase
(G6PDH; EC 1.1.1.49) and 6-phosphogluconate dehydrogenase
(6PGDH; EC 1.1.1.43), is highly regulated and reflects the cellular de-
mand for NADPH and/or nucleotide and lipid biosynthesis (Sanden
et al. 2003). Thus, as for ALT and PK, the mRNA levels and activity of
these enzymes should be sensitive to nutritional and growth states.
This set of enzymes has often been used to assess the effects of food dep-
rivation and refeeding in seabass (Pérez-Jiménez et al., 2007; Viegas
et al,, 2013) and other species (Met6n et al., 1999; Furné et al., 2012;
Pérez-Jiménez et al., 2012). Despite the valuable information with-
drawn from these enzymes' activity, the nutritional regulation of their
gene expression at transcriptional level still remains to be addressed
in seabass. Given this, we hypothesized that an integrated analysis of
mRNA levels and activities for the ALT, PK, GEPDH and 6PGDH enzymes
would provide a sensitive biomarker of nutrient availability in seabass.
To test this hypothesis, we isolated cDNA fragments from D. labrax
liver encoding ALT, PK and G6PDH and 6PGDH in order to design specif-
ic molecular probes to measure expression at mRNA level, while
the corresponding enzymatic activities were also assayed. These

Table 1
Primer pairs used for the partial cDNA cloning by RT-PCR and expected band extension.

measurements were performed in cDNA from livers of seabass reared
under three different conditions: regular feeding, fasting (21 days)
and fasting (21 days) followed by refeeding (3 days).

2. Material & methods
2.1. Fish sampling and handling

Farmed European seabass (D. labrax L.) were maintained as previ-
ously described (Viegas et al., 2012). Briefly, a total of 18 fish provided
by a local farm were transported to the lab, and distributed in 200 L
tanks supplied with aerated filtered seawater from a recirculation sys-
tem equipped with a central filtering unit and a UV unit (n = 6 per
tank; initial mean length of 28.0 + 1.7 cm and initial mean body weight
0f 218.0 4- 43.0 g). The system was maintained at 18 °C and 30%. salin-
ity throughout the experiment. After acclimation, fish from one of the
tanks were provided with a commercial diet (the same used in the
farm: Dourasoja Ultra 5, SORGAL, S.A.; 44% crude protein, 18% crude
fat, 2.2% starch, 9.2% ash, 5 mm standard pellet; 20 k] g~ ' dry weight
gross energy) once a day with ration of 2% mean body weight per day.
Fish in the remaining two tanks were fasted for 21 days. After this peri-
od fish from one of those tanks were provided with food again, once a
day with the same commercial diet for 3 days. Regularly fed fish and
refed fish were provided with last meal 24 h before sacrifice. Fish
were anesthetized in saltwater containing 0.1 g L™ ! of MS-222, and
sampled for blood from the caudal vein with heparinized syringes.
After sacrifice by cervical section, the liver was excised, weighed,
freeze-clamped in liquid N, ground and stored at — 80 °C until further
analysis.

2.2. Total RNA extraction and reverse transcription (RT)

Total mRNA was isolated from frozen liver samples using the
Speedtools Total RNA Extraction Kit (Biotools, Spain). The RNA obtained
served as template for RT-PCR. RNA was spectrophotometrically quanti-
fied using a NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific) and quality was
determined using the ratio of absorbance at 260 and 280 nm. Single
strand cDNA templates for PCR amplification were synthesized from
1 pg of total RNA by incubation with M-MLV RT (Promega, Spain) at
37 °Cfor 1 h, according to the supplier's instructions.

2.3. RT-PCR analysis

The pairs of oligonucleotides and expected length of bands generated
in the amplification by RT-PCR for the different enzymes are presented
in Table 1. The oligonucleotides were designed from highly conserved
regions in the nucleotide sequences published in GenBank for each of

Gene RT-PCR

Primer sequence (5'-3')

Expected band extension (bp)

Amino acid metabolism

CALT Forward GCTGACTGTTGACACCATGAAC? 792
Reverse CAGCCCTCTGCGTACACATTATCCTG?

mALT Forward AACATGTCGGCTACAAGGATG® 1028
Reverse CAGCCCTCTGCGTACACATTATCCTG®

Glycolysis

PK Forward GATGCTGGAGAGTATGGTGCACCACG 347
Reverse GCCTCTCTGCAGATCGAGTGCAT

Pentose phosphate pathway

G6PDH Forward GAGATGGTGCAGAACCTCATGG 725
Reverse CCACAGAAGACATCCAGGATGAG

6PGDH Forward GGGGACATGCAGCTGATCTGTGAGGC 727
Reverse GTCTGTACCCGTCATAGAAGGA

4IMAL10, "IMALO7 and “shorter version of IMAL23 from Metén et al. (2004).
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the enzymes, aligning whenever possible sequences from fish species
such as zebrafish Danio rerio, rainbow trout Oncorhynchus mykiss, floun-
der Platichthys flesus, common carp Cyprinus carpio, and gilthead
seabream Sparus aurata. The sequences were aligned using EMBL-EBI
ClustalWw2 — Multiple Sequence Alignment Tool (http://www.ebi.ac.
uk/Tools/msa/clustalw2/) for comparing homologies and oligonucleo-
tides were designed with Oligo Explorer 1.2 Software (Gene Link). For
mALT and cALT, oligonucleotides were designed according to previous
studies in gilthead seabream S. aurata (Met6n et al., 2004). RT-PCR mix-
tures (30 pL total volume) consisted of 3 pL of single-strand cDNA prod-
uct, 3 pL of 10x PCR buffer, 200 uM dNTPs, 0.5 uM of oligonucleotides
(forward and reverse), and 1 U of Expand High Fidelity PCR System
(Roche). The amplification reaction was conducted through 39 cycles
of denaturation at 94 °C for 30 s, annealing for 30 s at 55 °C and DNA
synthesis at 72 °C for 2 min, followed by a final extension step of
5 min. The PCR products were separated electrophoretically on 1% aga-
rose gel alongside a 1 kbp ladder (Biotools). Bands of appropriate size
were excised, purified using High Pure PCR Cleanup Micro Kit (Roche),
ligated into pGEM-T Easy plasmid (Promega), transformed by thermic
shock in DH5a competent cells and selected colonies were allowed to
grow overnight in LB/ampicillin broth at 37 °C. Recombinant plasmid
DNA was isolated using GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma) and
sequenced with ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Applied Biosystems®). Identity of insert sequences
were verified using BLASTx against the National Center for Biotechnolo-
gy Information (NCBI) public databases and aligned among different
cDNA clones. The new D. labrax obtained sequences were introduced
in the GenBank from the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (length of the fragment and accession numbers for each enzyme
are listed in Table 2).

2.4. qRT-PCR analysis

Specific oligonucleotides for quantitative real time RT-PCR (qRT-
PCR) were designed with Oligo Explorer 1.2 (Gene Link) (Table 2).
Linearity and efficiency of amplification on qRT-PCR for the chosen
oligonucleotides were tested by generating standard curves with
consecutive dilutions of a cDNA test sample. PCR product from a non-
diluted cDNA sample and a blank (with milliQ water instead of cDNA)
were separated electrophoretically on 2% agarose gel alongside
GeneRuler™ 100 bp DNA ladder (Fermentas) for length confirmation
and to discard secondary bands.

Extraction of mRNA and subsequent synthesis of single strand cDNA
templates were performed as mentioned above from frozen liver

Table 2

samples. The reaction product was diluted 10x in milliQ water and
real-time quantitative PCR was performed in a StepOnePlus™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems®) using 0.4 uM of each oligonu-
cleotide, 10 pL of Power SYBR® Green (Applied Biosystems®) and 1.6 pL
of diluted cDNA. The temperature cycle protocol for amplification was:
50 °C for 2 min, 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles with 95 °C for
15 s and 62 °C for 1 min. Ribosomal subunit 18 (18S) from D. labrax
was chosen as the reference gene to normalize expression levels of tar-
gets between different samples. Among the reference (housekeeping)
genes tested, 18S did not reveal changes in expression levels between
experimental conditions studied and presented the lowest standard
deviation within conditions. Variations in gene expression and n-fold
induction were calculated relative to fed fish using the standard AACt
method including the efficiencies for the experimental gene and 18s.
Specific details for each amplified transcript such as oligonucleotides
used, length of bands generated and GenBank accession numbers are
listed in Table 2.

2.5. Enzyme activities

The assays to determine enzyme activities were carried out as previ-
ously described (Meton et al., 1999), with minor modifications. Crude
extracts were obtained by mixing the powdered frozen liver in a buffer
containing 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 4 mM EDTA acid, 50 mM NaF,
0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM 1,4-dithiothreitol and
250 mM sucrose (1/5, w/v), followed by homogenization using a PTA-
7 Polytron mixer (Kinematica GmbH, Switzerland; position 3, 30 s),
and centrifugation at 15,800 g for 40 min at4 °C. PK activity was assayed
in a final volume of 250 pL of final volume containing 70 mM
glycylglycine pH 7.4, 10 mM MgCI2, 100 mM KCl, 0.15 mM NADH,
2.8 mM phosphoenolpyruvate, 21 U/mL lactate dehydrogenase and
4 L of crude extract. The reaction was triggered after addition of
2.5 mM ADP. PFK-1 activity was assayed in a final volume of 200 piL con-
taining 100 mM Tris HCI pH 8.25, 5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 0.15 mM
NADH, 4 mM ammonium sulfate, 12 mM 2-mercaptoethanol, 10 mM
fructose 6-phosphate, 30 mM glucose 6-phosphate, 0.675 U/mL fructose
bisphosphate aldolase, 5 U/mL triose-phosphate isomerase, 2 U/mL
glycerol-3-phosphate dehydrogenase and 4 L crude extract. The reac-
tion was triggered after addition of 10 mM ATP. G6PDH activity was
assayed in a final volume of 200 pL of final volume containing
77.5 mM imidazole-HCl pH 7.7, 5 mM MgCl,, 1 mM NADP and 1 mM
glucose 6-phosphate and 4 pL of crude extract. 6PGDH activity was
assayed in a final volume of 200 pL of final volume containing
82.7 mM imidazole-HCI pH 7.7, 3 mM MgCl2, 0.5 mM NADP, 2 mM 6-

Primer pairs used to assess mRNA levels by quantitative real-time RT-PCR analysis, length of amplified fragments total length of the sequence and respective GenBank accession numbers.

Gene Quantitative real time RT-PCR

Primer sequence (5-3')

Length of sequence (bp)

Length of amplified fragment (bp) GenBank accession no.

Housekeeping gene

185 Forward ACGGACGAAAGCGAAAGCA 406
Reverse GGAACTACGACGGTATCTGATC

Amino acid metabolism

CALT Forward TGAAGGAGGGGGTCAAGAAA 559
Reverse AGGGTAAGAACACAGAGCCA

mALT Forward GCAGCCAATCACTTTCTTCCG 465
Reverse AATGCGGCGTGCTCTACTTIT

Glycolysis

PK Forward CAAGGTGGAAAGCCGGCAAGGC 347
Reverse GGTCACCCCTGGCAACCATCA

Pentose phosphate pathway

G6PDH Forward TGGAACAGGGACAGCGTGG 497
Reverse GAGCATCTGGAGCAAGTGGTT

6PGDH Forward CGGTGACAAGGCTGCGTTC 410
Reverse CGAACTCTTTGGCTGCCTGC

91 AM419038
123 JX073702
106 JX073703
83 KF857578
132 IX073705
110 JX073706
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phosphogluconate and 4 L of crude extract. ALT and AST activity were CAST mAST
assayed both in cytosolic (cALT/cAST) and mitochondrial (mALT/mAST) 200 = b

fractions. Mitochondrial fraction was prepared as described by Met6n
et al. (2004) at 4 °C, from powdered frozen liver in buffer A (50 mM
Tris-HCl, pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 50 mM NaF, 0.5 mM PMSF, 1 mM DTT,
200 mM mannitol and 70 mM sucrose) (1/5, w/v), followed by homog-
enization using a Dounce homogenizer, and centrifugation at 500 g for
10 min to remove nuclear and cell debris. The mitochondrial fraction
was pelleted by centrifugation at 9000 g for 20 min. The resulting super-
natant contained the cytosolic fraction. The pellet was yet washed twice
with buffer A followed by another centrifugation at 9000 g for 20 min.
Mitochondria were resuspended and disrupted in buffer A prepared
without mannitol and sucrose. Activity for ALT and AST were deter-
mined with a commercial kit (Cromatest, Linear Chemicals, Spain). All
enzymatic assays were carried out at 30 °C and followed at 340 nm.
The total protein content in liver crude extracts was determined by
the Bradford method (Bio-Rad, Spain) at 30 °Cusing bovine serum albu-
min as a standard and followed at 600 nm. All assays were adapted for
automated measurement using a Cobas Mira S spectrophotometric
analyzer (Hoffman-La Roche, Switzerland). Enzyme activities were
expressed per mg of soluble protein (specific activity). One unit of
enzyme activity was defined as the amount of enzyme necessary to
transform 1 pmol of substrate per min.

2.6. Statistical analysis

Normality (Kolmogorov-Smirnov's test) and homogeneity of
variance (Bartlett's test) were verified prior to the analysis. Log transfor-
mation was performed during the statistical analysis if Bartlett's test
was >0.05. Analysis of variance (ANOVA) was used to test the statistical
differences between nutritional conditions. A posteriori Tukey's test
was performed when significant differences were found (differences
were considered statistically significant at P < 0.05).

3. Results

Blood glucose and hepatic glycogen levels (data not shown)
plummeted after fasting and the refeeding period allowed full recovery
to levels found in fed fish (blood glucose in mM: 10.7 4+ 6.3/4.8 + 1.2/
9.3 + 1.4; hepatic glycogenin g 100 g~ liver: 3.0 + 0.9/0.7 + 0.4/3.5 +
0.4, for fed/fasted/refed fish, respectively) as previously reported
(Viegas et al., 2013).

A 599 bp cDNA fragment encoding cALT was isolated from the liver
of D. labrax by RT-PCR. The nucleotide sequence shared an 89% identity
with S. aurata cALT messenger (GenBank accession no. AY206502). To
isolate a cDNA fragment of D. labrax mALT, a forward oligonucleotide
was designed from a portion exclusively found in the S. aurata
mitochondrial ALT gene (Met6n et al., 2004). The obtained nucleotide

cALT
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Fig. 1. Effects of feeding, fasting (21 days), and refeeding (21 days fasting, 3 days refeeding) on mRNA levels (gray bars; in arbitrary units) and specific activity (black bars; in mU mg"
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Fig. 2. Effects of feeding, fasting (21 days), and refeeding (21 days fasting, 3 days
refeeding) on specific activity (black bars; in mU mg ™" protein) of cAST (left) and mAST
(right) in liver of D. labrax. Mean values + S.D. (n = 6) are presented. Significant
differences between conditions are indicated by different letters (one-way ANOVA
followed by Tukey's test).

sequence of 465 bp was 94% identical to its homolog fragment in
S. aurata mALT (GenBank accession no. AY206503). Protein identity be-
tween D. labrax ALT isoforms was 70%. Availability of cALT and mALT
D. labrax cDNA sequences allowed us to address the effect of nutritional
status on the hepatic expression of both genes at transcriptional level.
qRT-PCR showed that fasting promoted a significant increase in the
mRNA levels of cALT (an 8.5-fold induction) while return to control
values was established after a 3-day refeeding period. The nutritional
status did not affect mALT mRNA levels. ALT activity was assayed in
both cytosolic and mitochondrial liver extracts (Fig. 1) and corroborated
the results obtained at mRNA level for both genes. Although mALT
mRNA levels and activity showed no differences among the different
feeding conditions, the cALT:mALT activity ratio decreased after
refeeding (19:1 for fed fish; 16:1 for fasted fish; 9:1 for refed fish). Activ-
ity for cAST and mAST was also assayed and a similar trend to that ob-
served for cALT and mALT activity, respectively, was obtained (Fig. 2).
A cDNA sequence of 347 bp encoding glycolytic enzyme PK was iso-
lated and cloned from D. labrax liver. This fragment was ~73% identical
to Takifugu rubripes (GenBank accession no. AB074495), Salmo salar
(NM_001141703) and Oreochromis niloticus (XM_003443869). qRT-
PCR performed on cDNA from livers of fasted D. labrax showed a drastic
45-fold down-regulation of PK mRNA levels in relation to control and
this condition was maintained after a 3-day refeeding period. These ob-
servations were consistent with enzyme activity which revealed signif-
icantly higher values for PK in fed fish compared to fasted and refed fish
(Fig. 3). Activity values determined for the other glycolytic enzyme,
PFK-1 (Fig. 3), revealed a similar decrease to PK during fasting. The 3-

mALT
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protein) of cALT (left) and mALT (right) in liver of D. labrax. Mean values + S.D. (n = 6) are presented. Significant differences between conditions are indicated by different lower case
letters for mRNA levels and by different upper case letters for activity (one-way ANOVA followed by Tukey's test).
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Fig. 3. Effects of feeding, fasting (21 days), and refeeding (21 days fasting, 3 days refeeding) on mRNA levels (gray bars; in arbitrary units) and specific activity (black bars; in mU mg™
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protein) of PK (left) and PFK-1 (right — specific activity only) in liver of D. labrax. Mean values =+ S.D. (n = 6) are presented. Significant differences between conditions are indicated by
different lower case letters for mRNA levels and by different upper case letters for activity (one-way ANOVA followed by Tukey's test).

day refeeding period however, was comparatively more effective in
triggering a response as confirmed by the partial recovery to levels
found in fed fish.

To analyze gene expression at mRNA level, cDNA encoding D. labrax
G6PDH and 6PGDH were isolated (497 bp and 410 bp, respectively) and
sequenced. The conditions studied in this report did not allow us to
detect mRNA changes of GGPDH, while 6PGDH was revealed to be more
sensitive specially to fasting, as confirmed by a significant 5.7-fold de-
crease in mRNA levels. This down-regulation was slightly alleviated by
refeeding but with no statistical significance which was in agreement
with the observed activity for this enzyme. Both GGPDH and 6PGDH
responded similarly in terms of enzyme activity with significantly higher
values in the fed state than in the fasted state. The 3-day refeeding period
was not sufficient to recover control values for both activities (Fig. 4).

4. Discussion

The liver is the main site for amino acid transamination where ALT
and AST are quantitatively the most important aminotransferases in
teleost fish. Their activity is correlated with scenarios of enhanced glu-
coneogenesis (Cowey and Walton, 1989), a major pathway for utiliza-
tion of amino acids. The response of ALT to starvation does not follow
a clear pattern between different fish species (Meton et al., 1999;
Furné et al., 2012; Pérez-Jiménez et al., 2012). Moreover, its correlation
with dietary protein content and its coordination with other transami-
nases such as AST for the supply of gluconeogenic precursors, may con-
tribute to variable responses even within the same species as it seems to
be the case of seabass (Pérez-Jiménez et al., 2007). Our findings differ
from those of Pérez-Jiménez et al. (2007) that reported different re-
sponses for both ALT and AST in seabass fed a high- and a low- protein
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diet (49% and 41% crude protein, respectively) after a 9-day fasting pe-
riod. These observations revealed that the behavior of ALT and AST to
regular feeding was dependent on protein content. The influence of
the past nutritional history (different levels of dietary protein) on the
observed metabolic responsiveness to refeeding after a fasting period
was also evident. Our findings, using an intermediate level of crude pro-
tein (44%), revealed that cALT responded to a 21-day fasting period with
a significant increase in both mRNA levels and activity. After refeeding,
ALT returned to the levels found in fed fish. During fasting, net flux
through cALT lies in the direction of alanine to pyruvate thereby provid-
ing carbon for both oxidative and anaplerotic tricarboxylic acid (TCA)
cycle fluxes that sustain energy generation and gluconeogenesis,
respectively (Mommsen, 1986). Increased cALT activity under these
conditions may represent an increase in the capacity of pyruvate gener-
ation from alanine in order to offset the reduction in pyruvate derived
via glycolysis, as indicated by the observed decrease in expression and
activity of PK during fasting. The opposite setting also seems to confirm
such assessment. S. aurata subjected to a diet supplemented with
amino-oxyacetate (an inhibitor of pyridoxal phosphate-dependent
transaminases) balanced the decrease in ALT activity with a significant
increase in PK activity (Gonzdlez et al., 2012). In contrast to cALT,
none of the conditions induced significant changes in mALT expression
or activity. Its contribution to total ALT activity was found to be residual
as in S. aurata (Meton et al., 2004), hence its effect on the net flux be-
tween alanine and pyruvate under different nutritional states was con-
sidered to be insignificant, reinforcing the premise that mRNA and
activity of mALT are not sensitive indicators of nutritional status for car-
nivorous saltwater fish.

It was previously demonstrated that plasma glucose was highly sen-
sitive to fasting/refeeding conditions in seabass (Viegas et al., 2013) so
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Fig. 4. Effects of feeding, food deprivation (21 days), and refeeding (21 days fasting, 3 days refeeding) on mRNA levels (gray bars; in arbitrary units) and specific activity (black bars; in
mU mg ' protein) of GGPDH (left) and 6PGDH (right) in liver of D. labrax. Mean values + S.D. (n = 6) are presented. Significant differences between conditions are indicated by different
lower case letters for mRNA levels and by different upper case letters for activity (one-way ANOVA followed by Tukey's test).
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that after a 21-day fasting period there was a significant decrease in
glycemia to about half of that observed in fed fish. In the present
study glycolytic enzymes like PK and PFK-1 fell significantly along
with glycemia, as expected. The slight decrease in glucokinase (GK; EC
2.7.1.2) coupled to the lack of up-regulation of gluconeogenic enzymes
like glucose 6-phosphatase (G6Pase, EC 3.1.3.9) was also consistent
with these observations (Viegas et al., 2013). This pattern has also
been reported in some fish species such as the common dentex Dentex
dentex (Pérez-Jiménez et al., 2012), S. aurata (Bonamusa et al., 1992;
Meton et al., 1999) and O. mykiss (Furné et al.,, 2012) despite some
other cases where fasting caused no alterations in PK activity (Soengas
et al,, 2006) or mRNA levels (Panserat et al., 2001; Kirchner et al.,
2003). Alanine is a strong allosteric inhibitor of hepatic PK (Fenton
and Hutchinson, 2009; Gonzalez et al., 2012), so increased levels of
CALT could also have contributed to the decrease observed in PK activity.
The restoration of PK activity to control levels after refeeding takes lon-
ger than the 3-day refeeding interval of our study as reported for other
fish species (Met6n et al., 2003; Furné et al., 2012; Pérez-Jiménez et al.,
2012; Skiba-Cassy et al., 2013). Yet, surprisingly, dietary input after food
deprivation affects differently glycolytic enzymes. GK is very responsive
to refeeding as reported for this experiment (Viegas et al., 2013), and
other studies with D. labrax (Pérez-Jiménez et al., 2007) and other fish
species (Soengas et al., 2006; Skiba-Cassy et al., 2009). This highlights
the importance of rapidly phosphorylating exogenous (dietary) glucose
to glucose 6-phosphate (G6P) since it is a key branchpoint metabolite
for glycolysis, glycogen synthesis, and PPP. It has also been hypothesized
that after refeeding, the overshoot in GK associated with the lack of in-
hibition of the gluconeogenic enzyme G6Pase may be the result of futile
glucose-G6P cycling (Kamalam et al., 2012; Skiba-Cassy et al., 2013;
Viegas et al., 2013), an argument previously raised while using stable
isotopes (Viegas et al., 2011). Contrary to GK, PFK-1 and PK, located
downstream of G6P in the glycolytic pathway, seem to be poorly regu-
lated by short-term refeeding in seabass. This is consistent with the
findings for O. mykiss (Skiba-Cassy et al., 2009; Dai et al., 2013) and
D. rerio (Seiliez et al., 2013) further supporting the argument of up-
stream glycolysis futile cycling. Methodologies on how to resolve this
have been recently developed using labeled glucose (Martins et al.,
2013; Nunes et al., 2013). The low control coefficients of these enzymes
in fish glycolytic metabolism are not well understood, but may also in-
volve post-translational regulation, as suggested for O. mykiss
(Panserat et al., 2001; Skiba-Cassy et al., 2009), S. aurata (Mediavilla
et al,, 2008) and D. rerio (Dai et al., 2013). Nutrient availability was ex-
pected to favor glycolysis over gluconeogenesis during the early stages
of refeeding, nevertheless in this setting the liver seemed to prioritize
the restoration of systemic normoglycemia and replenishment of the
hepatic glycogen pool. It has been demonstrated through the use of sta-
ble isotopes that gluconeogenesis is the main contributor to blood glu-
cose production in refed seabass (Viegas et al., 2013), while hepatic
glycogen replenishment is supported mainly via the gluconeogenic or
so-called “indirect” pathway (Viegas et al., 2012). These observations
are consistent with a reduced role of glycolysis and the weak correlation
of hepatic PK and PFK-1 expression and activities with the fasting to
feeding transition.

The decreased hepatic activity level of D. labrax GGPDH and 6PGDH
after fasting was consistent with observations in other species (Meton
et al., 2003; Morales et al., 2004; Pérez-Jiménez et al., 2012) reflecting
the downregulation of biosynthetic and growth activities and its corre-
sponding reduction in demand for NADPH and nucleotide precursors.
However, as previously reported for GGPDH activity in fasted fish
(Sangiao-Alvarellos et al., 2005; Ibarz et al., 2007; Furné et al., 2012),
we observed that GGPDH mRNA levels remained unchanged in every
condition possibly indicating an active role in cellular equilibrium, for
example, on maintaining the redox state of the hepatocytes (Morales
et al,, 2004). The decrease in cALT activity after refeeding could lead to
increased alanine which has been proven to modulate the oxidative
part of the PPP, significantly increasing G6PDH activity in primary

cultures of Atlantic salmon Salmo salar hepatocytes (Sanden et al.
2003). However the lack of rebound of G6PDH and 6PGDH after
refeeding with a high-protein diet supports the role of the PPP as
NADPH-generating system rather than a component of nutrient conver-
sion into lipids (Barroso et al., 1998). A study with 2-day fasted
0. mykiss, where refeeding was followed through 8 time-points within
24 h after meal seemed to support this assumption (Mennigen et al.,
2012). Despite the significant increase observed in the expression of
various genes involved in hepatic lipid metabolism (e.g. SREBP1c, FAS,
and ACLY), G6PDH expression remained unaltered. Interestingly, after
refeeding seabass with a high-protein diet (49% crude protein), Pérez-
Jiménez et al. (2007) reported full recovery of G6PDH activity after
1 day, something that was not observed using a lower protein diet
(41% crude protein; same study) or with the diet used in the present
work (44% crude protein) even after 3 days of refeeding. Although dif-
ferent protein/lipid ratios may explain such discrepancy, the mRNA
levels confirmed to some extent the obtained activities suggesting that
de novo lipogenesis occurs in a later phase of the recovery.

In this study we report for the first time partial sequences and nutri-
tional variations on mRNA levels for cALT, mALT, PK, GEPDH and 6PGDH
in seabass. This enabled a more comprehensive analysis of how this spe-
cies copes with food deprivation and consequent refeeding. In conclu-
sion, the counterbalance between cALT and PK during fasting, both at
activity and mRNA level, ensure a steady supply of pyruvate to the
TCA cycle. cAST also participated by increasing its activity during fasting
and supplying metabolic intermediates for gluconeogenesis. After a 3-
day refeeding period rather than rebooting lipogenesis and enhancing
downstream glycolysis, the liver prioritizes the production of glucose
6-phosphate (via GK) for glycogen replenishment (Viegas et al., 2013).
At this point, the fasting-refeeding transition in seabass could be further
clarified by assessing the expression of genes involved in TCA cycle to
confirm the oxidation of endogenous vs. dietary substrates and
assessing the expression of genes involved in lipogenesis to narrow
the discrepancies described for the role of the PPP.
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