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del treball; Objectius, on es plantegen els fins a aconseguir amb la present tesi;
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ABREVIATURES | SIGLES
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GIN Glotomino PK PirLfvof kinasa
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SOD
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INTRODUCCIO

I. EL MITOCONDRI

El grau de complexitat de les cél-lules eucariotes i la seva elevada
especialitzacié en organismes pluricel-lulars (un exemple sén els més de 200 tipus
cellulars diferents en un huma) no hagués estat possible sense |'aparicié dels
mitocondris. S’ha postulat que |'origen dels mitocondris s’ajusta, molt
probablement, a la teoria endosimbidtica (Margulis, 1970; Margulis, 1981), la
qual estableix que els mitocondris sén la coevolucié d’un eubacteri ancestral, és a
dir, un bacteri endosimbiont molt similar filogenéticament als de la familia
Rickettsiaceaea, dins un proteobacteri que actud com a hoste, procés que dond
lloc a les cél-lules eucariotes. L'avantatge evolutiu que aporta els mitocondris a les
ceél-lules eucariotes és la seva capacitat, sempre en preséncia d’oxigen, de dur a
terme la respiracié cel-lular, és a dir, I'obtencié d’energia quimica en forma d’ATP
mitjancant |'oxidacié de diferents substrats, principalment la glucosa i els acids
grassos. Aixi, per exemple, I'oxidacié d’una Unica molécula de glucosa aporta més
de 30 molécules d’ATP, augmentant de forma substancial I'eficiéncia energética
de la cél-lula, ja que per via glucolitica (fermentacié anaerdbica) només obtindria

2 molécules d’ATP per cada una de glucosa.

Els mitocondris sén uns organuls altament dindmics que posseeixen la
capacitat de canviar de mida, forma i distribucié dins el citoplasma gracies als
fenomens de fusio i fissié mitocondrial, i el que és més important, adaptar la seva
activitat en resposta a les condicions fisioldgiques (i patoldgiques) de I'organisme
(Rojo et al., 1998). Les seves principals funcions estan relacionades amb el
metabolisme energétic, la produccié de radicals lliures, I'"homedstasi del calci,
I'apoptosi i en la transduccié de senyals reguladores de la proliferacié cel lular
(Wallace, 2008; Wallace, 2010). Una de les caracteristiques que fan Unic al
mitocondri respecte a la resta d’organuls subcel-lulars (tret dels cloroplasts) és la

possessié d'un genoma propi: el DNA mitocondrial (mtDNA), el qual és
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probablement la reminiscéncia del genoma de |’endosimbiont primitiu, com a
resultat de la transferencia d’aquest DNA al genoma de I'hoste. Es la perdua
d’aquest material genétic i el benefici energétic que obté I’hoste a partir de la
respiracié aerdbica del simbiont, el que segurament marcd que aquesta relacié
simbiotica original fos seleccionada evolutivament fins a I'aparicié de les cél-lules

eucariofes.

Per tant, els mitocondris sén uns orgdnuls molt complexos i desenvolupen

un paper clau en la fisiologia cel-lular.

I.1 Estructura i fisiologia mitocondrial

Els mitocondris sén uns organuls subcel-lulars formats per una doble
membrana, cada una de les quals estd altament especialitzada i amb funcions
molt diferents, que delimita una série de subestructures responsables de la

compartimentalitzacié dels processos mitocondrials. Aquests diferents espais sén

(Figura 1A):

- Matriu. Des d’un punt de vista funcional, la matriu, juntament amb la MM,
és el compartiment més important, ja que en ella tenen lloc la majoria dels
processos enzimatics del mitocondri, com sén |'oxidacié del piruvat i dels
dcids grassos. A més, en la matriu també s’hi troba el mtDNA i tota la
magquinaria replicativa, transcripcional i traductora imprescindible per a la

sintesi de totes les proteines codificades en el genoma mitocondrial.

- Membrana mitocondrial interna (MMI). Aquesta estructura es caracteritza
per estar formada per una bicapa lipidica amb una alta proporcié del
fosfolipid cardiolipina, el qual confereix una alta impermeabilitat idnica a
la membrana, i per presentar nombroses invaginacions, anomenades

crestes, que permeten al mitocondri disposar d’'una gran superficie
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d’aquesta membrana en relacié al volum mitocondrial. Aquesta membrana
conté un gran numero de proteines, les quals s’engloben bdsicament en
tres grans grups, depenent de I'activitat que realitzen: (i) les proteines que
duen a terme les reaccions d’oxidacié de la cadena respiratoria, (i) I'ATP

sintasa i (iii) els diferents transportadors responsables del pas selectiu de

tots els soluts que han d’entrar o sortir de la matriu (petits metabolits,
nucleotids, coenzims, metalls), aixi com el complex TIM (translocase of the
inner membrane), responsable de la importacié de proteines citosdliques
que realitzen la seva activitat en la matriu, com poden ser els factors
involucrats en la replicacié i la transcripcié del mtDNA o els enzims
responsables de la metabolitzacié del piruvat i els acids grassos a acetil-
coA i els que oxiden aquest en el cicle de "acid citric. Per tant, és evident la
importancia de la MMI en relacié a I'obtencié d’energia, ja que no només
és imprescindible per al transport d’aquests enzims, siné que en ella també

es troben els complexos proteics que realitzen el transport d’electrons

derivats del poder reductor generat pel cicle i la fosforilacié oxidativa.

Espai infermembrana. L'espai intermembrana té una composicié a nivell de
soluts molt similar a la del citosol (degut a I'alta permeabilitat de la MME) i
es caracteritza fonamentalment per ser I'espai on s’acumulen els protons
transportats pels complexos de la cadena respiratoria (pH baix) i per ser on
es localitzen els enzims responsables de fosforilar els diferents nucledtids a

partir de I’ATP generat a la matriu.

Membrana mitocondrial externa (MME). Per ¢ltim, la MME és una bicapa
lipidica que embolcalla tota I'estructura i es caracteritza per contenir una
gran quantitat de proteines formadores de canals, les porines o VDAC
(Voltage-dependent anion channel), responsables de I'alta permeabilitat de
la membrana, la qual permet el pas de soluts de fins a 5000 Da. En la
MME també s’hi troben els enzims responsables de la sintesi mitocondrial

de lipids, els receptors d'importacié de proteines mitocondrials i el complex
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TOM (translocase of the oufer membrane), aixi com tota la maquinaria

enzimatica per a dur a terme la divisié i fusié mitocondrial.

A
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Figura 1. Esquemes d’un mitocondri (A) i del sislema OXPHOS i ANT (B). Modificat a
partir de la tesi del Dr. Jordi Armengol (2007).

La cadena respiratoria i la fosforilacid oxidativa

La cadena respiratoria, o cadena de transport d’electrons del mitocondri, i
la fosforilacié oxidativa formen el sistema enzimatic responsable d’aprofitar
I'energia oxidativa i convertir-la en energia quimica (energia continguda en
I"enllag fosfodigster de I’ATP), sempre i quan la cél-lula es trobi en condicions
aerdbiques. Aquest sistema estd format per cinc complexos multienzimatics
localitzats en la MMI, distribuits segons el seu potencial redox: el complex |

(NADH-ubiquinona oxidoreductasa o NADH deshidrogenasa), el complex I
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(Succinat deshidrogenasa), el complex Ill (Ubiquinona-citocrom ¢ oxidoreductasa),
el complex IV (Citocrom oxidasa) i el complex V (FoF,-ATP sintasa) (Schultz and
Chan, 2001). A més, el coenzim Q o Ubiquinona (compost derivat d’una quinona
amb una cua d’isoprenils) i el citocrom C (proteina soluble de |espai
intermembrana) també formen part de la cadena respiratdria. A aquests elements
transportadors  d’electrons, s’ha d’afegir 'activitat de |'adenina nucledtid
translocasa (ANT) (Klingenberg, 1992) i del transportador de P, (Walker and
Runswick, 1993), per a qué el sistema disposi dels substrats necessaris per a la
sintesi d’ATP i no es trobi limitat pel producte. Tots aquests complexos i
transportadors formen el sistema OXPHOS (Figura 1B) (Wallace, 1989). En la
matriu mitocondrial t¢ lloc la transformacié del piruvat i dels acids grassos en
acetil-CoA, el qual és oxidat fins a CO, en el cicle de I"acid citric o cicle de Krebs.
Com a resultat d’aquesta oxidacié es produeix una important font de poder
reductor en forma de NADH i FADH, (derivat de I'oxidacié del succinat), que
cedeixen els seus electrons als complexos | i Il, respectivament, iniciant un seguit
de transferéncies d’electrons a acceptors més electronegatius, és a dir, a elements
de la cadena amb potencial redox inferior. Aixi, els complexos | o Il cediran els
electrons al coQ; d’aqui passaran al complex lll que els cedira al citocrom C que
al seu torn els transferird al complex V. L'energia resultant d’aquesta diferéncia en
el potencial redox i de la combinacié d’aquests electrons amb 'O, com a
acceptor final (produccié d’H,O), és utilizada pels complexos de la cadena
mitocondrial pel bombeig de protons (H*) de la matriu a I'espai intermembrana,
creant un gradient electroquimic. Els elements responsables del bombeig de
protons sén els complexos |, Il i IV. Per tant, I’entrada d’electrons pel complex Il va
associada a una capacitat energética menor, ja que es perd el bombeig de
protons del complex I. Aquest gradient de H™ és utilitzat per I’ATP sintasa (complex
V) com a forca protomotriu per a dur a terme la fosforilacié oxidativa o, el que és
el mateix, la sintesi d’ATP a partir d’ADP i P, (Mitchell, 1966). A més a més, aquest
gradient també és necessari per al manteniment del potencial de membrana (AW )
i per al transport actiu de metabolits. Emperd, I'eficiencia en el transport
d’electrons al llarg de la cadena respiratoria i la seva cessié a 'O, no és total i,

fins i tot en situacions normals, existeix un cert pas d’electrons a la matriu
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mitocondrial, no regulada pel complex el que origina 2 molecules er
t drial gulada pel plex IV (el g gina 2 molécules d'H,O p

la transferéncia de 4 electrons a 1'O,), que poden dur a terme una reduccié
parcial de 'O, i donar lloc a espécies reactives de I'oxigen (ROS) com I'anié

superdxid (transferéncia d'un electré a I’O,) i el peroxid (2 electrons).

1.2 Biogénesi mitocondrial i regulacié génica de proteines mitocondrials

El contingut mitocondrial d’una cél-lula estd sotmés a una estricta regulacié
fisiologica, la qual pot variar, per exemple, en funcié de la demanda energética
del teixit, com en el cas del méscul esquelétic en resposta a I'exercici (Booth and
Thomason, 1991) o com un procés d’adaptacié del teixit adipds marrd al fred en
rosegadors  (Cannon and Nedergaard, 2004), perd també per canvis
microambientals, com la hipoxia (Hoppeler et al., 2003) o per efecte de les
hormones tiroidals (Weitzel et al., 2003). Per tant, és evident que existeixen factors
especifics tissulars que regulen el contingut mitocondrial en un organisme adult i,
en conseqiéncia, la seva quantitat de genoma mitocondrial (Heerdt and
Augenlicht, 1990; Moraes, 2001). Tots els processos associats a la biogénesi
mitocondrial necessiten d’una estreta coordinacié entre el genoma nuclear i
mitocondrial, ja que la practica totalitat de les proteines que hi participen, ja
siguin estructurals, enzims, factors de transcripcié, replicacié o traduccié, sén
codificades pel genoma nuclear, mentre que una minima part de les proteines

mitocondrials provenen de la informacié genética del mtDNA.

1.2.1 El genoma mitocondrial

En humans, el genoma mitocondrial estd format per una doble cadena de
DNA circular de 16569 bp, el qual es transmet per heréncia materna (Attardi and
Schatz, 1988). Els mitocondris sén poliploides, és a dir, el nimero de copies de

mtDNA que podem trobar en una cél-lula sén molt nombroses. Aquest nUmero és
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molt variable i depén del llinatge i de I’estat de diferenciacié de la cél-lula, ja que
estd condicionat pel nimero de copies per mitocondri aixi com del nimero de
mitocondris per cél-lula, podent oscil-lar entre un centenar i milers. Un concepte
important a tenir en compte associat a la poliploidia, sobretot en I'estudi de
mutacions i malalties genétiques d’origen mitocondrial és |'heteroplasmia, que
consisteix en la barreja de 2 o més genotips mitocondrials, en un mateixa cél-lula

(Schon and Gilkerson, 2010).

Les dues cadenes es poden diferenciar en cadena pesada o H (heavy
chain) i lleugera o L (/ight chain), en funcié de la densitat diferencial que presenten
després de centrifugar el mtDNA en un gradient de CsCl. Dels 13 gens
mitocondrials que codifiquen per a diferents subunitats dels complexos del sistema
OXPHQOS, 12 es troben en la cadena H, aixi com 14 dels 22 RNA de transferéncia
(IRNA) i els 2 RNA ribosomics (rRNA) de 16S i 23S (Clay Montier et al., 2009)
(Figura 2). A part de totes aquestes caracteristiques, hi ha un factor determinant
que fa el miDNA particularment singular: I'ambient on es troba. La matriu
mitocondrial és un espai reduit que ha d’albergar un gran nombre de copies del
miDNA, totes les maquinaries de replicacié, transcripcié i traduccid, i de tots els
sistemes enzimatics que duen a terme totes les reaccions metabdliques propies del
mitocondri. Aquesta limitacié d’espai ha conduit al miDNA ha presentar una
estructura altament compacta, on hi manquen els introns, els IRNA i rRNA sén més
petits que els seus respectius nuclears i, fins i tot, 1 lloc el solapament de gens
(Bogenhagen, 2011). Un altre factor derivat del microambient matricial és I'estrés
oxidatiu al que estd sotmés el mtDNA (i la resta de factors i components presents
en la matriu), causat per la preséncia continua de ROS, els quals sén responsables
de l'oxidacié de les molécules de DNA, fenomen que causa alteracions en la
replicacié del mateix i el fan susceptible a la mutagénesi, tot i la preséncia
d’antioxidants com la superoxid dismutasa 2 (SOD2). Totes aquestes agressions
poden conduir a I'acumulacié de mutacions, delecions i, fins i tot, deplecions del
miDNA, les quals, depenent del grau d’heteroplasmia que presenti el teixit, poden
acabar manifestant-se en alguna de les malalties d’origen mitocondrial (Cui et al.,

2012).
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Figura 2. Esquema del genoma mitocondrial.

La replicacié mitocondrial

La replicacié consisteix en la sintesi de novo de les dues cadenes que
conformen el mtDNA. Aquest procés estd regulat pel genoma nuclear, ja que tots
els enzims i factors implicats estan codificats per aquest. Els elements necessaris
per a la replicacié sén la DNA polimerasa vy, la p55, les mitochondrial single-
stranded DNA binding proteins (SSBP) i I'helicasa 7Twinkle. A més, s’ha de destacar
que la replicacié i la transcripcié sén processos interrelacionats, ja que els primers
transcrits a partir del promotor de la cadena lleugera (P) sén utilitzats com a
encebadors per al comencament de la replicacié, la qual ¢ lloc de forma
unidireccional i asincronica: primer la cadena pesada a partir del Oy, situat en el
D-loop (que és |"0nica zona del mtDNA no codificant) i després la lleugera a partir
de I O, (Clayton, 2003). Empero, no es descarta que aquest sistema de replicacié
asimétrica coexisteixi amb un model similar al nuclear basat en una forquilla de

replicacié (Holt et al., 2000).
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La transcripcidé mitocondrial

La transcripcié del mitDNA es caracteritza per la produccié d'un dnic
transcrit corresponent a la cdpia sencera de tota la cadena, H o L, de manera que
el processament posttranscripcional  d’aquest  transcrits  policistronics  és
imprescindible per a la correcta traduccié de les proteines a partir dels seus mRNA
madurs. Breument, el model transcripcional del mtDNA consisteix en |'acoblament
dels complexos d’iniciacié de la transcripcié als promotors, tant al LSP com al
HSP, situats al D-loop. Aquests complexos estan integrats per I'RNA polimerasa
mitocondrial (POLRMT), Tfam, el qual actua tant com a factor d'iniciacié de la
transcripcid, per la seva capacitat topoisomerasa, com a molécula encobridora, i
una de les dues isoformes TFB, TFBTM o TFB2M, les quals estan relacionades
amb rRNA dimetiltransferases i podrien collaborar amb el processament dels
mRNA. Un cop format el complex, la transcripcié transcorre fins a arribar al final
de la cadena o a un punt de terminacié determinat, el Term, el qual és reconegut
pel factor mTERF, que s'acomplexa amb la maquindria transcripcional,
desencadenant la finalitzacié del procés. També s’ha vist que mTERF, a part
d’unir-se al lloc de finalitzacié, també ho fa al HSP, indicant un possible
mecanisme de reciclatge de |'aparell transcripcional, acoblant la fi amb I'inici d’un

altre cicle de transcripcié (Scarpulla, 2008).

La traduccié mitocondrial

La sintesi proteica mitocondrial és duta a terme conjuntament pels 2 rRNA i
els 22 t1RNA codificats en el mtDNA i per un ampli nombre de proteines d’origen
nuclear, com sén els factors d’iniciacié, elongacié i terminacié, i proteines dels
complexes ribosomals. El mecanisme concret amb el que transcorre tot el procés
no es coneix amb profunditat. Només se sap que el codi genétic mitocondrial
presenta algunes diferéncies amb el del genoma nuclear i que se suposa que el

mecanisme és diferent al citosdlic ja que els MRNA mitocondrials no tenen regions
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no-codificants ni el cap a 5’, els quals sén imprescindibles per al reconeixement

dels mRNA nuclears per part de I'aparell ribosomal (Rotig, 2011).

1.2.2 Regulacié de I'expressié de gens nuclears codificadors de proteines

mitocondrials

A part de les 13 proteines codificades pel mtDNA, sén necessaris uns 100
gens nuclears per a completar I'estructura del sistema OXPHOS, aixi com uns
altres 1000 responsables del correcte funcionament i manteniment de 'organul
(Taanman, 1999). Per tant, és evident la necessitat d’una fina coordinacié entre
els dos genomes per a I'&xit del mitocondri. Concretament, a nivell de les
proteines del sistema OXPHOS, els responsables de la seva regulacié sén una
série de reguladors de la transcripcié codificats per gens nuclears. Aquests
reguladors es divideixen en dues classes: els que actuen regulant I'expressié dels
gens mitocondrials, com sén la POLRMT, el Tfam, els TFBTM i TFB2M, i I'mTERF
(descrits en el punt anterior), o els que actuen a nivell nuclear. Dintre d’aquest
Oltim grup, es poden diferenciar dos tipus diferents d’elements: els factors de
transcripcid i els coactivadors de I’expressid, els quals poden actuar conjuntament
regulant I"activitat del promotor dels gens involucrats en la respiracié (Figura 3).

A més, cal recordar la importancia dels sistemes TOM i TIM, responsables de la
translocacié de proteines a través de les membranes externa i interna, sense els
quals no seria possible la importacié de totes les proteines amb activitat

mitocondrial.
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Figura 3. Esquema-resum de les principals vies reguladores de la funcié i biogénesi
mitocondrial mediades per PGC-1a. Modlificat a partir de Scarpulla, R.C. (2008).

Factors de transcripcié

- Nuclear Respiratory Factor-1: NRF-1 va ser el primer factor de transcripcié
regulador de gens nuclears implicats en la respiracié descrit, concretament
en els gens del citocrom c i algunes de les subunitats de la citocrom
oxidasa (Evans and Scarpulla, 1989). Actualment se sap que participa en
la regulacié de gairebé 700 gens (Cam et al., 2004), la majoria dels quals
sén  mitocondrials, com subunitats dels 5 complexos de la cadena
transportadora d’electrons, reguladors de la transcripcié i replicacié, com
Tfam, TFBs, POLRMT o MRP, enzims de la via de biosintesi del grup hemo,
o components dels aparells d’importacié de proteines i assemblatge
(Scarpulla, 1997). NRF-1 actua com a homodimer reconeixent un lloc
d’unié palindromic de sequéncia consens (T/C)GCGCA(C/T)GCGC(A/G).
La seva activitat estd regulada per fosforilacié, per efecte de diferents
factors de creixement, augmentant la seva unié al DNA i les funcions de

transactivacié i per glucosilacié, que reprimeix la transcripcié. També
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sembla estar implicat en la regulacié de la proliferacié cel-lular, ja que
interacciona amb un conjunt de gens regulats pel factor de transcripcié
regulador del creixement E2F, sent NRF-1 un nexe d’unié entre I'activitat

mitocondrial i la proliferacié (Herzig et al., 2000).

- Nuclear Respiratory Factor-2: NRF-2 es va identificar com un activador de
la transcripcié de COXIV (Virbasius and Scarpulla, 1991) i s’ha vist que
també regula la transcripcié d’altres subunitats dels complexos de la
cadena transportadora d’electrons, sobretot del complex Il, i de les
magquinaries transcripcional i traduccional. El lloc de reconeixement
d’aquest factor conté un motiu GGAA, caracteristica comuna en la familia
de factors de transcripcid amb domini ETS (Batchelor et al., 1998). Esta
format per un complex de 5 subunitats, una de les quals és I'encarregada
de la unié al DNA i la resta de |'activacié de la transcripcié. Molts dels
gens regulats per NRF-1 també presenten llocs de reconeixement per NRF-

2 (Scarpulla, 2002b), tot i que no és una regla general.

- Estrogen-Related Receptor a: Els ERR sén una familia de receptors
nuclears, formada pels membres o, B iy, amb elevada homologia amb el
receptor d’estrdgens, que pertanyen a la familia de receptors orfes, ja que
no s’ha descrit cap lligand endogen conegut. El seu lloc de reconeixement
en el DNA, conegut com ERR response elements (ERRE) tenen com a
seqiéncia consens TNAAGCTCA. La distribucié tissular d’ERR-a és ubiqua,
perd es troba majoritariament en teixits amb elevat metabolisme oxidatiu
que participen de |"homedstasi energética, com muscul cardiac i esquelétic
i TAM (Ranhotra, 2009). ERR-a s’ha identificat com un element important
de la regulaci6 de gens involucrats en el metabolisme oxidatiu,
especialment els involucrats en la B-oxidacié d’acids grassos, el cicle de
Krebs, la fosforilacié oxidativa i els processos encaminats a contrarestar
I'estrés oxidatiu (Villena and Kralli, 2008). També s'ha relacionat la seva
expressié amb la diferenciacié adipocitaria (Nichol et al., 2006). La seva

activitat com a factor de transcripcié és molt dependent de la preséncia
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dels coactivadors PGC-1 (o o B), sistema que és molt important en el
control de la biogénesi mitocondrial i del metabolisme energétic (Schreiber

et al., 2004).

Peroxisome Proliferator-Activated Receptors: Els PPARs sén factors de
transcripcié dependents de lligand que actuen com a reguladors de la
transcripcié de gens implicats en el metabolisme glucidic i lipidic, del
balang energétic, de la resposta inflamatoria, la diferenciacié cel lular,
I"adipogénesi i la tumorogénesi. Els PPARs reconeixen els seus elements de
resposta especifics (PPRE) mitjancant la heterodimeritzacié amb un subtipus
concret d'RXR (Keller et al., 1993). Aquests PPRE tenen com a sequéncia
consens dos hexamers AGGTCA en repeticié directa separats per una A.
Els principals lligands naturals dels PPARs sén els acids grassos,
especialment els poliinsaturats de cadena llarga. Tanmateix, també
existeixen lligands sintétics amb elevada selectivitat, com els fibrats o les
tiazildiones (TZD). Els PPARs es divideixen en tres subtipus, els quals
presenten diferents patrons d’expressié tissular (Braissant et al., 1996)

d’acord amb la seva funcié:

* PPAR-a: S’expressa majoritariament en teixits amb elevada capacitat
oxidativa (fetge, ronyd, TAM, muscul, cor). S’ha relacionat
principalment amb la regulaci6 de gens que participen en el
catabolisme lipidic en fetge i méscul, estimulant els processos de [3-
oxidacié (Desvergne and Wahli, 1999). També participa en la
resposta al dejuni com a regulador de |"homeodstasi energética, ja que
incrementa |'oxidacié d’acids grassos a cossos cetonics, els quals
seran utilizats com a substrat energétic pels feixits periférics en

situacions de baixa glucémia (Kersten et al., 1999; Leone et al.,

1999).

* PPAR-O: Expressié ubiqua. S’ha relacionat amb la regulacié del

catabolisme dels acids grassos i |’homeostasi energética. Per
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exemple, la seva activacié en miscul esquelétic augmenta I'expressié
de gens que promouen el catabolisme lipidic i de proteines
desacobladores, incrementant la B-oxidacié d’acids grassos (Tanaka
et al., 2003). A més, la sobreexpressié d’una forma activa de PPAR-3
en ratolins indueix la diferenciacié de les fibres musculars a fibres de
tipus |, les quals es caracteritzen per la seva capacitat oxidativa degut

al seu elevat nimero de mitocondris (Wang et al., 2004).

PPAR-y: Expressié maijoritaria en feixit adipés blanc i marré on actua
com un important regulador de I'adipogénesi. La seva expressié
augmenta durant la diferenciacié adipocitaria i, la seva activacié
mitjangant TZD promou la conversié dels preadipocits a adipocits
madurs, procés que va acompanyat d’un augment en |'expressié de
gens implicats en la captacié i acumulacié de lipids (Tontonoz et al.,
1994). A part d’aquest paper en I'adipogénesi, PPAR-y també regula
els processos de lipogénesi en |'adipdcit madur. En aquest sentit, la
inhibicié de la seva activitat provoca una disminucié dels diposits de
lipids en TAB i TAM (Rieusset et al., 2002). A més, PPAR-y és
important en la captacié d’acids grassos en |'adipocit (Desvergne et

al., 2006).

- cAMP response element binding protein: CREB, el qual reconeix I'element

de resposta CRE que té una seqiéncia consens palindromica TGACGTCA,

juntament amb NRF-1, estd involucrat amb la regulacié de |'expressié

d’alguns gens codificants de proteines mitocondrials, com el citocrom c en

resposta a estimuls proliferatius (Herzig et al., 2000) o UCP1 en resposta a

senyals adrenérgics en TAM (Thonberg et al., 2002). Emperod, CREB no és

un factor gaire com( en gens mitocondrials.

- Proteina repressora de la transcripcié YY-1: YY-1, el qual reconeix com a
lloc d’unié la seqiéncia del DNA (A/C)GCCATNTT, s’ha descrit com un

regulador, tant positiu com negatiu, de I'expressié de certes subunitats de
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la citocrom ¢ oxidasa, aixi com altres subunitats del sistema OXPHOS i de
factors d’assemblatge (van Waveren and Moraes, 2008). Per altra banda,
YY-1 s’ha identificat també com una diana d’'mTOR, el qual actua com un

sensor dels nutrients cel-lulars (Cunningham et al., 2007).

- Spl: Spl esta implicat en I'activacié i/o repressié dels gens del citocrom ¢,
(Li et al., 1996b) i de I'adenina nucledtid translocasa 2 humana (Li et al.,
1996a), els quals no tenen llocs de reconeixement per NRF (Zaid et al.,
1999). El seu lloc d'unié6 al DNA és tipicament una caixa GC, amb
seqiéncia consens (G/T)GGGCGG(G/A)(G/A)(C/T).

- MEF-2/E-box: Aquests dos elements, els quals tenen per seqiéncia consens
d'unié ol DNA CTA/M)(a/)AAATAG i el palindrom CANNTG,
respectivament, s’han descrit en la regulacié de les subunitats especifiques
de muscul de la COX, seguint un patré com( de regulacié amb altres gens

especifics d’aquest teixit (Lenka et al., 1996).

Coactivadors de la transcripcid

- Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator-1a: PGC-
Ta és el membre fundador d’una familia de coactivadors transcripcionals
encarregats de la regulacié del programa de biogénesi mitocondrial. Va
ser identificat en teixit adipés marré (TAM) per la seva interaccié amb
PPARy i per I'augment de la seva expressid, i consequent augment de la
biogénesi mitocondrial, com a resposta adaptativa al fred o a estimuls B-
adrenérgics (Puigserver et al.,, 1998). També s'ha vist, que la seva
sobreexpressié en pre-adipdcits i mioblasts condueix a la induccié de gens,
tant nuclears com mitocondrials, relacionats amb la funcié mitocondrial,
aixi com un augment del mtDNA (Wu et al., 1999). A part dels seus

efectes, via NRF-1, sobre I'expressié de gens de la cadena respiratdria com
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COXIV o citocrom ¢, PGC-1a també indueix I'expressié de gens de les vies
de la B-oxidacié d’acids grassos, a través de la interacci6 amb PPARa
(Huss and Kelly, 2004), o de la biosintesi del grup hemo, mitjancant NRF-1
i FOXO1 (Handschin et al., 2005). PGC-1a també interactua amb ERR-a
en la induccié génica d’'MCAD (via de I'oxidacié dels acids grassos) (Huss
and Kelly, 2004) i en la transactivacié dels gens del citocrom c i de I’ATP

sintasa (Schreiber et al., 2004).

- Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator-1p: PGC-
1B és un membre de la mateixa familia de coactivadors que PGC-1a, amb
una elevada similitud de seqiéncia i distribucié tissular a aquest, sobretot
en TAM i muscul cardiac i esquelétic. Emperd, PGC-1B no s’indueix en
TAM per efecte del fred i té poca capacitat d'induir gens gluconeogénics en
hepatdcits (Lin et al., 2005). PGC-1B és un potent coactivador d’NRF-1
(Lin et al., 2003) i la seva expressié ectdpica condueix a un augment de la
biogénesi mitocondrial i del consum d’oxigen, i amb una menor induccié
del /eakage de protons que PGC-1a (St-Pierre et al., 2003). A més, també
s’ha descrit que PGC-1B, i no PGC-1a, és el coactivador transcripcional

implicat en la regulacié de I'expressié de gens mitocondrials en adipocits

blancs (Pardo et al., 2011).

- PGC-la-related coactivator: PRC és el membre de la familia identificat
més recentment (Andersson and Scarpulla, 2001) i s’ha vist que és capag
d’unir-se a NRF-1 i transactivar alguns dels seus gens diana. També s'ha
descrit la seva activitat en |'expressié dels gens TFB1M i TFB2M (Gleyzer et
al., 2005), tal i com ho fa PGC-1a. Pel que fa a la distribucié tissular, PRC
no es troba tan enriquit en TAM, en comparacié al teixit adipds blanc
(TAB), com PGC-1aq, i la seva induccié en resposta al fred és molt débil.
Emperd, PRC és molt abundant en cél-lules proliferants i s’ha vist que
interacciona amb CREB, el qual és un factor de resposta rapida als factors
de creixement sérics, pel que es podria associar a PRC amb la biogénesi

mitocondrial durant la proliferacié.
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1.3 Apoptosi, mPTP i ROS

Els mitocondris, a part de la seva activitat energética, també intervenen en

|'execucid de I'apoptosi. Aixi com els organismes unicel-lulars, la supervivéncia
pop 9 p
passa per la rapida divisié i aixi assegurar la transmissié del seu material genétic
als seus descendents, en els organismes multicel-lulars la mort cel-lular és un dels
processos imprescindibles per al manteniment de |'homedstasi, ja que és
I'encarregada  d’eliminar les cel-lules defectuoses, infectades o danyades,
permetent el recanvi cel-lular i aixi garantir la supervivéncia de I'organisme sencer.
7 7

Aixi mateix, aquests processos també sén necessaris des de la fecundacié, ja que
lo majoria de fendmens relacionats amb el desenvolupament embrionari i

| p
I'adquisicié de la maduresa dels diferents teixits impliquen la mort cel-lular. Aquest
tipus de mort cel-lular s’"anomena apoptosi, i a diferéncia de la necrosi, que és la
mort cel-lular derivada d’una lesié aguda i amb greus conseqiéncies toxiques per
al teixit on es troba pel vessament incontrolat del seu contingut, és un fenomen
programat i organitzat. L'execucié de |'‘apoptosi comenca amb una série
d’estimuls fisiologics o patoldgics que conduiran a qué la cél-lula inicii una série

7
de canvis bioquimics i morfoldgics com sén la formacié d’evaginacions, la pérdua
del volum cel‘lular, la condensacié de la cromatina i la fragmentacié del nucli i
9
dels cromosomes, desembocant en la seva descomposicié en diverses vesicules o
p

cossos apoptdtics, que a la seva vegada seran fagocitades pels macrofags,

eliminant qualsevol risc toxic per al teixit.

L’apoptosi es pot dividir, segons com s’inicii el procés, en dos mecanismes
d’execucid, tot i que el resultat final és idéntic, gracies a la convergéncia de les
dues vies en uns efectors comuns. La via extrinseca, també coneguda com la via
regulada per receptors de mort, és activada extracel-lularment per la interaccié de
diferents lligands amb diferents receptors de mort, com Fas, TNF-a, TRAIL o DR3-
6. Després de la seva activacié, els diferents receptors sén capacos de formar el
DISC (death-inducing signaling complex) mitjancant el reclutament de |'adaptador
FADD (Fas-associated death domain) i les procaspases 8/10. Com a

conseqieéncia, les caspases 8/10 sén activades, les quals, al seu torn, activen per
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protedlisi les caspases efectores 3/7, punt de convergéncia amb la via intrinseca
(Gonzalvez and Ashkenazi, 2010). Les caspases (cysfein-aspartic acid profease)
sén una familia de proteases que tallen les seves proteines diana especificament
per residus aspartat i la seva activitat és clau en I'execucié de |'apoptosi. Aquests
enzims sén sintetitzats en forma de zimogen, les procaspases, i requereixen de
I'oligomeritzacié i/o protedlisi per a la seva activacié. D'aquesta manera, un cop
activades les caspases de l'inici de la via, aquestes desencadenaran en una
cascada de protedlisi de diverses procaspases que acabaran amb I'execucié final

de "apoptosi (Taylor et al., 2008).

Per altra banda, la via intrinseca és iniciada per |'alliberament, des del
mitocondri al citosol, d’una série de factors apoptogénics, com el citocrom c o
Smac/DIABLO, i per la permeabilitzacié de la MME per efecte de Ioligomeritzacié
de Bax i Bak. Breument, davant d’un estimul apoptogénic, les proteines BH3
(Puma, Noxa, Bid, Bad, Bim, Bik, Hrk, Bmf) sén sobreexpressades o activades
post-traduccionalment, unint-se a les proteines antiapoptotiques de la familia Bcl-
2, alliberant el seu efecte inhibitori sobre Bax i Bak, o activant-les directament
(Youle and Strasser, 2008). Un cop actives, Bax, que és translocada a la MME, i
Bak, que ja en forma part, oligomeritzen formant el MAC (mifochondrial
apoptosis-induced channel) i desencadenen I'alliberament del citocrom ¢,
Smac/DIABLO, endonucleasa G, AIF i Omi/HtrA2 . El citocrom c alliberat s’uneix
a Apaf-1 (apopfotic peptidase activating factor 1) per a induir la formacié de
I'apoptosoma, juntament amb la procaspasa 9, que s’activard i, que al seu torn
activard les caspases 3 i 7 (Budihardjo et al., 1999), mentre que Smac/DIABLO
(Srinivasula et al., 2000) i Omi/HirA2 (Suzuki et al., 2001) s’uneixen a XIAP,

eliminant-ne el seu efecte inhibitori.

La permeabilitzacié de la MME per part del MAC és imprescindible per a
I'alliberament del citocrom c (Dejean et al., 2006). Perd a més a més, lligat a
aquest fenomen de permeabilitzacié del mitocondri, també s’ha descrit |’existéncia
de porus en la MM, I'mPTP (mitochondrial permeability transition pore). L'obertura

de I'mPTP condueix a I'inflament de la matriu, la despolaritzacié de la membrana,
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el frencament de la MME i el conseqient alliberament inespecific de les proteines
de I’espai intermembrana. La relacié entre aquest fenomen i I'apoptosi encara és
confusa. Originalment se |"havia descrit com el responsable de I'alliberament del
citocrom ¢, després de la seva activacié per efecte de les diferents proteines
apoptogéniques (Bax i Bak) i del trencament fisic de la MME (Kroemer et al.,
2007), perd cada vegada més se |'estd considerant una conseqiéncia final de
I'apoptosi i que I'alliberament del citocrom c és mediat pel MAC, fins i tot amb

una possible participacié de VDAC (Shoshan-Barmatz et al., 2010).

Per tant, I'obertura de I'mPTP actua com un canal no selectiu que permet el
pas de qualsevol molécula inferior a 1,5 kDa, i la seva activacié estd vehiculada
principalment per un augment en la concentracié de Ca?* en la matriu (Haworth
and Hunter, 1979). Perd, a part del Ca?’, existeixen altres factors activadors, com
son |'estrés oxidatiu, alts nivells de fosfat i la deplecid de nucledtids d’adenina
(Halestrap and Pasdois, 2009). Per altra banda, un pH inferior a 7.0,
probablement com a conseqiéncia de la competéncia entre els H" amb el Ca?*
pel lloc d’unié/activacié del porus (Bernardi et al., 1992), tal i com fan altres
cations divalents com el Mg?*, i un AW_ altament negatiu (Petronilli et al., 1993),

sén potents inhibidors de I'obertura del porus.

El model classic del PTP estableix que esta format fisicament per VDAC a la
MME i ANT a la MMI, amb la interaccié de I’hexoquinasa Il (HKII) i el receptor de
benzodiacepines (PBR) amb VDAC, i de la creatina quinasa (CK) (per lo cara de
I"espai intermembrana) i de la ciclofilina D (CypD) (per la part de la matriu) amb
ANT. Aquest conjunt de proteines satel-lit, juntament amb membres de la familia
Bcl-2, tindria un paper regulador sobre I'activitat del porus. La identificacié
d’aquests elements de I'mPTP s’ha establert mitiancant la utilitzacié de diferents
compostos quimics inhibidors de diferents proteines mitocondrials i les
conseqiéncies derivades a nivell de la regulacié de I'activitat del porus (Beutner et
al., 1998). Emperd, aquest model ha estat revisat durant la segona meitat de la
década dels 2000 en estudis basats en knockouts dels diferents elements del

porus, establint que el porus estaria constituit per altres proteines ja que la manca
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d’aquests tedrics membres permet el desenvolupament de |'apoptosi i només
impliquen canvis de sensibilitat en |'activacié del porus. En aquest sentit, s’ha
descrit que la manca de ciclofilina D continua permetent la induccié del PTP via
Ca?", tot i que se’n requereixen nivells més alts (Baines et al., 2005; Basso et al.,
2005) i que la manca d’ANT (Kokoszka et al., 2004) o de VDAC (Baines et al.,
2007) tampoc impedeix la formacié de I'mPTP, relegant tots aquests elements a
un paper més aviat regulador. L'alternativa estructural al model classic proposada
recentment es basa en el transportador de fosfat (PiC) (Halestrap, 2009), gracies a
les evidéncies que es tenen de la capacitat del fosfat per a obrir el porus (Leung et

al., 2008) (Figura 4).

4
. H
- E Matriu mitocondrial E
v v
Model classic Model alternatiu

Figura 4. Esquemes dels 2 models proposats per I'mPTP. Adapfat a partir de (Alcala et al.,
2008)

La relacié dels mitocondris amb la mort cel-lular no només passa pel seu
paper en interrompre el transport electrdnic i el metabolisme energétic, o en
I'alliberament i/o activacié de proteines apoptotiques, sind també a través de
I'alteracié dels nivells de potencial redox cel-lular. Aixi, els mitocondris estan
considerats com la principal font de ROS, les quals sén uns elements clau en la
senyalitzacié, especialment en el balang entre supervivéncia i mort cellular

(Rigoulet et al., 2011).

Les ROS sén molécules originades com a coproductes de reaccions
incompletes d’oxidacié-reduccié on hi intervé I'oxigen i que es caracteritzen per la
seva elevada reactivitat quimica. Entre les diferents molécules que formen part

d’aquest grup hi ha el peroxid d’hidrogen (H,O,), I'acid hipoclorés (HCIO) i els
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radicals lliures, com I'oxihidril (-OH) o el superoxid (O, 7). Tal i com s’ha explicat
en el punt 1.1, el transport de H" estd associat a un d’electrons, el qual es realitza
a través dels diferents complexos de la cadena respiratdria fins a arribar a I'O,,
que actua com a acceptor final, reduint-se a H,O. Emperd, una certa proporcié
dels electrons transportats sén reduits de manera incompleta, sobretot en els
complexes | i lll, generant radicals superoxid, a partir dels quals es genera perdxid.
L'estrés oxidatiu és la situacié en queé la produccid de ROS és notablement
elevada i supera l'activitat dels diferents agents antioxidants cel-lulars, com els
enzims superoxid dismutasa, catalasa o glutatié peroxidasa, desencadenant-se
una série de fendmens causants de dany cellular, com pot ser la peroxidacié de
lipids o I'oxidacié de proteines. Com a conseqiéncia la membrana mitocondrial
gueda danyada, permetent la sortida de ROS al citosol, els quals afectaran altres
organuls (Ravikumar et al., 2010) i el DNA nuclear, "oxidacié del qual origina
mutacions que poden conduir a la transformacié de la cél-lula, sent ROS un
possible agent cancerigen. A més a més, els ROS actuen com senyalitzadors
proapoptodtics, activant I'mPTP a través del seu efecte sobre VDAC (Madesh and
Hajnoczky, 2001) o sobre ANT (Costantini et al., 2000). En aquest darrer cas,
ROS és capac d’oxidar les cisteines de les posicions 160 i 257, formant-se un
pont disulfid entre aquests dos residus, el que altera la conformacié de la
translocasa i la seva impossibilitat d’unir nucledtids, permetent I’entrada de Ca?* i

conseqient activacié de I'mPTP.

I.4 Metabolisme energétic i cancer

En el metabolisme es poden diferenciar dos processos diferents perd
estretament coordinats: el catabolisme i I'anabolisme. El catabolisme compren
totes aquelles reaccions que tenen com a resultat I'obtencié d’energia i de poder
reductor, normalment a través de la transformacié de macromolécules a
molécules més senzilles. Per altra banda, I'anabolisme és el conjunt de reaccions

encaminades a la sintesi de noves molécules complexes a partir de precursors més
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senzills, amb un consum energétic associat. En condicions fisioldgiques existeix un
balang entre aquests dos processos, el qual estd regulat principalment per |'estat
energétic de la cél-lula i per la necessitat de sintesi de macromolécules. Tot aquest
conjunt de reaccions estd destinat a mantenir 'equilibri de les condicions

cel-lulars, és a dir, I'lhomedstasi.

Tanmateix, existeix una situacié patoldgica, el cancer, en qué la cél-lula
perd el control sobre la regulacié d’aquests processos. Les cél-lules canceroses
presenten una série de capacitats distintives que permeten el creixement tumoral i
la disseminacié metastatica. Aquests senyals d’identitat, descrits per D. Hanahan i
R. A. Weinberg com a The Hallmarks of Cancer (Hanahan and Weinberg, 2000),
consisteixen essencialment en una senyalitzacié proliferativa mantinguda, I"evasié
dels sistemes supressors del creixement, la resisténcia a la mort cellular, la
immortalitat replicativa, la induccié de I'angiogénesi, i I'activacié de la invasié i la
metastasi. No obstant, totes aquestes adaptacions no serien possibles sense una
reprogramacié del metabolisme energétic que permeti el subministrament de
I'energia necessaria per al creixement cellular i la divisi6 (Hanahan and
Weinberg, 2011). Moltes de les vies de senyalitzacié oncogéniques convergeixen
en |'objectiv final d’adaptar el metabolisme de la cél-lula tumoral per tal de
garantir el seu creixement i supervivencia. Es més, algunes d’aquestes alteracions
metaboliques semblen ser absolutament necessaries per a la transformacié d’una
cél'lula normal a céllula tumoral. Aquests mecanismes d’adaptacié es
fonamenten principalment en satisfer tres necessitats basiques derivades de I'alta
taxa proliferativa: (i) I'obtencié rapida d’ATP per tal de mantenir un estat energétic
viable; (i) un augment en la biosintesi de macromolécules; i (i) un estret

manteniment de I'estat redox de la cél-lula (Cairns et al., 2011) (Figura 5).
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Alteracions genétiques Microambient tumoral
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Figura 5. Determinants del fenotip metabdlic tumoral. Modlificat a partir de Cairns et al.,
2071.

En una cél'lula normal, I'energia és subministrada principalment a partir de
dos substrats: els acids grassos i la glucosa. En el primer cas, la principal via
catabdlica implicada és la B-oxidacié mitocondrial, que consisteix en
I"alliberament consecutiu de molécules d’acetil-CoA a partir d’un acil-CoA (unié
d’un acid gras amb un coenzim A). Aquestes molécules d’acetil-CoA ingressaran a
cicle de Krebs i seran oxidades a CO, a la vegada que generen potencial redox,
el qual sera utilitzat per la cadena respiratoria per a la generacié d’un gradient
electroquimic imprescindible per a la sintesi d’ATP mitjancant la fosforilacié

oxidativa.

Quan el substrat energétic utilitzat és la glucosa, aquesta és sotmesa a una
série de reaccions cataboliques, conegudes com a glucdlisi, fins a la formacié de
piruvat. D’acord amb el cami catabolic que segueixi el piruvat, el rendiment
energétic que s'obtingui de la glucosa variard enormement. Aixi, en condicions
aerdbiques, és a dir, amb disponibilitat d’oxigen, el piruvat es transformard en
acetil-CoA i ingressara al cicle de Krebs, on serd oxidat, generant 32 molécules
d’ATP per cada glucosa. En canvi, quan la quantitat d’oxigen és insuficient per a
realitzar I'oxidacié mitocondrial, el piruvat serd substrat de la lactat

deshidrogenasa (LDH), obtenint un rendiment net directe de només 2 molécules

d’ATP per glucosa. En condicions aerodbiques, les cél-lules normals catabolitzen la
glucosa de forma oxidativa en el mitocondri. Emperd, sota condicions

anaerdbiques, com és el cas del micoambient tumoral, la glucolisi és |"Gnica via
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per a metabolitzar la glucosa. Tanmateix, Otto Warburg va ser el primer en
observar que les cél-lules canceroses, tot i la preséncia d’oxigen, poden
reprogramar el seu metabolisme glucidic i realitzar majoritarioment la glucolisi, el
que es coneix com a glucdlisi aerdbica o “efecte Warburg” (Warburg, 1956a).
Basicament (Figura 6), en céllules normals, la glucosa és fosforilada per
I"hexoquinasa | (HK) i majoritariament és degradada via glucdlisi a piruvat, el qual
entra al mitocondri on és descarboxilat i oxidat per la piruvat deshidrogenasa
(PDH) a acetil-CoA. L'acetil-CoA ingressa al cicle de Krebs on els 2 carbonis del
seu esquelet sén oxidats completament a CO, mentre que els atoms d’hidrogen
redueixen el NAD™ i el FAD, els quals alimentaran el transport d’electrons de la
cadena respiratoria. Parallelament, una part de la glucosa-6-fosfat (G-6P) és
utilitzada per a produir ribosa-5-fosfat i NADPH, els quals seran utilitzats per a
sintetitzar nucleodtids i acids grassos, aixi com també una petita proporcié de les
trioses fosfat també sén utilitzades per a la sintesi de lipids i fosfolipids, juntament
amb el NADPH i I'acetil-CoA. Els aminodcids, inclosa la glutamina (GlIn) entren en
el cicle de recanvi fisiologic de les proteines, tot i que una petita quantitat és
utilitzada per a la sintesi de nucledtids. L'excés d’aminodcids sén desaminats i
entren a cicle de Krebs per a produir energia. Aproximadament entre I'1-2% de
I'oxigen captat pel mitocondri és reduit a radical superdxid i a ROS. En canvi, en
cél-lules tumorals, on les vies anabodliques es troben augmentades, la glucosa és
majoritariament fosforilada per I'HKII, la qual es troba sobreexpressada en
aquestes cél-lules. Només una part de la G-6P resultant és convertida a piruvat,
que al seu torn és majoritariament reduit a lactat, gracies a la sobrerregulacié de
la lactat deshidrogenasa (LDH) i de la PDH kinasa (PDK), inhibidora de la PDH.
Una proporcié significativa de la G-6P s’utilitza per a la sintesi de nucledtids. A
més, part del citrat del cicle de Krebs és exportat al citosol on, per accié de la
citrat liasa, es transformara en acetil-CoA que és utilitzat per a la sintesi de lipids i
fosfolipids. En el cas de les cél-lules tumorals, els nivells de ROS acostumen a ser

superiors als de les cél-lules normals (Solaini et al., 2011).
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Figura 6. Esquema del metabolisme mitocondrial en cél-lules normals (A) i de la
reprogramacié metabdlica que té lloc en cél-lules tumorals (B). Adoptat de (Solaini et al.,
2071).

Entre els principals elements involucrats en regular la glucodlisi aerobica

(Figura 7), hi trobem la isoforma M2 de la piruvat kinasa (PKM2), la qual és

majoritaria en cél-lules tumorals i participa d’un circuit de retroalimentacié positiva

que amplifica I"activitat d’HIF-1, responsable de la progressié del cancer; I'HKII,

que és un enzim glucolitic clau i que es troba sobrerregulat en tumors; I'LDH,

imprescindible per al manteniment de la glucolisi, a part de qué la produccié de

lactat genera un micoambient tumoral acid que facilita la invasié tumoral i la

metastasi; i diversos oncogens, com Ras, c-Myc, NF-kB, AKT, PI3K'i mTOR, i gens

supressors de tumors, com TP53 i PTEN, que han estat relacionats amb les
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adaptacions metaboliques, les altes taxes de glucolisi i la transcripcié de gens

involucrats en les vies glucolitiques i glutaminolitiques (Bayley and Devilee, 2012).
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Figura 7. Principals vies metabdliques implicades en I'efecte Warburg. Adaprar de Cell
Signaling Technology®.

El sentit funcional de la glucolisi en les cél-lules tumorals, donat el seu baix
rendiment energétic, podria explicar-se per la capacitat de la via de generar
intermediaris que sén utilitzats en multiples vies biosintétiques, incloses les de

sintesi de nucledtids, a través de la via de les pentoses fosfat, i d’aminodcids. Aixd

facilitaria la sintesi de macromolécules, les qual sén imprescindibles per a la
formacié de noves cél-lules. Malgrat totes les evidéncies que hi ha al voltant de la
importancia de la reprogramacié del metabolisme energétic en les cél-lules
tumorals, aquesta encara és generalment considerada una conseqiéncia derivada

dels altres sis processos descrits originalment per Hanahan i Weinberg, degut a
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qué hi intervenen molts elements comuns amb aquests processos. Tanmateix, cada
vegada hi ha més evidéncies que determinats canvis metabodlics sén

imprescindibles per a qué una cél-lula normal esdevingui cancerosa.

IIl. ADENINA NUCLEQTID TRANSLOCASA

1.1 Caracteristiques generals de I’adenina nucledtid translocasa

La familia de transportadors mitocondrials SLC25

Els mitocondris, com ja hem vist, sén uns organuls imprescindibles per al
correcte funcionament de les cél-lules, especialment en I"ambit del metabolisme
energétic. La compartimentalitzacié de les activitats degut als diferents espais en
qué s’organitzen estructuralment els mitocondris fa que el pas de substrats inicials i
productes finals a través de les membranes mitocondrials sigui clau per al
manteniment de fotes aquestes vies metaboliques. Els encarregats de facilitar el
flux d'aquesta gran varietat de soluts a través de la membrana mitocondrial
interna (MMI) sén els membres d’una familia de transportadors mitocondrials
(MCF, Mitochondrial Carrier Family), els quals sén proteines integrals de
membrana codificades pels gens SLC25 (Palmieri, 2004). Per tant, la seva activitat
exerceix un control del flux de les vies metaboliques que tenen lloc en el
mitocondri, intervenint en el transport de metabolits relacionats, entre altres
activitats, amb la fosforilacié oxidativa, els cicle de Krebs, I'oxidacié d’dacids
grassos, la gluconeogénesi, la lipogénesi, la transferéncia de poder reductor, la
sintesi d’urea, la degradacié d’aminodcids, o la sintesi de DNA, RNA i proteines
mitocondrials. Tot i I'elevada divergéncia a nivell filogenétic, tots els MCFs amb
funcié coneguda presenten una estructura formada per sis hélixs que travessen la
MMI amb els extrems C- i N-terminal situats a |'espai intermembrana i que es

repleguen en cercle formant un canal central (Figura 8). Aquesta estructura
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s’organitza en tres dominis homdlegs repetits en tandem (A, B i C), cada un dels
quals estd format per uns 100 aminodcids. Cada domini conté dos trams
hidrofobs integrats en la membrana i connectats entre ells, per la cara de la
matriu, per un llarg /oop hidrofil que s'internalitzaria dins la membrana. La
majoria dels MCFs aillats formen homodimers, tot i que la rad funcional subjacent

a aquesta organitzacié quaterndria no es coneix.

A part de I’ANT mitocondrial, també existeix un transportador de nucledtids
d’adenina ANC (codificat pel gen SLC25A17) en els peroxisomes. La seva activitat
estd relacionada amb la B-oxidacié peroxisomal, sent I"encarregada d’introduir
I’ATP necessari per a |'activacié dels acids grassos a canvi de I’AMP resultant

d’aquesta reaccié (Visser et al., 2002).

Figura 8. Model topoldgic del mondmer d'un membre de la familia de transportadors
mitocondrials. Adaptat de (Palmieri, 2004).

Propietats funcionals i estructurals de I"adenina nucleotid translocasa

Entre tots els soluts que han de travessar la MMI hi trobem el trifosfat
d’adenosina o ATP, molécula que és considerada com la moneda d’intercanvi
energétic per excel-léncia, gracies a la seva estructura quimica, ja que posseeix 2
enllacos fosfoanhidrids d’alta energia entre els 3 grups fosfats units a la ribosa
(adenina). La hidrolisi d’aquests enllacos allibera una gran quantitat d’energia, en
concret, 7.7 kcal/mol d’ATP hidrolitzat a ADP (difosfat d’adenosina). L’ATP és
sintetitzat en el mitocondri per I’ATP-sintasa, la qual afegeix un fosfat inorganic (P)

a un ADP gracies a 'energia que aprofita de la forca protomotriu derivada del
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potencial electroquimic de protons generat pel transport d’electrons al llarg de la
cadena respiratoria. Per a qué aquesta reaccié existeixi i, en conseqUéncia, per a
qué tot el sistema OXPHOS mantingui la seva activitat, s’ha de garantir la
disponibilitat d'un poo/ d’ADP suficient dins el mitocondri. A més, la majoria de
I’ATP sintetitzat en la matriu mitocondrial ha de ser transportat al citosol on és
necessari per a satisfer les innumerables activitats que requereixen energia per a
qué es duguin a terme. El membre de la familia SLC25 responsable d’aquest
transport és |'adenina nucledtid translocasa mitocondrial (ANT) o transportador
ADP/ATP (AAC, de I'anglés ADP/ATP carrier). La proteina ANT estd formada per
uns 298 aminoacids (33 kDa aproximadament de pes molecular) que adopten
|"estructura tercidria caracteristica de la familia MCFs, formant un canal a través
de la MMI (Figura 9) (Pebay-Peyroula et al., 2003). La cristal litzacié de I"ANT]1
bovina ha permés observar la possibilitat de qué ANT pugui actuar en forma de
monomer, tot i que historicament s’ha considerat que ANT actua en forma
d’homodimer (Hackenberg and Klingenberg, 1980; Block et al., 1982). El procés
de dimeritzacié estaria regulat per una transglutaminasa de tipus 2 (TG2) gracies
a la seva activitat PDI (protein disulphide isomerase) (Malorni et al., 2009). Sigui
com sigui, ANT realitza el bescanvi entre I’ADP provinent del citosol i I'ATP
sintetitzat de novo per fosforilacié oxidativa dins el mitocondri en una relacié d’'1 a
1 (Fiore et al., 1998). A més, aquest bescanvi és electrogénic, ja que ANT importa
ADP, que conté 3 carregues negatives, i exporta ATP, que en conté 4. Per tant,
I"activitat transportadora d’ANT depén d’un estret acoblament amb la cadena
respiratoria i la sintesi de I'’ATP per I’ATP-sintasa, que sén els altres dos
mecanismes responsables de la generacié del potencial de membrana
mitocondrial. Cal destacar que el bescanvi ADP/ATP no és dependent d’energia i
només funciona com un facilitador del pas de les dues molécules, pel que aquest
transit podria donar-se en ambdés sentits. La  polaritzacié de la  membrana
mitocondrial en condicions normals permet que el bescanvi es realitzi a favor de
I'entrada d’ATP i de la sortida d’ADP (Pfaff and Klingenberg, 1968; Pfaff et al.,
1969). A més, I'elevada selectivitat del substrat sembla recaure en el nimero de
carregues dels grups fosfat, ja que 'AMP amb només un grup fosfat i dues

carregues negatives estd totalment exclos del transport. Tot indica que ANT és
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capac de recongixer cada una de les parts de I'estructura del nucleotid
(Klingenberg, 2008). Curiosament, ANT també pot transportar petits soluts
anidnics, tot i que en una proporcié molt inferior, ja que disposen de
transportadors especifics propis. Entre aquests soluts hi tfrobem el fosfoenolpiruvat
(PEP) (Shug and Shrago, 1973) o el pirofosfat (PP) (Asimakis and Aprille, 1980),
els quals presenten 3 o 4 carregues negatives, el que podria explicar la

permissivitat d’ANT pel seu transport.
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Figura 9. Esquema de |'adenina nucledtid translocasa en la MMI i el bescanvi ADP-ATP a
través d'ella. Modlificat a partir de la imatge de la cristal'litzacié de la translocasa ADP/ATP
! de B. taurus (Nury et al., 2005)

Tal i com passa amb els altres membres de la familia de transportadors
mitocondrials, la proteina és sintetitzada en el citosol i ha de ser importada al
mitocondri (Reichert and Neupert, 2004). El sistema TOM és |'encarregat de
importar la proteina al mitocondri, com la majoria de transportadors als que els hi
manca una seqiéncia senyal (de Marcos-Lousa et al., 2006). A més, la integracié
en la MMI depén de xaperones, en concret de I'Hsc70 i de I'Hsp90, i
coxaperones, com p23 i Ahal, jo que l'existéncia en ANT de dominis altament

hidrofobs requereix del complexament amb xaperones (Bhangoo et al., 2007).
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Inhibidors naturals de 'ANT

L'estudi i caracteritzacié de |'activitat transportadora d’ANT ha estat
possible gracies a I'0s d’inhibidors naturals especifics. Aquests inhibidors es poden
diferenciar en dues classes d’acord amb la seva naturalesa quimica (Trezeguet et
al., 2008). El primer grup estd format per Iatractilosid (ATR) i pel
carboxiatractildsid (CATR), els quals sén uns heteroglucosids produits pel card
Atractylis gummifera. Els segon grup correspon a uns derivats d’dcids grassos
poliinsaturats de cadena llarga, I'acid bongkrekic (BA) i I'acid isobongkrekic
(isoBA), secretats pels bacteris Burkholderia cocovenans. El seu Gs ha permés
identificar que ANT adopta dos estats conformacionals i que la interconversié
entre ells dos és el que permet el transport d’ADP i ATP. En I'estat citoplasmatic
(estat d, un /oop hidrofil de I’ANT, que és el lloc d’unié del nucleotid, s’exposa
cap a la cara citoplasmatica (estrictament parlant, I'espai intermembrana), mentre
que en |'estat matricial (estat m), aquest /oop queda exposat cap a la cara de la
matriu mitocondrial. L’estabilitzacié en un o altre estat és clau per a la formacié de
I'mPTP, ja que mentre el BA s’uneix a ANT en el seu estat m i impedeix |'obertura
del porus i la sortida del citocrom c (Brandolin et al., 1993; Marzo et al., 1998),
I’ATR estabilitza ANT en |'estat ¢, induint I'obertura del porus (Klingenberg, 1993;
Kantrow and Piantadosi, 1997).

Per altra banda, també s’ha descrit que certs acil-CoA, com el palmitoil-
CoA o l'oleil-CoA, sén capacos d’inhibir el transport d’ADP i ATP (Pande and
Blanchaer, 1971; Lerner et al., 1972). Aquests acil-CoA competeixen amb ["’ADP i
I’ATR, perd no amb el BA, indicant que la seva unié és propera al centre d’unié

del nucledtid.
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ANT i 'mPTP

Com acabem de veure, a part de la seva activitat bescanviadora, ANT esta
implicada amb I'activitat de I'mPTP. Aquesta relacié va apargixer arran dels
estudis en qué s'observava que |'obertura de I'mPTP, i la conseqient propagacié
de la via apoptdtica, pot ser inhibida per I'’ATP, I’ADP i I'acid bongkrekic, els quals
actuarien disminuint la sensibilitat a I'efecte del Ca?" sobre I'obertura del porus
(Hunter and Haworth, 1979; Halestrap and Davidson, 1990; Novgorodov et al.,
1991). Per altra banda, la inhibicié6 d’ANT per atractilat indueix 'obertura del
porus (Halestrap et al., 1997). Sabent que cada un dels dos inhibidors s’uneix
especificament a una de les dues conformacions d’ANT, en un primer moment es
va considerar que ANT era un element estructural o regulador del porus. Aquest
model es basa en qué la CypD s’uneix a ANT i per efecte del Ca?" té lloc un canvi
conformacional en cadena de les diferents proteines integrants del porus que
conduiria a la seva obertura (Halestrap and Brenner, 2003). A més, també s’ha
demostrat jn vitro que I’ANT purificat i reconstituit és capac de formar porus a
elevades concentracions de Ca”* (Brustovetsky and Klingenberg, 1996) i que la
probabilitat d’obertura d’aquests canals augmenta en les situacions on es produeix
un increment del potencial de membrana per efecte de I'estrés oxidativ i per la
preséncia de la CypD (Brustovetsky et al., 2002). Emperd, recentment s’ha posat
en dubte aquest paper essencial de I’ANT en la formacié de I'mPTP, ja que s’ha
vist que en mitocondris mancats d’ANT, I'mPTP continua sent sensible a la
ciclosporina A, la qual és un inhibidor del porus gracies a la seva unié a la CypD,
impedint el seu canvi conformacional vehiculat pel Ca?* a través de la
calcineurina (Kokoszka et al., 2004). Tanmateix, I'mPTP en aquests mitocondris és
insensible als lligands d’ANT i requereix unes concentracions molt més elevades de
Ca’" que en condicions normals per a induir I'obertura del porus. Per tant,
semblaria que ANT no és un component essencial de I'mPTP i que és prescindible
per a la induccié de certes vies apoptotiques dependents de I'activitat del porus.
Tot i aixd, ANT continua tenint un paper essencial en la regulacié de I'mPTP a
través de la modulacié de la sensibilitat del porus a la seva activacié pel Ca?" i

pels lligands de la propia ANT. Aquest model alternatiu de I'estructura del porus
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apuntaria cap al transportador mitocondrial de fosfat (PiC) com a component
integrant de I'mPTP en la MMI (Leung et al., 2008). En aquest model existiria una
interaccié fisica de PiC amb ANT a la MMI i I'obertura del porus dependria de la
conformacié en qué es trobés ANT (m o g (Kokoszka et al., 2004) i de I'activitat
peptidil-prolil cis-trans isomerasa de la CypD (Basso et al., 2005) (Revisar figura
4).

Modificacions i inferaccions de la proteina ANT que modulen la seva activitat

A part de la regulacié transcripcional de les diferents isoformes d’ANT (com
veurem més endavant), la proteina també pot estar sotmesa a modificacions
postraduccionals. Les modificacions postraduccionals sén canvis quimics que
tenen lloc en una proteina un cop ha estat sintetitzada i que poden modular la
seva activitat. Aquests canvis poden consistir en |'addicié d’un grup funcional
quimic, el canvi de la naturalesa quimica d’un aminodcid (conversié d’un
aminodcid), canvis estructurals de la proteina, la pérdua d’una part del polipéptid
o I'addicié d’altres proteines. En el cas d’ANT, s’han descrit diverses modificacions
postraduccionals, basicament per |'addicié d’un grup funcional, aixi com
interaccions (no permanents) de la proteina ANT amb altres proteines o molécules
quimiques que modulen la seva activitat. Les principals modificacions per addicié
de grups funcionals descrites sén la glutationilacié (Queiroga et al., 2010), la
carbonilacié (Yan and Sohal, 1998), la fosforilacié (Feng et al., 2010), la
modificacié de grups tiol (McStay et al., 2002), I'alquilacié (Boulay and Vignais,
1984), la nitroalquilacié (Nadtochiy et al., 2012) i I'acilacié (Rasmussen et al.,
1993). Respecte a les interaccions que modifiquen I'activitat d’ANT, trobem que
ANT interacciona amb la cardiolipina (Beyer and Klingenberg, 1985; Hoffmann et
al., 1994), la VDAC (Das et al., 2008), el coenzim A (Cione et al., 2010), I'acid
retinoic (Notario et al., 2003; Zamora et al., 2006), I'NF-kB (Zamora et al.,
2004b), I'MT1-MMP (Radichev et al., 2009), I'adenilat kinasa 4 (Liu et al., 2009),
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la creatina kinasa (Schlattner et al., 2006), la proteina tau (Atlante et al., 2008) i
la proteina Vpr (Deniaud et al., 2004).

1.2 Isoformes ANT

Com hem vist, els transportadors d’ADP/ATP sén components clau en les
cél-lules eucariotes. Aquests sistemes de transport s’han descrit en tres tipus
principals d’organuls i cél-lules: els mitocondris, els plastidis i els parasits
intracel-lulars obligats. Estudis filogenétics suggereixen que el sistema bioenergétic
present en els mitocondris prové d’un ancestre dels a-proteobacteris (Sicheritz-
Ponten et al., 1998). ANT comparteix una elevada homologia amb un gran
nombre de transportadors mitocondrials, els quals deriven, mitjangant processos
de duplicacié génica o gendmica, d’'una proteina transportadora ancestral amb

una amplia especificitat de substrat (Runswick et al., 1987).

Una de les caracteristiques de I’ANT és |'existéncia de diverses isoformes
codificades per gens diferents. Degut a la seva importancia funcional, els ANTs es
troben en tots els organismes eucariotes. En la present tesi doctoral s’ha treballat
amb les isoformes de ratoli i humanes, pel que en aquesta infroduccié només es
fara un repds als ANTs d’aquests dos organismes. Tanmateix, no es poden obviar
els estudis realitzats en llevats, en els quals han estat claus per a la descripcié dels

mecanismes de regulacié génica de les diferents isoformes.

11.2.1 ANT en llevats

Gracies a l'elevada taxa de proliferacié del Saccharomyces cerevisiae
(temps de duplicacié aproximat de dues hores), els llevats han estat utilitzats
ampliament en estudis de manipulacié génica i han estat clau per a I'estudi de

I'estructura i la funcié dels ANTs. Els llevats contenen tres gens paralegs que
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codifiquen per a transportadors d’ADP/ATP: AAC1 (Adrian et al., 1986), AAC2
(Lawson and Douglas, 1988) i AAC3 (Kolarov et al., 1990) (de I'angleés, ADP/ATP

carriers).

D’una forma interessant, en condicions anaerdbiques el transport
mitocondrial de nucledtids d’adenina és essencial per al creixement dels llevats
(Drgon et al., 1991). La rad d’aquesta dependéncia en AAC és que, malgrat els
llevats puguin realitzar la fermentacié i no depenguin de I’ATP produit per
fosforilacié oxidativa, el potencial eléctric que el sistema OXPHOS genera si és
vital per al funcionament mitocondrial ja que, per exemple, la importacié de
proteines sintetitzades en el citosol depenen del AW _ de la MMI (Gasser et al.,
1982; Schleyer et al., 1982). A part del bombeig de protons associat al transport
electronic de la cadena respiratoria, que és el sistema tipic d’energitzar la MMI en
situacions aerdbiques, existeixen uns altres dos mecanismes alternatius per al
manteniment del potencial quan la cadena respiratoria no funciona, com en el cas
d’una situacié d’anaerobiosi. Aquests dos sistemes sén el bombeig de protons
acoblat a la hidrolisi de I’ATP realitzat per la F,F,-ATPasa, i el bescanvi d’ADP*
mitocondrial, generat per I’ATPasa, per ATP* citosolic, que alhora subministra nou
substrat a I’ATPasa (Giraud and Velours, 1997; Chinopoulos et al., 2010). A més,
la disponibilitat d’ATP en el mitocondri és imprescindible per al correcte
funcionament cellular i per a la biogénesi de 'organul. Per tal de mantenir-se la
viabilitat de les cél-lules, es necessita com a minim |"activitat d’un dels tres sistemes

de generacié de potencial.

AACT, tot i tenir una expressié constitutiva en condicions aerdbiques,
presenta uns nivells de transcripcié molt baixos. Aquesta expressié es troba
reprimida en situacions anaerobiques (Gavurnikova et al., 1996). AAC2 és el
transportador maijoritari en llevats en creixement en condicions aerdbiques i també
és regulat positivament per 'oxigen (Betina et al., 1995). En canvi, AAC3 només
s’expressa en condicions anaerdbiques (Sabova et al., 1993). Per tant, I'oxigen és
un potent regulador dels gens AAC en llevats, perd la forma en qué ho fa varia

entre ells. Aixi, la influéncia de I'oxigen en la transcripcié d’AAC1, a diferéncia
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d’AAC2 i AAC3, és independent d’hemo o de factors de transcripcié dependents
d’hemo, i sembla que es realitza a través d'un repressor anaerdbic (encara no
identificat) (Gavurnikova et al., 1996). Per altra banda, I'expressié del gen AAC2,
si depén del grup hemo i d'HAP2, HAP3, HAP4 i ABT1, que sén factors de
transcripcié implicats en la regulacié de molts gens nuclears que codifiquen per
proteines mitocondrials. A més, AAC2 és regulat negativament per la glucosa,
indicant que la seva expressié també depén del tipus de font de carboni (Betina et
al., 1995). Finalment, i a diferéncia d’AACT i AAC2, l'expressid d’AAC3 és
reprimida per |'oxigen a través del repressor transcripcional ROX1, ja que
I'expressié d’aquest factor depén d’hemo i, per tant, d’oxigen (Lowry and Zitomer,
1984; Sabova et al.,, 1993). Per tant, la hipdtesi que existeixin diferéncies
funcionals (Smith and Thorsness, 2008) entre les tres isoformes d’AAC que
permetin el bescanvi de nucledtids en un o altre sentit depenent de les condicions
és plausible i, en conseqiiéncia, que també existeixin diferéncies en la regulacié de
la seva expressié. Aixi, mentre que AAC2 seria la isoforma encarregada de
realitzar el bescanvi de I’ATP mitocondrial per I’ADP citosolic en condicions
aerdbiques, AAC3 seria capag de realitzar el transport revers, important ATP al

mitocondri per tal de mantenir la viabilitat funcional de I'organul.

11.2.2 ANT en humans

A part dels estudis sobre els gens ANT realitzats en llevats, també s’han
identificat i clonat els gens ANT en bovins (identificant-ne 3 isoformes), humans (4
isoformes), i rata i ratoli (3 isoformes). Totes aquestes espécies tenen multiples
isoformes ANT amb la caracteristica com( que |'estructura génica es troba
altament conservada, amb un elevat grau d’identitat entre homolegs
(interespecificament) i pardlegs (intraespecificament). Aixi, tant les proteines
hANT1, hANT2 i hANT3 humanes com mANTT i mANT2 de ratoli sén codificades
per gens formats per 4 exons separats per 3 introns (Levy et al., 2000), mentre que

els gens d’ANT4 estan estructurats en 6 exons (Brower et al., 2007). Les principals
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caracteristiques de les diferents isoformes ANT humanes sén una certa especificitat
en |'expressié tissular (Lunardi et al., 1992; Doerner et al.,, 1997) i que la
regulacié diferencial d’aquesta expressié depén de la capacitat proliferativa del
teixit i/o del tipus de metabolisme energétic que aquest presenti (glucodlisi o

fosforilacié oxidativa) (Lunardi and Attardi, 1991; Palmieri and Pierri, 2010).

PANT]

El gen SLC25A4, que codifica I'hANT1 huma, es troba localitzat en el
cromosoma 4 (4g35) (Li et al., 1989; Cozens et al., 1989; Wijmenga et al.,
1993). La distribucié tissular en humans de la proteina hANT1 es limita
majoritariament a cor i méscul esquelétic i, en menor quantitat, a cervell (Stepien
et al., 1992) i fetge perinatal (Grado et al., 1998). Pel que fa a la regulacié de la
seva expressid, el promotor d’hANT1 conté un tandem TATA-CCAAT, una caixa
OXBOX, responsable tedric de la seva regulacié especifica en teixits oxidatius (Li et
al., 1990), i una caixa REBOX, que sembla modular I'activitat de I"OXBOX en
resposta a canvis ambientals i hormonals, constituint un mecanisme d’adaptacié
del metabolisme energétic a les necessitats ambientals i del desenvolupament
(Chung et al., 1992) (Figura 10).

La sobreexpressié d’hANT1 en cél-lules en cultiu té un efecte dominant en
la induccié de I'apoptosi dependent de mitocondri. Aquesta induccié per hANTI
es caracteritza per un potent alliberament del citocrom c i de I'activacié de les
caspases 9 i 3 (Bauver et al., 1999) i per una disminucié en |'expressié de gens
antiapoptdtics, produida pel segrest del factor de transcripcié NF-kB a mitocondri
per hANT1 (Zamora et al.,, 2004b). A més, la sobreexpressié d’hANT1 en
cardiomiocits també indueix significativament "apoptosi, amb una disminucié de
I"activitat NF-kB, AKT i Bcl-XL, una despolaritzacié del AW i un augment de
I'expressié de Bax (Baines and Molkentin, 2009). Fins i tot, aquesta capacitat
d’hANT1 per induir apoptosi és tan potent, que la seva sobreexpressié en tumors

introduits en ratolins nude produeix una regressié tumoral (Jang et al., 2008a). En
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aquest mateix sentit, s’ha vist com un augment de |'expressié de PGC-1a en cor
durant un episodi disquémia, redueix la tolerdncia als processos d’anodxia-
reoxigenacié i disminueix la recuperacié de la contractibilitat posterior al fenomen
d’isquémia-reperfusié. Aquest efecte de PGC-1a tindria lloc a través d’ANTT,

I"expressié del qual s’indueix per PGC-1a (Lynn et al., 2010).

També s’ha descrit que la deficiencia d’hANT1 en neurones incrementa la
resisténcia a |'apoptosi davant un estrés excitotoxic, reforcant aquest paper
proapoptotic d’hANT1 (Lee et al., 2009). En aquest cas, els autors proposen que
la resisténcia a I'apoptosi en astrocits per la deficiéncia en hANT1 seria a través
d’una disminucié de la conductancia de protons, una de les funcions claus per a
la viabilitat cel-lular que també duu a terme ANT (Brand et al., 2005). Empero,
també han aparegut dades que constaten que un silenciament d’hANT1 en
cél-lules de glioblastoma huma indueix estrés oxidativ i apoptosi (Lena et al.,
2010). En aquesta mateixa linia d’atribuir un paper antiapoptotic a hANTT, també
s’ha descrit que un augment de ’activitat translocasa d’hANT1 en endoteli induida
per una sobreexpressié de PGC-1a evita I'apoptosi en aquestes cél-lules, atribuint-

li un possible paper en la prevencié de |'aterosclerosi (Won et al., 2010).

Per tant, tot i que el primer paper que se li havia atribuit a hANT1 en el
camp de I'apoptosi era el d’actuar com un inductor, també existeixen dades que i
atribueixen un efecte protector. Aquesta dualitat en I'activitat d’hANTT depén

estretament del teixit d’estudi.

hANTZ

El gen que codifica per la isoforma hANT2 humana és I'SLC25A5, situat en
el cromosoma X (Xg24-926) (Ku et al., 1990). Comparteix un 78% d’identitat amb
el gen de I'hANT1 (SLC25A4) i I'homologia entre les dues proteines és del 84%
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(Levy et al., 2000). Originariament es va identificar en fibroblasts humans com un
transportador ADP/ATP regulat pel creixement cel-lular diferent al transportador
present en cor (Battini et al., 1987). Aixi, hANT2 és practicament indetectable en
teixits madurs (Schiebel et al., 1994), mentre que la seva expressié és molt
important en teixits amb elevada renovacié cel-lular o en cél-lules proliferants, com
és el cas dels teixits en desenvolupament o tumors (Lunardi et al., 1992; Stepien et

al., 1992; Le Bras M. et al., 2006).

L’expressié del gen d’hANT2 és induible. El promotor d’aquest gen conté, a
part d'una caixa TATA, elements Sp1, els quals s’han descrit com a reguladors de
I'expressié de gens en les primeres etapes del desenvolupament d’un organisme.
Dos d’aquests elements Sp1, denominats caixes A i B (Figura 10), es troben en la
regié proximal del promotor, i semblen ser els responsables de I'activacié de la
transcripcié d’hANT2. Un tercer element Sp1, la caixa C, que es troba adjacent a
Iinici de transcripcié actua com un inhibidor de I"expressié (Li et al., 1996aq;
Luciakova et al., 2000; Zaid et al., 2001). Aquests elements Sp1 també se’ls ha
identificat en la regulacié de diversos gens que participen de la fosforilacié
oxidativa en mamifers, com el citocrom ¢, o la subunitat B de la F,-ATPasa (Zaid
et al., 1999). En el cas d'hANT2, I'activitat d’Sp1 també depén de I'estructura de
la cromatina, ja que la hipoacetilacié inhibeix |"expressié mentre que la seva
hiperacetilacié I'activa (Hodny et al., 2000). A més, el lloc d’unié AP-2 actuaria
com un intensificador de |"activacié de la transcripcié per Sp1 (Li et al., 1999). Un
major aprofundiment en la caracteritzacié del promotor també va revelar
I"existéncia de dues regions essencials per al silenciament (Barath et al., 1999a),
anomenades Go-1 i Go-2. Aquestes caixes sén llocs d’unié del factor NF-1, el
qual s’hi uneix quan les cél-lules es troben en estat de quiescéncia, reprimint
I'expressié génica d’hANT2 en aquestes condicions (Luciokova et al., 2003;
Barath et al.,, 2004). En aquest sistema de repressi6 d’hANT2 en cél-lules
quiescents també hi participen proteines Smad, que sén factors de transcripcié

transductors del senyal de TGF-B (Luciakova et al., 2008).
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Finalment també s'ha identificat un altre element inhibidor, el GRBOX
(glycolysis regulated box), el qual és homoleg a I'element Rox1 de llevats (Giraud
et al., 1998). La funcié que se li ha atribuit és la de bloguejar I'expressié d’"hANT2
en feixits madurs i en situacions on no es requereixi la importacié a mitocondri
d’ATP d’origen glucolitic. Concretament, degut a qué I'expressié d’hANT2 és
majoritaria en cél-lules tumorals i que aquestes obtenen I'energia principalment de
la glucolisi, s’ha considerat que hANT2 seria la isoforma responsable de realitzar
el transport revers d’ATP per tal de mantenir la funcionalitat del mitocondri,
essencialment el AW_ (Chevrollier et al., 2005), quan el rapid creixement o
I'anaerobiosi limita la produccié d’ATP (Giraud and Velours, 1997), tal i com
passa en llevats fermentatius. D’enca d’aquestes observacions que constaten que
I"expressié d’hANT2 depén del creixement de la cél-lula, es va proposar a hANT2

com un marcador de la proliferacié cel-lular (Barath et al., 1999b).

Pel que fa a la participacié d"hANT2 en I'apoptosi, des del moment en qué
es va descriuvre com la isoforma propia de céllules i teixits en
proliferacié/desenvolupament i en tumors, sempre s’ha considerat hANT2 com
una isoforma antiapoptotica amb efectes citoprotectors. En aquest sentit, s’ha
proposat un model en qué hANT2, a part de ser fonamental per a la importacié
d’ATP en situacions de manca de produccié d’ATP  mitocondrial, podria
interaccionar amb Bcl-2, estabilitzant les membranes mitocondrials i inhibint
I'mPTP (Belzacg et al., 2003). Aixi, s’ha descrit que el silenciament d’hANT2
sensibilitza les cél-lules a I"apoptosi induida per lonidamina (Le Bras M. et al.,
2006) i que, fins i tot, la propia supressié d’hANT2 indueix apoptosi i inhibeix el
creixement tumoral, tant /jn vifro com Jn vivo (Jang et al., 2008b) i la capacitat
d’invasié de cél-lules de cancer de mama (Jang et al., 2010a). A més, s’ha descrit
també com hANT2 es troba sobreexpressada en molts cdancers, sobretot els
dependents d’hormones (Brenner et al., 2011) i com una proteina que s’uneix a
hANT2, C20rf18 (ANT2BP) és una de les responsables de la carcinogénesi
pancredtica, a través de la participacié en processos de resisténcia a la hipoxia i a

la quimioterapia (Kashiwaya et al., 2009).

62



Introduccié

AANT3

L’expressié d’hANT3 és ubiqua i no depén de |'estat de proliferacié com
hANT2 (Stepien et al., 1992). El grau d’identitat de la proteina hANT3 amb
hANT1 és del 84% i del 88% amb hANT2. El gen que codifica per hANT3 és
I’'SLC25A6, amb una homologia de la seqiéncia codificant del 78% amb els gens
SLC25A4 i SLC25A5, i localitza en la regié pseudoautosomal del cromosoma X
(Xp22.32) (Slim et al., 1993). El promotor d’hANT3 no conté elements TATA ni
CCAAT, perd si multiples elements Sp1 (Cozens et al., 1989) (Figura 10). A
diferéncia de la resta de gens ANT, el promotor d’hANT3 no conté illes CpG, pel
que els processos de metilacié no semblarien estar involucrats en la regulacié de
I"expressié. El fet que el promotor no disposa d’elements de regulacié especifics

encaixa amb el fet de la seva expressié ubiqua.

A nivell funcional, a part de la seva activitat translocasa, a hANT3 també se
li ha atribuit un paper proapoptdtic com a hANT1. Primerament, el fet de tenir
nombrosos elements Sp1 recolzaria aquesta activitat (Deniaud et al., 2006), ja
que Sp1 inhibeix la progressié del cicle cel-lular en els estadis previs a |’apoptosi.
A més, la sobreexpressid d’hANT3, a diferéncia de la d’hANT2, indueix apoptosi
en cél-lules en cultiv (Zamora et al., 2004a), per interaccié amb I'mPTP, ja que
I'efecte apoptotic de la sobreexpressié d’hANT3 es pot evitar tant amb inhibidors
del porus (CsA) com d’ANT (BA). També existeixen treballs en qué proposen que
I'efecte apoptotic del TNF-a en cél-lules MCF-7 (céllules de cancer de mama) &
lloc amb la participacié indispensable d"hANT3 (Yang et al., 2007). Tanmateix, tal
i com passa amb hANT1, existeixen dades que indiquen un paper protector
d’hANT3 davant I'apoptosi. En cél-lules Th, la IL-4 i I'[FN-y indueixen |"expressid
d’hANT3 a través de vies dependents d’STAT (Jang and Lee, 2003) i, davant un
tractament apoptodtic amb dexametasona, aquesta sobreexpressié d’hANT3 seria
la responsable de la proteccié, ja que el knockout d’hANT3 indueix apoptosi en
cél-lules Th i suprimeix I’efecte prosupervivéncia de la IL-4 (Jang and Lee, 2006).
Per tant, igual que amb hANT1, també existeix certa controvérsia en el rol especific

d’hANT3 en la regulacié de I'apoptosi.
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hANT4

hANT4 és la isoforma de més recent descobriment. Es codificada pel gen
SLC25A31, localitzat en el cromosoma 4 (4928.1) i la seva distribucié tissular en
humans es redueix a testicles (Dolce et al., 2005). El control tan estricte de la
distribucié tissular d’'hANT4 sembla dependre majoritarioment de l'estat de
metilacié del seu promotor, ja que en testicles es troba hipometilat mentre que en
cel-lules somatiques estd hipermetilat (Rodic et al., 2005), i de I'element E2F6,

clau en el silenciament d’hANT4 en tfeixits somatics (Kehoe et al., 2008) (Figura

10).

El fet que la seva expressié estigui restringida a cél-lules mare embrionaries
i a cél-lules germinals de ratoli, és a dir, c&llules en proliferacié, es va considerar
que hANT4 havia de jugar un paper similar a hANT2, actuant com a protector de
I'apoptosi. En aquest sentit, la sobreexpressié d’hANT4 en cél-lules tumorals
inhibeix I'apoptosi mitocondrial, a través del control de la produccié de ROS
(Gallerne et al., 2010). A part d’aquest rol antiapoptotic d’hANT4, la seva activitat
és clau per a la supervivéncia dels espermatozoides, ja que seria responsable de
regular el metabolisme energétic en aquestes cél-lules, les qual depenen
enormement de la glucolisi per a cobrir les seves elevades necessitats d’ATP
(Dupont and Stepien, 2011). A més, en totes aquelles cél-lules que donaran lloc @
espermatozoides Y i, per tant, que no disposen d’una dotacié de cromosoma X, ni
hANT2 ni hANT3 hi sén presents, pel que hANT4 seria la isoforma que assumiria
I"activitat translocasa d’ANT (Brower et al., 2007).
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Figura 10. Esquema de |'organitzacié dels promotors ANT1-ANT4 humans. (Brenner et al.,
2011).

11.2.3 ANT en ratolins

A diferéncia dels gens humans, en ratoli només s’han identificat tres gens
que codifiquin per a transportadors de nucledtids d’adenina: mANT1 (SLC25A4),
mANT2 (SLC25A5) i mANT4 (SLC25A31). Per ara, no s'ha descrit cap gen
homoleg a I'hANT3 huma. L'estructura d’aquests gens és igual a la dels gens

humans, on mMANTT1 i mANT2 estan formats per 4 exons i mANT4 per 6 exons.

mANT]

El gen SLC25A4 comparteix un 91% d’identitat amb el seu homoleg huma
i la proteina resultant, mANT1, un 95% (Levy et al., 2000). mANT1 es troba
localitzat al cromosoma 8 (Mills et al., 1996). L'mANT1 de ratoli mostra un patrd
d’expressié similar a I’lhANT1 huma, expressant-se majoritariament en cor i muscul
esquelétic (Stepien et al., 1992). Pel que fa a I'organitzacié del seu promotor,
I'mANT1 disposa de caixes CCAAT i TATA com I’huma, perd hi manquen els
elements de resposta OXBOX i REBOX, pel que tot i tenir un perfil d’expressié
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similar, els seus elements reguladors sén diferents. Aquesta diferéncia és prou
destacable, jo que posa en dubte la necessitat d’aquests dos elements en la
regulacié de |'expressid de I'"hANT1 huma en cor i muscul, els quals sén teixits
amb una elevada dependéncia en I'energia mitocondrial i, per tant, de |"oxigen, el
qual regula I'expressié d’'hANT1 a través d’aquests dos elements (Levy et al.,

2000).

La importancia d’'mANT1 en cor i méscul esquelétic és vital, ja que la seva
manca en ratolins knock-out especifics d'mANT1 comporta el desenvolupament
de miopatia i cardiomiopatia mitocondrial i una severa infolerancia a I'exercici,
alteracions que van acompanyades d’alteracions en I'acoblament de la respiracié
i I'acidosi metabolica (Graham et al., 1997; Palmieri et al., 2005). A més, la
deficiéncia d'mANT1 en muscul esquelétic condueix a una regulacié a l'alca de
gens, nuclears i mitocondrials, que codifiquen per proteines mitocondrials, en un
intent de compensacié al mal funcionament mitocondrial per efecte de la manca

d’activitat bescanviadora de nucledtids (Murdock et al., 1999).

Per altra banda, a mANT1 també se li ha atribuit un possible paper en la
modulacié de la conductancia de protons. En mitocondris de muscul de ratoli
mancats d'mANT1, la conductancia de protons es troba disminuida mentre que la
sobreexpressi6 d’'mANT1 |'augmenta (Brand et al., 2005). Aquesta activitat
d’mANT1 ja s’havia proposat quan es va relacionar la seva activitat amb UCP3 en
el control del AW _ durant el procés de diferenciacié del cor en rata (Skarka et al.,
2003). També, s’ha descrit que |"abséncia d’UCP3 provoca una major activacié
de la conductancia de protons vehiculada per mANT1 en muscul esquelétic de

ratolins sota restriccié caldrica (Bevilacqua et al., 2010).
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mANTZ

El grau d’identitat entre els gens SLC25A5 huma i de ratoli és d'un 78%, i
I"homologia de les proteines mANT2 és del 84%. Respecte a I'mANT1 de ratoli, el
seu grau d’identitat és del 78% a nivell génic i del 85% entre proteines (Levy et al.,
2000). mANT2 es localitza al cromosoma X (Ellison et al., 1996). En el cas
d’'mANT2, la comparacié de la isoforma de ratoli amb la humana presenta més
peculiaritats que mANT1 ja que, tot i compatir una gran homologia en
I'organitzacié  dels seus promotors, el patré d'expressi6 d’ambdés  és
completament diferent, sent més semblant a la distribucié de I'hANT3 huma. En
ratolins, mMANT2 s’expressa en grans quantitats en tofs els teixits, a excepcié del
muscul esquelétic, on és practicament indetectable, mentre que I'hANT2 huma
només s’expressa en cél-lules en proliferacié (Stepien et al., 1992). Malgrat
aquestes diferéncies en la seva distribucié tissular, el promotor d’'mANT2 també
conté una caixa TATA i tres elements Spl, una seqiéncia AP-2 i un lloc de
reconeixement de |'element GRBOX. Aixi, mentre que en humans s’ha proposat a
GRBOX com un potent repressor transcripcional que s’allibera amb la induccié del
gen (Giraud et al., 1998), en ratolins no pot actuar de la mateixa manera, ja que
mANT2 s'hi expressa constitutivament. S’ha proposat que, possiblement, les
diferéncies funcionals de I’element depenen de les seqiéncies adjacents al
GRBOX, les quals no sén iguals entre espécies, pel que és probable que aquest

element per si sol sigui insuficient per a la repressié del gen (Barath et al., 1999q).

Un altre punt a destacar és que, sabent que I'mANT2 de ratoli s’expressa
practicament en tots els teixits i que no existeix cap isoforma equivalent a I'hANT3
huma, és possible que mMANT2 hagi adquirit una barreja de funcions propies de
I"hANT2 i I'hANT3 humans, sent la isoforma capag de realitzar tant el transport
directe en condicions oxidatives com el reciproc d’ATP/ADP en condicions
anaerdbiques (Giraud et al., 1998), permetent aixi |'adaptacié metabolica dels

teixits davant les diferents condicions (Levy et al., 2000).
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Per Gltim, a mANT2 també se |i ha atribuit una activitat protectora davant
I'envelliment i |'estrés oxidatiu en fetge, ja que s’ha vist que la seva expressié
disminueix significativament en fetges de rates velles (2 anys) i en models de fibrosi
hepdtica, mentre que la seva sobreexpressié en linies hepatiques de ratoli
confereix una maijor resisténcia a |'estrés oxidatiu, gracies a la seva capacitat per a

mantenir el AW_ i incrementar la produccié d’ATP (Kim et al., 2012).

mANT4

El gen SLC25A31 de ratoli localitza en el cromosoma 3 i la proteina que
codifica, mANT4, presenta un grau d’identitat del 88% amb I'"hANT4 humana. La
identitat d’AmNT4 amb les seves paralegues és del 70% amb mANT1 i del 69%
amb mANT2 (Brower et al., 2007). El patré d’expressié d’'mANT4 és semblant al
del seu homoleg huma, expressant-se Unicament en cél-lules mare embrionaries i
en cél-lules germinals del mascle (Rodic et al., 2005). La regulacié transcripcional
d’'mANT4 en ratolins, igual que en humans, també depén de I'element E2F6, el
qual és essencial per a la seva repressié en teixits somatics (Kehoe et al., 2008) i
del grau de metilacié de les illes CpG (Brower et al., 2009a). Aixi, mentre el gen
d’'mANT4 es troba hipometilat en testicles, I'illa CpG es troba hipermetilada en els
teixits somatics, on la seva expressié és indetectable. Curiosament, tots els gens
ANT de ratoli contenen regions CpG, tot i que el seu estat de metilacié és diferent
entre ells. Els promotors d'mANT1 i mANT2 no mostren diferéncies en el patrd de
metilacié en funcié del teixit, malgrat que si existeixen diferéncies d’expressié. En
canvi, mANT4 si es troba hipermetilat en els teixits on la seva expressié es troba
inhibida. Per tant, la metilacié de CpG, la qual regula I’estructura de la cromatina
i I"accessibilitat de la maquindria transcripcional, només sembla tenir rellevancia

en la regulacié de gens especifics en cél-lules germinals.
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La importancia d’'mANT4 en el desenvolupament de les cél-lules germinals
sembla ser prou destacable, ja que el knockout especific d’'mANT4 presenta una
reduccié significativa de la mida dels testicles (sense alteracié dels altres teixits),
una severa disminucié en el nimero d’espermatocits per I'augment de |'apoptosi,
fet que els mascles deficients per mANT4 siguin estérils (Brower et al., 2007). El
mecanisme concret és que la deficiéncia d'mANT4 produeix una manca de la
disponibilitat d’ATP, molt necessari en les primeres etapes de la meiosi, sobretot en
la formacié dels espermatocits (Brower et al., 2009b). Aquesta dada obre la
possibilitat de qué mANT4 sigui una isoforma especialitzada i més eficient en el
bescanvi d’ADP/ATP en un context hipdxic com és el que hi ha en el compartiment

adluminal de I'epiteli seminifer, que és on té lloc I'espermatogénesi.
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OBJECTIUS

L’existéncia de diferents isoformes d’ANT i que el patré d’expressié de cada
una d’elles depén del teixit i del seu estat de desenvolupament ens indica que
existeix la possibilitat de qué cada una de les isoformes duguin a terme activitats
especifiques en I'ambit del metabolisme energétic i de la capacitat proliferativa de
les cél-lules depenent del context cel-lular en qué es trobi. Partint d’aquesta base,

el nostre primer objectiu va ser:

1. Establir si existeix una relacié especifica de I'expressié de les isoformes
d’ANT amb el metabolisme energétic i la capacitat proliferativa de diferents

linies cel-lulars humanes i de ratoli.

A continuacié, sabent que existeixen diferéncies en la distribucid de les
isoformes d’acord amb el metabolisme de cada tipus cel-lular, ens vam plantejar

el segUent objectiu de treball:

2. Estudiar, mitjancant el silenciament per short-hairpin RNA o la
sobreexpressié per transduccié adenovirica, si canvis d’expressié de les
isoformes d’ANT modifiguen el metabolisme cel-lular i la capacitat

proliferativa de les cél-lules.

D’acord amb treballs previs del grup en els que es descriv el paper

apoptotic d'hANTT i hANT3, perd no el d"hANT2, vam aprofundir en:
3. Descriure, mitjangant la sobreexpressié per transduccié adenovirica,

I'activitat protectora de la isoforma hANT2 humana davant estimuls

apoptotics.
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Sabent de I'existéncia de diferéncies en la regulacié de I'expressié de les
isoformes d’ANT i tenint en compte que totes elles sén proteines mitocondrials, ens

vam plantejar:

4. Comprovar si PGC-1d, coactivador transcripcional implicat en la regulacié
de la biogénesi mitocondrial, regula de forma diferencial I'expressié de les
isoformes d’ANT i a través de quins factors de transcripcié realitza aquesta

activitat.
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METODOLOGIA

I. CULTIUS CEL-LULARS

Durant el present treball, els models experimentals s"han basat en estudis /n
vifro mitjangant la utilitzacié de diferents linies cel-lulars, tant d’origen huma com
muri, el que ens ha permés treballar en un context metabolic Unic dintre les

caracteristiques propies de cada espécie.

1.1 Linies cel-lulars utilitzades

Les diferents linies cellulars utilitzades, en major o menor freqiéncia, sén

les segients:

Hela: Cél-lules epitel-lials humanes provinents de carcinoma de cérvix. Les
seves principals caracteristiques sén I'elevada taxa de proliferacié i, degut al seu
origen tumoral, un metabolisme basicament glucolitic. El seu manteniment es
realiza amb medi Dulbecco’s Modified Fagle’s Media (DMEM) (GIBCO®,
Invitrogen - Life Technologies) suplementat amb un 10% de Fefa/ Bovine Serum
(FBS) (GIBCO®, Invitrogen - Life Technologies) i un 1% de la barreja a parts iguals
dels antibidtics Penicillina i Estreptomicina (P/S) (GIBCO®, Invitrogen - Life

Technologies).

HepG2: Hepatdcits humans provinents de carcinoma hepatocel-lular.
També es tracta d’una linia forca proliferativa tot i que manté un important

metabolisme oxidatiu. El seu cultiv també es realiza amb DMEM més un 10%

d’FBS i un 1% de P/S.

C,C,,: Linia cel-lular immortalitzada provinent de teixit muscular esquelétic

de ratoli. S’ha utilitzat tant en forma de mioblasts com de miotubs, els quals sén
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altament oxidatius. Per al creixement dels mioblasts s’ha utilitzat DMEM més un
10% d’FBS i un 1% de P/S. Per tal d’induir-ne la diferenciacio, es deixen
multiplicar els mioblasts fins a arribar a una confluéncia aproximada del 80%,
moment en qué es realitza un canvi de medi a DMEM més un 2% de Horse Serum
(HS) (GIBCO®, Invitrogen - Life Technologies) i un 1% de P/S fins a obtenir els

miotubs.

HIB-1B: Linia cel-lular obtinguda d’hibernomes de ratoli, que sén tumors
de teixit adipés marrd de ratolins transgénics que expressen |antigen T del virus
SV40 de forma teixit-especifica, ja que estd regulat pel promotor del gen aP2. En
el nostre cas, només s’han utilizat en la seva forma indiferenciada o pre-
adipocitaria, els quals presenten una morfologia tipica dels fibroblasts. Per al seu
manteniment s'utilitza DMEM:F12 (GIBCO®, Invitrogen - Life Technologies) més
un 10% d'FBS inactivat i un 1% de P/S. La inactivacié del sérum consisteix en
escalfar-lo a 56 °C durant 30 minuts per tal de destruir-ne el sistema del

complement i evitar-ne una possible activacié que conduiria a la lisi cel-lular.

3T3-L1: Linia cel'lular derivada de cél-lules 3T3 (linia immortalitzada de
fibroblasts embrionics de ratoli), amb una morfologia tipicament fibroblastica i
amb la capacitat de diferenciar-se a adipocits blancs per efecte de diversos
compostos. El manteniment dels fibroblasts es realitza amb DMEM més 10% d’FBS
inactivat i 1% de P/S. Per a induir la diferenciacid, es deixen créixer els fibroblasts
fins a un estat post-confluent (aproximadament uns 2 dies després d’assolir la
confluéncia) i es canvia el medi pel medi de manteniment suplementat amb 0.5
mM d’isobutilmetilxantina (IBMX) (Sigma-Aldrich Co.), 0.25 uM de dexametasona
(Sigma-Aldrich Co.) i 5 ug/ml d'insulina (Sigma-Aldrich Co.), durant 48 hores. En
aquest moment, es realitza un altre canvi de medi pel medi de manteniment perd
només suplementat amb 5 ug/ml d’insulina durant 48 hores més, quan es
realitzard un canvi de medi definitiu pel de manteniment durant un minim de 48
hores més (el grau de diferenciacié dels adipocits, determinat per I'acumulacié de
lipids, dependra del nimero de dies que es mantinguin els adipdcits en aquest

medi).

80



Metodologia

RAW 264.7: Linia cellular de macrofags obtinguda a partir de tumors
induits pel retrovirus de la leucémia murina d’Abelson (A-MulV) en ratolins adults
BALB/c. El seu creixement es duu a terme amb medi Roswel/ Park Memorial
Institute (RPMI 1640) més 10% d'FBS inactivat i 1% P/S. Per a realitzar els
experiments, les cél-lules sembrades es fan créixer amb RPMI 1640 i un 10% d'FBS
perd sense antibidtics i, 12 hores abans d’utilitzar les cél-lules, s’ha de fer una
deplecid de sérum, on es compensard la font d’aminodcids complementant el
medi RPMI 1640 amb un 0.05% d’albdmina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich
Co.).

1.2 Manteniment i manipulacié dels cultius cel-lulars

En general, els cultius cel-lulars s’han mantingut en incubadors de camisa
d’aigua amb sistema de filtrat d’aire HEPA (NuAire o Forma Scientific), capacos de
mantenir de forma constant els nivells d’ humitat relativa, CO, i temperatura al
90%, 5% i 37 °C, respectivament. Només en el cas de la linia 3T3-L1 s’ha
treballat amb la particularitat de mantenir el CO, al 7%, ja que s’ha observat una
millor diferenciacié dels adipocits en aquestes condicions. La manipulacié de les
cél-lules (en tot cas i extensible a la resta de protocols experimentals que han
implicat I’0s de cultius) sempre s’ha realitzat en una campana de flux laminar amb
filtrat d’aire HEPA (Telstar o Cytair) per tal de garantir-ne I'esterilitat de la zona de

treball. Aixi mateix, tot el material utilitzat també ha de ser totalment estéril.

1.2.1 Descongelacié

Per a iniciar el cultiv d’una linia cel-lular, normalment s’ha partit d’un vial
amb el nimero de subcultiu més baix possible congelat en N, liquid. Es
descongela per xoc térmic en un bany a 37 °C el més rapid possible per tal

d’evitar al maxim els efectes citotoxics del DMSO present en el medi de
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congelacié i diluir-ho amb 10 ml del medi adient per al tipus cel-lular en un tub
de centrifugacié. A continuacié, centrifugar a 1200 rpm durant 4 minuts. Retirar
cuidadosament mitjancant aspiracié el medi sobrenedant, el qual conté les restes
de DMSQO, i resuspendre el sediment de cél-lules amb 10 ml de medi i dispensar-

ho en una placa o flascé.

1.2.2 Subcultiv

El subcultiv consisteix en la transferéncia d’una petita part de la poblacié
cel'lular subconfluent d’un cultiv a un altre suport de cultiv amb medi fresc per tal
de mantenir la viabilitat de la poblacié. En el nostre cas, sempre s’ha treballat
amb linies cel-lulars adherents cultivades en plaques de 100 mm de diametre
(7854 mm? d’area de creixement) o flascons de 7500 mm?, pel que el segient
procediment ha estat comU per a totes elles. En el cas d’haver necessitat treballar
amb altres superficies, s’ha realitzat un escalat proporcional als volums que

s'indiquen.

Procediment

- Retirar el medi del cultiv per aspiracié.

- Rentar la monocapa de cél-lules afegint suament 10 ml de tampé
Phosphate Buffered Saline o PBS 1x (NaCl 136 mM, KCl 2.7 mM,
Na,HPO, 8 mM i KH,PO, 1.5 mM a pH 7.4) i retirar-lo per aspiracio.

- Afegir 1 ml de Tripsina 0.05% - EDTA 1x (GIBCO®, Invitrogen - Life
Technologies) temperada préviament a 37°C i retornar la placa a
I'incubador a 37 °C durant un parell de minuts per a permetre |'activitat
proteolitica de les molécules d’adhesié cel-lular (MAC) i poder dissociar
les cel-lules entre elles i de la superficie.

- Un cop s'observi que les céllules han comencat a desenganxar-se

(procés que es pot facilitar mitjancant suaus cops al lateral de la placa)
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inactivar I"activitat de la tripsina afegint 10 ml del medi corresponent
(suplementat amb FBS).

- D’aquesta suspensié, agafar un petit volum i afegir-lo al volum
necessari de medi fresc fins a un total de 10 ml (normalment es realitza
un subcultiv 1/10) i dispensar-ho en una nova placa o flascé, que ha
d’estar correctament identificat indicant el nom del manipulador, de la

linia cel-lular, el nOmero de subcultiv i la data de realitzacié.

1.2.3 Congelacié

Amb la finalitat de crear un estoc propi, a partir del cultiv de cél-lules que
s’han descongelat es passa a congelar un cert nimero de vials o criotubs.
Un cop el cultiv arriba a un estat proper a la confluéncia, tripsinitzar i obtenir una
suspensié de céllules (és el mateix procediment utilitzat per a redlitzar el
subcultiv), de la qual es realitza un comptatge per tal de trobar la concentracié
cel-lular de la suspensié. Breument, es barregen 10 ul de suspensié amb 10 ul de
Trypan Blue (Invitrogen - Life Technologies) diluit al 10% en PBS 1x i es dispensen
10 ul de la barreja en la cambra d’un portaobijectes especial per a la realitzacié
del comptatge automatitzat mitjancant el sistema Countess® Auvtomated Cell
Counfer (Invitrogen - Life Technologies). Seguidament, centrifugar la suspensié
cel'lular i resuspendre el sediment amb el volum adient de medi de congelacié
(DMEM 50%, FBS 40% i DMSO 10%) per a disposar aproximadament d’un milié
de ceél-lules per mil‘lilitre, que es el volum que es distribueix per vial. Aquests vials
es col-loquen dins un tanc d’isopropanol en un congelador a -80 °C, sistema que
garanteix el descens gradual de la temperatura dels vials i evita la formacié de
cristalls que lisarien les céllules. Al cap de 24 hores, passar els criotubs del

congelador al tanc de N, per a la seva conservacié a llarg temps.
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1.2.4 Sembra de cél-lules

A I'hora de realitzar els experiments, a partir de la placa de manteniment es
sembraran, en el format adient per a cada cas (generalment, plagues multipou de
6 o 12 pous), el nimero de cél-lules necessari en cada cas. Aixi, es procedeix a
tripsinitzar les céllules, realitzar el seu comptatge i agafar el volum que contingui
el nimero de cél-lules a sembrar, a la densitat estipulada, el nimero plaques
multipou de |'experiment, i portar-lo fins al volum total necessari de sembra (el
qual dependra del format de placa i sempre d’acord amb el fabricant) amb el
medi adient al tipus cellular. D’aquest pool, es distribueix el volum corresponent
per pou. Les densitats de sembra normalment han estat de 2-10° cel-lules/pou per

a les plaques de 6 pous i 1:10* cel-lules/pou per a les plaques de 12 pous.

II. TRANSDUCCIO ADENOVIRICA

Amb la finalitat d’aconseguir I'expressié de gens exdgens en cél-lules en
cultiv, una de les estratégies adoptades ha estat la infeccié mitjancant vectors
adenovirics, el qual és un sistema senzill i d’elevada eficiéncia per a la introduccié
de material genétic dins la cél-lula. Aquest procediment té I'inconvenient de que
només s’aconsegueix una expressié transitoria del gen exdgen, ja que els vectors
adenovirics no tenen la capacitat d’integrar el seu material genétic en el genoma
de I'hoste, fet que no permet la replicacié del plasmidi durant les successives
divisions cel*lulars i conduira a la progressiva desaparicié del vector. Tot i aixi, és
un sistema que permet un temps d’expressié exdgena més llarg, i més eficient, que
la transfeccié transitdria de material genétic nu. El principal factor a tenir en
compte per aconseguir una bona reproductibilitat entre experiments és establir el
nimero de particules viriques per cél-lula, o MOl (Multiplicity of Infection), que ens
garanteixi 'obtencié un grau d’induccié del gen exdgen satisfactori. Aquesta
determinacié es pot realitzar quantificant la induccié del gen tant a nivell
d’expressié de I'mRNA per Real-time PCR quantitativa com a nivell de proteina per

western blot.
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II.1 Procediments de transduccié

En el present treball s’han utilizat dos procediments diferents de

transduccié adenovirica en funcié de la linia cel-lular a infectar:

A) Transduccié de céllules Hela, miotubs C,C,, i fibroblasts HIB-1B:

- Previ a la transduccié, s’hauran sembrat el ndmero de cél-lules de cada
linia adient. En el cas de les cel-lules Hela i HIB-1B, se sembren 2-10°
célllules per pou en plaques de 6 pous (el nimero de pous ve
determinat pel nimero de condicions experimentals i el nimero de
répliques de cada una d’elles) i es deixen créixer unes 24 hores, per tal
d’assolir un nimero aproximat de 4-5-10° cél-lules/pou, dada que ens
permetrd calcular la quantitat d’adenovirus per a assolir un determinat

MOI d’infeccié de la manera que s’indica a continuacié:

o n° cél-lules n° particules viriques ml —Vi |
n" pous - pou cel-lula n° particules viriques irus (ml)
~ ~~ 7\ ~~ -
Densitat MOI Titulacio
cel-lular virica

- En el cas dels miotubs C,C,,, estimarem que, des del moment de
sembra dels mioblasts fins a arribar a confluéncia i aconseguir la
diferenciacié a miotubs, disposarem d’unes 3-10° cél-lules/pou.

- Barrejar, per cada un dels virus, la quantitat desitjada en 300 ul/pou de
DMEM + 1% P/S temperat (el volum total vindra determinat pel niGmero
de pous total que es volen infectar amb cada virus), que és el volum
minim per a cobrir la superficie de la monocapa cel-lular i garantir la
maxima inferaccié de I’adenovirus amb els receptors de membrana de
la cél-lula que facilitaran la seva incorporacié.

- Retirar el medi de cultiv amb el que han crescut les cél-lules des de la

seva sembra i rentar els pous amb PBS 1x.
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Afegir la barreja de virus i medi (300 ul/pou) i retornar les plagues a
I'incubador a 37 °C durant 1 hora, tenint la precaucié d’agitar-les
horitzontalment de manera periddica (4-5 vegades/horal).

Afegir 200 ul/pou de DMEM + 1% P/S temperat i retornar les plaques
a I'incubador, mantenint I'agitacié periddica, durant 1 hora més.

Afegir 1.5 ml/pou de DMEM + 1% P/S i 13,3% d'FBS (per a obtenir
una concentracié final del 10% d’FBS en els 2 ml de medi de cultiu per
pou)

Mantenir les cél-lules a I'incubador durant el temps que s’estimi oportd
per a |'expressié del gen exdgen abans de continuar amb el disseny
experimental desitjat (en el nostre cas, el temps que s'ha utilitzat

normalment ha estat de 48 hores).

B) Transduccié d’adipocits 3T3-L1:

Com en el cas anterior, un cop es disposen dels adipocits 3T3-L1
diferenciats, es calcula la quantitat de virus a utilitzar per a aconseguir
el MOI desitjat tenint en compte que es disposen aproximadament de
4-10° adipocits/pou després de tot el procés de diferenciacié.

Barrejar, per cada un dels virus, la quantitat desitjada en 500 ul/pou de
DMEM + 1% P/S temperat més 0.5 ug/ml de poli-L-Lisina. La poli-L-
Lisina és un polipéptid cationic format per una cadena d’L-Lisines que
afavoreix la interaccié de la particula virica als receptors cel-lulars i que
es especialment Util en el cas de la transduccié de linies cel-lulars que
presenten certa resisténcia al procés, com sén els adipocits 3T3-L1.
Retirar el medi de cultiv amb el que han crescut les cél-lules des de la
seva sembra i rentar els pous amb PBS 1x.

Afegir la barreja de virus i medi (500 ul/pou) i retornar les plagues a
I'incubador a 37 °C durant 5 hores.

Afegir 1.5 ml/pou de DMEM + 1% P/S i 13,3% d'FBS i mantenir les

cel-lules a I'incubador el temps oportd per a I'expressié del gen exdgen.
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11.2 Adenovirus utilitzats

A) Produits pel Centre de Biotecnologia Animal i Terapia Génica (CBATEG-

UAB):

- Ad-GFP: Vector adenoviric portador d’un vector d’expressié de la
Green Fluorescent Protein.

- Ad-ANT2: Vector adenoviric portador d’un vector d’expressié de la
isoforma 2 humana de I’ Adenine Nucleotide Translocase.

- Ad-ANT3: Vector adenoviric portador d’un vector d’expressié de la
isoforma 3 humana de I’ Adenine Nucleotide Translocase.

- Ad-PGC-1a: Vector adenoviric portador d’un vector d’expressié de la
proteina  Peroxisome  Proliferator-Activated ~ Receptor =~ Gamma
Coactivator 1-alpha.

- Ad-PPAR-a: Vector adenoviric portador d'un vector d’expressié de la

proteina Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha.

B) Produits pel grup (Dr. Albert Giralt) a partir d'una cessié del Dr. Josep A.

Villena del grup de Recerca en Metabolisme i Obesitat de I'Institut de

recerca de |'Hospital Universitari de la Vall d’"Hebrén:

- Ad-ERR-a: Vector adenoviric portador d'un vector d’expressié de la
proteina Estrogen Related Receptor Alpha.

- Ad-siERR-a: Vector adenoviric portador d’un vector d’expressié d’un

short interference RNA (siRNA) pel gen de I ERR-a.

I1l. TRANSFECCIO TRANSITORIA

.1 Procediment de transfeccié

Aquest meétode ha estat utilitzat principalment amb la finalitat d’introduir

vectors amb construccions d’shRNA (short-hairpin RNA) per al silenciament génic,
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tot i que excepcionalment també s’ha utilitzat per a I'expressié de gens exdgens.

Per a la transfeccié transitdria de vectors d’expressié nus s’ha utilitzat el sistema

FUGENE® HD Transfection Reagent (Promega).

Procediment

Previ a la transfeccié (normalment 24 hores abans) s’haurd preparat el
cultiv sembrant la densitat de cél-lules adient per al tipus de placa
multipou utilitzat, per tal d’aconseguir una confluéncia del 50-80% al
moment de la transfeccié.

Barrejar la quantitat adient de plasmidi/pou en el volum adequat de
medi Opti-MEM® (Invitrogen - Life Technologies). En el nostre cas, les
transfeccions normalment s’han dut a terme en plaques de é pous on
s’hauran transfectat 2 ug de plasmidi en 100 ul de medi Opti-MEM per
pou. Per a altres formats de placa, s’han adequat les quantitats seguint
les indicacions del fabricant.

Afegir la quantitat adient de FUGENE® HD Transfection Reagent pel
volum de barreja DNA-medi preparat a una relacié de 5 ul del reactiv
per 2 ug de DNA. Barrejar amb intensitat i incubar a temperatura
ambient durant uns 20-30 minuts.

Dispensar el volum adient de la barreja (100 ul/pou en placa de 6
pous) directament sobre el medi de cultiu. Préviament, s’ha pogut
renovar el medi de cultiu en qué han estat creixent les cél-lules fins al
moment de realitzar la transfeccié.

Mantenir les cél-lules a I'incubador durant el temps que s’estimi oportd
per a l'expressié del vector abans de continuar amb el disseny
experimental desitjat (en el nostre cas, el temps que s'ha utilitzat

normalment ha estat de 48 hores).

Observacié: Sempre i quan no interfereixi en qualsevol procediment

posterior a la transfeccio, s’afegeix un 5% respecte el total de DNA a transfectar,

de vector pcDNA3.1-GFP, el que serveix com a control de l'eficiéncia de
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transfeccié mitjancant 'observacié de les cel-lules per microscopia de

fluorescéncia (punt XII).

1.2 Silenciament génic mitjangant shRNA

L'RNA d’interferéncia (RNAI) és la via que utilitza els siRNA (short inferfering
RNA) o els shRNA (short hairpin RINA) per a inactivar 'expressié de gens diana, ja
que la preséncia de RNA de doble cadena o dsRNA (douvble strand RNA) indueix
la degradacié del RNA missatger complementari (Figura 11). En comparacié amb
els siRNA, els shRNA presenten avantatges en el temps de silenciament i en la
forma d’introduccié a les cél-lules. Un cop dins les cél-lules, els shRNA sén
transcrits, a partir del motlle de DNA, com una cadena senzilla d’'RNA de 50 a
100 nucleodtids. Les regions complementaries es troben separades per un petit llag
o loop i sén les responsables del plegament del transcrit sobre ell mateix, formant
una petita forqueta (short hairpin) andloga als microRNA naturals (Mclntyre and
Fanning, 2006). Aquests shRNA sén reconeguts i processats a siRNA de doble
cadena d'uns 21-23 nucledtids per I’enzim Dicer, el qual és un membre de la
familia d’endonucleases especifiques de dsRNA (Bernstein et al., 2001; Ketting et
al., 2001). Cada un dels siRNA formats és incorporat pel complex enzimatic RISC,
el qual dirigird el reconeixement de transcrits complementaris enddgens per part
d’aquests siRNA i la seva posterior degradacié (Hammond et al., 2000; Nykanen
etal.,, 2001).
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Figura 11. Mecanisme de funcionament dels shRNA. Modificat a partir de |'esquema
original del recurs online RNA Inferference Review d’Invitrogen (Invitrogen — Life

Technologies).

I1.2.1 Construccié dels vectors shRNA

Els diferents shRNA que s’han utilizat durant el present treball s’han
dissenyat i obtingut utilitzant el sislema BLOCK-iT" U6 RNAi Entry Vector Kit
(Invitrogen - Life Technologies). A continuacié, es poden observar de forma
esquematica els principals passos a seguir per a aconseguir un vector d’entrada

pENTR™/U6 mitjancant aquest kit (Figura 12).
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Figura 12. Esquema-resum de la construccié i obtencié dels shRNA. Modificat a partir de
I'esquema original del manual BLOCK-iT™ Us RNAi Entry Vector Kit d'Invitrogen - Life

Technologies.

111.2.2 shRNA utilitzats

Els shRNA que es detallen a continuacié sén els que s’han comprovat

experimentalment que duen a terme el silenciament maxim del seu gen diana

entre els diferents oligonucledtids dissenyats.

- shANTm: Es I’shRNA utilitzat com a control negatiu del sistema d’RNAi

(scramble), ja que estd sotmés al mateix processament que la resta

d’shRNA perd sense recongixer cap mRNA complementari i, per tant, no

produeix el silenciament de cap gen. La seva seqiéncia és la mateixa
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que I'shANT2 humana perd amb la variacié de 4 nucledtids
CGGATCGCTACAAATAAG.

shhANT1 (Hs): shRNA que reconeix la seqiéncia de I'mRNA de la
isoforma 1 humana de I’Adenine Nucleotide Translocase
ACAGATCAGTGCTGAGAAG (Le Bras M. et al., 2006).

shhANT2 (Hs): shRNA que reconeix la seqiéncia de I'mRNA de la
isoforma 2 humana de I’Adenine Nucleotide Translocase
CTGTTGCCGGGTTGACTTCC (seqiéncia propia).

shhANT3 (Hs): shRNA que reconeix la seqiéncia de I'mRNA de la
isoforma 3 humana de I’Adenine  Nucleotide  Translocase
CGCGACCTCCCTCTGCTTCG (sequéncia propia).

shmANT1 (Mm): shRNA que reconeix la seqiéncia de I'mRNA de la
isoforma 1 de ratoli de [I’Adenine Nucleotide Translocase
GGATCTTCCCAGCGAGAATT (seqiencia propia).

shmANT2 (Mm): shRNA que reconeix la seqiéncia de I'mRNA de la
isoforma 2 de ratoli de [I'Adenine Nucleotide Translocase

CAAAGGAACTGATATCATGT (seqiéncia propia).

1.3 Expressié exdgena de gens mitjangant la transfeccié transitdria de plasmidis

Una altra forma d’induir I'expressié exdgena de gens, diferent a la

transduccié adenovirica, és la transfeccié transitdria de vectors d’expressié nus (o

plasmidis).

La transfeccié transitdria, tal i com s’ha explicat préviament, s’ha

realitzat utilitzant el sislema FUGENE® HD Transfection Reagent (Promega).
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Les construccions que s’han utilitzat han estat:

- pcDNA3.1: Vector plasmidic buit (no té cap gen inserit). Actua com a
control de transfeccid, ja que per a la majoria de construccions s’ utilitza
aquest vector.

- PGC-la: Vector d’expressié de la proteina Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gamma Coactivator 1-alpha.

- HIF-Ta: Vector d’expressié de la proteina Hypoxia-inducible factor 1,
alpha subunit.

- SIRT-3: Vector d’expressié de la proteina NAD-dependent deacetylase
sirtuin-3.

- SIRT-6: Vector d’expressié de la proteina NAD-dependent deacetylase
sirtuin-6.

- ANT2: Vector d’expressi6 de la isoforma 2 humana de |"Adenine
Nucleotide Translocase.

- ANT3: Vector d’expressié6 de la isoforma 3 humana de I'Adenine
Nucleotide Translocase.

- NF-kB-Luc: Vector d’expressié de la proteina luciferasa de Photinus
pyralis sota el control del promotor del gen que expressa la proteina
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-xB).
Aquest tipus de construccié és utilitzada per a quantificar, mitjancant
I"activitat luciferasa, |"activitat transcripcional del promotor.

- pRL-CMV-Renilla: Vector d’expressié de la proteina luciferasa de Renifla
reniformis, el qual es co-transfecta amb un vector luciferasa i la seva
activitat s'utilitza per a corregir I'activitat del promotor, ja que I'activitat
de la luciferasa de R. Reniformis és constitucional i, per tant, només

dependra del grau de transfeccié.
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IV. TRANSFORMACIO DE BACTERIS COMPETENTS, MINIPREP | MAXIPREP

Els experiments de transfeccié transitdria de vectors d’expressié (tant els

shRNA com els de gens exdgens) requereixen una quantitat considerable de DNA

plasmidic. Per a obtenir-lo, normalment es realitza una purificacié a partir del

creixement de bacteris competents transformats.

IV.1 Transformacié de bacteris competents

El meétode es basa en la introduccié6 de DNA plasmidic en bacteris

Escherichia coli competents, és a dir, capacos d’incorporar DNA exdgen,

mitjangant xoc termic.

Procediment

Descongelar 50 ul d’ £. coli competents per cada transformacié, tenint
en compte que sempre es realitza un control de transformacié, que
consisteix en realitzar tot el procediment de transformacié sense
preséncia de DNA.

Afegir 1-10 ng de DNA (en un maxim de 5 ul) i agitar intensament
sense utilitzar vortex ni pipeta.

Incubar les barreges en gel durant 20 minuts.

Xoc t&rmic en un bany a 37 °C en agitacié durant 5 minuts.

Incubar les barreges en gel durant 2 minuts.

Afegir 1 ml de medi LB-Lennox (Lysogeny Broth-Lennox; triptona 10 g/I,
extracte de llevat 5 g/, NaCl 5 g/I) suplementat amb MgSO4 20 mM.
Incubar les barreges en un bany a 37 °C en agitacié durant 45 minuts.
Centrifugar a 2000 rpm durant 5 minuts.

Retirar el sobrenedant i resuspendre el sediment de cél-lules amb 200 ul
de nedi LB-MgSO4.

Sembrar, per extensi6 mitjancant nansa, la suspensié de cél-lules
transformades en plaques d’ LB suplementat amb I’antibidtic al qual els

plasmidis utilitzats en la transformacié porten el gen de resisténcia.
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- Incubar a 37 °C durant la nit.

- A l'endemd (o en pocs dies si es guarden les plaques segellades a 4
°C), es realitza el cultiv d’una colonia aillada de la placa en 2-3 ml de
medi LB suplementat amb I’antibidtic adient a 37°C en agitacié durant
unes 8-10 hores. Aquest cultiu servird per a realitzar els glicerinats
bacterians (que consisteix en barrejar, a parts iguals, un volum de
creixement amb un volum de medi LB + glicerol (1:1) i congelar a -80
°C) i també, si s’escau, per a realitzar una miniprep per a obtenir DNA
plasmidic per a comprovar que les colonies seleccionades han

incorporat el plasmidi.

IV.2 Miniprep i comprovacié de la coldnia

A partir d'una petita quantitat de creixement bacteria, es procedeix a la
purificacié de fins a uns 20 ug de DNA plasmidic, suficient per a realitzar una
digestié i comprovar que la coldnia seleccionada ha estat transformada. Per a la
purificacié s’ha utilitzat el sistema QIAGEN”Plasmid Mini kit (QIAGEN), que es
basicament consisteix en una lisi alcalina dels bacteris i una unié del DNA
plasmidic a una columna de resina d’intercanvi d’anions a baixes concentracions
salines, la qual permet rentar aquests plasmidis de totes les impureses (RNA,
proteines, molécules de baix pes molecular) amb tampons de concentracié salina
infermédia i eluir amb un tampé d’alta concentracié salina. L'eluit es concentra i

dessala mitjancant la seva precipitacié amb isopropanol.

Per a comprovar que el DNA plasmidic obtingut és portador de I'insert
d’intergs, es realitza una digestié de 500 ng de DNA amb enzims de restriccié (els
quals s’escullen d’acord amb el mapa de restriccié del plasmidi utilitzat) per tal
d’alliberar I'insert i una electroforesi en gel d’agarosa (agarosa al 0.8% en TAE 1x
- 85V) de la digestioé per tal de separar els diferents fragments i poder visualitzar

I"insert.

95



Metodologia

En el cas de la preparacié dels shRNA, també es va realitzar una
seqUenciacié del fragment per tal de comprovar que tot el procés ha funcionat
correctament. Aixi, a partir del DNA plasmidic de la miniprep, es duu a terme una
PCR (Polymerase Chain Reaction) utilitzant el sistema BigDye ® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) per tal de preparar les mostres per a la
seva seqienciacié per part de la Unitat de Gendmica dels Serveis Cientificotécnics

de la Universitat de Barcelona.

IV.3 Maxiprep

Una vegada es té la seguretat de qué els glicerinats preparats contenen els
bacteris transformats, es pot passar a realitzar una maxiprep per tal d’obtenir una
quantitat suficient de plasmidi (fins a 500 ug) per a poder realitzar les
transfeccions transitdries. Les maxipreps es realitzen utilitzant el sistema QIAfi/ter
Plasmid Maxi Kit (QIAGEN). Breument, el métode consisteix en, a partir del cultiu
previ d'una mica del glicerinat corresponent en 250ml de medi LB suplementat
amb I'antibidtic de seleccié a 37 °C en agitacié, obtenir un lisat bacteria i fer-lo
passar per un filtre que retindrd el DNA plasmidic i aixi poder netejar-lo
d’impureses mitjancant rentats, per a finalment eluir-lo i precipitar-lo amb
isopropanol, obtenint un sediment de DNA que es reconstitueix en aigua. Un cop
determinada la  seva concentracié  utilizant el NanoDrop®  ND-1000
Spectrophofometer (Thermo Scientific) (sistema utilitzat per a la determinacié de
qualsevol concentracié d’acids nucleics, tant DNA com RNA), aquest preparat ja

esta llest per a transfectar.
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V. PURIFICACIO D’RNA, RETROTRANSCRIPCIO | PCR QUANTITATIVA A TEMPS
REAL

La utilitzacié de la transfeccié transitoria i de la transduccié adenovirica
com a métodes de silenciament o d’expressié exdgena de gens comporta que
cada experiment realitzat impliqui verificar que I’objectiu que es persegueix s’hagi
aconseguit i, aixi, poder validar les observacions obtingudes amb aquest. La
quantificacié de |’expressié génica per PCR quantitativa a temps real (Real-time
gPCR) és una eina molt Util per a realitzar aquestes comprovacions sistematiques.
A més, també ens permet estudiar el comportament de |'expressié génica en

resposta a les diferents condicions experimentals plantejades.

V.1 Purificacié d’RNA

V.1.1 Purificacié mitjiancant fenol-cloroform

L'extraccié6  mitjangant  fenol-cloroform  permet obtenir les fases
corresponents al DNA, a I'RNA i a la proteina. Aquest ha estat el métode d’eleccié
per a I'extraccié de I'/RNA i DNA quan el material de partida han estat miotubs
C,C,,, ia que utilitzant TriPure Isolation Reagent (Roche) (amb el qual s’obté una
lisi dels miotubs més eficient que amb el sistema de columnes) seguint les
indicacions descrites per la casa comercial. El sistema es basa en la lisi cel-lular i
desnaturalitzacié de les nucleases enddgenes, |'obtencié de les 3 fases per efecte
del cloroform i, posterior obtencié del RNA a partir de la fase aquosa superior per
precipitacié amb isopropanol. Una vegada s’obté el DNA resuspés en aigua,
s’elimina la possible contaminacié amb DNA genomic amb el sistema DNA-free™
Kit, DNase Treatment and Removal Reagents (Ambion® - Applied Biosystems) i

posteriorment es determina la concentracié d’'RNA per NanoDrop.
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V.1.2 Purificacié mitjiancant columnes d’afinitat

Per a la purificacié d’RNA a partir de la resta de linies cel-lulars descrites,
s'ha optat per a utilitzar el kit NucleoSpin® RNA Il (Macherey-Nagel) d’acord amb
les indicacions del protocol Total RNA purification from cultured cells and tissue
with NucleoSpin® RNA Il El sistema es basa en la lisi cel-lular mitjancant una
solucié rica amb agents caotropics que evita la degradacié de I'RNA durant el
procés d'aillament i crea les condicions adequades per a qué I'RNA s’uneixi a la
membrana de silica. Un cop I'RNA ha quedat retingut a la membrana, es realitza
un tractament amb DNasa /n situ i diferents rentats per a eliminar els fragments de

DNA gendmic i la resta de contaminants i, finalment, eluir I'RNA amb aigua.

V.2 Retrotranscripcié

La quantificacié de I'expressié génica mitjiancant real-time gPCR es basa en
determinar els nivells de DNA presents en la mostra. Per tal d’obtenir DNA
proporcional als nivells de transcrits, el total dels RNA missatgers (mRNA), la
quantitat especifica dels quals serd proporcional a I'activitat transcripcional de
cada un dels seus gens en el moment de redlitzar la lisi cellular i extraccié de
I'RNA, aixi com la resta de I'RNA present (majoritdriament ribosdmic) s’ha de
retrotranscriure a DNA copia (cDNA). Aquest procediment consisteix en realitzar
una PCR d’un Unic cicle d’amplificacié, on cada una de les molécules d'RNA serd
utilitzada per la transcriptasa inversa com a motlle. Com a encebadors de la

reaccid, s'utilitzen hexdmers de composicié aleatoria.

Per a la reaccié de retrotranscripcié s’utilitzen 500 ng d’'RNA en un volum
maxim de 7.7 ul i una barreja dels segients elements del kit MultiScribe™ Reverse
Transcriptase (Applied Biosystems) en un volum de 12.3 ul:

- TagMan RT Buffer 1x

- MgCl2 5.5 mM
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- Barreja de deoxinucleotids (ANTP) (500 uM de cada dNTP)
- Random Hexamers 2.5 uM

- Inhibidors d’'RNases 0.4 U/ul

- MultiScribe Reverse Transcriptase 1.25 U/ul

Observacié: Es prepara una barreja comi amb el volum suficient per al
total de mostres a retrotranscriure.
Un cop preparada la reaccid, es realitza la retrotranscripcié amb el termociclador,
els parametres de la qual sén:
- Fase d’incubacié: 10 minuts a 25 °C.
- Fase de copia: 30 minuts a 48 °C.

- Fase d'inactivacié de la transcriptasa inversa: 5 minuts a 95 °C.

V.3 PCR quantitativa a temps real

La real-time gPCR és la técnica amb la qual és pot quantificar a temps real
el producte que es genera durant la reaccié, gracies a I'activitat d’un fluordfor el
qual emetrd una quantitat de fluorescéncia proporcional al producte especific
present en cada moment i, que a la seva vegada, dependrd de la quantitat
especifica de cada un dels cDNA utilitzats com a motlle. Per a dur a terme aquesta
PCR és necessari un termociclador proveit de sensors capacos de registrar la
fluorescéncia emesa pel fluordfor després d’haver estat alliberat del seu quencher
per accié de la polimerasa 7TagMan®. En el nostre cas utilitzem el 7500 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems), que admet realitzar la reaccié en plaques de 96

pous.

La barreja de la reaccié consta de:
- 10 ul de Platinum® qPCR Super-Mix-UDG with ROX (Invitrogen - Life
Technologies), que consta de 22 U/ml de la DNA polimerasa

recombinant de 7hermus aquaticus complexada amb 'anticos
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D’aquesta
necessiten

reaccié de

Platinum® Tag, Tris-HC| 22 mM (pH 8.4), KCI 55 mM, MgCl, 165 mM i
200 uM de cada un dels dNTPs.

1 ul de TagMan® Gene Expression Assays (Invitrogen - Life
Technologies) Unic per cada gen que es vol mesurar ja que actuen com
a encebadors especifics aixi com a sonda marcada amb el fluordfor.

8 ul aigua lliure d'RNases.

barreja, la qual se’n prepara una de comy per a tots les mostres que
estudiar-se per a cada gen, se'n diposita 19 ul per pou més 1 ul de la
retrotranscripcid.

Sondes TagMan® Gene Expression Assays utilitzades:

Homo sapiens

18S (Hs99999901 s1) PPARa (Hs00231882 m1)
ACADM (Hs00163494 m]) PPARG (Hs00234592 m1)
ADIPOQ (Hs00605917 m1) PPARGCIA  (Hs00173304 m1)
ATP5J (Hs00365888 m1) RB1 (Hs00153108 m1)
B2M (Hs99999907 m1) RBP4 (Hs00198830 m1)
CCL2 (Hs00234140_m1) RRM2B (Hs00153085_m1)
COxX4 (Hs00266371 _m1) Sirtl (Hs01009006_m1)
FABP4 (Hs00609791 m1) - SIRT3 (Hs00202030_m1)
FGF21 (Hs00173927_m1) - SIRT6 (Hs00213036_m1)
GSTZ1 (Hs00155313 m1) - SLC25A31 (Hs00229864 m1)
HIF1A (Hs00153153 m1) SLC25A4 (Hs00154037_m1)
HK 11 (H500606086 m1) SLC25A5 (Hs00854499 g1)

IL-6 (Hs00174131_m1) SLC25A6 (Hs00745067 s1)

IL-8 (Hs001741 03 “ml) SLC2A1 (Hs00892681 m1)
LEP (Hs00174877_m1) - SLC2A4 (Hs00168966 m1)
MT-CO1 (Hs02596864 g1) - SODI1 (Hs00533490 m1)
MT-COI (SEQCOQIIN _S4) - SOD2 (Hs00167309_M1)
MT-CYB (Hs02596867 s1) - TFAM (Hs01082775 m1)
NRF1 (Hs00192316_m1) TFBIM (Hs00274971 m1)
NRIP1 (Hs00940782 m1) - TFB2M (Hs00254651 m1)
PDK4 (Hs00176875 _m1) - TNF (Hs00174128 m1)
POL2AG (Hs00172187 _m1) TP53 (Hs00153349 m1)

Mus musculus

Acdc (Mm00456425 m1) Ndutb5 (Mm00452592 m1)
Acadm (Mm00431611_m1) Pck1 (Mm00440636 _m1)
aP2 (Mm00445880 _m1) Pdk4 (Mm00443325 m1)
Atp5cl (Mm00662408 m1) Ppara (Mm00440939 m1)
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Atp5g3 (Mm00558162 _m1) - PPARd (MPPARDELTA-EXO-3)
B2m (Mm00437762_m1) - Pparg (Mm00440945 m1)
COl (MT-COI-ANY) - Ppargcla (Mm00447183 m1)
Cox4il (Mm00438289 g1) - Sint3 (Mm00452129 m1)
Cox7al (Mm00438296 m1) - SLC25A4 (Mm01207393 m1)
Cytb (CYT-bmmOO0T1-cj1) - SLC25A5 (Mm00846873 g1)
ERRalfa (Mm00433143 m1) - Slc2al (Mm00441480 m1)
Fgf21 (Mm00840165 g1) - Slc204 (Mm00436615 m1)
Gapdh (Mm99999915 g1) - Sodl (Mm01344231 g1)
IL-6 (Mm00446191 m1) - Sod2 (Mm00449726 m1)
Lep (Mm00434759 m1) Tnf (Mm00443258 m1)
Lipe (Mm00495359 m1) Trp53 (Mm00441964 g1)
MCP1 (Mm00441242 m1) Ucp1 (Mm00494069 m1)

Observacid: La sonda 18S, la qual reconeix i permet |'amplificacié de la subunitat
18S ribosomal, s’utilitza com a control enddgen, ja que al ser la forma d’RNA
majoritaria en la cél-lula i la quantitat del qual és tedricament invariable, ens serveix
per a corregir possibles errors de carrega a I'hora d'haver redlitzat la
retrotranscripcié. A més, tot i ser la sonda humana, també és capag de reconéixer el
18S de ratoli, pel que ens serveix per a la correccié de |'expressié tant de gens

humans com de ratoli.

Una vegada realitzada la mesura, el software que registra les mesures a
temps real genera una corba, la qual obeeix una funcié logarftmica on I'eix Y
correspon al logaritme de la concentracié de DNA i I'eix X al ndmero de cicles
d’amplificacié, i hi determina un llindar comd que intersecciona totes les corbes
(una per cada mostra) en la seva fase exponencial. Aquest valor informa de quants
cicles d’amplificacié han estat necessaris per a assolir una determinada
concentracié de DNA, on un nimero més baix de cicle significa que s’ha assolit
aquest llindar en menys temps i, per tant, que el nimero de cDNA que han actuat
de motlle en la PCR era més gran, ja que és el factor limitant de la reaccié. Per a
obtenir un valor proporcional a la quantitat de cDNA, o el que és el mateix, de
I'mRNA de cada gen estudiat present en les nostres mostres, el valor de cicles (C;)

(-CT)

es corregeix amb la funcié 2", Els valors finals es corregeixen dividint-los amb

els valors corresponents al 18S (control endogen o housekeeping).
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VI. PURIFICACIO DE DNA | QUANTIFICACIO DEL DNA MITOCONDRIAL

Lo mesura del DNA mitocondrial (mtDNA) és un parametre molt Util per a
informar-nos de I'estat fisiologic dels mitocondris aixi com de la cél-lula en tot el
seu conjunt, ja que el seu manteniment és molt sensible a les alteracions d’aquest
estat (potencial de membrana, produccié d’espécies reactives, transcripcid

mitocondrial, etc).

VI.1 Purificacié de DNA

La purificacié del DNA s’ha realitzat a partir dels lisats per a I'extraccié de
I'RNA mitiancant el kit NucleoSpin® RNA Il (Macherey-Nagel), tot i que també es
pot realitzar si el lisat s’ha obtingut utilitzant 7riPure /solation Reagent (Roche),

seguint les indicacions de la casa comercial.

Procediment

- Al primer eluit de la columneta d’afinitat d’RNA, afegir-hi T volum de la
fase inferior de la barreja fenol/cloroform/alcohol isoamilic
(50%/48%/2%). Aquest tampé d’extraccié s’ha d’haver preparat amb
antelacié i mantingut a 4 °C per tal de qué s’hagin separat les fases.

- Agitar en orbital durant 10 minuts.

- Centrifugar a 16.000 xg (o a la maxima velocitat permesa per I'aparell)
durant 15 minuts.

- Recuperar el sobrenedant (fase aquosa superior) en un tub nou i afegir-
hi un volum d’isopropanol.

- Agitar per inversié fins a visualitzar el precipitat (cabdell blanquinés), tot
i que no sempre és visible.

- Centrifugar a 16.000 xg durant 15 minuts.

- Descartar el sobrenedant i rentar el sediment amb 200 ul d’etanol al
70%, pipetejant-lo amb forca varies vegades.

- Centrifugar a 16.000 xg durant 5 minuts.
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- Retirar el sobrenedant i deixar evaporar les traces d’etanol.
- Resuspendre el sediment de DNA amb 50-150 ul (depenent de la
grandaria del sediment) d’aigua bidestil-lada temperada a 50 °C.

- Determinar la concentracié de DNA amb el NanoDrop®.

VI.2 Quantificacié del DNA mitocondrial

Per a quantificar el DNA mitocondrial es realitza una PCR quantitativa a
temps real on es determina |"expressié d'un gen mitocondrial de copia Unica, el
citocrom b (Cytb) i es corregeix pel valor d’un altre gen de copia Unica, perd
aquest cas nuclear, el CEBPa, obtenint la relacid mtDNA/nDNA. Les condicions
d’aquesta reaccié sén:

- 10 ul de Platinum® gPCR Super-Mix-UDG with ROX per pou.

-1 ul de sonda TagMan®™ Gene Expression Assays per pou.

(Preparar una barreja comd amb el volum total necessari per a totes les
mostres a quantificar per cada gen).

- 100 ng DNA/pou en un volum de 9 ul d’aigua (realitzar préviament les

dilucions corresponents per a tenir les mostres a aquesta concentracid).

VII. WESTERN BLOT

La immunodeteccié de proteines és una técnica robusta que permet
estudiar I"expressié génica a nivell del seu producte final, les proteines, aixi com
canvis post-traduccionals d’aquestes (degradacié, fosforilacié o desfosforilacio,
acetilacié o desacetilacié, etc), en un moment determinat i en resposta a les
determinades condicions que sén objecte d’estudi. El métode es basa en detectar
mitjancant |"0s d’anticossos, generats contra un epitop concret de la proteina
d’interés, I'esmentada proteina del conjunt total de proteines present en el lisat de

les cél-lules, les quals han estat separades pel seu pes molecular mitjancant una
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electroforesi desnaturalitzant en gel de poliacrilamida/SDS i transferides a una

matriu solida de PVDF.

VII.1 Obtencié d’extractes proteics a partir de cultius cel-lulars

En el present treball s’han utilitzat dos procediments diferents per obtenir els
extractes proteics en funcié si només és necessari un homogenat total de la mostra

o si s’ha de disposar de les fraccions citosoliques i mitocondrials.

A) Homogenitzacié total

Procediment

- Després de retirar el medi de cultiu i rentar les cél-lules amb PBS 1x,
afegir 100 ul de tampd d’homogenitzacié per pou de placa de 6 pous
(Na-Hepes 20 mM (pH 7.4); NaCl 2.5 mM; EDTA 1T mM; B-
glicerofosfat 40 mM; NayVO, 2 mM; NP-40 1%; PMSF 0.5 uM; DTT 1
mM; cocktail d’inhibidors de proteases 1x), rascar el pou mitjangant un
scrapper i recuperar el lisat en un tub de microcentrifuga.

- Incubar en agitacié (orbital) a 4 °C durant 45-60 minuts.

- Centrifugar a 12.000 xg a 4 °C durant 5 minuts per tal d’eliminar
fraccions grans de membranes.

- Recuperar el sobrenedant i determinar la concentracié de proteina de

les mostres.

B) Fraccionament subcel-lular

Les linies cel-lulars estables, al tractar-se en la majoria de casos de
linies provinents de tumors o cultius primaris immortalitzats, es caracteritzen
per tenir un contingut mitocondrial baix en comparacié al que es pot trobar
en mostres provinents de teixits, sobretot en el cas de linies com Hela, HIB-

1B o HepG, (tot i que en menor mesura). Aquest fet obliga a qué per tal
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d’obtenir un bon rendiment en el fraccionament subcel-lular, la quantitat de
material de partida hagi de ser més gran que quan es realitza una
homogeneitzacié total. En el nostre cas, normalment hem partit, com a
minim, del total de 6 pous d’una placa multipou. Per tant, s’ha de tenir en
compte en el disseny experimental, que si es vol redlitzar una
immunodeteccié a partir d’extractes fraccionats, aquest serd el nimero

minim de pous per a cada condicié.

Procediment

- Tripsinitzacié del total de pous de cada condicié, agrupar i centrifugar a
1200 rpm durant 4 minuts.

- Resuspendre el sediment cellular amb 1ml de tampé
d’homogeneitzacié (Sacarosa 250 mM; Na-Hepes 20 mM (pH 7.4);
KCI 10 mM; MgCl, 1.5 mM; EDTA T mM; EGTA 1 mM; B-glicerofostat
40 mM; NazVO, 2 mM; PMSF 1 mM; DTT 1 mM; cocktail d’inhibidors
de proteases 1x). Aquest tampd té la caracteristica de ser isotdnic
respecte les cél-lules, pel que la lisi cel-lular és Gnicament mecdnica i
preservard, el maxim possible, I"estructura dels organuls subcel-lulars.

- Dispensar la suspensié en un homogeneitzador de vidre i realitzar uns
50 moviments mantenint |"homogeneitzador en gel.

- Retirar uns 100 ul, corresponents a la fracci6 Homogenat Total, i
guardar a -20 °C.

- Centrifugar la resta d’homogenat a 1500 xg a 4 °C durant 5 minuts per
tal d’eliminar les cél-lules no lisades. Recuperar el sobrenedant i
resuspendre el sediment resultant amb 200 ul de tampé i tornar a
centrifugar. Ajuntar el nou sobrenedant als recollits en la primera
centrifugacié. El sediment restant es pot resuspendre i guardar com a
fraccié corresponent a Cél'lules Senceres.

- Centrifugar els sobrenedants a maxima velocitat a 4 °C durant 20

minuts.
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Retirar el sobrenedant i resuspendre el sediment amb un volum petit de
tampé d’homogeneitzacié. Aquesta és la fraccid enriquida en
Mitocondiis.

El sobrenedant anterior s'ultracentrifuga a 100.000 xg a 4 °C durant 1

hora per tal d’obtenir la fraccié del Citosol.

VII.2 Valoracié de la concentracié proteica mitjancant Bradford

La quantificacié de la concentracié proteica d’un extracte o lisat cel-lular es

realitza m

itiangant la tincié amb blau brillant de Coomassie G-250, també

conegut com Assaig de Bradford.

Procediment

Elaborar un banc de dilucions dispensant la quantitat necessaria de BSA
2 mg/ml en una cubeta d’espectrofotometria per tal d’obtenir les
segients concentracions: 0, 1, 2, 4, 10, 15 i 20 mg/ml una vegada
afegim el reactiv (1 ml/cubeta). Aquest banc servird per a obtenir la
recta patré.

Dispensar 2 ul de mostra per cubeta.

Preparar el volum de reactiu necessari a partir de |"estoc concentrat de
Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories GmbH), sabent que es
necessita 1 ml per cubeta, diluint 1/5 en aigua bidestil-lada.

Afegir 1 ml de reactiv diluit per cubeta i agitar per inversié tapant
I"'obertura amb Parafilm (Pechiney Plastic Packaging).

Fer la lectura amb un espectrofotometre de |'absorbancia a la longitud
d’ona de 595 nm i interpolar els valors d’absorbancia de les mostres a
la recta patré per tal d’obtenir la concentracié de les mostres, tenint en
compte que el valor s’ha de corregir dividint-lo per 2 ja que en la

cubeta s’han valorat 2 ul.
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VII.3 Electroforesi PAGE, transferéncia i immunodeteccié

De manera esquematica, el meétode de transferéncia Western consisteix en:

Preparacié d’un gel de poliacrilamida al percentatge adient pel pes

molecular de les proteines a estudiar, consistent en una barreja de:

0 Tris, 375 mM - pH 8.8 per a la fase separadora i 63 mM - pH 6.8,
per la concentradora.

0 Lo quantitat d’acrilamida 40% - bisacrilamida 0.5% per a
aconseguir el percentatge final desitiat. Normalment entre el 7%,

0 per a separar proteines d’elevat pes molecular (per sobre de 100
kDa) i el 15% per a petites (inferiors a 40 kDa).

o SDS 1%.

o TEMED 0.426 M.

0 Persulfat amonic 0.1%.

Preparacié de les mostres, afegint al volum de mostra necessari per a

una quantitat de proteina determinada (i comé a totes les mostres) 1/5

parts de Tampd de Ruptura (Tris-HCI 100 mM, pH 6.8; glicerol 20%;

mercaptoetanol 2%; SDS 2%; blau de bromofenol 0.1%), i escalfar-les

a 95 °C durant 5 minuts.

Realitzar 'electroforesi de les mostres carregades al gel d’acrilamida en

una cubeta amb tampé de correguda (Tris base 25 mM; glicina 192

mM; SDS 0.1%) a un voltatge constant de 100-110 V durant unes 3

hores.

Transferéncia de les proteines separades en el gel de poliacrilamida a

una membrana de PVDF, mitjancant un muntatge tipus sandvitx, en una

cubeta refrigerada amb tampd de transferéncia (Tris base 50 mM;

glicina 386 mM; metanol 20%; SDS 0.1%) a un amperatge constant de

400 mA durant 1 hora.

Blogueig de la membrana amb PBS 1x més Tween20 0.1-1% i llet en

pols al 5% durant 1 hora.

Incubacié amb la dilucié corresponent d’anticds primari en PBS 1x -

Tween20 0.1% - llet 3%, durant tota la nit a 4 °C en agitacié.
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- Rentats amb PBS 1x - Tween20 1%.

- Incubacié amb la dilucié d’anticds secundari contra IgG especifica de
I"anticds primari i conjugat amb I’enzim de la peroxidasa, en PBS 1x -
Tween20 0.1% - llet 3%, durant 1 hora a temperatura ambient en
agitacié.

- Revelat, utilitzant el substrat de la luciferasa /mmobilon™ Western
(Millipore Corporation) o EFCL™ Western Bloting Detection Reagents
(Amersham™ — GE Healthcare UK Limited) que emetrd un producte

quimioluminiscent, per exposicié sobre un film fotosensible o utilitzant

I"aparell LAS 3000 Imager (Fujifilm).

En cas de voler reutilitzar la membrana per a detectar una altra proteina
que coincideixi aproximadament amb el pes molecular d’una altra detectada
anteriorment, es pot realitzar una deshibridacié o Strpping de la membrana
mitjangant la incubacié d’aquesta en un bany en agitacié a 55 °C durant 30
minuts amb solucié d’strpping (Tris-HCI 62.5 mM, pH 6.8; SDS 2%; B-
mercaptoetanol 14.3 mM). Finalitzada la deshibridacié, rentar amb PBS 1x -

Tween20 1% i continuar des del punt de bloqueig de la membrana.
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Proteina diana Font Dilucié de treball  Casa comercial
Anticossos Primaris

Acetil-CoA Carboxilasa Conill 1/1000 Cell Signaling
Acetil-CoA Carboxilasa fosforilada Conill 1/1000 Cell Signaling
Akt Conill 1/1000 Cell Signaling
Akt fosforilada Conill 1/1000 Cell Signaling
AMPK-a Conill 1/1000 Cell Signaling
AMPK-a fosforilada Conill 1/1000 Cell Signaling
AMPK-B Conill 1/1000 Cell Signaling
AMPK-B fosforilada Conill 1/1000 Cell Signaling
ANT (N19) Cabra 1/500 Santa Cruz
ANT (Q18) Cabra 1/500 Santa Cruz

Bax (N-20) Conill 1/500 Santa Cruz
Caspasa 9 (Asp 330) Conill 1/1000 Cell Signaling
Caveolina-3 Ratoli 1/1000 BD Biosciences
Citocrom C Ratoli 1/500 BD Pharmingen
Citocrom C Oxidasa (Complex IV), Subunitat I Ratoli 1/1000 Molecular Probes
Citocrom C Oxidasa (Complex V), Subunitat IV Ratoli 1/1000 Molecular Probes
F1-ATPasa Cabra 1/1000 Santa Cruz
Hexoquinasa |l Conill 1/1000 Santa Cruz
PARP Ratoli 1/1000 BD Pharmingen
PCNA (F2) Ratoli 1/5000 Santa Cruz
PGC-1a (K15) Cabra 1/500 Santa Cruz
TNF-o Cabra 2 pg/ml R&D Systems
VDAC Ratolf 1/2000 Calbiochem
a-Tubulina Ratolf 1/10000 Sigma

B-Actina Ratoli 1/10000 Sigma
Anticossos Secundaris

Ig de cabra Ratoli 1/3000 Santa Cruz

Ig de conill Cabra 1/3000 Santa Cruz

Ig de ratoli Cabra 1/3000 Bio-Rad

VIIl. VALORACIO DE L'ESTAT METABOLIC CEL-LULAR

Una de les maneres de saber I'estat metabolic d’una céllula o, més propiament

dit, d’un cultiu cel-lular, en unes determinades condicions experimentals (efecte

d’un shRNA especific, hipoxia, tractaments) és estudiar I'Us i produccié de diferents

metabolits que ens donin informacié al voltant de I'activitat d'una determinada via

metabdlica.
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VIII.1 Quantificacié de la glucosa en el medi de cultiu

El metode consisteix en quantificar la glucosa present en el medi de
cultiv (del qual se n"haura recollit un petit volum a diferents temps per tal de poder
calcular la taxa de consum) mitjiancant I'Gs d’un reactiv comercial, Glucose Assay
Reagent (Sigma-Aldrich Co.). Aquest assaig enzimatic es basa en quantificar
espectrofotométricament la produccié de NADH a partir de glucosa per I'activitat

acoblada de I'hexoquinasa i la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa (HK-G6PDH).

Glucosa %%Glucoso—é—fosfo’r G6RD 6-Fosfogluconat
ATP ADP NAD H NADH
A=340nm

Procediment

- Preparar un banc de dilucions de glucosa (Sigma-Aldrich Co.) amb les
segUents concentracions: 0, 0.56, 1.125, 2.25, 4.5, 9, 18 i 36 mM, per
tal d’obtenir la recta patrd, sabent que es necessiten 2 ul/pou de cada punt
i per duplicat (la valoracié es realitza en una placa de 96 pous).

- Es distribueixen 2 ul tant de la recta patré com de les mostres a cada pou.

- S’afegeixen 200 ul del reactiv Glucose Assay Reagent (Sigma-Aldrich Co.).

- Incubar a 37 °C durant 3 minuts.

- lectura de l'absorbancia a la longitud d’ona de 340 nm utilitzant
Microplate Reader (ELISA) (Bio-Rad).

- Interpolar els valors d’absorbancia de les mostres a la recta patrd per tal

d’obtenir la concentracié de les mostres.

VIII.2 Quantificacié del lactat en el medi de cultiu

Lo mesura de la produccié de lactat present en el medi de cultiv
proporciona informacié al respecte de I'activitat de la via glucolitica. La seva

quantificacié es basa en I"activitat enzimatica de la lactat deshidrogenasa, enzim
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responsable de catalitzar el pas de lactat a piruvat amb la generacié del
coproducte NADH que és el que es determina per espectrofotometria. Degut a
que aquesta reaccid, en situacions normals, es troba desplacada en sentit contrari,
en 'assaig s’ha d’afegir hidrazina (Sigma-Aldrich Co.) per tal de complexar el
piruvat i que aquest ja no pugui ser utilitzat per I'enzim, aconseguint revertir la

reaccié cap a la formacié d’aquest.

Procediment

- Preparar un banc de dilucions de lactat (Sigma-Aldrich Co.) amb les
segUents concentracions: 0, 0.120, 0.225, 0.375, 0.6, 0.8, 1.2, 1.5, 1.8
2 mM, per tal d’obtenir la recta patrd, sabent que es necessiten 18.5
ul/pou de cada punt i per duplicat (la valoracié es realitza en una placa de
96 pous).

- Diluir les mostres 1/20 per tal de qué la mesura d’absorbancia entra dins
la recta patré.

- Dispensar 11.5 ul/pou d’aigua bidestil-lada, 18.5 ul/pou de mostra o
patré i 185 ul/pou d'una barreja 10:1 de tampd Hidrazina 0.5 M - EDTA
12 mM (pH 10) (Sigma-Aldrich Co.) amb NAD" 30.15 nM (Sigma-Aldrich
Co.).

- Afegir 5.25 ul/pou de lactat deshidrogenasa (Roche) diluida V4 amb
(NH,),SO, 3.2 M (pH 6.5) i incubar a 37 °C durant 3 hores.

- lectura de l'absorbancia a la longitud d'ona de 340 nm utilitzant
Microplate Reader (ELISA) (Bio-Rad).

- Interpolar els valors d’absorbancia de les mostres a la recta patrd per tal

d’obtenir la concentracié de les mostres.

VIIl.3 Quantificacié del glicerol en el medi de cultiu

La mesura del glicerol lliure present en el medi ens permet conéixer

I"activitat lipolitica del cultiu. Per a redlitzar la seva quantificacié s'utilitza el Free
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Glycerol Reagent (Sigma-Aldrich Co.), assaig que es basa en un seguit de

reaccions enzimatiques acoblades que generaran un producte final colorimétric:

Glucoquinasa Glicerol fosfat
Glicerol Glucosa-1-fosfat OXIA%9 . Dihidroxiacetona fosfat
ATP  ADP S, 1,0,

4-aminoantipirina

N-etil-N-(3-sulfopropil
m-anisidina sddica

Peroxidasa

Quinoneimina——»A=540 nm
H,O

Procediment

Reconstituir el Free Glycerol Reagent amb 40 ml d’aigua bidestil-lada i
temperar a 37 °C.

Dispensar 2 ul/pou de mostra, aigua bidestil-lada (blanc) o de Glycero/
Standard Solution (Sigma-Aldrich Co.), la concentracié del qual és de 0.26
mg/ml.

Afegir 200 ul/pou de Free Glycerol/ Reagent i incubar a 37 °C durant 5
minuts.

Lectura de l'absorbancia a la longitud d’ona de 540 nm utilitzant
Microplate Reader (ELISA) (Bio-Rad).

Calcular la concentracié de glicerol de les mostres en funcié de
I"absorbancia del patré:

[(As. mostra - Ay blanc)/ (Ay patrd - A, blanc)] x 0.26 mg/ml

VIIl.4 Quantificacié de I’ATP intracel-lular

La concentracié d’ATP intracel-lular és una informacié valuosa per a

conéixer l'estat energétic d'una cél-lula. Per a determinar-la utilitzem I"A7P

Bioluminescence Assay Kit HS Il (Roche) que es basa en |'activitat de 'enzim

luciferasa de Photinus pyralis, el qual, a partir de I’ATP i D-luciferina i en preséncia

d’'O,, produeix AMP, fosfat inorganic, CO, i oxiluciferina. L’oxiluciferina emet llum

amb un pic maxim d’emissié a A=562 nm, quantificable amb un lumindmetre.
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Procediment

Preparar un banc de dilucions d’ATP (inclos en el kit) des de 102 a 107,
incloent un blanc d’aigua bidestil-lada, per tal d’obtenir la recta patrd,
sabent que es necessiten 25 ul/pou de cada punt i per duplicat (la
valoracié es realitza en una placa de 96 pous).
Després de retirar el medi de cultiu i rentar les cél-lules amb PBS 1x, recollir
les cél-lules utilitzant un scrapper amb 100 ul de Dilution Buffer (kit) per
pou de la placa de 6 pous. Separar 5 ul de cada mostra per a valorar-ne
la concentracié de proteina per Bradford.
Afegir als punts de la patré o a les mostres un volum de Cel/ Lysis Buffer
(kit) i transferir 50 ul d’aquesta barreja a una placa opaca de color blanc.
Realitzar la lectura de luminiscéncia mitjangant un lumindometre amb
injectors (Glomax de Promega) amb els segients parametres:

0 Addicié automatitzada de 50 ul/pou de Luciferase Reagent (kit).

0 Interval d’un segon entre I'addicié del Luciferase Reagent i l'inici de

la lectura.

0 Lectura integrada de 10 segons.
Interpolar els valors d’absorbancia de les mostres a la recta patrd,
representada en forma log-log, per tal d’obtenir la concentracié de les

mostres.

VIII.5 Quantificacié del consum d’oxigen

Entre les diferents activitats en les que I'oxigen esta involucrat en una

céllula, una de les més importants és el seu Us per a dur a terme |"oxidacié de

substrats, com la glucosa o els acids grassos, fendmens que tenen lloc en els

mitocondris i en els peroxisomes. Per tant, la mesura del seu consum ens aporta

informacié de I'activitat d’aquestes vies. El métode utilitzat és I’ Oxygen Biosensor

System (OBS) de BD Biosciences, basat en la monitoritzacié en temps real de la

concentracié d’oxigen dissolt en el medi d’assaig d’una placa de 96 pous amb un
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substrat fluorogénic. En concret, I’oxigen atmosféric difon dins del medi del pou on

hi ha les cél-lules vives, les quals, segons el seu estat oxidatiu, utilitzaran una

quantitat determinada de "oxigen dissolt. L'oxigen no utilitzat segresta la molécula

fluordfora de la matriu del fons del pou, evitant la seva activitat. Per tant, a més

consum d’oxigen hi ha més fluordfor lliure i, en conseqiéncia, més emissié de

fluorescéncia.

Procediment

Recollir per tripsinitzacié totes les cél-lules d’una mateixa condicié. S’ha de
tenir en compte que per a realitzar aquest tipus d’assaig és necessari un
elevat nimero de cél-lules degut a que les linies cel-lulars utilitzades es
caracteritzen per tenir un baix nimero de mitocondris. Per tant, a I'hora de
dissenyar |’experiment s’ha de preparar un nimero de pous per a cada
condicié suficient per a recollir 0.5-1:10° cél-lules/pou, sabent que per a
cada condicié es realitzaran les mesures en condicions basals, en
condicions d’inhibicié de la cadena respiratoria per tal de mesurar el
consum d’oxigen extramitocondrial i en condicions de desacoblament per a
obtenir el consum maxim, i que és altament recomanable realitzar aquestes
mesures per friplicat. Normalment, s’han utilitzat de 8 a 12 pous de placa
de 6 per a obtenir aquest nUmero de cél-lules.

Quantificacié automatitzada de la concentracié cel-lular (explicat en el
punt 1.2.3) i centrifugacié del volum que contingui el volum necessari de
cél-lules per a realitzar les diferents mesures, a més d’un punt extra que
s’utilitzard per a quantificar la proteina per Bradford. Com a minim s’ha de
comptar amb 10 pous (5-10-10° cel-lules).

Resuspendre el sediment cel-lular amb el volum necessari de medi DMEM
(sense P/S ni FBS) per a poder dispensar posteriorment el nimero adient de
cel-lules en 200 ul/pou.

Dispensar les cél-lules i realitzar els tractaments amb oligomicina 10 uM
(Sigma-Aldrich Co.), que és un inhibidor del complex V (ATP-sintetasa) del
sistema OXPHOS, o FCCP 10 uM (Sigma-Aldrich Co.), que és un
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protondfor que li permetra al sisema OXPHOS assolir la seva maxima
capacitat oxidativa, ja que es perd la limitacié pel gradient de H™.

- Mesura cinética de la variacié de "oxigen dissolt en el medi mitjancant el
fluorimetre de placa FLUOstar OPTIMA (BMG Labtechnologies), tenint en
compte que el pic d’excitacié maxim del fluorofor és de 485 nm i el
d’emissié és de 630 nm.

- Un cop es disposa de la cinética, es calcula el pendent de la part lineal de
la corba i es corregeix per la concentracié de proteina del pou. Aquest
calcul ens informa de la taxa maxima de consum d’oxigen en cada

condicié.

VIIIl.6 Quantificacié de I'oxidacié de substrats

La mesura del consum d’oxigen ens proporciona informacié de la quantitat
d’oxigen utilitzat en les diferents vies metaboliques que en depenen, perd no
permet distingir-ne la proporcié de cada una d’elles. Amb la finalitat d’esbrinar
I"Gs d’oxigen propi de cada una de les vies, es pot fer una quantificacié de
I"activitat especifica de cada una d’elles, principalment la de |"oxidacié de glucosa

i la dels acids grassos.

VIIl.6.1 Quantificacié de I'oxidacié de glucosa

Aquest assaig consisteix en quantificar el *CO, alliberat al medi de cultiu,

com a coproducte de I'oxidacié de la D-[U-"*C]-glucosa afegida al medi.

Procediment

- Retirar el medi de creixement i incubar amb 2 ml/pou (plagues multipou de
6) d’una barreja de DMEM sense glucosa (GIBCO®, Invitrogen - Life
Technologies) suplementat amb glucosa 3 mM i 1.5 uC/ml de D-[U-"“C]-
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glucosa (Amersham™ - GE Healthcare UK Limited o Hartmann Analytic)

durant 3 hores.

- Captacié del "*CO, mitjancant trampa amb paper Whatman® (Schleicher &
Schuell):

0 Retallar, amb antelacié, un rectangle de paper Whatman® que

encaixi sobre la superficie de la placa de 6 pous i dibuixar els limits
dels pous que estaran a sota.

Al finalitzar el temps d’incubacié, acidificar el medi afegint 500
ul/pou d'acid percloric (HCIO,) 3 M al mateix temps que es
dipositen 100 ul de B-feniletiimanina (Sigma-Aldrich Co.) per cada
area equivalent a un pou delimitada en el paper Whatman® (si és
possible, coordinar al maxim el temps entre |"acidificacié i I’adicié
de la B-feniletilmanina al paper). Collocar el paper sobre els pous
acompanyat d’altres rectangles de paper recoberts de paper
d’alumini, per tal d’ocupar I’espai entre la placa i la tapa, i tapar la
placa, segellar-la amb parafilm i col-locar-hi un pes al damunt
durant 45-60 minuts. Aquest sistema permet que a l'acidificar el
medi, el ""CO, s'alliberi i quedi retingut al paper Whatman®
impregnat amb B-feniletilmanina.

Passat el temps, retirar la plantilla de paper Whatman®, retallar els
requadres corresponents a cada pou i dipositar-los en un vial de
comptatge  (Perkin-Elmer) on s'afegiran 10 ml de liquid
d’escintil-lacié Fcoscint™ H (National Diagnostics). Mantenir els vials
protegits de la llum durant 1 dia i realitzar el comptatge de les
desintegracions per minut (dpm) de les mostres utilitzant el
comptador de particules B Packard 21007TR TriCarb Liguid
Scintillation Counter (Packard Instrument Company Inc.) amb el

protocol *C - 3 minuts.
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VIIl.6.2 Quantificacié de I"oxidacié d’acid palmitic

L’assaig consisteix en quantificar ”*H,O alliberada al medi de cultiv

després de I'oxidacié del 9,10-[°H] palmitat afegit al medi.

Procediment
- Preparacié del medi d'incubacié i incubacié de les cél-lules:

0 Dissoldre l'acid palmitic fred (Sigma-Aldrich Co.) en aigua
destil-lada amb 1.3 equivalents de NaOH, per tal de formar la sal
sddica, a una concentracié de 25 mM. Escalfar la barreja a 65 °C
fins a la completa dissolucié i filtrar-la amb un filire de 0.2 uM.

0 Preparar una barreja de DMEM sense glucosa suplementat amb
glucosa 3 mM més BSA lliure d’acids grassos (Sigma-Aldrich Co.)
en una relacié molar de 5:1 respecte I'acid gras que s’afegird
posteriorment, L-carnitina (Sigma-Aldrich Co.) 0.25 mM, el palmitat
sddic per a una concentracié final de 120 uM i 12 uC/ml de 9,10-
[*H] palmitat (Amersham™ — GE Healthcare UK Limited). Incubar la
barreja a 37 °C durant 1 hora en agitacié.

0 Retirar el medi de creixement de les c&l-lules i afegir 1 ml/pou de la
barreja d’incubacié. Incubar durant 3 hores i recollir el medi en un
tub de 15 ml. Si s’escau, els medis es poden congelar fins a la
purificacié.

- Purificacié de | *H,O:

0 Afegir al mil-lilitre de medi recollit, 100 ul de BSA 20% i incubar
durant 2 minuts en 'orbital. Afegir 1 ml de TCA 10% (Panreac) i
incubar durant 5 minuts a I'orbital. Aquest pas es realitza per tal de
precipitar la BSA conjugada amb el 9,10-’H] palmitat no
metabolitzat.

o Centrifugar a 3000 xg durant 5 minuts.

0 Recuperar el sobrenedant i tornar a repetir el procés d’incubacié

amb BSA 20% i TCA 10%. Centrifugar a 3000 xg durant 5 minuts.
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0 Recuperar 0.5 ml de sobrenedant en un tub de vidre amb tap de
rosca (Pyrex®) i afegir-hi 2.5 ml de metanol-cloroform (2:1) i Tml de
KCI-HCI 2 M (1:1 v/v). Incubar durant 5 minuts a |'orbital.

o0 Centrifugar a 3000 xg durant 5 minuts.

0 Recuperar 1 ml de la fase aquosa superior en un nou tub de vidre i
repetir la incubacié amb metanol-cloroform i KCI-HCI 2 M.

o Centrifugar a 3000 xg durant 5 minuts.

0 Recollir 0.5 ml de la fase aquosa en un vial de comptatge (Perkin-
Elmer) on s’afegiran 4 ml de liquid d’escintillacié Fcoscint™ H
(National Diagnostics). Mantenir els vials protegits de la llum durant
1 dia i realitzar el comptatge de les desintegracions per minut (dpm)
de les mostres utilitzant el comptador de particules B Packard
21007R TriCarb Liguid Scintillation Counfer (Packard Instrument

Company Inc.) amb el protocol °H - 3 minuts.

VIII.7 Quantificacié de proteina total (correccié mesures i proliferacié cel-lular)

En la majoria dels assaigs que es duen a terme en aquest treball, com les
quantificacions dels diferents metabodlits en medis, les mesures d’oxidacié de
glucosa i d’acids grassos o mesures mitjancant |'0s de citometria, requereixen la
seva correccié amb els valors de proteina de cada pou, per tal de qué les
diferéncies que es puguin detectar derivin dels efectes de cada condicié
experimental (shRNA, tractament, etc) i no pel fet de qué hi hagi un nimero
diferent de cél-lules.

Per altra banda, la quantificacié de proteina també es pot utilitzar per a analitzar
la proliferacié cel-lular, la qual pot servir per ella mateixa com a parametre dels
efectes de les diferents condicions. Una altra manera de quantificar la proliferacié
cellular és mitjancant el comptatge cel-lular automatitzat després d’haver

tripsinitzat les cél-lules (procediment explicat en el punt 1.2.3). En els casos on s'ha
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requerit calcular el temps de duplicacié de la poblacié cel-lular, s'ha utilitzat la

féormula Td=(t,-1,)[log(2)/log(q,-g;)], assumint una taxa de creixement constant.

La quantificacié de la proteina total de cél-lules en cultiv es basa en un métode

colorimétric mitjangant la tincié amb sulforodamina B de les cél-lules fixades amb

TCA. S’ha de tenir en compte que en la majoria dels casos que es quantifiqui la

proteina a mode de factor de correccié, s’ha de realitzar paral-lelament

I’experiment concret en plaques destinades a la tincié amb sulforodamina B.

Procediment

Retirar el medi dels pous a quantificar, rentar amb PBS 1x i afegir 1 ml/pou
de TCA 10% (Panreac). Mantenir la placa a 4 °C durant 1 hora.

Rentar els pous amb aigua destil-lada (3 a 5 vegades) i deixem assecar les
plaques.

Tenyir els pous afegint 1 ml/pou de sulforodamina B (Sigma-Aldrich Co.) al
0.4% en acid acétic a I'1% durant 20 minuts a temperatura ambient.

Rentar els pous amb acid acétic a 1'% (3 a 5 vegades) per a eliminar
I"excés de colorant i deixar assecar.

Solubilitzar el colorant unit a la proteina fixada amb Tml de Tris-base 10
mM. Diluir, si s’escau, amb més Tris-base 10 mM per a no saturar la
mesura colorimétrica.

Lectura de l'absorbancia a la longitud d’ona de 550 nm utilitzant
Microplate Reader (ELISA) (Bio-Rad). En aquest assaig no s’elabora una
recta patré, pel que els valors obtinguts corresponen a unitats
d’absorbancia, i només es poden utilitzar per a corregir les mesures de les

diferents condicions d’un mateix experiment.

IX. CITOMETRIA DE FLUX

La citometria de flux és una tecnologia que permet |'estudi de molts

parametres cellulars, normalment associats a un estat fisic o quimic determinat i
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que es basa en I'0s de colorants que sén detectats Opticament. Per a realitzar la
mesura, és necessari disposar de cél-lules, vives o mortes, en suspensid, ja que el
citdbmetre analitza, gracies a un sistema de lasers que detecten, segons la dispersié
de la llum causada per cada una de les particules suspeses que passen per aquest
conducte, la tincié positiva o negativa de les particules a una determinada
longitud d’ona (en funcié del colorant utilitzat), a més de la forma i la mida. Els
andlisis de citometria es realitzen al Servei de Citometria dels Serveis
Cientificotécnics de la Universitat de Barcelona o amb el citdometre de flux Cel/ Lab
Quanta™ SC Flow Cytometer (Beckman Coulter) (del grup de Regulacié de
Sistemes de Transport del departament de Bioguimica i Biologia Molecular de la

Facultat de Biologia de la Universitat de Barcelona).

IX.1 Mesura de ROS

Les espécies reactives de l‘oxigen (ROS) es generen com a producte
secundari de les activitats enzimatiques que utilitzen oxigen, especialment pel
sistema OXPHOS en els mitocondris. Degut a qué I'acumulacié de ROS té un
paper actiu en l'estrés oxidatiu, la seva quantificacié ens informa de |'estat
d’aquest procés en una situacié determinada. El fonament de la t&cnica es basa
en |"0s del marcador fluorescent dihidrotetidi (DHE) o hidroetidina, el qual es
incorporat per la c&l-lula al citosol, on mostra una fluorescéncia a la franja del
blau (estat reduit), fins que és oxidat a etidi per efecte de I'anié superoxid, estat en
el que és capac d'intercalar-se al DNA i emetre fluorescéncia vermella, mesurable
citometria de flux. Per tant, la quantitat de fluorescéncia emesa és proporcional a

la quantitat de superdxid present en la cél-lula responsable de I'oxidacié del DHE.

Procediment
- Tractament dels pous corresponents als controls positius de produccié de
ROS afegint Antimicina A (Sigma-Aldrich Co.) a una concentracié final de

10 uM en els 2 ml de medi de cultiv durant 1 hora.
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- Retirar els medis, rentar amb PBS 1x i afegir T ml/pou de DMEM més
dihidroetidi (DHE) (Molecular Probes™ — Invitrogen — Life Technologies) 10
UM durant 40 minuts a 37 °C.

- Retirar el medi de marcatge i rentar amb PBS 1x.

- Aixecar les cél-lules afegint 200 ul/pou de tripsina i resuspendre-les amb 2
ml/pou de PBS 1x.

- Andlisi mitjancant citometre, amb longitud d’ona d’excitacié de 488 nm i

longitud d’ona d’emissié de 585 nm.

IX.2 Mesura del Potencial de Membrana

La funcié mitocondrial necessita de la carrega negativa de la part interna
de la MMI, carrega que és mantinguda per la distribucié asimétrica de H* a través
de la membrana, donant lloc a la diferéncia de potencial i al gradient quimic de
pH. El potencial de membrana mitocondrial (AW, ) és la diferéncia de potencial
entre el citoplasma i la matriu mitocondrial i ve determinat, principalment, per
I"activitat de la cadena respiratoria. Per tant, la mesura del AW  ens pot informar
de possibles alteracions en I"activitat OXPHOS, com per exemple la formacié del
Porus de Transicid de la Permeabilitat Mitocondrial (mPTP), procés que
acompanya normalment la pérdua en el AW . Els tints Dil sén una familia de
sondes fluorescents, de naturalesa lipofilica, capag de marcar membranes i altres
estructures hidrofdbiques. La carbocianina DilC,(5) és una molécula catidnica
d’aquesta familia que s’utilitza per a mesurar el potencial de la membrana
mitocondrial en cél-lules apoptdtiques, gracies a la seva capacitat de travessar la
MMI i localitzar a la cara interna d’aquesta d’una forma depenent de la distribucié
dels H*. La caiguda del AW_ es detectard per una baixada del senyal de
fluorescéncia derivada de la pérdua del marcador en la matriu mitocondrial. A
més, per tal de definir el potencial de membrana de les cél-lules apoptotiques, es
realitza un doble marcatge amb iodur de propidi (IP), el qual és una molécula

fluorescent que actua com a agent intercalant del DNA. El iodur de propidi no és

121



Metodologia

incorporat per cél-lules viables, ja que aquestes li sén impermeables, mentre que

les cél-lules necrotiques o apoptdtiques, al tenir la membrana plasmatica

fragmentada, permeten el seu pas i la posterior tincié del DNA.

Procediment

Retirar el medi de creixement, rentar amb PBS 1x, aixecar les cél-lules amb
200 ul/pou de tripsina i resuspendre-les amb 2 ml de DMEM.

Centrifugar a 1200 rpm durant 4 minuts.

Retirar el sobrenedant i resuspendre el sediment de cél-lules amb 1.5 ml de
DMEM fresc.

Incubar en un bany a 37 °C en agitacié lenta durant 30 minuts.

Afegir 0.6 ul/mostra de DilC,(5) (Enzo Life Sciences, Inc.) i protegir les
mostres de la llum.

Incubar en un bany a 37 °C en agitacié lenta durant 20 minuts.
Centrifugar a 1200 rpm durant 4 minuts.

Retirar el sobrenedant i resuspendre amb 1 ml de DMEM fresc.

Centrifugar a 1200 rpm durant 4 minuts.

Retirar el sobrenedant i resuspendre el sediment amb 0.5 ml de DMEM més
5 ug/ml de iodur de propidi (Sigma-Aldrich Co.).

Analisi mitjancant citdmetre, amb longitud d’ona d’excitacié de 638 nm i

longitud d’ona d’emissié de 658 nm.

IX.3 Mesura de |'apoptosi

L’apoptosi és una forma de mort cel-lular programada. Per tant, determinar

si unes determinades condicions experimentals desemboquen en la mort de la

ceél-lula pot resultar de cert interés. El métode que utilitzem és el de F/7C Annexin V

Apoptosis Detection Kit | (BD Pharmingen™), el qual es basa en la doble tincié

amb iodur de propidi i annexina V-FITC. El programa apoptdtic comporta una

122



Metodologia

série de canvis morfoldgics. Un dels primers canvis que tenen lloc és la pérdua de
I'asimetria de la membrana plasmatica caracteritzada per la translocacié del
fosfolipid fosfatidilserina (PS) de la capa interna a I'externa, quedant exposat al
medi extracel‘lular. L'annexina V és una proteina d’unié a fosfatidils dependent de
Ca?", de manera que quan els PS siguin translocats, I"annexina s’uneix a ells i
gracies a la seva conjugacié amb la molécula fluorescent FITC, se’n pot detectar
el seu senyal per citometria. Per la seva banda, el IP (tal i com s’explica en el punt
IX.2) només es detecta quan la membrana plasmdtica es troba fragmentada
(procés que té lloc en I'etapa final de I'apoptosi o en céllules necrotiques), sent un
indicador de mort cellular sense distingir els dos mecanismes de mort cel-lular.
Per tant, el sistema permet distingir les cél-lules viables (doble negatives), les
apoptdtiques (annexina V positives — [P negatives) i les necrotiques (doble

positives).

Procediment

- Recollir el medi de cultiu (on hi trobem les cél-lules flotants).

- Afegir Tml/pou de PBS 1x i recuperar-lo en el mateix tub on hem recollit el
medi.

- Aixecar les cél-lules amb 200 ul/pou de tripsina i resuspendre-les amb 2 ml
de PBS 1x que també s’unira a les recol-leccions anteriors.

- Realitzar una mesura automatitzada (punt 1.2.3) per a conéixer el nGmero
de cél-lules de cada mostra.

- Centrifugar a 1200 rpm durant 4 minuts.

- Fer un rentat amb Tml de PBS 1x.

- Centrifugar el volum necessari d’aquesta suspensié per a disposar de 1-10°
cél-lules a 1200 rpm durant 4 minuts.

- Resuspendre el sediment de cél-lules amb 1 ml de Binding Buffer 1x (Kit).

- Incubar 100 ul de la suspensié cel-lular amb 5 ul de iodur de propidi i 5 ul
d’annexina V (Kit).

- Incubar durant 15 minuts a temperatura ambient protegit de la llum.

- Afegir 400 ul/mostra de Binding Buffer 1x per tal d’aturar el marcatge.

- Analisi mitjancant citdbmetre (en menys d’una hora des del marcatge).
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IX.4 Mesura del cicle cellular

Aixi com en determinades condicions experimentals es pot promoure
I'apoptosi, en altres pot haver-hi una estimulacié o inhibicié de la divisié cel-lular.
Una de les maneres de mesurar-ho és quantificant 'augment de la poblacié
cel-lular (comptatge, tincié de la proteina total), perd no sempre ha d’haver-hi un
increment net del nimero de cél-lules ja que, tot i haver-hi I’estimul proliferatiu, el
cicle cel-lular pot quedar aturat en algun dels checkpoints. Per a determinar canvis
en les diferents fases del cicle cellular (Sub-G,, G,/G,, S, G,) es realitza una
tincié amb iodur de propidi, el qual és una molécula fluorescent que penetra dins
les cél-lules fixades amb etanol (membrana permeable) i s’intercala al DNA, el que
ens permet quantificar el nimero de cél-lules que es troba en cada fase d’acord

amb la quantitat de DNA/cél-lula.

Procediment

- Recollir el medi de cultiu (on hi trobem les cél-lules flotants).

- Afegir Iml/pou de PBS 1x i recuperar-lo en el mateix tub on hem recollit el
medi.

- Aixecar les cél-lules amb 200 ul/pou de tripsina i resuspendre-les amb 2 ml
de PBS 1x que també s’unira a les recol-leccions anteriors.

- Realitzar una mesura automatitzada (punt 1.2.3) per a coneixer el nGmero
de cél-lules de cada mostra.

- Centrifugar a 1200 rpm durant 4 minuts.

- Resuspendre el sediment cel-lular amb el volum de PBS 1x adequat per a
obtenir una concentracié de 1-5-10°¢ cel-lules/ml.

- Afegir 10 ml d’etanol al 70% fred durant un minim de 2 hores a 4 °C.

- Centrifugar les cél-lules fixades amb I’etanol a 1200 rpm durant 10 minuts.

- Resuspendre el sediment amb 500 ul de tampdé d’extraccié de DNA
(Na,HPO, 0.2 M — Acid citric 0.1 M (96:4 v/v), pH 7.8) i incubar a 37 °C
en agitacié durant 30 minuts.

- Centrifugar a 1500 xg durant 10 minuts.
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- Resuspendre el sediment amb 500 ul de solucié de iodur de propidi (20
ug/ml de iodur de propidi, 200 ug/ml d’RNasa A (Roche) i 0.1% Tritd X-
100 en PBS 1x).

- Incubar a temperatura ambient durant 30 minuts protegit de la llum.

- Analisi mitjancant citometre.

X. MESURA DE ROS PER FLUORIMETRIA

Un altre sistema utilitzat en el present treball per a mesurar la produccié de
ROS intracellular diferent a la citometria de flux (detallat en el punt IX.1), és el que
utiliza el OxiSelect” Intracellular ROS Assay Kit (Green Fluorescence) (Cell
Biolabs, Inc.), el qual es basa en la capacitat fluorogénica de la molécula 2',7’-
diclorodihidrofluorescina (DCFH) quan és oxidada per ROS. Breument, la 2',7'-
diclorodihidrofluorescina diacetat (DCFH-DA), penetra la membrana plasmatica i
és desacetil-lada per esterases cel-lulars, donant lloc a la molécula reduida, no
fluorescent, de la 2',7'-diclorodihidrofluorescina (DCFH), la qual és oxidada per
ROS, donant lloc a la forma fluorescent de la DCF. La intensitat de fluorescéncia

és proporcional als nivells de ROS citosdlics.

Procediment
- Preparar els diferents medis i reactius a utilitzar durant "assaig:

o Diluir la sonda DCFH-DA 20x al 0.1x en DMEM, sabent que es
necessiten 1 ml/pou.

0 Preparar un banc de dilucions de DCF (inclos en el kit) des de 0.01
nM fins a 10 uM (incloent un blanc) en DMEM, per tal d’obtenir la
recta patrd, sabent que es necessiten 75 ul/pou de cada punt i per
duplicat.

0 Preparar una dilucié de H,O0,10 mM (kit) en medi DMEM, per a
realitzar els tractaments dels controls positius, sabent que es

necessiten 1 ml/pou.
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o Diluir a 1x el Cell lysis Buffer 2x en DMEM, sabent que es
necessiten 250 ul/pou per a la lisi de les mostres i 75 ul/pou, i per
duplicat, per a diluir els punts de la recta patré.

- Retirar el medi de creixement de les cél-lules i rentar amb PBS 1x (2-3
vegades).

- Afegir 1 ml/pou de DCFH-DA 0.1x i incubar a les fosques durant 1 hora.

- Retirar el medi de marcatge i rentar amb PBS 1x (2-3 vegades).

- Realitzar el tractament dels pous dels controls positius amb 1 ml/pou de
H,O0,10 mM. A la resta de pous que no s’han de tractar, afegir 1 ml/pou
de DMEM. Incubar durant 20 minuts.

- Retirar els medis i rentar amb PBS 1x.

- Lisar les cél-lules afegint 250 ul/pou de Cell Lysis Buffer 1x i agitant les
plaques horitzontalment durant 5 minuts.

- Dispensar 75 ul/pou, en una placa de 96 pous opaca de color negre amb
fons transparent, de cada una de les dilucions de la recta patré (duplicat) i
afegir 75 ul/pou de Cell Lysis Buffer 1x.

- Dispensar 150 ul/pou de mostra i guardar a -20 °C el volum restant per a
posteriorment quantificar la concentracié de proteina (correccié mesures
ROS).

- Mesura de la fluorescéncia de les mostres i patré mitjancant el fluorimetre
de placa FLUOstar OPTIMA (BMG Labtechnologies), tenint en compte que
el pic d’excitacié maxim del DCF és de 485 nm i el d’emissié és de 538
nm.

- Interpolar els valors d’absorbancia de les mostres a la recta patré, corregint
les concentracions dels seus punts degut a qué en cada pou s’ha diluit el
patré a la meitat i representada en forma log-log, per tal d’obtenir la

concentracié de les mostres.
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Xl. MEDIS CONDICIONATS

Determinades condicions experimentals poden comportar |'activacié de
certes vies de senyalitzacié que acabin en la induccié i produccié de factors que
sén secretats al medi, com poden ser les interleucines. Per a comprovar que la
induccié génica d’aquests factors es tradueix en el seu alliberament al medi, en
aquells casos en qué la concentracié d’aquestes interleucines és massa baixa per
a ser detectada per ELISA, s’ha optat per I'0s de medis condicionats. Aquest
métode es basa en incubar cél-lules control amb els medis provinents de les
ceél-lules tractades. En el nostre cas, s’ha treballat amb dos dissenys experimentals

diferents:

A) Incubacié amb medis provinents de cél-lules transfectades amb els shRNA i

analisi de I'expressié génica de les cél-lules incubades

Procediment

- Transfeccié de la linia cel-lular corresponent amb els shRNA (segons el
meétode explicat en el punt Ill.1) durant el temps determinat.

- Recol'leccié del medi de cada un dels pous de cada condicié, creant un
Unic pool/ per cada shRNA i lisat de les cél-lules per a l'andlisi de
I"expressié geénica (segons el procediment detallat en el punt V). No és
necessari destinar tots els punts a comprovar I'éxit de I'shRNA (suficient
amb duplicat o triplicat per shRNA).

- Si s'escau, divisi6 del medi en diferents condicions i addicié dels
tractaments adients (per exemple, anticds anti-TNF-a) i incubacié de
cél-lules sembrades 24 hores abans durant el temps pertinent.

- Lisat de les céllules per a I'andlisi de I'expressié génica (segons el

procediment detallat en el punt V).
B) Incubacié amb medis provinents de céllules transfectades amb els shRNA i

andlisi de I'activitat luciferasa regulada pel promotor d’NF-kB, el qual conté llocs

de regulacié per TNF-a.
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Procediment

Transfeccié de la linia cellular corresponent amb els shRNA (segons el
meétode explicat en el punt Ill.1) durant el temps determinat.
Recol-leccié del medi de cada un dels pous de cada condicié, creant un
Unic pool per cada shRNA i lisat de les cél-lules per a I'andlisi de
I"expressié génica (segons el procediment detallat en el punt V). No és
necessari destinar tots els punts a comprovar I'&xit de I'shRNA (suficient
amb duplicat o triplicat per shRNA).
Si s’escau, divisié del medi en diferents condicions i addicid dels
tractaments adients (per exemple, anticds anti-TNF-a) i incubacié de
cél-lules transfectades, 24 hores abans, amb els vectors d’expressié d’NF-
KB-Luc i pRL-CMV-Renilla (control de transfeccié) durant el temps pertinent.
Mesura de les activitats luciferasa de les cél-lules incubades utilitzant el
sislema  Dual-Luciferase® Reporter Assay (Promega Co.), que breument
consisteix en:
0 Retirar els medis i rentar amb PBS 1x (congelar les plaques si es vol
posposar la lectura).
0 Afegir 500 ul/pou de Passive Lysis Buffer 1x (kit) i agitar les plaques
horitzontalment durant 15 minuts.
0 Dispensar 20 ul/pou dels lisats en una placa blanca opaca.
0 Realitzar la lectura de luminiscéncia mitjancant un lumindmetre amb
doble injector (Glomax de Promega) amb els segients parametres:
» Addicié automatitzada, mitjancant el primer injector, de 25
ul/pou de Luciferase Assay Reagent Il (LAR Il) (kit).
» Interval de 2 segons entre I'addicié del LAR Il i I'inici de la
lectura.
» Lectura infegrada de 10 segons de 'activitat de la luciferasa
de la Photinus pyralis.
» Addicié automatitzada, mitjancant el segon injector, de 25
ul/pou de Stop & Glow © Reagent (kit).
» Inferval de 2 segons entre |'addicié del LAR Il i l'inici de la

lectura.

128



Metodologia

» Lectura infegrada de 10 segons de 'activitat de la luciferasa
de la Renilla reniforme.
0 Corregir els valors de la luciferasa de P. pyralis amb els de R

reniforme.

XIl. QUANTIFICACIO DE CITOQUINES EN MEDIS

Per a la quantificacié de citoquines en medis de cultiu es va utilitzar el kit
de MILLIPLEX® MAP, basat en el sistema de Luminex® xMAP® de Linco
Research/Millipore (Billerica, MA), que consisteix en el reconeixement de les
diferents citoquines dels medis (25 W) per anticossos units a beads marcades amb
un tint fluorescent especific per a cada citoquina. Aquesta combinacié de colors
permet la deteccié de diferents citoquines en una mateixa mostra, mitjancant la
deteccié de la fluorescéncia emesa per les microesferes després de la seva

excitacié per un laser amb I'equip Luminex100ISv2.

XIIl. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

En els experiments de transfeccié i transduccié, es pot comprovar, d’una
manera qualitativa, I'éxit del métode a través de I'observacié per microscopia de
fluorescéncia les cél-lules, sempre i quan s’hagin cotransfectat amb el vector
d’expressié de GFP o els vectors adenovirics produeixin una proteina de fusié amb
GFP. En el cas de la cotransfeccié transitoria, s’ha de tenir en compte que la
quantitat de plasmidi és un 5% respecte el DNA total i, per tant, s’ha de tenir en

compte a I'"hora d’avaluar el grau d’eficiéncia.

El microscopi utilitzat és el model Leica DM IRB (Leica Microsystems Ltd.)

acoblat a una font de fluorescéncia (bombeta de mercuri) ebg 700 isolated. En el
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cas de necessitar |'obtencié de fotografies, la captacié de les imatges s’ha realitzat

amb I"aplicacié informatica associada al microscopi Leica Application Suite.

XIV. ANALISI ESTADISTIC

Per a realitzar I'analisi estadistic dels diferents resultats, s’ha utilitzat el
paquet estadistic Prism 5 (GraphPad). Per a les comparacions entre 2 grups de
mostres s’ha aplicat un test t-Student i per a les comparacions entre més de 2
grups mostrals s’ha utilitzat un test ANOVA one-way amb el post-test de Tuckey
(analisi entre tots els grups. Per a les comparacions on intervenen 2 variables s’ha
optat per a aplicar un test ANOVA two-way amb el post-test de Bonferroni, que
permet la comparacié, un per un, dels diferents grups.

A més, sempre s’ha aplicat el Test de Grubbs (métode ESD) per a els trobar valors
atipics (outliers) de cada grup i poder-los descartar, abans d’aplicar cap test
estadistic.

Al representar els nivells de significacié, el nimero de simbols utilitzat en cada cas,

1,2 0 3, indica P<0.05, P<0.01 0 P<0.001, respectivament.
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Resultats

I. ESTUDI DELS CANVIS EN L’EXPRESSIO GENICA DE LES ISOFORMES DE
L’ADENINA NUCLEOTID TRANSLOCASA DEPENDENTS DEL METABOLISME | DE
L’ESTAT DE PROLIFERACIO EN LINIES CEL-LULARS HUMANES | DE RATOLI.

En el present treball s’han utilitzat diverses linies cel-lulars, tant d’origen
huma (Hela, HepG,, SGBS) com de ratoli (C,C,,, HIB-1B, 3T3-L1), amb I'objectiu
d’estudiar si existeix una relacié especifica de "expressié de les isoformes d’ANT
amb el metabolisme energétic i la capacitat proliferativa de les cél-lules. En aquest
sentit, les isoformes estudiades han estat les ANT1, ANT2 i ANT3 humanes i les
ANT1 i ANT2 de ratoli. En ambdés casos no s’ha realitzat cap estudi al voltant de
la isoforma 4 de cada espécie, degut a qué la seva expressié es troba limitada a
cél-lules germinals. En aquesta primera part, s’han caracteritzat els canvis en
I"expressié génica de les diferents isoformes associats a I’estat de proliferacié i a

canvis en el metabolisme oxidatiu-glucolitic.

Per tal de diferenciar les diferents isoformes, d’ara endavant identificarem
les isoformes humanes com hANT1, hANT2 i hANT3 (d'Homo sapiens) i les

isoformes de ratoli com mANT1 i mANT2 (de Mus musculus).

I.1 Hela

Les cél-lules Hela sén céllules epitellials humanes provinents de
carcinoma de cérvix, les quals, com la majoria de linies tumorals, presenten una
expressié alta d’ANT2 (Chevrollier et al., 2011). En el nostre cas, s’han estudiat els
canvis en el patré d'expressié génica de les isoformes hANT1, hANT2 i hANT3 en
funcié de si les cél-lules es troben en proliferacié o confluéncia i si existeix una

associacié amb |"estat metabolic concret de cada situacié (glucolitic o oxidatiu).
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Es van sembrar cél-lules Hela a baixa (50.000 cél-lules/pou) o alta
(500.000 cél-lules/pou) densitat en plaques de 6 pous. Aquestes dues densitats
ens van permetre treballar amb cél-lules capaces de mantenir una elevada taxa de
proliferacié (baixa densitat) i cél-lules que assoleixen rapidament un estat de
confluéncia i, per tant, amb baixa capacitat proliferativa (alta densitat). Primer de
tot, es va determinar la velocitat de creixement cel-lular mitjancant la tincié amb
sulforodamina B de les cél'lules fixades en la placa de cultiv cada 24 hores
(Figura 13A). Aixi, s'observa com les cél-lules sembrades a baixa densitat (BD)
mantenen una taxa de divisié elevada durant les 96 hores de cultiv. En canvi, les
cél-lules sembrades a alta densitat (AD) arriben a confluéncia a les 24 hores de
cultiv, aturant el seu creixement durant les 72 hores restants de |'experiment. Una
vegada determinada la taxa de proliferacié de cada cultiv, es va caracteritzar el
perfil metabolic associat a cada una. Les cél-lules sembrades a alta densitat
presenten aproximadament un 50% de consum de glucosa (Figura 13B) i de
produccié de lactat (Figura 13C) inferior a les cél-lules sembrades a alta densitat.
A més, la capacitat per a oxidar glucosa de les céllules sembrades a alta densitat

és un 25% superior (Figura 13D).

Per tant, les cél-lules Hela sembrades a alta densitat (AD) tenen una baixa
taxa de creixement i una marcada reduccié del metabolisme glucolitic en
comparacié a les cél-lules sembrades a baixa densitat (BD), les quals mantenen la

seva capacitat proliferativa.
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Figura 13. Caracteritzacié de I'estat metabdlic de les cél-lules Hela sembrades a baixa
(BD) o alta (AD) densitat. (A) Quantificacié de la proliferacié cel-lular mitjiancant tincié
amb sulforodamina B entre les 24 i 96 hores de cultiu; (B) del consum de glucosa i (C) de
la produccié de lactat durant 48 hores de cultiu. (D) Quantificacié de I'oxidacié de la

glucosa marcada amb “C a les 48 hores de cultiu.
entre BD i AD.

representa diferéncies significatives

Amb |'objectiu de relacionar la taxa proliferativa de les cél-lules amb una
regulacié especifica de I'expressié génica de les isoformes d’ANT, es van
quantificar, mitjangant rea/-time PCR, els nivells de transcrit d’hANT1, hANT2 i
hANT3 en cél-lules Hela a les 48 hores de ser sembrades a baixa o alta densitat
(Figura 14). Primer de tot, podem observar com els nivells d’expressié d’hANT1 en
cél-lules Hela sén la meitat dels d’"hANT2 i hANT3, i que els nivells entre aquestes
dues isoformes sén molt similars. Les cél-lules Hela sembrades a alta densitat,
respecte a les sembrades a baixa densitat, tenen uns nivells d’hANT1 un 44%
inferiors, uns nivells d’hANT2 similars i un augment del 32% en els d’hANT3. En
funcié d’aquests valors, la relacié hANT2/[hANT1+hANT3] resultant és un 25%
inferior en les cél-lules sembrades a alta densitat que en les sembrades a baixa
densitat. Aquesta relacid hANT2/(hANTT+hANT3) és una mesura que fa

referéncia a la proporcié entre I'mRNA de la isoforma propia de les cél-lules
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tumorals i, per tant, de cél-lules predominantment glucolitiques (hANT2), i la suma
dels mRNA de les isoformes propies de cél-lules oxidatives (RANT1 i hANT3). Per
tant, aquesta relacié la podem definir com a quocient glucolitic, ja que informa de
la capacitat glucolitica de les céllules. No obstant, també podem constatar que

aquesta relacié d’isoformes correlaciona amb la capacitat proliferativa de les

cél-lules, perqué aquest index també es podria denominar quocient proliferatiu.
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Figura 14. Patré d’expressié de les isoformes d’ANT i de COX2 i COX4I1 de cél-lules
Hela sembrades a baixa (BD) o alta (AD) densitat. Determinacié de |'expressié génica
mitiancant real-ime PCR de les isoformes hANT1, hANT2, hANT3 i de la relacié
hANT2/(hANT1+hANT3); i de les subunitats de la citocrom ¢ oxidasa COX2 i COX4I1 en
cél-lules Hela sembrades a baixa (BD) i alta (AD) densitat a les 48 hores de cultiu. *

representa diferéncies significatives entre BD i AD.

A més, per tal d’esbrinar si aquests canvis transcripcionals sén especifics de
la proteina ANT o sén part d'un programa mitocondrial que regula "expressié de
les proteines OXPHOS de manera generalitzada, es van determinar els nivells
d’expressié de les subunitats de la citocrom ¢ oxidasa: COX2 (codificada pel
genoma mitocondrial) i COX4l2 (codificacié nuclear). El patré d’expressio
d’aquestes dues proteines és diferent entre elles, ja que en les cél-lules sembrades
a alta densitat COX2 té tendéncia a augmentar mentre que COX4I1 disminueix.

Per tant, no podem concloure si "expressié d’altres proteines mitocondrials que no
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sén ANT es regula d’una forma especifica en funcié de la capacitat proliferativa i

del tipus de metabolisme energétic que presentin les cél-lules.

Aixi, les cél-lules HeLa amb baixa capacitat proliferativa i un metabolisme
oxidatiu augmentat (AD) també tenen una disminucié del quocient glucolitic en

comparacié a les cél-lules proliferants (BD).

Havent realitzat aquesta primera aproximacié, es va voler aprofundir en la
regulacié transcripcional de les isoformes d’ANT associada a un determinat estat
de proliferacié. Amb aquest objectiu, es van dissenyar dues condicions de cultiu

que permetessin modificar la capacitat proliferativa de les cél-lules.

El primer disseny experimental va consistir en estudiar I'efecte del
manteniment de les cél-lules amb diferents medis de cultiu que condicionessin, a
través del substrat a utilitzar, la via metabolica d’obtencié d’energia. Es van
incubar cél-lules Hela durant 48 hores amb medi DMEM complet (CTRL) o amb
medi DMEM sense glucosa perd amb glutamina 4 mM (GLN). Mitjiancant la tincié
amb sulforodamina B dels cultius a les O, 24 i 48 hores d’incubacié, es va
determinar la proliferacié cel-lular (Figura 15A). Mentre les cél-lules CTRL
proliferen a un temps de duplicacié mig d’'unes 15 hores, el creixement de les
céllules GLN com a Unic substrat energétic s’estanca. Aixi mateix, les cél-lules
GLN, a les 48 hores de cultiu, tenen una major capacitat oxidativa de la glucosa,
propera al doble de les cél-lules CTRL (Figura 15B), i una menor produccié de
lactat, la qual arriba a ser nulla a les 24-48 hores, ja que no disposen de substrat
per a realitzar la glucdlisi (Figura 15C). Per tant, les cél-lules Hela, quan tenen
total disponibilitat de glucosa en el medi, el seu metabolisme és majoritariament
glucolitic, com es demostra amb la quantificacié de I'ATP intracel-lular de cél-lules
CTRL o GLN incubades amb dues concentracions d’oligomicina (1 i 2.5 pM)
durant 2 hores (Figura 15D). Aixi, es pot observar com la preséncia de glucosa
(c&l-lules CTRL), la inhibicié de I’ATP-sintasa per efecte de |'oligomicina no afecta
a l'obtencié d’ATP i, per tant, el metabolisme mitocondrial oxidatiu no és

important en |'obtencié d’energia. Contrariament, en abséncia de glucosa
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(céllules GLN), hi ha una clara disminucié dels nivells d’ATP, ja que aquestes
ceél-lules passen a ser dependents del metabolisme oxidatiu, ja que la glutamina és

I"Gnic substrat oxidable del que disposen.
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Figura 15. Caracteritzacié de I'estat metabolic de les cél-lules Hela incubades amb medi
DMEM complet o amb només glutamina. (A) Quantificacié de la proliferacié cel-lular
mitjancant tincié amb sulforodamina B a les 24 i 48 hores de cultiu; (B) de I'oxidacié de la
glucosa a les 48 hores de cultiv i (C) de la produccié de lactat a intervals de 24 hores
durant 48 hores de cultiv de cél-lules Hela incubades amb medi DMEM complet (CTRL) o
medi sense glucosa i amb glutamina 4 mM (GLN). (D) Determinacié de I’ATP intracel-lular
de céllules Hela incubades amb medi CTRL o GLN i tractades amb DMSO o oligomicina
(1 o 2.5 uM) durant 2 hores. * representa diferéncies significatives per efecte del medi
d’incubacié, # entre els diferents temps d’incubacié amb el mateix medi i § per efecte de

I'oligomicina.

Mitjancant real-time PCR es va quantificar |'expressié génica de les
diferents isoformes d’ANT i d’altres proteines mitocondrials associada a aquestes
condicions de cultiv a les 24 i 48 hores (Figura 16). L'expressié d’hANTI
disminueix lleugerament amb el temps de cultiu i també per efecte de la manca de
glucosa en el medi (GLN). L'expressié d’hANT2 no varia en funcié del temps de
cultiv, perd si que hi ha un petit augment a les 48 hores en les cél-lules GLN
respecte les CTRL. Perd el canvi més rellevant és el de I'expressié d’hANT3, la qual

augmenta el doble a les 24 hores i el triple a les 48 hores quan les cél-lules sén
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incubades amb el medi amb només glutamina respecte les condicions control. El

quocient glucolitic disminueix en la situacié de dependéncia per la glutamina

(0.70x a les 24 hores

0.50x a les 48 hores), d'acord amb el metabolisme

oxidatiu i I'aturada del creixement cel-lular que observem en aquestes condicions.
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Figura 16. Perfil d’expressié génica de les isoformes d’ANT i altres proteines mitocondrials i
reguladors metabdlics en cél-lules Hela incubades amb medis DMEM complet o amb
només glutamina. Determinacié de I'expressié génica mitjancant real-time PCR de les
isoformes hANT1, hANT2 i hANT3, aixi com de la relacié hANT2/(hANT1+hANT3), i de
les subunitats de la citocrom c oxidasa COX1, COX2 i COX4I1, i de la subunitat de I’ATP-
sintasa ATP5J en cél-lules Hela incubades amb medi DMEM complet (CTRL) o amb medi

* representa

sense glucosa i amb glutamina 4 mM sense glucosa (GLN) durant 48 hores.
diferéncies significatives per efecte del medi d’incubacié i # entre els diferents temps

d’incubacié amb el mateix medi.

Analitzant els nivells transcripcionals d’altres proteines mitocondrials,

podem observar com les subunitats de diferents complexos del sistema OXPHOS,

com sén la COXI

la COX2,

la COX411 i I'ATP5J, també presenten un patrd
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similar al d’hANT3. Aixi, la incubacié amb el medi sense glucosa perd amb
glutamina fa que les céllules Hela tinguin uns nivells d’expressié de COXIT,
COX2, COX41 i ATP5J superiors a les c&l-lules control, indicant que es tracta d’un
programa general d’increment de la funcié¢ OXPHOS mitocondrial sota aquestes
condicions de cultiu. D’aquesta manera, podem dir que hANT3 és la isoforma que
esta directament lligada amb el metabolisme oxidatiu i la funci6 OXPHOS en

cél-lules Hela.

Resumint, es torna a confirmar que una disminucié de la proliferacié en
céllules Hela va associada a un augment de la capacitat oxidativa i a una

disminucié del quocient glucolitic, principalment per I'augment de la transcripcié

d’hANT3.

L’altre experiment basat en la regulacié de la proliferacié cel-lular va
consistir en incubar cél-lules Hela amb o sense sérum, per tal d’esbrinar el paper
que juguen els estimuls proliferatius del factors de creixement en la regulacié de
les isoformes d’ANT. Aixi, es van sembrar 15.000 c&l-lules/pou de placa de 6-
pous i es van incubar durant 72 hores amb medi complementat, o no, amb un
10% de FBS. Primer de tot es va quantificar la proliferacié cel-lular de cada
condicié a les 72 hores de cultiu mitjancant comptatge cel-lular (Figura 17). Les
ceél-lules mantingudes amb un medi deplecionat de sérum, les quals no aturen el
seu creixement i continuen proliferant, presenten un temps de duplicacié de 17.52
hores, mentre que les cél-lules incubades amb FBS al 10% el tenen de 15 hores,
traduint-se en un augment del 60% de la poblacié cel-lular a les 72 hores respecte
a les cel-lules incubades sense FBS. Es important ressaltar que aquestes cél-lules, si
bé sén sensibles als factors de creixement, n’han perdut la seva dependéncia i

continuen creixent, encara que a una menor taxa, en abséncia de sérum fetal.
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Figura 17. Proliferacié cellular de cellules Hela incubades amb medi DMEM
complementat, o no, amb FBS. Comptatge cel-lular a les 72 hores d’incubacié de cél-lules
Hela amb medi DMEM complementat (+ FBS), o no (- FBS), amb sérum fetal bovi al 10%.

* representa diferéncies significatives entre les condicions de + FBS i - FBS.

A continuacié es va determinar |'expressié génica de les isoformes d’ANT i
d’altres proteines mitocondrials en cél-lules Hela mantingudes durant 72 hores
amb medi complementat, o no, amb FBS 10% (Figura 18). En la condicié on hi ha
FBS en el medi, les cél-lules tenen uns nivells d’"hANTT i hRANT3 un 29% i un 43%,
respectivament, inferiors a la situacié amb manca de FBS, mentre que |'expressié
d’hANT2 no es modifica. El quocient glucolitic en les cél-lules mantingudes amb
FBS és un 36% superior a les incubades sense. Per Gltim, tant COX2 com COX4I1
tenen uns nivells d’expressié inferiors en les céllules incubades amb FBS respecte

a les que no, tot i que les diferéncies només sén estadisticament significatives per a

COX2.
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Figura 18. Perfil d’expressi6 génica de les isoformes d’ANT i alires proteines mitocondrials
en céllules Hela incubades amb medi DMEM complementat, o no, amb FBS.
Determinacié de |'expressié génica mitjancant real-time PCR de les isoformes hANTT,
hANT2, hANT3 i de la relacié hANT2/(hANT1+hANT3), i de les subunitats de la citocrom
c oxidasa COX2 i COX4I1 a les 72 hores d’incubacié de cél-lules HeLla amb medi DMEM
complementat (+ FBS), o no (- FBS), amb sérum fetal bovi al 10%. * representa diferéncies
significatives entre les condicions de + FBS i - FBS.

En vista de qué existeix una regulacié de les isoformes d’ANT, especialment
hANT3, per efecte dels estimuls proliferatius del FBS, es va estudiar com afecta la
supressid d’una de les vies d'integracié de senyals induits pels factors de
creixement, com és mTOR. Aixi, es van incubar cél-lules Hela durant 24 hores
amb DMSO (vehicle) o dues concentracions diferents de rapamicina (20 o 100
nM), i es va quantificar I"expressié de les tres isoformes d’ANT i de la subunitat de
lo cadena respiratoria COX411 (Figura 19). La rapamicina és un inhibidor
especific d’'mTOR, el qual és un component del complex mTORC, clau en la
integracié de multiples vies de senyalitzacié que regulen el creixement cel-lular i la
supervivencia (Pallet et al.,, 2005). En el casos d’hANT1 i hANT2, les dues
concentracions de rapamicina utilitzades disminueixen lleugerament la seva
expressié, tot i que la concentracié de 20 nM t& un efecte més clar que la
concentracié de 100 nM. En canvi, el tractament amb rapamicina produeix un
augment important de |’expressié d’"hANT3, |'efecte de la qual és dependent de la

concentracié. Per tant, la inhibicié d’'mTOR produeix una disminucié del quocient
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glucolitic. Pel que respecta a I'altra proteina mitocondrial analitzada, la COX4I1,
el tfractament amb rapamicina 20 nM en disminueix la seva expressié, mentre que
la concentracié de 100 nM no produeix cap canvi, tenint un comportament similar
a hANT1 i hANT2. La regulacié d’"hANT3 en cél-lules Hela sembla, doncs, que és
especifica de I"activitat d’'mTOR, i que no forma part d’una resposta general de les

proteines mitocondrials.

Per tant, quan s’eliminen els estimuls proliferatius, tant via la deplecié de
I'FBS en el medi de cultiu o la inhibicié d’'mTOR mitjancant la rapamicina, com via
I'eliminacié de la glucosa com a substrat energétic, les cél-lules presenten una
disminucié del quocient glucolitic, principalment degut a l'augment de la

transcripcié d’hANT3, el qual, en alguns casos va acompanyat d'un augment de

la capacitat oxidativa d’aquestes cél-lules, mentre que en altres no s’associa amb

un increment d’altres proteines mitocondrials.
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Figura 19. Perfil d’expressié génica de les isoformes d’ANT i la COX4I1 en cel-lules Hela
incubades amb DMSO o rapamicina. Determinacié de Iexpressié génica mitjancant rea/-
time PCR de les isoformes hANT1, hANT2, hANT3 i de la relacié hANT2/(hANT1+hANT3),
i de la subunitat de la citocrom c oxidasa COX411 a les 24 hores d’incubacié de cél-lules
Hela amb DMSO (vehicle) o rapamicina 20 o 100 nM. * representa diferéncies

significatives entre les condicions de + FBS i - FBS.

1.2 HepG,

Els hepatocits HepG, sén una linia cellular derivada de carcinoma
hepatocel-lular huma. Aquestes cél-lules, tot i la seva procedéncia tumoral, en

comparacié a les cél-lules Hela presenten una major contribucié de la fosforilacié
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oxidativa en la produccié total d’ATP (Jose et al., 2011), proporcionant un context
metabolic diferent al de les anteriors en I'estudi del perfil transcriptdmic de les

isoformes d’ANT associat a la proliferacié cel-lular.

Es van sembrar cél-lules HepG, a baixa (BD) i alta densitat (AD) seguint el
mateix disseny experimental utilitzat amb les cél-lules Hela. Primerament es va
determinar per colorimetria la capacitat proliferativa de les cél-lules, mitjancant la
tincié amb sulforodamina B a les 24 i 72 hores de cultiv (Figura 20A). Les cél-lules
HepG, sembrades a baixa densitat sén capaces d’incrementar el seu nimero unes
7.5 vegades en 72 hores, practicament doblant la seva poblacié cada 24 hores,
mentre que les sembrades a alta densitat incrementen molt poc la seva poblacié

durant el mateix periode de temps.

També es va quantificar el consum de glucosa (Figura 20B) i la produccié
de lactat (Figura 20C) d’aquestes cél-lules a les 48 hores de cultiv. Les cél-lules
sembrades a alta densitat tenen un consum de glucosa un 44% inferior a les
cél-lules sembrades a baixa densitat, aixi com la produccié de lactat, que és un
64% inferior. Clarament, les cél-lules HepG, sembrades a alta densitat proliferen

menys i sén més oxidatives que les sembrades a baixa densitat.

125 - -
ok 15 15
g o 7 I
E 75 *kk % ﬁ
i £ = £ 1] =
ks ?8 < 1.04 5 10
= c
= = =
5 g HHH g ,kk i
g e a £ *kk
5 4 g’ 0.5 = 0.5
= 3 g
S 2 o 5]
s =2 L]
BD AD BD AD e =) i
Temps < 0.0 0.0
post-sembra: 24 hores 72 hores BD AD BD AD

Figura 20. Caracteritzacié de |'estat metabdlic de cél-lules HepG, sembrades a baixa (BD)
o alta (AD) densitat. (A) Quantificacié de la proliferacié cel-lular mitjancant tincié amb
sulforodamina B a les 24 i 72 hores de cultiu. (B) Quantificacié del consum de glucosa i

*

(C) de la produccié de lactat durant 48 hores de culfiv. representa diferéncies

significatives entre BD i AD, i # per efecte del temps de cultiu.
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Mitiancant real-time PCR s’han analitzat els perfils d’expressié de les 3
isoformes d’ANT en les cél-lules sembrades a baixa i alta densitat (Figura 21). Les
cél-lules HepG, tenen uns nivells basals d’"hANT3 superiors als d’hANT2, tal i com
demostra el valor de 0.5 del quocient glucolitic, el que encaixaria amb el fenotip
més oxidatiu d’aquestes cél-lules en comparacié amb les cél-lules Hela, les qual
tenen un quocient glucolitic aproximadament d’1 (Figura 14). Les c&l-lules HepG,
sembrades a alta densitat presenten uns nivells d’hANT1 lleugerament inferiors i
uns nivells d’"hANT2 molt similars a les cél-lules sembrades a baixa densitat, perd
sobretot presenten un important augment de la transcripcié d’hANT3, arribant a
ser més d’un 80% superior. En conseqiéncia, el quocient glucolitic de les cél-lules
sembrades a alta densitat és un 33% inferior al de les cél-lules HepG, sembrades

a baixa densitat.

A més, també s’han quantificat els nivells d’expressié de COX1, COX4I1,
ATP5J i GLUT1. Curiosament, tot i la disminucié de la glucolisi, les cél-lules
sembrades a alta densitat presenten una disminucié de I'expressié de les proteines
del sistema OXPHOS. No obstant, cal tenir present que aquestes proteines
presenten una important regulacié posttranscripcional, pel que aquests canvis a
nivell transcripcional poden no ser de facil interpretacié. Pel que fa a I'expressié
del transportador de la glucosa GLUT1, aquesta també disminueix, perd aquest
cas si coincidiria amb una menor demanda de glucosa per part de les cél-lules

sembrades a alta densitat.

Per tant, de forma molt similar al que passa amb les c&l-lules Hela, una
disminucié de la proliferacié en les cél-lules HepG, va acompanyada d’una
disminucié de la glucdlisi, canvi metabdlic que queda reflectit en la disminucié del

quocient glucolitic.
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Figura 21. Patré d’expressié de les isoformes d’ANT i de COX1, COX411, ATP5J i GLUT1
de céllules HepG, sembrades a baixa (BD) o alta (AD) densitat. Determinacié de
I'expressié génica mitjancant real-time PCR de les isoformes hANT1, hANT2, hANT3 i de la
relacié hANT2/(hANT1+hANT3); i de les subunitats de la citocrom ¢ oxidasa COX1 i
COX411, de la subunitat de I’ATP-sintasa ATP5J i del transportador de la glucosa GLUT1
en cél-lules HepG, sembrades a baixa (BD) i alta (AD) densitat a les 48 hores de cultiu. *

representa diferéncies significatives entre BD i AD.

1.3 SGBS

Amb el mateix objectiv amb qué s’han utilitzat les cél-lules HepG,, també
s’ha estudiat el perfil d’expressi6 de les diferents isoformes d’ANT en els
preadipocits SGBS, que és una linia cel-lular d’origen fibroblastic derivada d’un
afectat per la sindrome de Simpson-Golabi-Behmel. Aquesta linia cel-lular

presenta caracteristiques similars a un cultiv primari d’adipocits.

Seguint el mateix disseny experimental, es van cultivar cél-lules SGBS
sembrades a baixa (BD) i alta densitat (AD) durant 48 hores. Mitjangant real-time
PCR es va quantificar "expressié génica de les diferents isoformes d’ANT aixi com
d’altres proteines mitocondrials (Figura 22). En comparacié amb les cél-lules
Hela, les c&l-lules SGBS tenen uns nivells d’expressié d’hANT3 molt superiors als

d’hANT2 i hANT1, d’una manera similar al que s’observa en les cél-lules HepG,,
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tot i que també sén més alts que els d’aquestes. Aixd fa que el quocient glucolitic
de les cél-lules SGBS es situi a prop del 0.4, el que correlacionaria amb un
metabolisme més oxidatiu que el de les cél-lules Hela i HepG,. Els preadipocits
SGBS sembrats a alta densitat augmenten |'expressi6 d’hANT1 en un 52% i
disminueixen la d’hANT2 en un 51%, mentre que |'expressi6 d’hANT3
practicament no varia. El resultat final torna a ser la disminucié del quocient
glucolitic (50% inferior) en les cél-lules SGBS sembrades a alta densitat respecte

les sembrades a baixa densitat.
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Figura 22. Patré d’expressié de les isoformes d’ANT i de COX1, COX4I11, ATP5J i PDK4 de
ceél-lules SGBS sembrades a baixa (BD) o alta (AD) densitat. Determinacié de |'expressié
génica mitjancant real-time PCR de les isoformes hANT1, hANT2, hANT3 i de la relacié
hANT2/(hANT1+hANT3); i de les subunitats de la citocrom c oxidasa COX1 i COX411, de
la subunitat de I’ATP-sintasa ATP5J i de la PDK4 en cél-lules SGBS sembrades a baixa (BD)
i alta (AD) densitat a les 48 hores de cultiv. * representa diferéncies significatives entre BD i

AD.

Paral-lelament, també s’han analitzat els nivells d’expressié d’altres gens
corresponents a proteines mitocondrials involucrades en la fosforilacié oxidativa i
en la regulacié del metabolisme glucolitic. Les subunitats de la citocrom ¢ oxidasa
COX1 i COX411, i la subunitat ATP5J) de I’ATP-sintasa no veuen alterada la seva
expressid. Empero, si s’observa una important disminucié de |'expressié de la

PDK4 en les cél-lules sembrades a alta densitat respecte les sembrades a baixa. La
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PDK4 actua com a inhibidor de la piruvat deshidrogena (PDH), la qual catalitza el
pas del piruvat a acetil-coA i la seva posterior entrada a cicle de Krebs. Per tant, la
seva disminucié podria indicar un augment de la via oxidativa de la glucosa

(Sugden and Holness, 2003).

I.4 HIB-1B

De la mateixa manera que s’ha estudiat el perfil d’expressié de les
isoformes d’ANT en diferents linies cel-lulars humanes, també s’ha dut a terme
aquesta caracteritzacié en diverses linies cel-lulars de ratoli. En aquest punt, cal
remarcar que en ratolins només s’han descrit 3 isoformes d’ANT (a diferéncia de
les 4 humanes): mANT1, mANT2 i mANT4. En aquest sentit, s’ha de tenir en
compte que la relacié mANT2/mANT1 no té el mateix sentit metabolic que la
relacid hANT2/(hANT1-+hANT3), la qual és utilitzada com un indicador glucolitic
en humans, ja que mANT1 és la isoforma propia de muscul i cervell (c&l-lules
altament oxidatives) i mANT2 és la isoforma ubiqua que s’expressa tant en
cél-lules proliferatives (glucolitiques) com en les altament oxidatives. Per tant, en
ratoli, no existeix una isoforma exclusiva de cél-lules oxidatives i una de cél-lules
glucolitiques i, en conseqiéncia, la relacid6 mMANT2/mANT1 només serveix com a

indicador de la quantitat relativa de cada isoforma.

Les cél-lules HIB-1B sén preadipocits de ratoli amb capacitat per
diferenciar-se i expressar la proteina desacobladora UCP1, especifica de teixit
adipés marré. En la seva forma fibroblastica, presenten una alta capacitat
proliferativa. Es per aixd que també s’ha estudiat el perfil d’expressié de les
isoformes ANT, i altres proteines mitocondrials, en aquest tipus cellular, el qual és
diferent a altres linies cel-lulars amb capacitat de diferenciar-se, com els adipocits

3T3-L1 o els miotubs C,C,,.

Es van sembrar cél-lules HIB-1B a baixa (BD) i alta densitat (AD) (50.000 o

500.000 ceél-lules/pou, respectivament) i es van mantenir durant 48 hores (Figura
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23). Primer de tot, destacar que aquestes cél-lules tenen uns nivells basals
d’expressié d'mANT2 unes 3 vegades superiors als d'mANTT, el que lligaria amb
I'elevat potencial proliferativ d’aquestes cél-lules. Les céllules sembrades a alta
densitat tenen uns nivells d’expressié d'mANT1 un 47% i d’'mANT2 un 82%
inferiors als de les cél-lules sembrades a baixa densitat. Degut a que la baixada
d’ANT2 és quantitativament molt superior a la d'mANT1, la relacié
mANT2/mANT1 en les cél-lules AD és 2.99 vegades més baixa que en BD. Per
altra banda, les proteines mitocondrials COX411, SOD2 i PDK4 disminueixen la
seva expressié en les cél-lules sembrades a alta densitat, mentre que COX1 no
varia. En aquesta situacié, una disminucié de PDK4 suposaria un augment del
metabolisme oxidatiu, el que correlacionaria amb I'aturada de la proliferacié.
Tanmateix, aquest suposat augment de |'activitat OXPHOS no va acompanyat

d’un augment transcripcional d’altres proteines mitocondrials.
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Figura 23. Patré d’expressi6 de les isoformes d’ANT i de COX1, COX4I1, SOD2 i PDK4
de cél-lules HIB-1B sembrades a baixa (BD) o alta (AD) densitat. Determinacié de
I'expressié génica mitjangant real-fime PCR de les isoformes mANT1, mANT2, i de la
relacid6 mANT2/mANTT; i de les subunitats de la citocrom ¢ oxidasa COX1 i COX411, de
la SOD2 i de la PDK4 en cél-lules HIB-1B sembrades a baixa (BD) i alta (AD) densitat a les
48 hores de cultiu. * representa diferéncies significatives entre BD i AD.
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Per tant, una disminucié de la proliferacié va acompanyada d’una
important disminucié de la relacié mANT2/mANT1, sobretot pel descens de

I"expressié d’'mANT2.

1.5 3T3-L1

Les cél-lules 3T3-L1 sén una linia cel-lular provinent de teixit adipds blanc
de ratoli, amb capacitat per a diferenciar-se a adipdcit madur i acumular vacuoles
lipidiques. Es van dur a terme simultaniament un cultiv de preadipocits i un
d’adipocits 3T3-L1 i es va quantificar la velocitat de consum d’oxigen (Figura 24).
Els adipocits presenten una velocitat de consum basal (DMSQO) 95 vegades
superior a la dels preadipocits. Cal destacar, que aquesta velocitat de consum
d’oxigen és la maxima que poden assolir aquestes cél-lules, ja que és igual a la
velocitat de consum d’oxigen que es pot observar quan els adipdcits sén tractats
amb el desacoblant de la cadena FCCP. En aquesta situacié de desacoblament
(FCCP), els preadipdcits només presenten un lleuger augment de la velocitat de
consum, el que demostra que |'activitat mitocondrial d’aquestes cél-lules és molt
baixa. Quan la mesura del consum d’oxigen es realitza en preséncia d’oligomicina
(10 uM), que permet conéixer |'estat d’acoblament dels mitocondris, els
preadipocits fenen un consum d’oxigen més de 6 vegades inferior al basal, mentre
que en els adipocits és més de 15 vegades inferior al seu consum basal. Malgrat
aquesta elevada inhibicié del consum d’oxigen per part de l'oligomicina, els
adipocits continuen tenint una velocitat de consum 7 vegades superior a la dels

preadipocits.
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Figura 24. Quantificacié de la velocitat de consum d’oxigen en preadipdcits i adipdcits
3T3-L1. Quantificacié de la velocitat del consum d’oxigen de preadipocits i adipocits,
corregida per proteina en condicions basals (DMSO), de desacoblament de la cadena
respiratoria (FCCP 10 uM) o d’inhibicié de la mateixa (Oligomicina 10 pM). * representa
diferéncies entre preadipocits i adipocits.

Per a I'analisi transcripcional, es va realitzar un cultiv de cél-lules 3T3-L1
durant 12 dies de cultiu, disposant de mostres dels dies 1, 3, 5 i 12. Els tres
primers temps corresponen a cél-lules en estat preadipocitari, mentre que el cultiu
de 12 dies estd format per adipocits madurs (Figura 25). A nivell basal, els nivells
d’expressié d'mANT1 i mANT2 sén molt similars en els preadipdcits, mentre que
en els adipocits madurs, |"expressié d’'mANT2 és el doble de la d’'mANT1. Aixo es
deu a que I'expressié d'mANT1 es manté constant en els preadipdcits i disminueix
lleugerament en els adipdcits, mentre que |'expressié d'mANT2 en els preadipocits
disminueix amb el temps, perd augmenta en els adipocits un 21% respecte els
nivells inicials. Per tant, la relacié mANT2/mANT1 en els preadipocits disminueix
constantment a mida que els preadipdcits arriben a la confluéncia, perd augmenta

amb la diferenciacié dels adipocits.
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Figura 25. Patré d'expressié de les isoformes d’ANT i de COX1, COX4I1, SOD2, GLUT4,
PDK4, PGC-1a, PPAR-y i AdipoQ de preadipdcits i adipdcits 3T3-L1 a diferents temps de
cultiv. Determinacié de |'expressié génica mitjancant real-fime PCR de les isoformes
mANT1, mANT2 i de la relacid mANT2/mANT1; i de les subunitats de la citocrom ¢
oxidasa COX1 i COX4I1, de la SOD2, de la GLUT4, de la PDK4, del PGC-1a, de la
PPAR-y i de I"’AdipoQ en preadipdcits i adipocits 3T3-L1 a 1, 3, 51 12 dies de cultiv. *

representa diferéncies significatives entre preadipocits (1 dia) i la resta de temps de cultiu.

Les subunitats de la citocrom ¢ oxidasa COX1 i COX4l1 mostren una
tendéncia a augmentar la seva expressié en els preadipdcits amb els dies de
cultiu, perd la induccié remarcable es produeix en els adipdcits, amb nivells 2.44 i
1.97 vegades superiors als inicials, respectivament. La SOD2 té un peril
d’expressié practicament constant. L'expressié de la PDK4, té tendéncia a

disminuir amb el temps de cultiu fins a un 60% de I'expressié inicial. PGC-Ta té
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un patré similar a les proteines mitocondrials analitzades, augmentant
aproximadament el doble en els adipdcits. Per Gltim, tant el GLUT4 com el PPAR-y
i I'adiponectina (adipoQ) presenten una clara induccié als 12 dies de cultiu,
arribant en els adipocits a nivells de 4 (PPAR-y) i de més de 1800 vegades (GLUT4

i adipoQ) els nivells de transcripcié dels preadipocits.

Havent observat com les isoformes d’ANT es modifiquen en funcié de la
diferenciacié adipocitaria, es va estudiar la possible regulacid d’aquestes per
diferents factors adipogénics, com la rosiglitazona (lligand agonista del PPAR-y)
(Tontonoz et al.,, 1994) o la insulina (Spiegelman et al., 1993). Aixi, es van
incubar adipocits 3T3-L1 madurs en preséncia de rosiglitazona 10 UM, insulina 5
Hg/ml o la combinacié d’ambdues durant 48 hores i es va determinar |’expressié
génica per real-time PCR de les isoformes ANT i altres proteines mitocondrials
(Figura 26A). Sobre la regulacié d’'mANT1, la insulina practicament no té cap
efecte, mentre que la rosiglitazona augmenta un 36% la seva expressié. El
tractament combinat no produeix cap efecte destacable, tal i com passa amb la
insulina sola. Respecte a mANT2, tant la insulina com la rosiglitazona o la
combinacié d’elles indueixen la seva expressié un 44%, un 63% i un 55%,
respectivament. Pel que fa a altres proteines mitocondrials, el tractament amb
insulina disminueix 'expressié de la COX1, mentre que la rosiglitazona no hi
exerceix cap efecte. El doble tractament també & tendéncia a disminuir la seva
expressié. En el cas de la COX4I1, tant la insulina com el doble tractament no
tenen cap efecte en la seva regulacié, mentre que la rosiglitazona I'augmenta. Per
Oltim, la preséncia de rosiglitazona (sola o amb insulina) en el medi de cultiu
indueix |'expressié de I’ATP5g3 gairebé un 50%, mentre que la insulina per si sola
no té efecte. Per tant, es pot intuir |'existéncia d’una regulacié forca generalitzable

de les proteines mitocondrials per part de la rosiglitazona en adipdcits 3T3-L1.
Finalment, es va comprovar a nivell de proteina la induccié d’ANT per part

de la rosiglitazona (Figura 26B). Mitjancant la immunodeteccié d’ANT en extractes

totals d’adipocits 3T3-L1 incubats amb DMSO o rosiglitazona 10 UM, es pot
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observar |'efecte inductor dels nivells de proteina d’ANT a través de |'activacié de

PPAR-y per part de la rosiglitazona.
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Figura 26. Pairé d’expressié de les isoformes d’ANT, diferents components del sistema
OXPHOS i marcadors adipogénics d’adipocits 3T3-L1 incubats amb rosiglitazona, insulina
i/o T0070907. (A) Determinacié de |'expressié génica mitiancant rea/-time PCR de les
isoformes mANT1 i mANT2, i de les subunitats COX1, COX4I1 i ATP5g3 en adipocits
3T3-L1 incubats amb DMSQO, insulina 5 pg/ml i/o rosiglitazona 10 M durant 48 hores.
(B) Immunodeteccié d’ANT (N19) en 30 pg d’extracte total d’adipocits 3T3-L1 incubats
amb DMSO o rosiglitazona 10 UM durant 48 hores. Immunodeteccié de tubulina com a

control de carrega. * representa diferéncies significatives per efecte dels tractaments.

En resum, la preséncia d’un factor adipogénic en el cultiv d’adipocits 3T3-
L1 madurs, com la insulina o la rosiglitazona, indueix de forma especifica

I"expressié de I'mANT2, tal i com passa durant la diferenciacié adipocitaria.

1.6 C,Cy,

Les cel-lules C,C,, sén una linia derivada de miscul esquelétic de ratoli
amb capacitat de diferenciar-se i formar miotubs contractils. Amb el mateix

objectiu que fins ara, es va realitzar una primera aproximacié a descriure el
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metabolisme glucolitic associat a I’estat proliferatiu d’aquestes cél-lules. Aixi, es va
quantificar el consum de glucosa (Figura 27A) i la produccié de lactat (Figura
27B) durant 24 hores en mioblasts (cél-lules proliferants) i miotubs (cél-lules
quiescents). Els miotubs C,C,, tenen un consum de glucosa un 54% inferior al que
presenten els mioblasts. A més, la produccié de lactat també és un 64% inferior.
Per tant, les cél-lules C,C,, en proliferacié (mioblasts) tenen un metabolisme

clarament més glucolitic que les cél-lules quiescents o diferenciades (miotubs).
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Figura 27. Caracteritzacié del metabolisme glucolitic de mioblasts i miotubs C,C,,. (A)
Quantificacié del consum de glucosa i (B) de la produccié de lactat durant 24 hores en
mioblasts i miotubs C,C,,. * representa diferéncies significatives entre mioblasts i miotubs.

Aixi mateix, també es va quantificar la capacitat de consum d’oxigen
associat a un estat proliferatiu determinat. Tal i com es va fer amb les cél-lules
3T3-L1, es van realitzar dos cultius de mioblasts C,C,, en paral-lel, un dels quals a
subconfluéncia, mantenint la capacitat de proliferacié, i un altre en el que es va
induir la diferenciacié a miotubs. En aquestes condicions, es va quantificar la
velocitat de consum d’oxigen dels mioblasts i miotubs (Figura 28). Els miotubs
presenten una velocitat de consum d’oxigen basal (DMSQO) un 50% superior a la
dels mioblasts. La capacitat total dutilitzacié d’oxigen per part de la cadena
respiratoria, que es pot calcular mitjancant el tractament amb el desacoblant
FCCP, és de 1.86 vegades la basal en mioblasts, i de 2.56x en miotubs. Aixi, els
miotubs tenen una capacitat total de consum d’oxigen 2.07x superior a la dels
mioblasts. El grau d’acoblament de la cadena respiratdria, determinada pel

consum d’oxigen en preséncia de |'inhibidor de I’ATP-sintasa oligomicina, és molt
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similar en els dos casos, situant-se a uns nivells més de 20 vegades inferiors als

del consum basal.
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Figura 28. Determinacié del consum d’oxigen de mioblasts i miotubs C,C,,. Quantificacié
de la velocitat de consum d’oxigen en mioblasts i miotubs, corregida per proteina, en
condicions basals (DMSO), de desacoblament de la cadena respiratdria (FCCP 10 uM) o
d’inhibicié de la mateixa (Oligomicina 10 UM). * representa diferéncies significatives entre
mioblasts i miotubs.

d’altres proteines mitocondrials i de marcadors de la diferenciacié cel-lular, es van
determinar mitjangant real-time PCR els transcrits de cél-lules C,C, a 1,2, 41 9
dies de cultiu. Els dos primers temps de cultiu corresponen a cél-lules en estat de
mioblasts, mentre que els dies 4 i 9 corresponen a un cultiv format per miotubs
(Figura 29). En I'estat de mioblast, quan les cél-lules es troben en proliferacio, els
nivells d’expressié d’'mANT2 sén el doble dels d’'mANT1, el que indicaria que
mANT2 en ratolins també es comporta com un marcador de proliferacié. En
canvi, durant el procés de diferenciacié, tot i que I'expressié d’'mANT1 disminueix
lleugerament, I'expressié d’'mANT2 en els miotubs disminueix de forma important,
arribant a ser un 50% (4 dies) i un 74% (9 dies) inferior a la dels mioblasts. En
aquest cas, doncs, no trobem cap isoforma que estigui directament relacionada
amb l'increment del metabolisme oxidatiu que ¢ lloc amb la diferenciacié dels

mioblasts a miotubs.

En referéncia als altres gens analitzats, s’observa un augment de |"expressié

génica de les proteines mitocondrials COX1, COX4l1 i SOD2. L'expressié de
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PGC-1a és clarament superior en els miotubs que en els mioblasts, tal i com
passa amb el factor de transcripcié especific de desenvolupament muscular, la
miogenina (MYOG), que també s’indueix amb el temps de cultiu. Finalment,
I"expressié de la PDK4 disminueix en paral-lel amb el temps de cultiv als 2 i 4 dies
(augment de |"oxidacié mitocondrial de la glucosa), tot i que a temps llargs de

diferenciacié (9 dies), sembla recuperar els nivells inicials.

Per tant, quan les cél-lules C,C,, deixen de proliferar i es diferencien a

miotubs, es produeix una clara disminucié de I'expressi6 d’'mANT2, pel que

mANT2 en aquestes cél-lules actuaria com a marcador de la proliferacié.
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Figura 29. Patré d’expressié de les isoformes d’ANT i de COX1, COX4I1, SOD2, PDK4,
PGC-1a i MYOG de mioblasts i miotubs C,C;, a diferents temps de cultiu. Determinacié
de I'expressié génica mitjangant real-fime PCR de les isoformes mANT1, mANT2 i de la
relacid mANT2/mANTT; i de les subunitats de la citocrom c oxidasa COX1 i COX411, de
la SOD2, de la PDK4, del PGC-1a i de la MYOG en mioblasts i miotubs C,Ci,a 1,2, 4i

9 dies de cultiu. * representa diferéncies significatives entre mioblasts (1 dia) i la resta de

temps de cultiu.
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Il. EFECTES DEL SILENCIAMENT GENIC MITJANCANT shRNA DE LES
ISOFORMES DE L’ADENINA NUCLEOTID TRANSLOCASA HUMANES | DE
RATOLI.

Després d'haver analitzat els perfils d’expressié de les isoformes d’ANT en
funcié de I'estat de proliferacié en linies cellulars humanes i de ratoli, vam decidir
analitzar els efectes metabolics que implicava el silenciament génic d’aquestes
isoformes, mitjancant la utilitzacié d’un sistema d’interferéncia de I'RNA, amb
I'objectiuv d’estudiar possibles funcions especifiques de cada una de les isoformes.
Per tal d’aconseguir aquest silenciament, es van dissenyar diferents short-hairpin
RNA amb els quals es van transfectar de forma transitdria les diferents linies
cel-lulars estudiades. En el cas de les isoformes humanes, es van estudiar les
conseqiiéncies metaboliques del silenciament génic o knockdown d’hANT2 i

hANT3, i en el cas de les de ratoli, les isoformes mANT1 i mANT2.

1.1 Silenciament génic de les isoformes humanes 2 i 3 de I'adenina nucledtid

translocasa.

Una vegada es van obtenir els diferents shRNA, es va comprovar el grau
d’eficiéncia del silenciament. En el cas de les isoformes humanes es van dissenyar
shRNAs per a les isoformes hANT2 i hANT3, les quals sén les isoformes
majoritaries en linies cel-lulars d’origen tumoral, com les cél-lules Hela. Els efectes
del silenciament d’hANT1 no s’han estudiat perqué és la isoforma propia de
muscul i cervell i la seva rellevancia en cél-lules Hela és poc important en
comparacié amb hANT2 i hANT3. Després de transfectar transitdriament cél-lules
Hela proliferants amb els plasmidis portadors de I'shANTm (control negatiu del
sistema de silenciament), shhANT2 i shhANT3, es va determinar "expressié génica
de les isoformes  humanes d'’ANT i del quocient glucolitic
(hANT2/[hANTT+hANT3]) a 24 hores (Figura 30A), 48 hores (Figura 30B) i 72
hores (Figura 30C) posttransfeccié. Respecte shANTm, shhANT2 produeix una

disminuci6 de I'expressié d’hANT2 del 60% a les 24 hores mentre que |'efecte de
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silenciament produit per shhANT3 en I’expressié d’hANT3 a aquest temps és molt
petit. A les 48 hores de transfeccié, shhANT2 redueix |'expressié d’hANT2 un 80%,
i shhANT3 silencia hANT3 en un 60%. Per Gltim, a les 72 hores, I'shhANT2
continua mantenint una alta eficiéncia de silenciament (70%), mentre que
shhANT3 ja ha perdut practicament la seva capacitat. A més, també es va
comprovar que el silenciament d’hANT2 no modifica I'expressié d’hANT3, i
viceversa. En el cas d’hANTI, la seva expressid no es modifica per efecte
d’shhANT2 o d’shhANT3. Per tant, el temps dptim de transfeccié en el qual s’obté

el maxim silenciament de les dues isoformes és a les 48 hores.

Quan les cél-lules sén transfectades amb I'shhANT2, el quocient glucolitic
és de 0.45, 0.201 0.25 a les 24, 48 i 72 hores, respectivament. Per altra banda,
I’'shhANT3 estableix aquest quocient al 1.89, 2.26 i 2.12. Per tant, mitjancant la
interferéncia génica d’"hANT2 i hANT3 podem modificar el quocient glucolitic més
de 10 vegades entre les cél-lules transfectades amb shhANT2 i les transfectades

amb shhANT3 (Figura 30B).

Paral-lelament es va comprovar que el silenciament génic produit pels
shRNA, visible transcripcionalment, també es tradueix en una disminucié dels
nivells de la proteina ANT. Mitjancant wesfern blot, a partir d’extracte proteic total
de cel-lules Hela transfectades amb shANTm, shhANT2 o shhANT3 durant 48
hores, es va immunodetectar la proteina ANT i la tubulina (control de carrega)
(Figura 30D). Tant I'shhANT2 com I'shhANT3 produeixen una disminucié dels
nivells de proteina ANT, sent més clar en la situacié de silenciament d’"hANT3. En
el nostre cas, I'anticds utilitzat reconeix amb major eficiéncia hANT1 i hANT3 que
hANT?2, fet que podria explicar perqué, tot i la supressié del 80% de I’expressié
d’hANT2  mitjancant la  transfeccié amb I'shhANT2, I’anticds  continua
immunodetectant I'hANT3 restant, pel que s’emmascara el silenciament especific
de la isoforma. En canvi, quan es silencia hANT3 per shhANT3, la pérdua de
senyal d’ANT és clara, ja que la immunodeteccié de I’hANT2 restant és molt débil.
El fet que en cél-lules Hela no detectem cap senyal corresponent a hANT1, tot i

I'especificitat de I'anticds cap a aquesta isoforma, confirma que la quantitat de
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proteina hANT1 en aquestes cél-lules és molt baixa (malgrat que els seus nivells

d’mRNA no sén molt inferiors als d’hANT2 i hANT3), el que justifica que no

s’hagin estudiat els efectes del silenciament d’hANT1 en cél-lules Hela.
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isoformes 2 i 3 d’ANT en cél-lules Hela. (A) Determinacié de I'expressié génica de les
isoformes hANT1, hANT2 i hANT3 humanes mitjancant rea/-time PCR i calcul de la relacié
hANT2/(hANT1+hANT3), després de la transfeccié de céllules Hela amb shANTm,
shhANT2 o shhANT3 durant 24, (B) 48 o (C) 72 hores. (D) Immunodeteccié i quantificacié
de I'ANT (N19) en 40 pg d’extracte total de cél-lules Hela transfectades amb shANTm,
shhANT2 o shhANT3 durant 48 hores. Deteccié de la tubulina com a control de carrega. *
representa diferéncies significatives entre shANTm i shhANT2 o shhANT3, i # entre
shhANT2 i shhANT3.

163



Resultats

Una vegada determinat el correcte funcionament dels shRNA, vam estudiar
les conseqiéncies cel-lulars que suposava el silenciament génic de les isoformes
d’ANT en céllules Hela. Primer de tot vam estudiar si el silenciament de les
isoformes d’ANT repercutia en la capacitat proliferativa de les cél-lules. Es van
transfectar cél-lules Hela durant 72 hores amb shANTm, shhANT2 o shhANT3 i es
va quantificar el contingut de proteina total cada 24 hores mitjancant la tincié
amb sulforodamina B de les cél-lules préviament fixades a la placa amb TCA 10%
(Figura 31A). El silenciament d’"hANT2 no produeix alteracions apreciables en la
proliferacié de les cél-lules Hela, mentre que el silenciament d’hANT3 limita
clarament la capacitat proliferativa de les cél-lules, suposant una reduccié del 21%
a partir de les 48 hores de la transfeccié i del 37% a les 72 hores. Emperd, cal
destacar que per necessitats metodoldgiques, per a poder realitzar la transfeccié
amb els shRNA, les cél-lules han de trobar-se a un elevat percentatge de
confluéncia (60-80%), pel que la seva capacitat de proliferacié és inferior a quan
les cél-lules es troben a baixa densitat (Figura 13A o 15A). Per tant, les condicions
de la transfeccié transitdria potser no permeten posar de manifest les possibles
repercussions del silenciament d’hANT2 en la capacitat proliferativa de les cél-lules
Hela. També es van anadlitzar per wesfern blot els nivells proteics de |’antigen
nuclear de cél-lules en proliferacié (PCNA), el qual s’utilitza com un marcador de
la proliferacié cel-lular (Maga and Hubscher, 2003). A partir d’extracte total de
cél-lules Hela transfectades durant 48 hores amb els shRNA, es va
immunodetectar el PCNA i la tubulina (control de carrega) (Figura 31B). El
silenciament d’hANT3, a diferéncia del d’hANT2, produeix una disminucié del
senyal de PCNA.

A més, es va analitzar el cicle cellular corresponent a I'efecte de cada
shRNA mitjancant el marcatge de les cél-lules transfectades amb els shRNA durant
48 hores amb iodur de propidi i la quantificacié del percentatge de cel-lules que
es troben en cada una de les fases del cicle d’acord amb el seu contingut de DNA
(Figura 31C). A trets generals, no s’aprecien grans diferéncies en la progressié del
cicle cel-lular entre els diferents shRNA, tot i que es pot apreciar un petit augment

del percentatge de cél-lules que es troben en la fase de sub-G, quan es silencia
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I"expressié d"hANT2, acompanyat d’una disminucié en el nimero de cél-lules que
es troben en G,. La fase sub-G, es caracteritza per representar la subpoblacié de
cél-lules que es troben en procés apoptotic. Cal fer mencié de qué, en general,
totes les condicions presenten uns nivells molt baixos d’apoptosi, inferiors al 5%

del total de cél-lules. Respecte a les cél-lules transfectades amb I'shhANT3, el perfil

del seu cicle cel-lular no difereix en absolut del que presenten les cél-lules control
(shANTm), pel que la disminucié de la seva capacitat proliferativa no vindria
determinada per canvis concrets en alguna de les etapes del cicle cel-lular. Per
tant, el silencioment d’hANT3 en cél-lules Hela disminueix la capacitat de

creixement de les cél-lules sense que hi hagi un augment de I'apoptosi.
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Figura 31. Analisi de la proliferacié i del cicle cel-lular en c&l-lules Hela transfectades amb
els shRNA d’hANT2 i hANT3. (A) Determinacié del contingut de proteina total mitjancant
tincié amb sulforodamina B cada 24 hores de cél-lules Hela transfectades amb shANTm,
shhANT2 i shhANT3 durant 72 hores. (B) Immunodeteccié i quantificacié del PCNA i la
tubulina (control de carrega) en 40 g d’extracte total de cél-lules Hela transfectades amb
shANTm, shhANT2 o shhANT3 durant 48 hores. (C) Determinacié del cicle cel-lular en
cél-lules Hela transfectades amb shANTm, shhANT2 i shhANT3 durant 48 hores. *
representa diferéncies significatives entre shANTm i shhANT2 o shANT3, i # entre
shhANT2 i shhANT3.
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Havent relacionat el silenciament génic d’hANT2 i d’hANT3 amb una
reduccié de la capacitat proliferativa de les cél-lules Hela, es passa a estudiar
quines altres conseqiéncies metaboliques se’'n deriven del silenciament. Aixi,
després de transfectar cél-lules Hela amb I’'shANTm, shhANT2 o shhANT3, es van
recollir aliquotes de medi a les 24, 48 i 72 hores. A partir d'aquestes aliquotes, es
determind la concentracié de glucosa i lactat a cada temps i les diferéncies entre
els diferents temps, per a obtenir les dades de consum de glucosa (Figura 32A) i
de produccié de lactat (Figura 32B). El silenciament génic d’hANT2 mitjancant
shhANT2 presenta una disminucié del consum de glucosa entre les 48 i 72 hores
(tot i que no significativa), aixi com en la produccié de lactat respecte a les
cél-lules transfectades amb shANTm o shhANT3. Per altra banda, el silenciament
d’hANT3, en comparacié a shANTm, no modifica ni el consum de glucosa ni la

produccié de lactat.

A més, també es va quantificar la capacitat de les cél-lules d’oxidar la
glucosa o els acids grassos, mitjancant la determinacié del “CO, o de I’*H,O
alliberats a partir de I'oxidacié de la glucosa marcada amb "“C o d’acid palmitic
marcat amb °H, respectivament, en cél-lules Hela transfectades amb shANTm,
shhANT2 o shhANT3 durant 48 hores. L’'shhANT2 produeix un augment en la
capacitat d’utilitzacié de la glucosa com a substrat oxidable en comparacié a les
cél-lules Hela transfectades amb 1'shANTm o I’shhANT3 (Figura 32C). Per altra
banda, tant el silenciament d’"hANT2 com el d’hANT3 generen un augment de
més del 80% en la capacitat de les cél-lules per a oxidar els acids grassos (Figura

32D).

Un altre parametre metabolic que també s’ha estudiat és la velocitat del
consum d’oxigen, per tal d’esbrinar si el silenciament d’hANT2 o d’hANT3
comporta canvis en aquest (Figura 32E). Després de 48 hores de transfeccié de les
cél-lules HelLa amb els shRNA, tant shhANT2 com shhANT3 generen un augment,

superior al 20%, en la taxa de consum d’oxigen basal.
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Aixi, el silenciament d’hANT2 i la conseqient disminucié del quocient
glucolitic en cél-lules Hela produeixen un augment de la capacitat de les cél-lules
d’oxidar la glucosa, mentre que el silenciament d’hANT3 i I'augment del quocient

no arriba a produir canvis apreciables en el metabolisme energétic de les cél-lules

Hela.

A B
1.5 2.01
—_ % 1.54
=3 1.07 -3
< S =70
eL s
S w S s 1.04
m £ - C
93 ot
2 <
< & 059 g
o a 0.59
0.0- 0.0
Interval Interval
de temps: 24-48 hores 48-72 hores de temps: 24-48 hores 48-72 hores
C D E
157 2. 20
g E °
8% = S — 1.5
58 10 E3 £33
b @ ) g g 10
s o< £
so Tao £ a 054
2
9 o S
>
0.0 0.0
F
2.0
)
S 154
[
<
g 10 3 shANTm
@ * B shhANT2
3 El shhANT3
2 54
2o
@
£
0.0
Gen: HKII PDK4 GLUT1

Figura 32. Caracteritzacié del perfil metabslic de les cél-lules Hela transfectades amb els
shRNA d’hANT2 i hANT3. Determinacié del (A) consum de glucosa i (B) de la produccié de
lactat cada 24 hores en cél-lules Hela transfectades amb shANTm, shhANT2 i shhANT3
durant 72 hores. Determinacié de (C) I'oxidacié de '“C-glucosa, (D) de I'oxidacié de *H-
palmitat sodic, (E) de la velocitat de consum d’oxigen i (F) determinacié de I"expressié
génica de |’hexoquinasa I, PDK4 i GLUT1 mitjancant rea/-time PCR en cél-lules Hela
transfectades amb shANTm, shhANT2 i shhANT3 durant 48 hores. * representa diferéncies
significatives entre shANTm i shhANT2 o shhANT3 i # entre shhANT2 i shhANT3.
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Per Gltim, es va analitzar I"expressié génica mitjancant real-time PCR de
diferents proteines relacionades amb les vies d’utilitzacié de la glucosa en cél-lules
Hela transfectades amb els shRNA durant 48 hores (Figura 32F). El silenciament
de cap de les isoformes d’ANT modifica I'expressié de I"hexoquinasa 2 (HKII),
enzim responsable de la fosforilacid de les hexoses, permetent la seva
incorporacié a la via glucolitica. En canvi, el silenciament d"hANT3 produeix un
augment de |'expressid de la PDK4 respecte les cél-lules transfectades amb
shANTm i shhANT2. Per altra banda, el silenciament d’hANT2 disminueix la
transcripcié de GLUT1, el que estaria d’acord amb un increment del metabolisme

oxidatiu que té lloc en aquestes condicions.

Degut a queé el silenciament génic d’"hANT3 produeix una limitacié de la
proliferacié, es va estudiar si aquestes conseqiéncies metabodliques van
acompanyades de canvis en |'estat energétic en les cél-lules. Amb aquesta finalitat,
es va quantificar el contingut d’ATP total en cél-lules transfectades amb els shRNA
durant 48 hores (Figura 33A). Mentre que el silenciament d’hANT2 no produeix
cap canvi en el poo/ d’ATP, el silenciament d’hANT3 disminueix un 20% els nivells

d’ATP respecte sShANTm o shhANT2.

Per tal de confirmar si aquesta disminucié dels nivells d’ATP suposa un
compromfs energétic per a les cél-lules, es va analitzar per wesfern blot 'activacié
de 'AMPK-a a través de la immunodeteccié de la seva forma fosforilada en
extractes totals de proteina de cél-lules Hela transfectades amb els shRNA durant
48 hores (Figura 33B). A més, també es van immunodetectar la forma total i la
tubulina com a control de carrega. El silenciament d’"hANT3, que desencadena
una disminucié dels nivells d’ATP, també produeix un augment de la forma
fosforilada de I’AMPK-a en comparacié al senyal de I'AMPK-a total, la qual
disminueix respecte a la que presenten les cél-lules transfectades amb I'shANTm i

I’shhANT2.
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Figura 33. Quantificacié6 de I’ATP cel-lular i analisi per wesfern blot de I'activacié de
I'AMPK-a en cél-lules Hela transfectades amb els shRNA d’hANT2 i hANT3. (A)
Determinacié de I'’ATP intracel-lular i (B) immunodeteccié i quantificacié de I’AMPK-a
fosforilada (AMPK-a-P), de I"’AMPK-a total (AMPK-a) i la tubulina (control de carrega) en
40 pg d’extracte total de cél-lules Hela transfectades amb shANTm, shhANT2 o shhANT3
durant 48 hores. * representa diferéncies significatives entre shANTm i shhANT2 o
shhANT3 i # entre shhANT2 i shhANT3.

A contfinuacié es va analitzar si, a part d’aquestes conseqiéncies
metaboliques, el silenciament d’hANT2 o hANT3 produeix canvis d’expressié en
altres proteines mitocondrials. A partir de cél-lules Hela transfectades amb els
shRNA durant 48 hores es va determinar, primer per real-time PCR, |'expressié
génica de la COX2, la COX4I1, el citocrom b (Cytb) i el TFAM (Figura 34A), i
segonament mitjangant western blot, els nivells de proteina de la COX2 i la COX4
(Figura 34B). El silenciament d"hANT2 no produeix canvis en |'expressié de COX2,
perd si una disminucié en COX411, Cytb i TFAM. Pel que fa al silenciament
d’hANT3, la tendéncia és a disminuir I'expressié de COX4I1 i Cytb, perd no
produeix canvis en COX2 o TFAM. Tot i aquest patré d’expressié transcripcional, a
nivell de proteing, el silenciament d’hANT3 produeix una clara disminucié de la

immunodeteccié de la COX2 i de la COX4.

Degut a qué el silenciament génic d'hANT3 es tradueix en una disminucié

d’altres proteines mitocondrials, es va voler esbrinar si aquest fet va associat a una
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alteracié en la funcionalitat del mitocondri. Amb aquest objectiv es va mesurar el
potencial de membrana mitjancant el marcatge amb DilC,(5) de cel-lules Hela
transfectades amb els shRNA durant 48 hores (Figura 34C). Tant el silenciament
d’hANT2 com el d’hANT3 produeixen una disminucié aproximada del 10% del

potencial de membrana mitocondrial.

Per Gltim, també es va mesurar la produccié d’espécies reactives d’oxigen
(ROS) associada al silenciament génic en cél-lules Hela transfectades amb els
shRNA durant 48 hores (Figura 34D). El tractament amb antimicina A 10 pM
durant 1 hora s'utilitza com a control positiu de produccié de ROS, gracies a la
seva capacitat per a inhibir la cadena de transport d’electrons (Balaban et al.,
2005). Les c&l-lules transfectades amb I'shhANT2 no mostren cap diferéncia en la
produccié de ROS en comparacié a la situacié control (shANTm), mentre que el
silenciament d’"hANT3 comporta una disminucié superior al 15% en els nivells de

ROS respecte les c&llules control (shANTm) i a les transfectades amb I'shhANT2 .

Aixi mateix, es va analitzar I'expressié génica, mitjangant real-time PCR, de
diferents enzims implicats en els processos d’eliminacié de ROS en les cél-lules
silenciades per hANT2 o hANT3 durant 48 hores (Figura 34E). El silenciament
d’hANT3 disminueix aproximadament en un 20% |’expressié de les superoxid
dismutases, tant la citosolica (SOD1) com la mitocondrial (SOD2), mentre que el
silenciament d’hANT2 no varia el patréd transcripcional d’aquests gens. En el cas
de la glutatié-transferasa (GSZT1), cap dels 2 shRNA modifica la seva expressio,
mentre que el silenciament d’hANT3 si produeix un augment de I’expressié de la
glutatié-peroxidasa (GPX1), tot i que només es significatiu respecte a les cél-lules

transfectades amb I’'shhANT2.

Per tant, el silenciament d’"hANT3 no provoca un augment de la produccié

de ROS.
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Figura 34. Analisi de la funcié mitocondrial en cél-lules Hela transfectades amb els shRNA
d’hANT2 i hANT3. (A) Determinacié de I"expressié génica de COX2, COX411, Citocrom b
(Cytb) i TFAM mitjancant real/-time PCR; (B) immunodeteccié i quantificacié de la COX4, la
COX2 i la tubulina (control de carrega); (C) quantificacié del potencial de membrana i (D)
de la produccié de ROS; i (E) determinacié de I'expressié génica de SOD1, SOD2, GSTZ1
i GPX1 mitjancant rea/-time PCR en cél-lules Hela transfectades amb shANTm, shhANT2 i
shhANT3 durant 48 hores. * representa diferéncies significatives entre shANTm i shhANT2
o shhANT3 i # entre shhANT2 i shhANT3.
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A més a més, es va analitzar si les modificacions metaboliques derivades
del silenciament de les isoformes d’ANT suposaven una situacié d’estrés cel-lular.
Una possible aproximacié és I'analisi transcripcional de diferents marcadors
inflamatoris (Figura 35). Aixi, el silenciament d’hANT3 comporta una important
inducci6 de TNF-a, IL-6 i MCP-1 respecte shANTm. Per altra banda, el
silenciament d"hANT2 no suposa canvis en cap d’aquestes citoquines. Per tant, el

silenciament d’"hANT3 desencadena una resposta inflamatoria.
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Figura 35. Analisi transcripcional de diversos marcadors inflamatoris en cél-lules Hela
transfectades amb els shRNA d’hANT2 i hANT3. Determinacié de |'expressié génica de
TNF-a, IL-6 i MCP-1 mitjancant real-ime PCR en cél-lules Hela transfectades amb
shANTm, shhANT2 i shhANT3 durant 48 hores. * representa diferéncies significatives entre
shANTm i shhANT2 o shhANT3 i # entre shhANT2 i shhANT3.

172



Resultats

1.2 Silenciament génic de les isoformes de ratoli 1 i 2 de |'adenina nucledtid

translocasa.

Paral-lelament als experiments de silenciament d’hANT2 i hANT3 humanes
en c&l-lules Hela, també es van desenvolupar shRNA especifics per a les isoformes
mANTT i mANT2 de ratoli. Tant la metodologia com els parametres metabolics i
altres conseqiéncies funcionals derivades de I'efecte del silenciament génic que
s’han estudiat sén similars a les emprades en el cas de les isoformes humanes. En
aquest cas, les cél-lules utilitzades han estat principalment HIB-1B, que al tractar-
se d’una linia fibroblastica amb alta capacitat proliferativa, ens han aportat una
alta eficiéncia de transfeccié i funcionament dels shRNA amb una reproductibilitat
forca constant. Tanmateix, també s’han utilitzat puntualment preadipdcits 3T3-L1
per a algunes mesures metaboliques concretes que els fibroblasts HIB-1B no ens

han permés fer.

Primerament es va comprovar que els shRNA dissenyats per al silenciament
de les isoformes de ratoli funcionaven correctament. Es van transfectar
transitoriament  fibroblasts HIB-1B amb  shANTm (control de transfeccio,
d’expressié del vector i sintesi de I’'shRNA pero sense diana d’accid), shmANT1 o
shmANT2 durant 48 hores (Figura 36A). shmANT1 es capag de produir més d'un
25% de reduccié de I'expressid d’'mANT1, sense afectar I"expressié d’'mANT2. Per
altra banda, I'shmANT2 aconsegueix silenciar |’expressié d'mANT2 a menys de la
meitat (0.46x) dels nivells de les cél-lules control (shANTm). D’aquesta manera, la
relaci6 mANT2/mANT1 resultant és 3.56 en les cél-lules transfectades amb
I'shmANT1, respecte el 2.43 de les céllules control, i 1.12 en les cél-lules
transfectades amb 1'shmANT2, pel que mitjancant els shRNA es poden crear dues

situacions amb unes 3.5 vegades de diferéncia en la relacid mANT2/mANT1.

En aquest mateix sentit, es va comprovar que el silenciament a nivell
transcripcional també es produis a nivell proteic. La immunodeteccié d’ANT per
western blot a partir d’extractes totals de proteina de cél-lules HIB-1B transfectades

durant 48 hores amb els diferents shRNA ens mostra com el silenciament génic
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d’'mANT1 i mANT2 disminueixen la quantitat de proteina ANT (Figura 36B). Tal i
com passa amb la immunodeteccié de les isoformes humanes, I’anticds no és
especific de cap isoforma concreta, tot i que presenta una major afinitat per
mANT1, pel que sempre es detectards una petita quantitat de proteina
corresponent a la isoforma no silenciada, sobretot en el cas d'mANT2, que
sempre és més dificil de detectar amb aquest anticds. Curiosament, tot i la petita
disminucié a nivell d’'mRNA d’'mANT1 per efecte de I'shRNA, els nivells de

proteina baixen molt.
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Figura 36. Caracteritzacié de I'eficiéncia de silenciament génic dels shRNA de les
isoformes 1 i 2 d’ANT en cel-lules HIB-1B. (A) Determinacié de |'expressié génica de les
isoformes mANT1 i mANT2 de ratoli mitjancant rea/-time PCR i calcul de la relacié
mANT1/mANT2, després de la transfeccié de cél-lules HIB-1B amb shANTm, shmANT1 o
shmANT2 durant 48 hores. (B) Immunodeteccié i quantificacié de I’ANT (N19) i la tubulina
(control de carrega) en 40 pg d’extracte total de cél-lules Hela transfectades amb
shANTm, shmANT1 o shmANT2 durant 48 hores. * representa diferéncies significatives
entre shANTm i shmANT1 o shmANT2, i # entre shmANT1 i shmANT2.

Havent comprovat el funcionament dels shRNA, es va procedir a
caracteritzar les conseqiéncies metaboliques derivades del silenciament.

Primerament es van estudiar les repercussions en la capacitat proliferativa. Es van

transfectar cél-lules HIB-1B amb shANTm, shmANT1 o shmANT2 i es va
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quantificar el contingut de proteina total a les 48 hores de transfeccié mitjangant
la tincié amb sulforodamina B de les cél-lules préviament fixades a la placa amb
TCA 10% (Figura 37A). El silenciament d’'mANT1 no suposa cap canvi en el
creixement, mentre que el silenciament d’'mANT2 comporta una lleugera limitacié
de la capacitat de creixement de les cél-lules HIB-1B, suposant una reduccié
superior al 15%. Empero, la immunodeteccié per wesfern blot dels nivells proteics
del PCNA a partir d’extracte total de cél-lules HIB-1B transfectades durant 48
hores amb els shRNA, no es tradueix en una disminucié del seu senyal en les
cél-lules silenciades per mANT2 (Figura 37C), pel que la proliferacié sembla no

estar afectada.

Després d'haver vist que el silenciament d'mANT2 comporta una
disminucié molt petita de la capacitat de creixement, vam estudiar si aquest
fenomen quedava reflectit a nivell de cicle cel-lular (Figura 37B). Es va quantificar
per citometria de flux, mitjancant el marcatge del DNA amb iodur de propidi, la
poblacié relativa de cada una de les fases del cicle cellular en cél-lules
transfectades amb els shRNA durant 48 hores. Podem observar com les cél-lules
transfectades amb I'shmANT2 presenten un petit augment de la proporcié de
céllules en la fase Sub-G,, etapa caracteritzada per englobar les cél-lules
apoptotiques. Concretament, el percentatge de cél-lules en Sub-G, és del 5.56%,

mentre que en les altres dues situacions (ShANTm i shmANT1) és de menys del 3%.

En resum, el silenciament d'mANT2 en cél-lules HIB-1B produeix una
lleugera disminucié del creixement cel-lular que s’acompanya d’un petit augment
de l'apoptosi, fet que queda reflectit en I'augment del percentatge de cél-lules en

fase sub-G,, el que indicaria un possible paper protector d’'mANT2.
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Figura 37. Andlisi de la proliferacié i del cicle cel-lular en cél-lules HIB-1B transfectades
amb els shRNA d’'mANT1 i mANT2. (A) Determinacié del contingut de proteina total
mitjancant tincié amb sulforodamina B i (B) del cicle cel-lular en céllules HIB-1B
transfectades amb shANTm, shmANT1 i shmANT2 durant 48 hores. (C) Immunodeteccié i
quantificacié del PCNA i la tubulina (control de carrega) en 15 pg d’extracte total de
cél-lules HIB-1B transfectades amb shANTm, shmANT1 i shmANT2 durant 48 hores. *
representa diferéncies significatives entre shANTm i shmANT1 o shmANT2, i # entre
shmANT1 i shmANT2.

Seguidament es van analitzar els possibles canvis metabolics que
comportava el silenciament de les isoformes d’ANT. Es van transfectar cél-lules
HIB-1B amb shANTm, shmANT1 i shmANT2 durant 48 hores i es va quantificar el
consum de glucosa (Figura 38A) i la produccié de lactat (Figura 38B), valors que
corresponen a les diferéncies de concentracié d’aquests dos metabolits entre el
temps inicial i les 48 hores de transfeccié. El silenciament d’'mANT1 no comporta
cap diferéncia en el consum de glucosa ni en la produccié de lactat respecte les
cél-lules transtectades amb I'shANTm. En canvi, el silenciament d'mANT2 produeix
un augment del 50% en el consum de glucosa i un 28% en la produccié de lactat

en comparacié a les cél-lules control, esdevenint cél-lules més glucolitiques.

Amb la finalitat d’aprofundir en el metabolisme glucolitic associat a cada
una de les situacions de silenciament en cél-lules HIB-1B, es va quantificar la

capacitat d’aquestes cél-lules per a oxidar la glucosa (Figura 38C). El silenciament
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d’mANTT, respecte les cél-lules transfectades amb I’shANTm (control), produeix un
augment del 36% en l'oxidacié de la glucosa, mentre que el silenciament

d’mANT2 produeix una disminucié del 30% en I'esmentada capacitat oxidativa.

A nivell transcripcional es va quantificar per real-time PCR els nivells
d’mRNA dels gens del GLUT1 i de la PDK4 en cél-lules HIB-1B transfectades amb
els shRNA durant 48 hores (Figura 38D). El silenciament d’una o altra isoforma
ANT no produeix canvis destacables en |'expressi6 de cap d’aquestes dues

proteines involucrades en la regulacié de les vies d’utilitzacié de la glucosa.

Per Gltim, es va analitzar per wesfern blot els nivells d’una altra proteina
relacionada amb la regulacié de la via glucolitica, I"hexoquinasa 2 (HKII). A partir
de l'extracte total de cél-lules HIB-1B transfectades amb shANTm, shmANT1 o
shmANT2 durant 48 hores es va immunodetectar I’'HKII i la tubulina (control de
carrega) (Figura 38E). Mentre que el silenciament d’'mANT1 no varia els nivells
proteics respecte la situacié control, el silenciament d’'mANT2 produeix un clar

augment en els nivells de proteina de I"HKII.

Per tant, el silencioment d'mANT2 en cél-lules HIB-1B estimula el
metabolisme glucolitic, mentre que el silenciament d’'mANT1 no, el que indicaria
que aquesta isoforma en cél-lules HIB-1B és poc rellevant metabolicament, tot i

I’'augment de I'oxidacié que comporta el seu silenciament.
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Figura 38. Caracteritzaci6 del perfil metabodlic de les cél-lules HIB-1B transfectades amb
els shRNA d’'mANT1 i mANT2. (A) Determinacié del consum de glucosa i (B) de la
produccié de lactat durant les 48 hores de transfeccié de les céllules HIB-1B amb
shANTm, shmANT1 i shmANT2. (C) Determinacié de l'oxidacié de '*C-glucosa i (D)
determinacié de I'expressié génica de GLUT1 i PDK4 mitjancant rea/-time PCR en cél-lules
HIB-1B transfectades amb shANTm, shmANT1 i shmANT2 durant 48 hores. (E)
Immunodeteccié i quantificacié de I’hexoquinasa Il (HKII) i la tubulina (control de carrega)
en 15 pg d’extracte total de cél-lules HIB-1B transfectades amb shANTm, shmANT1 i
shmANT2 durant 48 hores. * representa diferéncies significatives entre shANTm i shmANT1
o0 shmANT2, i # entre shmANT1 i shmANT2.

Amb I'objectiv d’estudiar si el silenciament de les isoformes mANTT i
mANT2 de ratoli té¢ conseqiéncies en el funcionament mitocondrial, es van
transfectar cél-lules HIB-1B amb shANTm, shmANT1 o shmANT2 durant 48 hores i
es va mesurar la produccié de ROS (Figura 39A). Tant el silenciament d’'mANT1
com el d’'mANT2 produeix una disminucié de la produccié de ROS, tot i que en el
cas d'mANT2, aquesta baixada és superior a la que té lloc amb el silenciament
d’'mANT1. A més, en aquestes condicions experimentals, es va mesurar per real-
time PCR |'expressié génica de la superoxid dismutasa mitocondrial (SOD2), veient
que el silenciament d’'mANT2 produeix una disminucié de |I'expressié de la SOD2

(Figura 39B).
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Per altra banda, també es va mesurar |'expressi6 de les proteines
mitocondrials ndufb5, COX411, COX7c i ATP5g3 (Figura 39C). En general, cap
de les proteines analitzades varien per efecte del silenciament de les isoformes
d’ANT. Només en el cas de la ndufb5, el silenciament d’'mANT2 en disminueix la

seva expressid respecte les cél-lules transfectades amb I'shANTm (control) i
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Figura 39. Quantificacié de la produccié de ROS i de |'expressié de gens mitocondrials en
cél-lules HIB-1B transfectades amb els shRNA d’'mANT1 i mANT2. (A) Determinacié de la
produccié de ROS; i (B) determinacié de I'expressié génica de SOD2 i (C) de ndufb5,
COX411, COX7c i ATP5g3 mitjangant real-time PCR en céllules HIB-1B transfectades amb
shANTm, shmANT1 i shmANT2 durant 48 hores. Tractament en A amb antimicina A 10
MM durant 1 hora com a control positiu de produccié de ROS. * representa diferéncies
significatives entre shANTm i shmANT1 o shmANT2, i # entre shmANT1 i shmANT2.

Per tal de saber si el canvi metabolic desencadenat pel silenciament
d’'mANT2 estd associat a canvis en |'estat energétic de les cél-lules, es va mesurar
el contingut d’ATP intracel-lular de cél-lules HIB-1B transfectades amb els shRNA
durant 48 hores (Figura 40A). Les cel-lules transfectades amb I'shRNA d’'mANT1

tenen nivells d’ATP similars a les cél-lules control, mentre que el silenciament
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d’'mANT2 produeix una davallada en la concentracié d’ATP respecte les altres

condicions.

Mitiangant wesfern blot, es va analitzar si la disminucié de I'ATP en les
ceél-lules amb I'mANT2 silenciat és suficient per a produir una activacié de I’AMPK-
a (Figura 40B). Es va immunodetectar la forma fosforilada (activada) i total de
I’AMPK-a, aixi com la tubulina (control de carrega) en extractes totals de cél-lules
HIB-1B transfectades amb shANTm, shmANT1 i shmANT2 durant 48 hores.
Malgrat que el silenciament d’'mANT2 disminueix els nivells d’ATP, no es produeix
un augment en la fosforilacié de I'AMPK-a, tal i com tampoc passa amb el

silenciament d’mANT1.
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Figura 40. Quantificacié6 de I’ATP cel-lular i analisi per wesfern blot de I'activacié de
I'AMPK-a en cél-lules HIB-1B transfectades amb els shRNA d’'mANT1 i mANT2. (A)
Determinacié de I’ATP intracel-lular i (B) immunodeteccié i quantificacié de I"AMPK-a
fosforilada (AMPK-a-P), I’AMPK-a total (AMPK-a) i la tubulina (control de carrega) en 15
Hg d’extracte total de cél-lules Hela transfectades amb shANTm, shmANT1 o shmANT2
durant 48 hores. * representa diferéncies significatives entre shANTm i shmANT1 o
shmANT2 i # entre shmANT1 i shmANT2.
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Per altra banda, es va quantificar per real-time PCR |'expressié génica de
diferents citoquines per tal de saber si el silenciament de les isoformes d’ANT esta
associat a una induccié de la resposta inflamatoria (Figura 41). El silenciament
d’mANT1 disminueix |'expressié de la IL-6 i de I'MCP-1, mentre que el knockdown
d’'mANT2 produeix una potent induccié de I'expressié de TNF-a, aixi com de la IL-
6 i de MCP-1. Per tant, el silenciament d’'mANT2 condueix a una resposta

inflamatoria en les cel-lules HIB-1B.
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Figura 41. Analisi transcripcional de diversos marcadors inflamatoris en cél-lules HIB-1B
transfectades amb els shRNA d’mANT1 i mANT2. Determinacié de |'expressié génica de
TNF-a, IL-6 i MCP-1 mitjangant real-time PCR en cél-lules HIB-1B transfectades amb
shANTm, shmANT1 i shmANT2 durant 48 hores. * representa diferéncies significatives
entre shANTm i shmANT1 o shmANT2 i # entre shmANT1 i shmANT2.

181



Resultats

A part de les cél-lules HIB-1B, també es va estudiar si el silenciament de
I'mANT2 de ratoli produia una induccié de la resposta inflamatdria en
preadipocits 3T3-L1. Primer de tot es va analitzar el correcte funcionament dels
shRNA en aquesta linia cellular. Es van transfectar preadipocits 3T3-L1 amb
shANTm, shmANT1 o shmANT2 durant 48 hores i es van quantificar els nivells
d’expressi6 d’'mANT1 i mANT2 per real-time PCR (Figura 42). Les cél-lules
transfectades amb I'shmANT1 tenen uns nivells d’'mRNA d’ANT1 inferiors al 50%
dels de les cél-lules transfectades amb I'shANTm (control), sense que es modifiquin
els nivells d’expressié d’'mANT2. Per la seva banda, la transfeccié amb shmANT2
disminueix I'expressi6 d’'mANT2 a la meitat dels nivells de les cél-lules control,
sense modificar "expressié d'mANT1. En conseqiéncia, la transfeccié amb els
shRNA té la capacitat de modificar la relacié mANT2/mANT1 en més de 4
vegades entre la situacié de silenciament d’'mANT1, on la relacié és de 0.94 (la

relacié en les cél-lules control és de 0.53), mentre que el silenciament d’'mANT2

estableix una relacié mANT2/mANT1 de 0.23.
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Figura 42. Caracteritzacié de |'eficiencia de silenciament génic dels shRNA de les
isoformes mANT1 i mANT2 en cél-lules 3T3-L1. Determinacié de I'expressié génica de les
isoformes mANT1 i mANT2 de ratoli mitjancant rea/-time PCR i calcul de la relacié
mANT2/mANT1, després de la transfeccié de preadipocits 3T3-L1 amb shANTm,
shmANT1 o shmANT2 durant 48 hores. * representa diferéncies significatives entre
shANTm i shmANT1 o shmANT2, i # entre shmANT1 i shmANT2.
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A continuacié, es va andlitzar per real-time PCR |'expressié génica de
diferents marcadors inflamatoris (Figura 43). Tal i com passa en les cél-lules HIB-
1B, el silenciament d’'mANT2 genera una important induccié transcripcional de les
citoquines TNF-a i IL-6. Tanmateix, el silenciament d’'mANT1 en preadipocits 3T3-
L1 també produeix un petit augment en |'expressié de la IL-6 respecte les cél-lules
control (shANTm). Per tant, el silenciament d’'mANT2 produeix una activacié de la

resposta inflamatoria en cel-lules 3T3-L1, igual que passa en HIB-1B.
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Figura 43. Andlisi transcripcional de diversos marcadors inflamatoris en cél-lules 3T3-L1
transfectades amb els shRNA d’mANT1 i mANT2. Determinacié de |'expressié génica de
TNF-a i IL-6 mitiancant real-time PCR en cél-lules HIB-1B transfectades amb shANTm,
shmANT1 i shmANT2 durant 48 hores. * representa diferéncies significatives entre shANTm
i shmANT1 o shmANT2 i # entre shmANT1 i shmANT2.
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1.3 Resposta inflamatoria per efecte del silenciament génic de I’ANT3 humana i

de I’ANT2 de ratoli.

Com a conseqiéncia del fet que el silenciament d’hANT3 en cel-lules
humanes i d’'mANT2 en cél-lules de ratoli produeix una induccié de I'expressié de
diverses citoquines, vam aprofundir en estudiar la importancia d’aquesta resposta
inflamatoria i si esta relacionada amb una situacié de compromis energétic o hi

intervenen altres elements implicats en |"estrés cel-lular.

Primer de tot vam estudiar si la manca de produccié d’ATP mitocondrial
mitjangant la inhibicié d’alguns dels components dels sisema OXPHOS, induia en
les cél-lules Hela una resposta similar. Es van incubar durant 6 hores cél-lules
Hela amb DMSO (vehicle), oligomicina 10 uM (inhibidor de I’ATP-sintasa o
complex V), rotenona 100 nM (inhibidor de la NADH-deshidrogenasa o complex
), atractilat 100 pM (inhibidor d’ANT) i antimicina A 10 UM (bloguejador de la
transferéncia d’electrons entre el citocrom b i el citocrom ¢, en el complex lll). Cal
destacar que mentre la rotenona i I’antimicina A actuen inhibint la transferéncia
d’electrons, és a dir, la respiracié, I'oligomicina i "atractilat actuen impedint la
sintesi d’ATP. A més, aquests tractaments es van realitzar en preséncia, o no, del
quelant de ROS N-acetilcisteina (NAC) a una concentracié de 10 mM, per tal
d’esbrinar si I'efecte dels diferents productes és depenent de ROS (Figura 44A). El
tractament amb oligomicina no produeix cap canvi en I'expressié de TNF-a, perd
si una important induccié de la IL-6, la qual no depén de ROS, ja que I'augment
d’expressié ¢ lloc tant en la situacié d'incubacié sense NAC com en preséncia de
NAC. En canvi, el tractament amb rotenona produeix una petita disminucié de
TNF-a i d’IL-6, efecte que desapareix quan el tractament té lloc en preséncia de
NAC. La resta de tractaments no tenen cap efecte en la regulacié de I'expressié

génica d’aquestes dues citoquines, independentment de la preséncia de NAC.

184



Resultats

TNF-a L6
ook

= = n N
o o o

MRNA/18S rRNA (Folds)
o
o

4
B o
83
+
+

DMSO

Oligomicina 10 pM
Rotenona 100 nM
Atractilat 100 pM
Antimicina A 10 pM

Equivalents DCF/
Proteina (Folds)
[ =
o 0

o
q

[ATP]/Proteina (Folds)

Figura 44. Analisi transcripcional de diversos marcadors inflamatoris i quantificacié de la
produccié de ROS i ATP intracellular en cél-lules Hela tractades amb inhibidors de
diversos complexes del sisema OXPHOS. (A) Determinacié de I"expressié génica de TNF-a
i IL-6 mitjancant real-time PCR i (B) quantificacié de la produccié de ROS en cél-lules Hela
tractades amb DMSO (vehicle), oligomicina 10 uM, rotenona 100 nM, atractilat 100 uM
o antimicina 10 UM en preséncia, o no, de |'antioxidant N-acetilcisteina (NAC) durant 6
hores. (C) Quantificacié de I’ATP intracel-lular de cél-lules Hela incubades amb DMSO o

oligomicina 10 UM durant 3 hores. * representa diferéncies significatives per efecte dels

inhibidors dels complexos del sistema OXPHOS i # per efecte del NAC.

Paral-lelament es va mesurar la produccié de ROS en les mateixes
condicions experimentals utilitzades per a I"andlisi transcripcional dels marcadors
inflamatoris (Figura 44B). El tractament amb oligomicina produeix una disminucié
en la produccié de ROS respecte a la situacié control (DMSO), mentre que
I"atractilat I'augmenta. Quan els tractaments es realitzen en preséncia de NAC, la
produccié de ROS no és diferent de la que té lloc en abséncia del quelant de

ROS, mantenint-se més baixa en les cél-lules tractades amb oligomicina, tret del
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cas del tractament amb antimicina A, on la produccié de ROS disminueix respecte

a la situacié sense NAC.

Per Gltim, es va mesurar la concentracié d’ATP intracel-lular de les cél-lules
Hela incubades amb oligomicina 10 UM durant 3 hores (Figura 44C). La inhibicié
de I’ATP-sintasa per part de I'oligomicina produeix una disminucié del poo/ d’ATP.
Per tant, la induccié de la resposta inflamatdria en les cél-lules Hela incubades
amb oligomicina no estd associada a un augment de la produccié de ROS perd si

a una disminucié de I’ATP cel-lular.

Amb el propdsit d’estudiar si |’efecte inductor de la resposta inflamatoria de
I'oligomicina també té lloc en altres linies cellulars humanes, es van incubar
cél-lules HepG, amb oligomicina 10 UM, amb o sense NAC, durant 3 o 6 hores i
es va quantificar "expressié génica del TNF-a (Figura 45A). El tractament amb
oligomicina produeix un augment de |'expressié de TNF-a a les 3 i a les 6 hores.
A més, la produccié de ROS a les 3 hores de tractament (Figura 45B) no es veu

modificada per efecte de |'oligomicina i és independent de NAC.
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Figura 45. Andlisi transcripcional del TNF-a i quantificacié de la produccié de ROS en
cel-lules HepG, tractades amb oligomicina. (A) Determinacié de I'expressié génica de TNF-
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o mitjancant real-time PCR en cél-lules HepG, tractades durant 3 o 6 hores amb DMSO
(vehicle) o oligomicina 10 UM en preséncia, o no, de I'antioxidant N-acetilcisteina (NAC).
(B) Quantificacié de la produccié de ROS en céllules HepG, incubades amb DMSO o
oligomicina 10 UM durant 3 hores. * representa diferéncies significatives per efecte de
I'oligomicina, i # per efecte del NAC.
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Perseguint el mateix objectiu que amb les cél-lules Hela i HepG,, també
s’ha analitzat com la inhibicié del sistema OXPHOS indueix una resposta
inflamatoria en céllules HIB-1B de ratoli. Es van incubar céllules HIB-1B amb
oligomicina 10 UM, rotenona 100 nM i atractilat 100 M durant 6 hores i es va
quantificar I'expressié génica de diverses citoquines (Figura 46). L'oligomicina
produeix un important augment de "expressié del TNF-a, de la IL-6 i del MCP-1.
La rotenona també indueix clarament |expressié de la IL-6 i de MCP-1, perd
I'efecte sobre el TNF-a no és estadisticament significatiu, tal i com passa amb el
tractament amb atractilat, 'efecte inductor del qual és menor en totes les

citoquines analitzades.
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Figura 46. Analisi transcripcional de diversos marcadors inflamatoris en cel-lules HIB-1B
tractades amb inhibidors de diversos complexes del sistema OXPHOS. Determinacié de
I'expressié génica de TNF-a, IL-6 i MCP-1 mitjancant rea/-time PCR en cél-lules HIB-1B
tractades amb DMSO (vehicle), oligomicina 10 UM, rotenona 100 nM o atractilat 100 uM

*

durant 6 hores. * representa diferéncies significatives per efecte dels inhibidors dels

complexos del sisema OXPHOS.

Havent vist que la alteracié de I'estat energétic per inhibicié del sistema
OXPHQOS estd associada a una resposta inflamatdria i que aquesta no estd
produida per un augment de la produccié de ROS, es va voler confirmar que la
induccié de la resposta inflamatoria produida pel silenciament d’hANT3 en
cél-lules humanes i pel silenciament d'mANT2 en cél-lules de ratoli també estd

desvinculada de la produccié de ROS.
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En primer lloc, es van transfectar durant 48 hores cél-lules Hela amb
shANTm, shhANT2 o shhANT3, amb o sense NAC les Gltimes 24 hores, i es va
mesurar |"expressié génica de TNF-a (Figura 47). A més, es van tractar cél-lules
Hela amb antimicina A 10 UM durant 6 hores com a control positiu de produccié
de ROS. En abséncia de NAC, el silenciament d’"hANT3 augmenta clarament
I'expressié de TNF-a. En preséncia de NAC, I'expressié de TNF-a disminueix en
les cél-lules tractades amb antimicina A i en les transfectades amb I'shANTm
respecte a les condicions d’incubacié sense NAC. En canvi, les cél-lules
transfectades amb 1'shhANT2 i I’'shhANT3 no modifiquen I'expressié de TNF-a per

efecte del NAC, mantenint-se la induccié per efecte del silenciament d’"hANT3.
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Figura 47. Anadlisi transcripcional del TNF-a en cél-lules Hela transfectades amb els
shRNA d’hANT2 i hANT3 en preséncia de NAC. Determinacié de |'expressié génica de
TNF-a mitiancant real-time PCR en cél-lules Hela transfectades amb shANTm, shhANT2 o
shhANT3 durant 48 hores en preséncia, o no, de I'antioxidant N-acefilcisteina (NAC)
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o

5

durant les Gltimes 24 hores. Tractament amb antimicina A 10 uM durant 6 hores com a
control positiv de produccié de ROS. * representa diferéncies significatives entre shANTm i
shhANT2 o shhANT3, i # entre shhANT2 i shhANT3.

Segonament, es van transfectar cél-lules HIB-1B amb els shRNA durant 48
hores, amb o sense NAC les Gltimes 24 hores i es va mesurar la transcripcié
génica de TNF-a (Figura 48). El silenciament d’'mANT2 produeix un augment de

I"expressié del TNF-a, efecte que és independent de NAC. Per tant, la induccié de
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les citoquines inflamatories per efecte del silenciament de I’hANT3 huma o de

I'mANT2 de ratoli és independent de ROS.
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Figura 48. Andlisi transcripcional del TNF-a en cél-lules HIB-1B transfectades amb els
shRNA d’mANT1 i mANT2 en preséncia de NAC. Determinacié de |'expressié génica de
TNF-a mitjangant rea/-time PCR en cél-lules HIB-1B transfectades amb shANTm, shmANT1

o shmANT2 durant 48 hores en preséncia, o no, de |'antioxidant N-acetilcisteina (NAC)

durant les Oltimes 24 hores. * representa diferéncies significatives entre shANTm i

shmANT1 o shmANT2, i # entre shmANT1 i shmANT2.

Havent descartat la implicacié de la produccié de ROS en la induccié de
les citoquines, es van estudiar altres mecanismes responsables de |'activacié de la
resposta inflamatoria. Un d’aquests possibles mecanismes és |'estrés de reticle
endoplasmatic, el qual pot ser induit, entre altres fendmens, per alteracions de
I’equilibri REDOX o en la regulacié del Ca**, o la manca de glucosa (Xu et al.,
2005). Aixi, es va analitzar, en cél-lules transfectades amb els shRNA, I'expressio
génica de I'Hspa5 (Gpr78) i CHOP10 (DDIT3), els qual sén gens utilitzats com a

marcadors d’estrés de reticle.

El silenciament d’hANT2 huma en cél-lules Hela produeix una disminucié
de CHOP10 (Figura 49A), perd no modifica Hspa5. Emperd, el silenciament
d’hANT3, que és la condicié que genera una induccié de la resposta inflamatdria,
no produeix cap efecte en |'expressié d’aquests dos marcadors. En el cas de les
isoformes de ratoli, el silenciament d’'mANT1 no produeix canvis en |'expressié de
Hspa5 o CHOP10 en les cél-lules HIB-1B, perd el silenciament d’'mANT2 si t& una

tendéncia a induir-ne la seva expressié (Figura 49B), resultat que es confirma amb
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els preadipocits 3T3-L1 (Figura 49C), on aquesta tendéncia del silenciament
d’'mANT2 a augmentar I"expressié d’Hspa5 i CHOP10 és tradueix en un augment

significatiu.

Per tant, I'estrés de reticle no sembla estar implicat en la induccié de la
resposta inflamatdria com a conseqiéncia del silenciament de I"hANT3 huma.
Tanmateix, en el cas del silencioament de I'mANT2 de ratoli, no es pot descartar
que |'estrés de reticle actui en la induccié de la resposta inflamatoria. Aixd podria
estar relacionat amb el major grau d’efecte que s’observa amb el silenciament

d’'mANT2 en céllules de ratoli que amb el silencioment d’hANT3 en cél-lules

humanes.
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Figura 49. Analisi transcripcional de marcadors d’estrés de reticle endoplasmatic en
cel-lules Hela, HIB-1B i 3T3-L1 transfectades amb els shRNA. Determinacié de |'expressi6
génica de Hspa5 i CHOP10 mitjancant rea/-time PCR en (A) cél-lules Hela transfectades
amb shANTm, shhANT2 o shhANT3 durant 48 hores; i (B) en cél-lules HIB-1B i (C) en
preadipocits 3T3-L1 transfectats amb shANTm, shmANT1 o shmANT2 durant 48 hores. *
representa diferéncies significatives per efecte dels shRNA respecte shANTm.

Després d’haver analitzat els possibles mecanismes que vinculin el
silenciament especific d’una isoforma ANT amb la resposta inflamatoria, vam
volem esbrinar si la induccié transcripcional de les diferents citoquines va

acompanyada de la seva sintesi i allibberament al medi, i si sén funcionals.
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Un dels métodes més directes per a la quantificacié en medi de les
citoquines descrites que augmenten la seva expressié per efecte del silenciament
d’hANT3 en cellules Hela és per ELISA. També es va optar per intentar
immunodetectar les citoquines per western blot. Emperd, aquests métodes sén poc
sensibles en el nostre cas, pel que vam haver d’utilitzar altres sistemes que ens
permetessin comprovar la secrecié de les citoquines al medi. Aixi, vam optar per a
realitzar un bioassaig mitjancant '0s de medis condicionats, el que permet
estudiar els efectes de les citoquines alliberades en els medis de cultiu de les

cel-lules transfectades amb els shRNA.

Primerament, es van transfectar cél-lules Hela amb el gen reporter NF-kB-
Luc, que codifica per I'enzim luciferasa sota el control del promotor d’NF-kB, el
qual respon a estimuls com estrés, radicals lliures, irradiacié d’UV, antigens
bacterians o virals, o citoquines. Per tant, el grau d’expressié i activitat luciferasa
depén de I'activacié del promotor. 24 hores després de ser transfectades, les
ceél-lules es van incubar durant 24 hores més amb medis provinents de cél-lules
Hela préviament transfectades amb 1'shANTm, 1’shhANT2 o I'shhANT3 durant 48
hores. A més a més, també es van tractar cél-lules transfectades amb NF-kB-Luc
amb TNF-a 10 ng/ml durant 3 hores com a control positiu del sistema de
transfeccié de la construccié NF-kB-Luc, resposta del promotor i activitat luciferasa
(Figura 50A). L'activitat del promotor NF-kB de les cél-lules incubades amb el
medi provinent de les céllules silenciades per hANT2 sén similars a la de les
ceél-lules incubades amb el medi de cél-lules control (shANTm), mentre que les que
han estat incubades amb el medi de cél-lules amb hANT3 silenciat, que sén les
que mostraven una induccié transcripcional de les citoquines, presenten un
augment en |'activitat del promotor, tot i que no arriba a ser estadisticament

significatiu.
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Figura 50. Mesura de I'activitat luciferasa regulada pel promotor d’NF-kB i analisi
transcripcional de marcadors inflamatoris en cél-lules Hela en resposta a la incubacié
amb medis provinents de cél-lules Hela transfectades amb els shRNA d’hANT2 i hANT3.
(A) Quantificacié de I'activitat luciferasa (corregida per I'activitat renilla) regulada per
I"activitat del promotor d’NF-kB en cél-lules Hela cotransfectades amb les construccions
NF-kB-Luciferasa i Renilla durant 24 hores i incubades durant 24 hores més amb els medis
provinents de cél-lules Hela transfectades amb shANTm, shhANT2 o shhANT3 durant 48
hores. (B) Determinacié de I'expressié génica de TNF-a, IL-6 i MCP-1 mitjangant rea/-time
PCR en cél-lules Hela incubades durant 48 hores amb els medis provinents de cél-lules
Hela transfectades amb shANTm, shhANT2 o shhANT3 durant 48 hores en preséncia, o
no, de 2 pUg/ml d’anticds anti-TNF-a. Tractament de céllules Hela amb TNF-a 10 ng/ml

durant 3 hores com a control positiu. * representa diferéncies significatives entre el medi

shANTm i shhANT2, shhANT3 o TNF-q, i # per efecte de I'anticos anti-TNF-a.

Degut a la manca d’una resposta clara per part del promotor NF-kB-Luc
als medis provinents de les cél-lules Hela transfectades amb els shRNA, es va
optar per estudiar directament la resposta transcripcional de diverses citoquines en
céllules Hela per efecte d’aquests medis. Aixi, es van incubar cél-lules Hela
durant 48 hores amb els medis obtinguts dels cultius de cél-lules Hela
transfectades amb shANTm, shhANT2 o shhANT3 durant 48 hores. A més, es va
realitzar la incubacié amb preséncia, o no, de 2 pug/ml d’anticods anti-TNF-a, per

tal de descriure la importancia d’aquesta citoquina en la possible resposta de les

192



Resultats

cél-lules. A part, també es va incloure un tractament de cél-lules Hela amb 10
ng/ml de TNF-a com un control de sensibilitat de resposta de les cél-lules Hela a
aquest factor i com a control del correcte funcionament de I"anticds bloquejador
(Figura 50B). Tot i que les cél-lules Hela augmenten |'expressié de TNF-a, IL-6 i
MCP-1 en resposta al tractament amb TNF-a i que aquest estimul desapareix per
efecte de la preséncia de I'anticos anti-TNF-a, la incubacié amb qualsevol dels

medis no produeix cap resposta transcripcional d’aquestes citoquines.

Per tant, en cél-lules Hela, la produccié de citoquines per efecte del
silenciament d’hANT3 no sembla ser suficient per a induir una resposta bioldgica.
En funcié d’aquests resultats, els quals no sén concloents ja que I'Us dels medis
condicionats no produeixen una resposta clara en les cél-lules Hela incubades,
vam dur a terme aquestes mateixes aproximacions amb cél-lules HIB-1B, les quals
tenen una resposta franscripcional més potent per efecte del silenciament
d’mANT2, amb I'objectiu de confirmar si aquesta induccié es tradueix amb la seva

sintesi i secrecid.

Primer, es van cotransfectar cél-lules HIB-1B amb el gen reporter NF-kB-
Luc durant 24 hores, i posteriorment es van incubar durant 24 hores més amb
medis provinents de cél-lules HIB-1B transfectades préviament durant 48 hores
amb shANTm, shmANT1 o shmANT2 (Figura 5TA). A més, es van incubar cél-lules
HIB-1B amb TNF-a 10 ng/ml o LPS 250 ng/ml durant 3 hores com a controls
positius d’activacié del promotor d’NF-kB. En aquest sentit, les cél-lules HIB-1B
transfectades amb la construccié NF-kB-Luc responen de forma destacable a I'LPS,
mentre que el tractament amb TNF-a no indueix I'activitat luciferasa. La incubacié
amb el medi obtingut de céllules transfectades amb I'shmANT1 produeix un
augment del 35% de I'activitat del promotor NF-kB respecte les cél-lules
incubades amb el medi provinent de céllules transfectades amb I'shANTm. Per
altra banda, la incubacié amb el medi obtingut de les cél-lules transfectades amb
I’'shmANT2 produeix un 67% d’augment de I'activitat luciferasa. Per tant, el medi
obtingut de les cél-lules HIB-1B amb silenciament d’'mANT2 es capac de produir

una resposta inflamatdria.
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Figura 51. Mesura de |'activitat luciferasa regulada pel promotor d’NF-kB i analisi
transcripcional de marcadors inflamatoris en cél-lules HIB-1B en resposta a la incubacié
amb medis provinents de cél-lules HIB-1B transfectades amb els shRNA d’'mANT1 i
mANT2. (A) Quantificacié de I'activitat luciferasa (corregida per I"activitat renilla) regulada
per l'activitat del promotor d’NF-kB en célllules HIB-1B cotransfectades amb les
construccions NF-kB-Luciferasa i Renilla durant 24 hores i incubades durant 24 hores més
amb els medis provinents de céllules HIB-1B transfectades amb shANTm, shmANT1 o
shmANT2 durant 48 hores. Tractament de cél-lules HIB-1B amb LPS 250 ng/ml o TNF-a
10 ng/ml durant 3 hores com a control positiv d’activitat del promotor. (B) Determinacié
de I'expressié génica de TNF-a, IL-6 i MCP-1 mitjangant real-time PCR en cél-lules Hela
incubades durant 48 hores amb els medis provinents de cél-lules HIB-1B transfectades
amb shANTm, shmANT1 o shmANT2 durant 48 hores en preséncia, o no, de 2 pg/ml
d’anticos anti-TNF-a. Tractament de cél-lules HIB-1B amb TNF-a 10 ng/ml durant 3 hores

com a control positiu. * representa diferéncies significatives entre shANTm i shmANT1 o

shmANT2, i # entre shmANT1 i shmANT2.

Amb I'objectiu d’estudiar la contribucié del TNF-a en aquesta resposta, es
van incubar cgl-lules HIB-1B amb la preséncia, o no, de 2 pg/ml d’anticds anti-
TNF-a durant 6 hores amb medis provinents de cél-lules HIB-1B transfectades amb
shANTm, shmANT1 o shmANT2 durant 48 hores i es van quantificar per real-time
PCR els nivells d’expressié de TNF-a, IL-6 i MCP-1. A més, es va realitzar un

tractament amb 10 ng/ml de TNF-a (Figura 51B). Es torna a confirmar que el
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TNF-a no indueix I'expressié de TNF-a ni de la IL-6 en cél-lules HIB-1B. Empero,
el tractament amb TNF-a si indueix |'expressié d'MCP-1, i es perd quan hi ha
anticos en el medi d’incubacié. Respecte a I'efecte produit per la incubacié amb
els medis, el medi obtingut de cél-lules HIB-1B transfectades amb |'shmANT2
produeix un important augment de I’expressié de TNF-a i IL-6, i en menor mesura,
d’MCP-1. Aquest efecte inductor no depén de TNF-a, ja que I'anticos afegit al

medi d’incubacié no bloqueja aquest efecte.

Per tal de confirmar que en el medi de cultiu procedent de les cél-lules HIB-
1B hi ha present una barreja de factors capacos d’induir una resposta inflamatoria
en altres cél-lules, es van incubar altres linies cel-lulars amb aquests medis. En
primer lloc es van utilitzar macrofags de ratoli Raw 264.7 (Figura 52A), que al
tractar-se de la linia limfocitaria, a priori, haurien de ser sensibles als estimuls
produits per citoquines com TNF-a. Els macrofags Raw incubats amb el medi
provinent de les cél-lules HIB-1B transfectades amb I'shmANT2 augmenten la
transcripcié de TNF-a, IL-6 i MCP-1, independentment de la preséncia d’anticos
anti-TNF-a. El medi provinent de les cél-lules HIB-1B transfectades amb
I’'shmANT1 no duu a terme cap efecte diferent en la regulacié transcripcional
d’aquestes citoquines respecte a les incubades amb el medi shmANT1.
Estranyament, aquestes cél-lules no indueixen |"expressié de TNF-a, IL-6 o MCP-1

quan sén incubades amb 10 ng/ml de TNF-a.

Amb I'objectiu de comprovar que els macrofags Raw 264.7 sén capacos
de respondre a estimuls proinflamatoris, es van incubar macrofags amb TNF-a 10
ng/ml o LPS 1 pg/ml durant 6 hores i es va determinar I’expressié génica de TNF-
o i de MCP-1 (Figura 52B). Es confirma que el tractament amb TNF-a no té cap
efecte en la induccié de la transcripcié del gen del TNF-a i un petit augment de
I'expressié d'MCP-1. En canvi, I'LPS produeix un potent efecte activador de la
transcripcié de TNF-a i d’"MCP-1, molt superior al induit per TNF-a. Per tant, fot i
que contrariament al que esperavem els macrofags Raw tenen una molt baixa
sensibilitat al TNF-a, si responen al medi provinent de les cél-lules HIB-1B

silenciades per mANT2.
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Figura 52. Andlisi transcripcional de marcadors inflamatoris en macrdfags Raw i adipdcits
3T3-L1 en resposta a la incubacié amb medis provinents de cél-lules HIB-1B transfectades
amb els shRNA d’'mANT1 i mANT2. (A) Determinacié de |'expressié génica de TNF-a, IL-6
i MCP-1 mitjangant real-time PCR en macrofags Raw incubats durant 48 hores amb medis
provinents de cél-lules HIB-1B transfectades amb shANTm, shmANT1 o shmANT2 durant
48 hores en preséncia, o no, de 2 pg/ml d’anticds anti-TNF-a. Tractament de cél-lules
Hela amb TNF-a 10 ng/ml durant 3 hores com a control positiu. (B) Determinacié de
I'expressié génica de TNF-a i MCP-1 mitjancant rea/-time PCR en macrdfags Raw incubats
amb aigua (vehicle), TNF-a 10 ng/ml o LPS 1 pg/ml durant 6 hores. (C) Determinacié de
I'expressié génica de TNF-a, IL-6 i MCP-1 mitjangant rea/-fime PCR en adipocits 3T3-L1
incubats durant 48 hores amb medis provinents de cél-lules HIB-1B transfectades amb
shANTm, shmANT1 o shmANT2 durant 48 hores. * representa diferéncies significatives
entre shANTm i shmANT1 o shmANT2, i # entre shmANT1 i shmANT2.
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Segonament, es van incubar adipocits 3T3-L1 amb els medis provinents de
ceél-lules HIB-1B silenciades per mANT1 o mANT2, ja que els adipocits dintre del
seu confext fisioldgic estan altament regulats pels senyals inflamatoris. En aquest
cas, els adipocits 3T3-L1 responen clarament al medi de cél-lules HIB-1B
transfectades amb 1'shmANT2, augmentant la transcripcié de TNF-q, tot i que no

es produeix una resposta de la IL-6 ni del MCP-1 (Figura 52C).

Aixi, tot i que les cél-lules HIB-1B i els macrofags Raw 264.7 tenen una molt
baixa resposta al TNF-a, el conjunt de resultats en les diferents cél-lules utilitzades
ens indica que el medi provinent de cél-lules HIB-1B transfectades amb |'shmANT2
conté un conjunt de factors capacos d’induir una resposta inflamatoria en les

cél-lules incubades.

Finalment, després d’haver analitzat que els medis provinents de cél-lules
HIB-1B transfectades amb els shRNA contenen una barreja de citoquines capaces
de produir una resposta inflamatoria en altres cél-lules incubades amb aquests
medis, es va quantificar la concentracié de proteina de les diferents citoquines que
s'indueixen transcripcionalment (TNF-a, IL-6 i MCP-1) per efecte del silenciament
d’mANT2 mitjancant MILLIPLEX® MAP Kit (Figura 53). Els medis provinents de
cel-lules HIB-1B silenciades per mANT2 contenen aproximadament 20 vegades
més d’IL-6 i el doble de MCP-1 que els medis de cellules HIB-1B transfectades
amb shANTm o shmANT1. Respecte al TNF-a, els seus nivells en els medis sén

inferiors als limits de deteccié de la técnica.
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Figura 53. Quantificaci6 de les citoquines en medi de cél-lules HIB-1B transfectades amb
els sShRNA d’mANT1 i mANT2. Determinacié mitjancant MILLIPLEX® MAP Kit de la IL-6 i
MCP-1 en medis provinents de cél-lules HIB-1B transfectades amb shANTm, shmANT1 i
shmANT2 durant 48 hores. * representa diferéncies significatives entre shANTm i shmANT1
o0 shmANT2, i # entre shmANT1 i shmANT2.

Per tant, el silencioment d’'mANT2 en cél-lules HIB-1B desencadena la
induccié génica de TNF-a, IL-6 i MCP-1 i d’aquestes, la IL-6 i 'MCP-1 sén
secretades al medi en suficient quantitat per a ser capaces de produir una resposta

inflamatoria en altres célllules quan sén incubades amb aquest medi.
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Ill. EFECTES DE LA SOBREEXPRESSIO DE LA ISOFORMA 2 HUMANA DE
L’ADENINA NUCLEOTID TRANSLOCASA EN LINIES CEL-LULARS HUMANES | DE
RATOLI.

L'objectiv d’aquest bloc d’experiments era estudiar els efectes funcionals
derivats de la sobreexpressié de la isoforma hANT2 humana en diverses linies
cel-lulars, tant humanes com de ratoli. La isoforma hANT1 humana no s’ha
estudiat ja que la seva expressié estd molt restringida a cor, méscul esquelétic i
cervell, i no ha estat un objectiu del present treball I'estudi de la seva activitat. A
més, la sobreexpressid d’aquesta isoforma indueix apoptosi (Zamora et al.,
2004b). Aixi mateix, degut a qué la sobreexpressié d’'hANT3 en cultius cel-lulars
també genera apoptosi (Zamora et al., 2004a), només s’han estudiat les
conseqiéncies metaboliques derivades de la sobreexpressié d’"hANT2 en cél-lules

Hela, HepG,, C,C,, i 3T3-L1.

lII.1 Sobreexpressié de I'ANT2 humana en cél-lules Hela.

La sobreexpressié d’una proteina en una linia cel-lular es pot abordar mitjangant
la transfeccié transitoria o mitjancant la transduccié d’adenovirus portadors del
vector d’expressié de la proteina desitjada. En el nostre cas, obeint I'objectiu de
sobreexpressar hANT2 en diferents linies cellulars, algunes de les quals es tracten
de cel-lules diferenciades, es va optar per la transduccié adenovirica, la qual ens
ha permés la introduccié amb una elevada eficiéncia del vector d’expressié en
cél-lules tant en proliferacié (Hela, HepG,) com diferenciades (C,C,,, 3T3-L1).
Inicialment es van transduir cél-lules HeLa amb els adenovirus portadors del vector
d’expressié de GFP (control de transduccié) o d’"hANT2 a diferents MOls (10, 25,
50, 100 i 200) durant 24 o 48 hores i es va immunodetectar per wesfern blot la
proteina ANT i VDAC (control de carrega) (Figura 54A) per tal de determinar el
MOI i temps de transduccié minims que garanteixin una correcta sobreexpressid
de proteina hANT2. Aixi, podem observar com a les 24 hores ja hi ha un augment

en els nivells de proteina ANT amb I'0s d’un MQOI 25, i que a les 48 hores, també
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¢ lloc a MOlIs inferiors (MOl 10). L'4s de MOI molt alts (100 o 200) no es
tradueix en uns nivells de proteina ANT clarament superiors als aconseguits a MO
25 o 50, pel que es va decidir que un MOI de 50 era suficient per a obtenir una
potent sobreexpressié d’hANT2. A continuacié es va determinar mitjancant real-
time PCR |'expressié d’hANT3, a part de la d’"hANT2, per tal de descartar que la
sobreexpressié d’hANT2 no produia una regulacié transcripcional compensatoria,
a I'alca o a la baixa, d’"hANT3, que és I'altra isoforma present de forma important
en les cél'lules Hela (Figura 54B). La transduccié d’"hANT2 a un MOI 50 durant
48 hores produeix un augment dels nivells d’'mRNA d’"hANT2 superiors a les 60
vegades als presents en les cél-lules transduides amb GFP sense produir canvis en
I"expressié d’hANT3. Per tant, la sobreexpressié d’"hANT2 no modifica |'expressié

d’hANT3 en cél-lules Hela.

A més, també es va comprovar si la proteina hANT2 sintetitzada de novo
era transportada a mitocondri, que és la seva localitzacié fisioldgica en la cgl-lula.
Mitiancant western blot, es va immunodetectar la proteina ANT i VDAC (control de
carrega) en homogenats totals i en fraccions enriquides de mitocondris de cél-lules
Hela transduides amb GFP o hANT2 durant 48 hores (Figura 54C). En els
homogenats totals es pot observar I'augment de proteina ANT en les cél-lules
transduides amb hANT2, perd sobretot s’observa clarament I'augment de proteina
quan s’'immunodetecta ANT en la fraccié enriquida de mitocondris, certificant que
la transduccié amb hANT2 produeix un augment de proteina i que aquesta es

troba a mitocondri.
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Figura 54. Caracteritzacié de l'eficiéncia de la transduccié adenovirica de I’hANT2
humana en céllules Hela. (A) Immunodeteccié de I'ANT (N19) i VDAC (control de
carrega) en 40 pg d’homogenat total de cél-lules Hela transduides amb els adenovirus de
GFP (control) o hANT2 a diferents MOI durant 24 o 48 hores. (B) Determinacié de
I'expressié génica de les isoformes humanes d’hANT2 i hANT3 mitjangant rea/-time PCR i
(C) immunodeteccié i quantificacié de I'ANT (N19) i VDAC (control de carrega) en 40 pg
d’homogenat total o fraccié enriquida de mitocondris de cél-lules Hela transduides amb
els adenovirus GFP (control) o hANT2 (MOI 50) durant 48 hores. * representa diferéncies
significatives entre GFP i hANT2.

A continuacié es va estudiar si un augment d’"hANT2 comportava canvis en
la capacitat de créixer de les cél-lules Hela. A partir de cél-lules Hela transduides
amb els adenovirus de GFP o d’hANT2 durant 48 hores, es van aixecar les
cél-lules i es van replaquejar a baixa densitat per tal de permetre el seu creixement
sense limitacions per efecte de la confluéncia. Durant 5 dies després del
reploqueig, es va mesurar cada 24 hores el creixement cel-lular mitjangant la
quantificacié de la proteina total en el cultiu per tincié amb sulforodamina B
(Figura 55A). Per tal de comprovar I"activitat diferencial d’hANT2 i hANT3, també

es van fransduir cél-lules amb ['adenovirus d’hANT3. Les ceél-lules que
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sobreexpressen hANT2 creixen més que les cél-lules control a partir de les 72
hores del replaqueig. Per altra banda, comprovem com les céllules que
sobreexpressen hANT3 presenten un creixement nul, fet que concorda amb
I"activitat proapoptdtica que |i hem atribuit quan se sobreexpressa en cél-lules en
cultiv (Zamora et al., 2004a). Es van determinar els nivells d"hANT3 per rea/-time
PCR, per tal de confirmar que la transduccié de cél-lules Hela amb I'adenovirus
d’hANT3 durant 48 hores produeix una correcta sobreexpressié d’"hANT3 i que els
efectes proapoptotics sén deguts a aquesta sobreexpressié d’hANT3 (Figura 558).
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Figura 55. Andlisi del creixement cellular en céllules Hela transduides amb els
adenovirus de I’hANT2 i I'hANT3 humanes. (A) Quantificacié del contingut de proteina
total mitjangant tincié amb sulforodamina B cada 24 hores de céllules Hela transduides
amb |'adenovirus de GFP (control), hANT2 o hANT3 humanes. (B) Determinacié de
I'expressié génica de la isoforma hANT3 humana mitjancant real-time PCR hores de
cél-lules Hela transduides amb |"adenovirus de GFP (control), hANT2 o hANT3 humanes
(MOI 50) durant 48 hores.* representa diferéncies significatives entre GFP i hANT2 i #
entre hANT2 i hANT3.

Havent vist que una de les conseqgiéncies de I'augment d’hANT2 és
I'increment en el creixement cel-lular, es va analitzar si aquest fenomen
s‘acompanya de cap canvi metabolic. A partir dels medis de cél-lules Hela
transduides amb els adenovirus de GFP o hANT2 durant 48 hores, es va
quantificar el consum de glucosa (Figura 56A) i la produccié de lactat (Figura

56B). La sobreexpressié d’hANT2 comporta un important augment del consum de
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glucosa i de la produccié de lactat, indicant un increment de la glucolisi aerdbica.
En vistes d’aquests resultats, es va determinar per real-time PCR |'expressié génica
de dues proteines reguladores de les vies d’utilitzacié de la glucosa, la PDK4 i el
GLUT1 (Figura 56C). Tot i que no s’aprecien canvis en |'expressié de la GLUTT,
I"'augment d’hANT2 comporta una induccié de 'expressié de la PDK4, I'activitat
quinasa de la qual inhibeix 'activitat de la piruvat deshidrogenasa, que és I'enzim
encarregat de transformar el piruvat en acetil-CoA, fet que lligaria amb I'augment

de la produccié de lactat en detriment de la via oxidativa de la glucosa.
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Figura 56. Caracteritzacié del perfil metabdlic de cél-lules Hela transduides amb
I'adenovirus de I’"hANT2 humana. Quantificacié (A) del consum de glucosa i (B) de la
produccié de lactat en cél-lules Hela transduides amb I'adenovirus de GFP (control) o de
I'hANT2 humana durant 48 hores. (C) Determinacié de |'expressié génica de la PDK4 i
GLUT1 en céllules Hela transduides amb |'adenovirus de GFP o de I'"hANT2 humana
(MOI 50) durant 48 hores. * representa diferéncies significatives entre GFP i hRANT2.
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Per tal se saber si I'augment de la glucolisi desencadenat per la
sobreexpressié d’hANT2 comporta canvis en |'estat energétic de les cél-lules, es
van quantificar els nivells d’ATP (Figura 57A) i es va analitzar per wesfern blot les
formes fosforilada i total de I"AMPK-a (Figura 57B). Un augment d’hANT2 no
produeix canvis en la concentracié de I'ATP cel-lular, aixi com tampoc en
I"activacié de I’AMPK-a. Per tal de confirmar que la via d’activacié de I'’AMPK-a
estd conservada en cél-lules Hela, es van incubar cél-lules amb DMSO o CCCP
10 uM durant 3 hores i es va immunodetectar la forma fosforilada i total de
I’AMPK-a, veient que la forma activada augmenta en les cél-lules incubades amb
CCCP. Per tant, I'augment del creixement cel-lular i de la glucolisi associat a

I'augment d’"hANT2 no va acompanyat d’una alteracié de I’estat energétic de les

cellules.
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Figura 57. Quantificacié de I'ATP cel-lular i analisi per wesfern blot de I'activacié de
I'AMPK-a en cel-lules Hela transduides amb I'adenovirus de I'hANT2 humana. (A)
Quantificacié de I’ATP intracel-lular de cél-lules Hela transduides amb I'adenovirus de GFP
o de I'hANT2 humana (MOI 50) durant 48 hores. Immunodetecci6 de I’AMPK-a
fosforilada (AMPK-a-P) i total (AMPK-a) a partir de 40 pg d’extracte total de cél-lules Hela
(B) transduides amb I’adenovirus de GFP (control) o de I'hANT2 humana (MOI 50) durant
48 hores o (C) incubades amb DMSO o CCCP 10 pM durant 3 hores. * representa
diferéncies significatives entre GFP i hRANT2.
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Ja que la sobreexpressié d’hANT2 en cél-lules Hela augmenta la seva
capacitat glucolitica i la proliferacié cel-lular, ens vam plantejar saber si la
sobreexpressié d’hANT2 confereix proteccié a les cél-lules en una situacié de

manca de la funcid mitocondrial, mitjancant la inhibicié de I’ATP-sintasa per

I'oligomicina. Amb aquest objectiu, es va quantificar I’ATP de cél-lules Hela
transduides amb els adenovirus de GFP o hANT2 durant 48 hores, moment en qué
s'incuben les cél-lules durant 30 minuts amb medi DMEM amb glucosa 10 mM o

sense glucosa i, en preséncia, o no, d’oligomicina 1 0 2.5 UM (Figura 58).

En primer lloc, podem observar que les cél-lules GFP en abséncia de
glucosa durant 30 minuts no canvia els nivells d’ATP. Quan s’inhibeix el
metabolisme oxidatiu amb |"oligomicina, si hi ha disponibilitat de glucosa, les
cél-lules tenen la capacitat de mantenir els nivells d’ATP, confirmant la importancia
de la glucolisi aerdbica (efecte Warburg) en aquestes cél-lules. El tractament amb
oligomicina i en abséncia de glucosa si disminueix els nivells d’ATP, tot i que no
siguin diferéncies estadisticament significatives. Per tant, les cél-lules Hela sén
predominantment glucolitiques. No obstant, en abséncia de glucosa, les cél-lules
activen el metabolisme oxidatiu, el qual, en condicions normals, no contribueix de
manera destacable en el metabolisme energétic, perd que és capag de mantenir

I'estat energétic de les cel-lules quan aquestes no poden redalitzar la glucolisi.

Per altra banda, la sobreexpressié d"hANT2 no produeix canvis destacables
en els nivells d’ATP cel-lulars en preséncia o abséncia de glucosa. La inhibicié del
metabolisme oxidatiu amb oligomicina en cél-lules que sobreexpressen hANT2 i
disposen de glucosa en el medi no disminueix I’ATP cel-lular i, a més, existeix una
tendéncia a que aquests valors siguin superiors als de les cél-lules control (GFP).
Per Gltim, en la situacié en qué es tracten les cél-lules amb oligomicina (qualsevol
de les dues concentracions) en abséncia de glucosa, els nivells d’ATP també
disminueixen en les cél-lules amb sobreexpressié d’"hANT2. Per tant, semblaria que
quan les cél-lules es troben en una situacié en qué els hi és obligat realitzar la

glucolisi (disponibilitat de glucosa i tfractament amb oligomicina), la sobreexpressié
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d’hANT2 pot conferir a les cél-lules un cert avantatge energétic, confirmant

I"activitat proglucolitica d"hANT2.
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Figura 58. Quantificaci6 de I’ATP cel“lular en cel-lules Hela transduides amb I'adenovirus
de I'hANT2 humana i incubades amb o sense glucosa i tractades amb oligomicina.
Quantificacié de I'ATP intracel-lular de cél-lules Hela transduides amb I'adenovirus de
GFP o de I'"hANT2 humana (MOI 50) durant 48 hores i incubades amb o sense glucosa
10 mM i amb DMSO, oligomicina 1 UM o oligomicina 2.5 pM durant 30 minuts. *
representa diferéncies significatives entre GFP i hANT2, A per efecte de la glucosa i # per

efecte de I'oligomicina.

Sabent que la sobreexpressié d’hANT3 indueix apoptosi en cél-lules en
cultiuy, amb l'objectiu de trobar diferéncies funcionals, no exclusivament
metaboliques, entre les dues isoformes, es va analitzar si la sobreexpressié
d’hANT2 podia tenir un efecte protector davant estimuls apoptdtics, jo que estd
descrit que la manca d’hANT2 sensibilitza les cél-lules a I'efecte de diversos
tractaments proapoptotics (Le Bras M. et al., 2006). Es van transduir céllules Hela
amb els adenovirus de GFP (control de transduccié) o hANT2 durant 48 hores i es
van incubar durant les Gltimes 6 hores amb DMSO (control de tractament),
lonidamina 0.25 nM, estaurosporina 0.1 o 0.25 uM, o etoposid 0.1 mM. La
lonidamina és un derivat de I'acid indazol-3-carboxilic que inhibeix I"hexoquinasa
i, en conseqiéncia, impossibilita a les cél-lules tumorals realitzar tant la glucodlisi
com la respiracié mitocondrial (Pelicano et al., 2006). L'estaurosporina és un
antibidtic que promou I'apoptosi a través de |'activacié de JKNT, la caspasa 3 i

factors de transcripcié com AP-1 i NF-kB (Chae et al., 2000). Per la seva banda,
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I"etoposid és un citostatic que actua inhibint la topoisomerasa Il, el que produeix la
fragmentacié del DNA i la conseqient aturada de la proliferacié, induint
I'apoptosi en cél-lules tumorals (Hande, 1998). Primerament es va determinar la
capacitat d’aquests compostos per a induir la mort cel-lular. Per a fer-ho, es va
quantificar per citometria de flux el percentatge de céllules marcades positivament
amb iodur de propidi (Figura 59A). Els diferents tractaments de les cél-lules
transduides amb GFP produeixen un augment del percentatge de cél-lules mortes,
tot i que només el tractament amb estaurosporina és estadisticament significatiu.
La sobreexpressid d’"hANT2 és capac de reduir el percentatge de cél-lules mortes
en la situacié control de tractament (DMSO). A més, aquest efecte protector
davant la mort cellular també t& lloc quan les cél-lules sén incubades amb

I"estaurosporina o amb |’etoposid.

Lligat amb la mesura de mort cel'lular, es va quantificar el potencial de
membrana mitocondrial, promig de la poblacié total de cél-lules, mitjancant
marcatge amb DilC,(5) (Figura 59B). En tots els tractaments, les cél-lules
transduides amb I'adenovirus d’hANT2 presenten uns nivells de potencial
membrana superiors a les cél-lules control, encara que només en el cas de

I"estaurosporina 0.25 UM, aquesta diferéncia és significativa.

Per Gltim, es van mesurar els nivells d’ATP (Figura 59C). A trets generals,
tots els tractaments produeixen una important disminucié de I’ATP cel-lular en les
ceél-lules control (GFP), tret de la concentracié de 0.1 UM d’estaurosporina, que no
arriba a ser significativa. En les céllules amb sobreexpressié d’hANT2, el
tractament amb lonidamina disminueix I'ATP tal i com ho fa amb les cél-lules
control. Per tant, la sobreexpressi6 d’hANT2 no genera cap avantatge a les
ceél-lules tractades amb lonidamina, ja que la inhibicié del metabolisme anaerobic
compromet la via d’obtencié d’energiac a ambdues poblacions cel-lulars.
L’estaurosporina 0.1 UM no afecta la quantitat d’ATP de les cél-lules amb
sobreexpressié d’hANT2 i la dosi de 0.25 pM no redueix I’ATP amb la mateixa

severitat que ho fa en les cél-lules control. D’igual manera, les cél-lules transduides
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amb hANT2 i tractades amb etopdsid també presenten tendéncia a mantenir

nivells d’ATP superiors als de les cél-lules control.
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Figura 59. Quantificacié de I'ATP cel-lular, percentatge de cél-lules mortes i potencial de
membrana mitocondrial en cél-lules Hela transduides amb |’adenovirus de I’hANT2
humana i fractades amb diversos inductors de I’apoptosi. Quantificacié (A) del percentatge
de cel-lules mortes mitjancant el marcatge amb iodur de propidi (IP), (B) del potencial de
membrana mitjancant el marcatge amb DilC,(5) i (C) de I'ATP intracel-lular en cél-lules
Hela transduides amb |'adenovirus de GFP o de I'hANT2 humana (MOI 50) durant 48
hores i incubades amb DMSQO, lonidamina (LND) 0.25 nM, estaurosporina (STS) 0.1 o
0.25 UM, o etopodsid (ETO) 0.1 mM durant les Gltimes 6 hores. * representa diferéncies
significatives entre GFP i hANT2 i # per efecte dels tractaments.
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A més, es va analitzar per wesfern blot si les diferéncies en el percentatge
de cél-lules mortes es deuen a apoptosi (Figura 60). A partir d’extractes citosolics
de cel-lules Hela transduides amb els adenovirus de GFP o d’hANT2 durant 48
hores i incubades amb DMSO (control de tractament), lonidamina 0.25 mM o
estaurosporina 0.25 UM durant les (ltimes 6 hores, es va immunodetectar
I'alliberament de citocrom c en citosol, de la forma proteolitzada (activa) de la
caspasa 9 i de la tubulina (control de carrega). Tant el tractament amb lonidamina
com amb estaurosporina de les cél-lules transduides amb GFP produeix un
augment de la quantitat de citocrom c en citosol. La sobreexpressié d’"hANT2 per
si sola confereix una clara disminucié dels nivells de citocrom ¢ en citosol. El
tractament amb lonidamina en cél-lules que sobreexpressen hANT2 no produeix
cap efecte apreciable en els nivells de citocrom c citosolics respecte les cél-lules
control (DMSQ) i, tot i que I'estaurosporina augmenta I'alliberament de citocrom ¢
al citosol respecte el seu control, els nivells sén molt inferiors als que es detecten
en les cél-lules transduides amb GFP. Respecte a la caspasa 9, els tractaments de
les cellules GFP amb lonidamina i estaurosporina produeixen una clara activacié,
mentre que la sobreexpressié d’hANT2 disminueix |"activacié de la caspasa 9 en la
situacié control i la impedeix de forma evident quan sén tractades amb els

diferents compostos proapoptotics.

Per tant, la sobreexpressié d"hANT2 redueix el nimero de céllules mortes
per efecte dels diferents tractaments i limita I’activacié de la via apoptotica, fet que
va acompanyat per uns nivells de potencial de membrana mitocondrial i d’ATP

més alts.
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Figura 60. Analisi per wesfern blot de la inducci6 d’apoptosi en cél-lules Hela transduides
amb |'adenovirus de I’hANT2 humana i tractades amb diversos inductors de I'apoptosi.
Immunodeteccié del citocrom ¢, de la forma activa de la caspasa 9 i de la tubulina
(control de carrega) en 40 pg d’extracte citosolic de cél-lules Hela transduides amb
I’adenovirus de GFP o de I'"hANT2 humana (MOI 50) durant 48 hores i incubades amb
DMSO, lonidamina (LND) 0.25 nM o estaurosporina (STS) 0.25 UM durant les Gltimes 6

hores.

212



Resultats

1.2 Sobreexpressié de I'’ANT2 humana en cél-lules HepG,.

A part de les céllules Hela, també es van utilitzar cél-lules HepG,, amb
més capacitat oxidativa que les cél-lules Hela, per a estudiar els efectes de la
sobreexpressié d’hANT2 en cél-lules humanes. Primerament, es va analitzar el
MOI minim de I"adenovirus d’"hANT2 per a obtenir una clara sobreexpressié. Es
van transduir céllules HepG, amb els adenovirus de GFP o hANT2 a diferents
MOIs (25, 50, 100, 200 i 300) durant 48 hores i mitjancant western blot a partir
d’homogenats totals es va immunodetectar la proteina ANT i VDAC (control de
carrega) (Figura 61A). A les 48 hores de transduccié, un MOI 25 és suficient per a
observar un clar augment de proteina ANT. A continuacié es van quantificar els
nivells d'mRNA per real-time PCR de les isoformes hANT2 i hANT3 en cél-lules
HepG, transduides amb els adenovirus de GFP o ANT2 a un MOI 50 durant 48
hores per tal de descartar qualsevol regulacié compensatoria de la seva expressid
(Figura 61B). La transduccié amb I'adenovirus d’hANT2, com és ldgic havent vist
I"'augment de proteina, produeix un elevat augment dels seus nivells d’'mRNA sense

modificar I'expressié de la isoforma hANT3.
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Figura 61. Caracteritzacié de l'eficiencia de la transduccié adenovirica de I’'hANT2
humana en cél-lules HepG,. (A) Immunodeteccié de I'ANT (N19) i VDAC (control de
carrega) en 40 pg d’homogenat total de cél-lules HepG, transduides amb els adenovirus
GFP (control) o hANT2 a diferents MOI durant 48 hores; i (B) determinacié de I'expressié
génica de les isoformes humanes d’"hANT2 i hANT3 (MOI 50) mitjangant real-time PCR.

* representa diferéncies significatives entre GFP i hANT2.
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Una vegada comprovat que la transduccié és un sistema eficient per a la
sobreexpressi6 d’hANT2 en ceéllules HepG,, es va analitzar la capacitat de
creixement de les cél-lules mitjancant tincié amb sulforodamina B (Figura 62). Les
cél-lules que sobreexpressen hANT2 disposen d’una major capacitat per créixer, ja
que a les 72 hores de la transduccié tenen uns valors lleugerament superiors de

contingut proteic total que les c&l-lules transduides amb |"adenovirus de GFP.
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Figura 62. Analisi del creixement cel-lular en cél-lules HepG, transduides amb I'adenovirus
de I’hANT2 humana. Quantificacié del contingut de proteina total mitjancant tincié amb
sulforodamina B cada 24 hores de cél-lules HepG, transduides amb I'adenovirus de GFP
(control) o de I'hANT2 humana (MOI 50) durant 72 hores. * representa diferéncies
significatives entre GFP i hANT2.

A nivell metabolic, les cél-lules transduides amb I'adenovirus d’hANT2
augmenten el consum de glucosa (Figura 63A) i la produccié de lactat (Figura
63B). A més, també presenten una disminucié de la capacitat per a oxidar la
glucosa (Figura 63C). Com a conseqiéncia d'aquesta observacié, es va
quantificar la velocitat de consum d’oxigen en c&l-lules HepG, transduides amb els
adenovirus de GFP o hANT2 durant 48 hores i incubades amb DMSO (vehicle),
oligomicina 10 uM o FCCP 10 uM (Figura 63D). Les cél-lules HepG, tenen una
activitat oxidativa superior a les cél-lules Hela, suficient per a permetre la mesura
del consum d’oxigen en aquestes cél-lules. La sobreexpressié d’"hANT2 produeix
una disminucié de la velocitat de consum d’oxigen en estat basal (DMSO), en

estat d’inhibici6 de la cadena respiratdria  (oligomicina) i en estat de
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desacoblament (FCCP). Per tant, la disminucié de I'oxidacié de la glucosa va

acompanyada d’una menor velocitat de consum d’oxigen.

En conclusié, la sobreexpressié d’"hANT2 en cél-lules HepG, produeix un
augment del creixement cel-lular i del metabolisme glucolitic, i una inhibicié del

metabolisme oxidatiu.
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Figura 63. Caracteritzacié del perfil metabodlic de cél-lules HepG, transduides amb
I'adenovirus de I'hANT2 humana. Quantificacié (A) del consum de glucosa; (B) de la
produccié de lactat; (C) de I'oxidacié de '“C-glucosa i (D) de la velocitat de consum
d’oxigen en cél-lules HepG, transduides amb |'adenovirus de GFP (control) o de I"hANT2
humana (MOI 50) durant 48 hores. * representa diferéncies significatives entre GFP i
hANT2 i # per efecte del tractament amb oligomicina o FCCP en la quantificacié del
consum d’oxigen.
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IIl.3 Sobreexpressié de I’ANT2 humana en miotubs C,C,.,.

A part de I'estudi dels efectes de la sobreexpressié d’hANT2 en 2 linies
altament proliferatives com sén les cél-lules Hela i les HepG,, també es van
utilitzar linies cel-lulars amb la capacitat de diferenciacié. Aquest és el cas dels
miotubs C,C,,, les quals es caracteritzen per tenir un elevat metabolisme oxidatiu.
L’objectiu d’estudi en aquestes c&l-lules, les quals sén de ratoli i no tenen proteina
hANT2 humana, era esbrinar si la sobreexpressié heterdloga d’hANT2 és capag

per si sola de canviar el metabolisme energétic, tal i com fa en Hela i HepG,.

Per tal de comprovar la correcta transduccié i sobreexpressié d’"hANT2 en
miotubs C,C,,, es van immunodetectar la proteina ANT i VDAC (control de
carrega) en homogenats totals de miotubs C,C,, transduits amb els adenovirus de
GFP i hANT2 a MOls 25, 50, 100, 200 i 300 durant 48 hores (Figura 64A). Tot i
que els miotubs no produeixen la isoforma hANT2 humana, degut a qué I'anticds
utilitzat no detecta de forma especifica una o altra isoforma, en els miotubs C,C,,
transduits amb GFP també es detecta la proteina ANT enddgena. En els miotubs
transduits amb I"adenovirus d"hANT2 es pot detectar un clar augment en els nivells
de proteina ANT, que podem atribuir a la sobreexpressié de I'hANT2 humana. A
més, es van quantificar els nivells d’'mRNA de I'"hANT2 humana i de I'mANTT i
mANT2 de ratoli propis de les cél-lules C,C,, per real-time PCR després de
transduir els miotubs amb els adenovirus de GFP o hANT2 a un MOI 50 durant
48 hores (Figura 64B). Logicament, només es pot detectar I'mRNA de I'hANT2
humana els miotubs transduits amb I’Ad-hANT2, ja que les cél-lules control (GFP)
no l'expressen. Tanmateix, la introduccid heterdloga de la isoforma hANT2
humana no produeix canvis compensatoris en I'expressié de les isoformes mANT1

i mANT2 de ratoli.
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Figura 64. Caracteritzacié de |'eficiéncia de la transduccié adenovirica de I’hANT2
humana en miotubs C,C,,. (A) immunodeteccié i quantificacié de I'ANT (N19) i VDAC
(control de carrega) en 30 pg d’homogenat total de miotubs C,C,, transduits amb els
adenovirus GFP (control) o hANT2 a diferents MOI durant 48 hores; i (B) determinacié de
I'expressié génica de les isoformes hANT2 humana i mANT1 i mANT2 de ratoli mitjancant
real-time PCR en miotubs C,C,, transduides amb |’adenovirus de GFP (control) o de
I'hANT2 humana (MOI 50) durant 48 hores. * representa diferéncies significatives entre
GFP i hANT2.

Metabolicament, la sobreexpressié d’hANT2 en miotubs C,C,, déna lloc a
un augment del consum de glucosa (Figura 65A) i en la produccié lactat (Figura
65B). En referéncia a la velocitat de consum d’oxigen, en estat basal (DMSO), la
sobreexpressié d’'hANT2 no produeix canvis respecte les cél-lules control (GFP)
(Figura 65C). El tractament amb oligomicina redueix per igual el consum d’oxigen
(aproximadament 4 vegades), indicant que els mitocondris estan acoblats en
ambdés casos. Per Oltim, el tractament amb FCCP mostra com els miotubs amb
sobreexpressié d’hANT2 tenen una capacitat total de consum d’oxigen superior a
les cél-lules GFP. Per tal d’esbrinar si aquest augment en la capacitat respiratoria
va associat amb un augment de la maquinaria respiratoria, es va analitzar per
wesfern blot els nivells proteics d’algun dels components del sistema OXPHOS
(Figura 65D). La immunodeteccié de la COX4 i de la subunitat B de I'F,-ATPasa
mostra com les cél-lules transduides amb I'adenovirus d’"hANT2 tenen uns nivells

superiors d’aquestes dues proteines en comparacié a les transduides amb GFP.
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Per tant, la sobreexpressié d’hANT2 en miotubs C,C,, produeix una
induccié del metabolisme glucolitic, tot i que aquests mostren una major capacitat
total de consum d’oxigen associada a un possible augment de la quantitat de

complexos dels sistema OXPHOS.
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Figura 65. Caracteritzacié del perfil metabodlic de miotubs C,C;, transduits amb
I'adenovirus de I’hANT2 humana. Quantificacié (A) del consum de glucosa; (B) de la
produccié de lactat i (C) de la velocitat de consum d’oxigen en miotubs C,C,, transduits
amb I'adenovirus de GFP (control) o de I'hANT2 humana (MOI 50) durant 48 hores. (D)
Immunodeteccié i quantificacié de COX4 i B-F,-ATPase en 50 pg d’homogenat total de
miotubs C,C,, transduits amb els adenovirus GFP (control) o hANT2 (MOI 50) durant 48

*

hores. * representa diferéncies significatives entre GFP i hANT2 i # per efecte del

tractament amb oligomicina o FCCP en la quantificacié del consum d’oxigen.
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Per tal de saber si el canvi metabolic produit per la sobreexpressié de
I'hANT2 humana en miotubs C,C,, va acompanyat de canvis en |'estat energétic
de la c&llula, es va quantificar I’ATP intracel-lular de miotubs transduits amb GFP
o hANT2 durant 48 hores, veient que la sobreexpressi6 d’hANT2 produeix una
baixada en els nivells d’ATP (Figura 66A). En conseqiéncia, es va analitzar per
wesfern blot si aquesta disminucié del poo/ d’ATP comportava una activacié de la
AMPK-a (Figura 66B). La immunodeteccié de la forma fosforilada, respecte la
total, de I'AMPK-a ens mostra que la sobreexpressié d’hANT2 produeix una
activacié de la via de '’AMPK-a, associada a uns nivells d’ATP més baixos. Per tal
de confirmar que en miotubs C,C,, una disminucié en els nivells d’ATP cel-lulars
produeix la fosforilacié, i activacié, de I’AMPK-a, es van incubar miotubs C,C,,
amb DMSO o oligomicina 2.5 UM durant 1 hora i es van immunodetectar les
formes fosforilades i totals de I'AMPK-a en homogenats totals. La inhibicié de
I’ATP-sintasa i, per tant, la disminucié de I’ATP cel-lular produeix una activacié de

I’AMPK-a.
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Figura 66. Quantificacié6 de I’ATP cel-lular i analisi per wesfern blot de I'activacié de
'AMPK-a en miotubs C,C,, transduits amb I‘adenovirus de I’'hANT2 humana. (A)
Quantificacié de I’ATP intracel-lular de miotubs C,C,, transduits amb I'adenovirus de GFP
o de I'hANT2 humana (MOI 50) durant 48 hores. (B) Immunodeteccié i quantificacié de
I'’AMPK-a fosforilada (AMPK-a-P) i total (AMPK-a) a partir de 30 pg d’extracte total de
miotubs C,C,, transduits amb I"adenovirus de GFP o de I'hANT2 humana (MOI 50) durant
48 hores. (C) Immunodeteccié i quantificacié de I'’AMPK-a fosforilada (AMPK-a-P) i total
(AMPK-a) a partir de 30 pg d’extracte total de miotubs C,C,, incubats amb DMSO o
oligomicina 2.5 UM durant 1 hora. * representa diferéncies significatives entre GFP i

hANT2.
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Tal i com es va fer amb les cél-lules Hela, també ens vam plantejar en
miotubs C,C,, la hipdtesi de si la isoforma hANT2 humana confereix cap
avantatge davant una situacié d’inhibicié del metabolisme oxidatiu. Aixi, es van
transduir durant 48 hores miotubs C,C,, amb els adenovirus de GFP o hANT2
(MOI 50) i es van incubar durant 30 minuts amb o sense glucosa (10 mM) i/o
oligomicina (1 o 2.5 uM) abans de quantificar I’ATP cel-lular (Figura 67). La
sobreexpressié d’'hANT2 en miotubs no produeix canvis en els nivells cel-lulars
d’ATP, tot i que anteriorment hem vist que la sobreexpressié d’hANT2 en miotubs
produeix una disminucié de I’ATP. Una possible explicacié a aquestes diferéncies
pot recaure en les condicions experimentals, ja que les concentracions de glucosa
sén diferents. En aquests cas, una reduccié de la concentracié de la glucosa a 10
mM pot posar de relleu un cert avantatge energétic gracies a I'augment de
glucolisi induit per la sobreexpressié d’hANT2. En segon lloc, la manca de glucosa
en el medi d’'incubacié durant 30 minuts no modifica els nivells d’ATP en els
miotubs, sense diferéncies entre GFP i hANT2. Per altra banda, el tractament amb
oligomicina durant 30 minuts redueix els nivells d’ATP, sobretot amb 1'Us de la
concentracié de 2.5 UM, perd no d’'una forma dramadtica, indicant que I'activitat
glucolitica és la via majoritaria en miotubs C,C,, mantinguts en condicions d’alta
concentracié de glucosa. La doble combinacié de manca de glucosa i d’inhibicié
de I’ATP-sintasa produeix una important baixada de I’ATP cel-lular, confirmant la
dependéncia de |'activitat mitocondrial per a |'obtencié d’energia en miotubs en
abséncia de glucosa. La preséncia de la isoforma hANT2 humana en miotubs no
els hi atribueix cap resposta diferencial a la manca de glucosa i/o a la inhibicié de

la cadena respiratoria per oligomicina.
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Figura 67. Quantificacié de I’ATP cel-lular en miotubs C,C,, transduits amb I'adenovirus
de I'hANT2 humana i incubats amb o sense glucosa i fractats amb oligomicina.
Quantificacié de I'ATP intracel-lular de miotubs C,C,, transduits amb I"adenovirus de GFP
o de I’hANT2 humana (MOI 50) durant 48 hores i incubats amb o sense glucosa 10 mM i

*

amb DMSO, oligomicina 1 UM o oligomicina 2.5 UM durant 30 minuts. * representa

diferéncies significatives per efecte de la glucosa i # per efecte de I'oligomicina.
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IIl.4 Sobreexpressié de I'ANT2 humana en adipdcits 3T3-L1.

Finalment, es van estudiar les repercussions metaboliques derivades de la
sobreexpressié heterdloga de I’ThANT2 humana en adipocits 3T3-L1. Primer de tot
es van quantificar en adipdcits transduits amb els adenovirus de GFP o hANT2 a
un MOI 50 durant 48 hores, els nivells d’'mRNA de la isoforma hANT2 humana,
per tal de comprovar la seva correcta expressié, i els de les isoformes mANT1 i
mANT2 de ratoli, per tal d’estudiar possibles regulacions compensatories en
I'expressié dels gens de les isoformes de ratoli (Figura 68). La transduccié amb
I’adenovirus d’hANT2 en adipocits 3T3-L1 permet I’expressié del gen sense que es

produeixin canvis apreciables en |’expressié de les isoformes de ratoli.
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Figura 68. Caracteritzacié de |’eficiéncia de la transduccié adenovirica de I’hANT2
humana en adipdcits 3T3-L1. Determinacié de I'expressié génica de la isoforma hANT2
humana i de les isoformes mANT1 i mANT2 de ratoli, mitjiangant rea/-fime PCR en
adipocits 3T3-L1 transduits amb els adenovirus GFP (control) o hANT2 (MOI 50) durant 48
hores. * representa diferéncies significatives entre GFP i hRANT2.

La sobreexpressié d"hANT2 en adipocits 3T3-L1 té tendéncia a augmentar
el consum de glucosa (Figura 69A) i un clar augment de la produccié de lactat
(Figura 69B). A més, també es va quantificar la produccié de glicerol (Figura 69C)
per tal de saber si la sobreexpressi6 de I'hANT2 humd produeix canvis en
I"activitat lipolitica. La sobreexpressié d’"hANT2 no modifica de forma destacable la
produccié de glicerol, pel que la sobreexpressié d’hANT2 indueix el metabolisme

glucolitic sense increments en la lipdlisi en adipocits 3T3-L1.
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Figura 69. Caracteritzacié del perfil metabdlic d’adipocits 3T3-L1 transduits amb
I'adenovirus de I’"hANT2 humana. Quantificacié (A) del consum de glucosa; (B) de la
produccié de lactat i (C) de la produccié de glicerol en adipocits 3T3-L1 transduits amb
I'adenovirus de GFP (control) o de I'hANT2 humana (MOl 50) durant 48 hores. *

representa diferéncies significatives entre GFP i hANT2.

Per tant, englobant tots els resultats obtinguts amb la sobreexpressié de la
isoforma hANT2 humana tant en céllules humanes com de ratoli, podem
concloure que hANT2 per si sola augmenta el metabolisme glucolitic i inhibeix
I'oxidatiu, augmenta el creixement cel-lular en céllules en proliferacié i confereix

proteccié davant I'apoptosi.
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IV. REGULACIO DE L’EXPRESSIO DE LES ISOFORMES ANT1, ANT2 | ANT3
HUMANES | ANT1 | ANT2 DE RATOLI PER PGC-1a

Paral-lelament als estudis presentats en la primera part d’aquest treball, on
es descriu la modulacié de I"expressié génica de les diferents isoformes d’ANT en
funcié de I'estat proliferatiu i del metabolisme glucolitic/oxidatiu de diferents linies
cel-lulars humanes i de ratoli, en aquest segon bloc es va estudiar si PGC-1a esta
implicat en la regulacié de I'expressié génica d’ANT. A més, també es van buscar

possibles factors de transcripcié que puguin participar en aquest procés.

IV.1 Induccié de I'expressié de I'adenina nucledtid translocasa per PGC-1a

El nostre objectiu de partida en aquest bloc experimental era estudiar si el
coactivador transcripcional PGC-1a, el qual estd implicat en el procés de la
biogénesi mitocondrial a través de la inferaccié amb diversos factors de
transcripcié reguladors de I'expressié génica de moltes proteines mitocondrials
(Scarpulla, 2002a), regula també I'expressié de les diverses isoformes d’ANT. Per
tal d’obtenir resposta a aquesta hipotesi, es va sobreexpressar PGC-1a en

cél-lules Hela, en miotubs C,C,, i en adipdcits 3T3-L1.

Es van transduir céllules Hela amb els adenovirus portadors del vector
d’expressié de GFP (control) o de PGC-1a a un MOI de 100 durant 48 hores i es
a quantificar els nivells d’'mRNA de les isoformes hANT1, hANT2 i hANT3, aixi
com de PGC-1a (Figura 70A). La sobreexpressié de PGC-T1a indueix |'expressid
d’hANTT, hANT2 i hANT3 en 1.73, 1.97 i 1.25 vegades, respectivament. Com a
control de I'eficiéncia de transduccié es va quantificar I'expressié de PGC-1a, la

qual és unes 400 vegades |'expressié endogena.
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Per altra banda, també es van transduir miotubs C,C,, amb els adenovirus
de GFP o PGC-Ta (MOI 100) i es van quantificar els nivells d’expressié de les
isoformes mANT1 i mANT2 de ratoli (Figura 70B). La sobreexpressié de PGC-Ta
augmenta I'expressié d’'mANT1 en 3.06 vegades I'expressié dels miotubs control
(GFP) i en 4.22 la d'mANT2. A més, també es comprova l'eficiéncia de
transduccié amb la mesura de PGC-1a, que arriba a uns nivells 128 vegades
superiors als enddgens. A més, es va analitzar mitjancant western blot que la
induccié transcripcional de les isoformes ANT anés en paral-lel amb un augment
en els nivells de proteina (Figura 70D). En aquest sentit, la sobreexpressié de

PGC-1a augmenta unes 2.5 vegades els nivells d’ANT respecte el control.

Per ¢ltim, també es va seguir el mateix disseny experimental en adipdcits
madurs 3T3-L1 (Figura 70C). La sobreexpressi6 de PGC-1a, comprovada
mitjiancant la quantificacié dels seus nivells transcripcionals, provoca un augment
de més d'1.5 vegades en |'expressid6 d'mANT1 i mANT2 en comparacié a les

cél-lules transduides amb |’adenovirus de GFP (control).
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Figura 70. Expressi6 génica de les isoformes ANT i PGC-1a en cel-lules Hela, miotubs
C,C,, i adipocits 3T3-L1 transduits amb Ad-PGC-1a. (A) Determinacié de I'expressié
génica mitiancant real-time PCR d’hANT1, hANT2, hANT3 i PGC-1a en cél-lules Hela ;
(B) d’'mANT1, mANT2 i PGC-Ta en miotubs C,C,, i (C) en adipdcits 3T3-L1 transduits
amb Ad-GFP o Ad-PGC-Ta (MOI 100) durant 48 hores. (D) Immunodeteccié d’ANT
(N19) en 40 pg d’enriquiment mitocondrial a partir de miotubs C,C,, transduits amb Ad-
GFP o Ad-PGC-1a (MOI 100) durant 48 hores. Immunodeteccié de VDAC i tubulina com
a control de carrega. * representa diferéncies significatives per efecte de la sobreexpressié

de PGC-1a.
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IV.2 Factors de transcripcié involucrats en la induccié génica d’ANT per PGC-1a

Una vegada descrita la implicacié de PGC-1a en la regulacié génica de
les diferents isoformes d’ANT, tant humanes com de ratoli, es va voler aprofundir
en el mecanisme molecular responsable. En aquest sentit, es van cercar quins dels
factors de transcripcié descrits que interaccionen amb PGC-1a en la regulacié
transcripcional de proteines mitocondrials, especialment les integrants del sistema
OXPHQOS, també puguin tenir com a diana d’accié els gens de les diferents

isoformes d’ANT.

IV.2.1 Hela

El primer sistema regulador de la transcripcié de les isoformes d’ANT que
hem estudiat en cél-lules Hela ha estat el format per mTOR i YY-1. YY-1 s’ha
descrit com un factor de transcripcié implicat en la regulacié de multiples proteines
mitocondrials en miotubs C,C,, (Cunningham et al., 2007), on la fosforilacié de
YY-1 per mTOR permet el reclutament de PGC-1a a YY-1 sobre el promotor dels
seus gens diana (Blattler et al., 2012). Amb I'objectiv d’esbrinar la implicacié
d’aquest sistema en la regulacié de les isoformes d’ANT en cél-lules Hela, es va
realitzar una transduccié amb els adenovirus de GFP (control) i PGC-1a (MOI
100). A les 24 hores, es van incubar les cél-lules durant 24 hores més amb DMSO
o amb dues concentracions de rapamicina (20 o 100 nM). La rapamicina és un
inhibidor d’'mTOR i, d’acord amb el model proposat per Cunningham et al., la
inhibicié de TORC1 no permet el reclutament de PGC-1a a YY-1 per la manca de
fosforilacié del factor, no duent-se a terme |'activacié transcripcional. El
tractament de cél-lules Hela transduides amb I"Ad-GFP amb rapamicina 20 nM i
100 nM disminueix "expressié d’hANTT en un 19% i un 12%, respectivament, i la
d’hANT2 en un 31% i un 15% (Figura 71A), tal i com hem vist en el primer bloc
de resultats (Figura 19). Emperd, aquests tractaments augmenten |’expressié
d’hANT3 un 31% i un 57%. En canvi, quan té lloc una sobreexpressié de PGC-1q,

el tractament amb rapamicina no té cap efecte sobre I’expressié de cap de les 3
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isoformes, mantenint-se en uns nivells similars als induits per PGC-1a. Fins i tof,
en el cas d’hANT3, la rapamicina & un efecte potenciador, augmentant un 50% el
grau d’induccié dut a terme per PGC-T1a. La quantificacié de I'expressié de les
proteines mitocondrials COX4I1 i ATP5J (Figura 71B) mostra com el tractament
amb rapamicina 100 nM, tal i com passa amb hANT1 i hANT2, no modifica la

transcripcié génica d’altres proteines mitocondrials.

La mesura del contingut de DNA mitocondrial s'utiliiza com a control
positiuv d’efecte de la rapamicina, la qual disminueix la replicacié del DNA
mitocondrial (Figura 71C). En el nostre cas, el tractament amb rapamicina 100

nM produeix una disminucié a la meitat del contingut de DNA mitocondrial.

Per tant, la regulacié de les isoformes d’ANT per PGC-1a en c&l-lules Hela

no depén de la participacié d’mTOR-YY-1.
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Figura 71. Perfil d’expressié génica de les isoformes d’ANT i altres proteines mitocondrials
en cellules Hela transduides amb PGC-1a i incubades en preséncia o abséncia de
rapamicina. (A) Determinacié de |'expressié génica mitjancant real-time PCR d’hANTT,
hANT2 i hANT3 i (B) de COX411 i ATP5J en cél-lules Hela transduides amb Ad-GFP o Ad-
PGC-1a (MOI 100) durant 48 hores, les Gltimes 24 hores de les quals en preséncia, o no,
de l'inhibidor de mTOR, rapamicina (20 o 100 nM). (C) Quantificacié del DNA
mitocondrial en cél-lules Hela transduides amb Ad-GFP o Ad-PGC-1a durant 48 hores, les
Ultimes 24 hores de les quals en preséncia de DMSO o rapamicina 100 nM. * representa
diferéncies significatives per efecte la sobreexpressi6 de PGC-Ta i # per efecte del

tractament amb rapamicina.
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Els peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) sén uns receptors
nuclears que actuen com a factors de transcripcié en la regulacié génica, entre
altres, de proteines implicades en la funcié mitocondrial. En aquest treball també
s’ha estudiat la possible participacié de diferents membres de la familia PPAR en la
induccié transcripcional de les isoformes d’ANT per efecte de la sobreexpressié de

PGC-1a.

El primer PPAR analitzat ha estat PPAR-y, el qual estd involucrat en la
regulacié transcripcional de la biogénesi mitocondrial en el teixit adipés (Rong et
al., 2011). Per a estudiar la possible implicacié de PPAR-y en la regulacié de les
isoformes d’ANT, es van transduir cél-lules HeLla amb Ad-GFP o Ad-PGC-1a (MO
100) durant 24 hores i es van incubar durant 24 hores més amb rosiglitazona 10
UM, el qual és un lligand agonista de PPAR-y (Figura 72). La incubacié de les
cél-lules control (GFP) amb rosiglitazona no modifica 'expressié de cap de les 3
isoformes respecte |'expressié basal. En les cél-lules transduides amb PGC-1a, el
tractament amb rosiglitazona tampoc no produeix cap efecte diferencial en
I'expressi6 d’hANTT i hANT2 en comparacié amb |‘obtinguda amb la
sobreexpressi6 de PGC-Ta per si sol. En el cas d’hANT3, el tractament amb

rosiglitazona no permet la seva induccié per part de PGC-1a.

A més, també es va quantificar 'mRNA de dues proteines del sistema
OXPHQS, la COX4I1 i I'ATP5]) per tal de descriure el comportament d’altres
proteines mitocondrials per efecte del tractament amb rosiglitazona en combinacié
amb la sobreexpressié de PGC-1a en cél-lules Hela. Aixi, la incubacié de les
cél-lules control (Ad-GFP) amb rosiglitazona sembla augmentar ['expressié
d’aquestes dues proteines, perd en combinacié amb la sobreexpressié de PGC-1a

es perdria aquest efecte.
En resum, I"'augment de I'expressié de les isoformes d’ANT per PGC-1a és

independent de |'activitat de PPAR-y, tot i que aquest si pugui estar implicat en la

regulacié d’altres proteines mitocondrials.
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Figura 72. Perfil d’expressié génica de les isoformes d’ANT i alires proteines mitocondrials
en ceéllules Hela transduides amb PGC-1a i incubades en preséncia o abséncia de
rosiglitazona. Determinacié de |'expressié génica mitjangant real-time PCR d'hANTT,
hANT2, hANT3, COX4I1 i ATP5J en cél-lules Hela transduides amb Ad-GFP o Ad-PGC-1a
(MOI 100) durant 48 hores, les Gltimes 24 hores de les quals en preséncia, o no, del
lligand agonista PPAR-y rosiglitazona 10 WM. * representa diferéncies significatives per
efecte la sobreexpressié de PGC-1a.

L'altra PPAR analitzat va ser el PPAR-a, el qual participa, entre altres
processos, en la regulacié transcripcional de proteines implicades en |'activitat
mitocondrial, concretament en I'oxidacié d’acids grassos (Mandard et al., 2004).
Es van transduir céllules HeLla amb els adenovirus de PGC-1a i/o PPAR-a durant
24 hores i es van incubar en preséncia de DMSO (control de tractament) o de
I'agonista de PPAR-a Wy-14643 10 uM durant 24 hores més (Figura 73). En
abséncia del lligand, PPAR-a no té cap efecte sobre la regulacié d’hANTI ni

hANT2, perd si exerceix un efecte repressor de I'expressié d’hANT3.

En la situaci6 de sobreexpressié combinada de PGC-l1a i PPAR-q,
I"expressié d’'hANT1 s’indueix tal i com té lloc amb PGC-1a sol. En el cas
d’hANT2, el grau d’induccié, tot i tenir lloc és inferior a I'aconseguida amb PGC-

Ta. En el cas d’"hANT3, la sobreexpressié de PPAR-a bloqueja totalment I'efecte
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inductor produit per la sobreexpressi6 de PGC-1a, sent fins i tot inferior a

I"expressié basal.

La incubacié de les céllules control (GFP) amb el lligand Wy-14643 té
tendéncia a disminuir I'expressié d’hANT1 i a reduir I'expressié d’"hANT2 i hANT3.
El tractament amb Wy-14643 en cél-lules transduides amb PGC-1a continua
permetent la induccié de |'expressi6 d’hANT1 i hANT2, perd si blogueja la
induccié d’"hANT3. La transduccié de PPAR-a i la incubacié amb el seu agonista
Wy-14643 disminueix I'expressié d’hANT1 un 26%, la d’hANT2 un 37% i la
d’hANT3 un 52% respecte els controls. La combinacié de la sobreexpressié de
PGC-1a i PPAR-a en preséncia de Wy-14643 no té efectes diferents als observats

quan les ceél-lules no s’incuben amb el lligand.

L’analisi transcripcional d’altres proteines mitocondrials mostra com la
COX4I1 i I’ATP5J tenen un comportament similar a les isoformes ANT, tot i que
I'efecte de la sobreexpressié de PGC-1a d’augmentar la seva expressié no és tant
evident. Per altra banda, la preséncia del lligand Wy-14643 en combinacié, o no,
de la sobreexpressié de PPAR-a, tampoc no produeix un patré d’expressié diferent

a 'observat en les isoformes ANT.

Per tant, PPAR-a no participa de la induccié de les isoformes d’ANT en
cél-lules Hela per efecte de la sobreexpressié de PGC-1a. Fins i tot, sembla que hi
pugui estar jugant un paper repressor. A més, la preséncia de lligand exogen Wy-
14643 no modifica els resultats obtinguts amb la sobreexpressié del receptor sol,
pel que es podria pensar que les cél-lules Hela disposen de lligand endogen

suficient per a activar el PPAR-a.
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Figura 73. Perfil d’expressié génica de les isoformes d’ANT i altres proteines mitocondrials
en cellules Hela transduides amb PGC-1a i/o PPAR-a i incubades en preséncia o
abséncia de Wy-14643. Determinacié de |'expressié génica mitiancant rea/-time PCR
d’hANTT, hANT2, hANT3, COX411 i ATP5J en cél-lules Hela transduides amb Ad-GFP,
Ad-PGC-1a i/o PPAR-a (MOI 100) durant 48 hores, les Gltimes 24 hores de les quals en
preséncia, o no, del lligand agonista PPAR-a Wy-14643 10 uM. * representa diferéncies
significatives per efecte la sobreexpressié de PGC-1a.

L’0ltim factor de transcripcié analitzat en cél-lules Hela ha estat | Estrogen-
related recepfor (ERR-a). L'ERR-a és un receptor nuclear que pertany a la familia
de receptors orfes i que s’ha descrit com un regulador transcripcional de la
biogénesi mitocondrial i del metabolisme oxidatiu, entre altres processos (Villena
and Kralli, 2008). Primerament es van transduir céllules HeLa amb els adenovirus
de GFP, PGC-1a i/o ERR-a a MOI 100 durant 48 hores i es van quantificar els
nivells de les isoformes d’ANT, COX411, PGC-1a i ERR-a (Figura 74). A part de la
induccié de les isoformes d’ANT per part de PGC-1a, la sobreexpressié d’ERR-a
també indueix |'expressi6 d’hANT1 en 1.27 vegades, d’'hANT2 en 1.50x i
d’hANT3 en 1.53x. Respecte a I'expressié d’una altra proteina mitocondrial com
és COX4I1, I'efecte d’ERR-at no és tant clar com en el cas de les isoformes d’ANT
la  doble

sobreexpressié de PGC-1a i ERR-a produeix una pérdua de |'efecte estimulador

perd també s'observa una tendéncia a augmentar. Empero,

de PGC-1a sobre I'expressié de les isoformes d’ANT o de COX411. Analitzant els
nivells d’expressié tant de PGC-1a com d’ERR-a, la cotransduccié impedeix la

sobreexpressié de PGC-1q, i tot i que ERR-a si se sobreexpressa, en aquesta
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situacié es perd |'efecte estimulador de PGC-1a en I'expressié de les isoformes

d’ANT.
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Figura 74. Perfil d’expressié génica de les isoformes d’ANT, COX4I1, PGC-1a i ERR-a en
ceéllules Hela transduides amb PGC-1a i/o ERR-a. Determinacié de |'expressié génica
mitiangant real-time PCR d’hANT1, hANT2, hANT3, COX4I1, PGC-1a i ERR-a en cél-lules
Hela transduides amb Ad-GFP, Ad-PGC-1a i/o ERR-a (MOI 100) durant 48 hores. *
representa diferéncies significatives per efecte la sobreexpressié de PGC-1a i # entre els
grups de sobreexpressié de PGC-1a i els d’ERR-a1.

Havent vist que ERR-a esta implicat en la regulacié génica de les isoformes
d’ANT, una aproximacié alternativa a la cotransduccié per tal d’estudiar si PGC-
la i ERR-a actuen conjuntament, és la inhibicié d’ERR-a mitjancant el lligand
antagonista XCT-790 (Busch et al., 2004). Es van transduir cél-lules HeLla amb els
adenovirus de GFP (control) i de PGC-Ta (MOl 100) durant 24 hores i a
continuacié es van incubar les cél-lules en preséncia de DMSO (vehicle) o d'’XCT-
790 a 5 0 10 uM durant 24 hores més (Figura 75). En la situacié control (sense
sobreexpressi6 de PGC-1a), el tractament amb qualsevol de les dues
concentracions d’XCT-790 produeix un augment de |"expressié d’"hANT1, hANT2 i
hANT3. En canvi, en la situacié on hi ha sobreexpressié de PGC-1a i, per tant, un
augment de l'expressié de les isoformes d’ANT, la incubacié amb XCT-790
bloqueja aquest efecte inductor, a qualsevol de les dues concentracions utilitzades

(50 10 pM).
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La inhibicié d’ERR-a per XCT-790 no té cap efecte sobre |I'expressié de
COX2, perd si augmenta I'expressié de COX4I1, tal i com ho fa amb les isoformes
d’ANT. La inhibicié d’ERR-0 en combinacié amb la sobreexpressié de PGC-1a
bloqueja I'efecte inductor de I'expressié de COX2 i COX411 per PGC-1a.

Per tant, ERR-a sembla tenir un efecte dual en la regulacié de I’expressié de
les isoformes d’ANT i d’altres proteines mitocondrials en cél-lules Hela. Per una
banda, la inhibicié d’ERR-a per XCT-790 augmenta |'expressié de les isoformes
d’ANT, indicant una activitat repressora a nivell basal. Perd per altra banda, quan
se sobreexpressa PGC-1a i augmenta 'expressié de les isoformes d’ANT, ERR-a sf
participa d’aquesta regulacié, ja que si s’inhibeix, es perd |'efecte inductor de

PGC-1a.
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Figura 75. Perfil d’expressié génica de les isoformes d’ANT i altres proteines mitocondrials
en cél-lules Hela transduides amb PGC-1a i incubades en preséncia o abséncia d’XCT-
790. Determinacié de I'expressié génica mitjancant real-time PCR d’hANT1, hANT2,
hANT3, COX2 i COX4I1 en cél-lules Hela transduides amb Ad-GFP i/o Ad-PGC-1a (MOI
100) durant 48 hores, les Ultimes 24 hores de les quals en preséncia de DMSO o del
lligand antagonista ERR-a XCT-790 (5 o 10 UM). * representa diferéncies significatives per
efecte la sobreexpressié de PGC-1a i # per efecte del tractament amb XCT-790.
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IV.2.2 C,Cyy

De la mateixa manera que s’ha procedit amb les cél-lules Hela, es va
procedir a analitzar els possibles factors de transcripcié implicats en la regulacié

de I'expressié de les isoformes mANT1 i mANT2 de ratoli en miotubs C,C,,.

Primerament, es va estudiar si el sistema mTOR-YY-1-PGC-1q, el qual esta
implicat en la regulacié de |'expressi6 de moltes proteines mitocondrials  en
miotubs C,C,, (Cunningham et al., 2007), també regula |'expressié de les
isoformes d’ANT en aquestes mateixes cél-lules. Es van transduir miotubs amb Ad-
GFP o Ad-PGC-1a (MOI 100) durant 48 hores en preséncia de DMSO o
rapamicina 20 nM durant les Gltimes 24 hores (Figura 76). La inhibicié d’'mTOR
per efecte de la rapamicina en miotubs transduits amb GFP (control) no
repercuteix en la regulacié d’'mANT1 i mANT2. Emperd, el tractament amb
rapamicina dels miotubs transduits amb PGC-T1a bloqueja parcialment, perd de
manera significativa I'efecte inductor de PGC-1a, reduint la seva expressié en un
30%. Analitzant els nivells d’expressi6 de PGC-1a, podem observar com el
tractament amb la rapamicina no afecta la seva sobreexpressié, pel que I'efecte
bloguejant de la rapamicina no es degut a una pérdua dels nivells de PGC-1a.
Quantificant 'expressié d’altres proteines mitocondrials, es pot observar tant
I'efecte inductor del PGC-Ta com l'efecte bloquejant de la rapamicina sobre
aquesta induccié, tal i com passa amb les isoformes d’ANT. Per tant, el sistema
mTOR-YY-1-PGC-Ta també regula I'expressié d'mANT1 i mANT2 en miotubs

C,C,,, tal i com fa amb altres proteines mitocondrials.
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Figura 76. Perfil d’expressié génica de les isoformes d’ANT, PGC-1a i diverses proteines
mitocondrials en miotubs C,C,, transduits amb PGC-1a i incubades en preséncia de
DMSO o rapamicina. Determinacié de |'expressié génica mitjancant real-time PCR
d’'mANT1 i mANT2; de PGC-Ta i de ndufb5, COX411, COXéb, COX7c, ATP5c1, ATP5J i
TFAM en miotubs C,C,, transduits amb Ad-GFP o Ad-PGC-1a (MOI 100) durant 48
hores, les Gltimes 24 hores de les quals en preséncia de DMSO (vehicle) o de I'inhibidor
d’'mTOR rapamicina 20 nM. * representa diferéncies significatives per efecte la

sobreexpressié de PGC-1a i # per efecte del tractament amb rapamicina.

A part del sistema mTOR-YY-1, també es van estudiar la implicacié d’altres
factors de transcripcié en la regulacié de I'expressié de les isoformes d’ANT en
miotubs C,C;, en combinacié amb PGC-1a, com poden ser els PPAR. Es van
transduir miotubs C,C,, amb els adenovirus de GFP o PGC-1a, en combinacié
amb PPAR-a durant 24 hores, i amb preséncia de DMSO o del seu lligand
agonista Wy-14643 10 pM durant 24 hores més (Figura 77). La preséncia del
lligand Wy-14643 no produeix cap efecte sobre |expressié de cap de les
isoformes d’ANT. La sobreexpressié de PPAR-0, amb o sense lligand Wy-14643,
tampoc ¢ cap efecte. La sobreexpressié conjunta de PGC-1a i PPAR-a continua

produint la induccié de |'expressié de les isoformes d’ANT, tal i com ho fa PGC-
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1a. En el cas de la regulacié de I'expressié de les proteines mitocondrials COXT,

COX411 i ATP5g3, l'efecte de PPAR-a és similar al que té lloc en mANT1 o

mANT2. Per tant, PPAR-a no sembla estar implicat en la regulacié de les isoformes

d’ANT, com tampoc en les altres proteines mitocondrials estudiades.
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Figura 77. Perfil d’expressi6 génica de les isoformes d’ANT i diverses proteines
mitocondrials en miotubs C,C,, transduits amb PGC-1a i/o PPAR-a i incubades en
preséncia o abséncia de Wy-14643. Determinacié de |'expressié génica mitjangant real-
time PCR d'mANT1 i mANT2; i de COX1, COX4I1 i ATP5g3 en miotubs C,C,, transduits
amb Ad-GFP, Ad-PGC-1a i/o PPAR-a (MOI 100) durant 48 hores, les Gltimes 24 hores de
les quals en preséncia de DMSO o del lligand agonista PPAR-a Wy-14643 10 uM.

* representa diferéncies significatives per efecte la sobreexpressié de PGC-1a.

Havent descartat PPAR-a com a regulador de I’expressié de les isoformes

d’ANT en miotubs C,C,,, vam estudiar el possible paper de PPAR-y. Es van
transduir miotubs C,C,, amb Ad-GFP o Ad-PGC-1a a un MOI 100 durant 24
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hores, i a continuacié es van incubar durant 24 hores més en preséncia de DMSO
(vehicle) o del lligand agonista PPAR-y rosiglitazona 10 uM (Figura 78). Mitjangant
real-time PCR es va determinar |'expressié génica de les dues isoformes d’ANT i de
PGC-1a (control de transduccié). El tractament amb rosiglitazona dels miotubs
C,C,, transduits amb GFP no té cap efecte sobre I'expressié d’'mANT1 o mANT2 i,
en combinacié amb la sobreexpressi6 de PGC-1a, el seu efecte inductor no és

diferent al que ja s"aconsegueix amb PGC-1a per si sol.

Aixi, PPAR-y, com PPAR-a, no participa en |‘augment de |'expressié
d’mANTT i mANT2 per efecte de la sobreexpressié de PGC-1a en miotubs C,C,»,.
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Figura 78. Perfil d’expressi6 génica de les isoformes d’ANT i PGC-1a en miotubs C,C;,
transduits amb PGC-la i incubades en preséncia o abséncia de rosiglitazona.
Determinaci6 de |'expressié génica mitjancant real-time PCR d’'mANT1, mANT2 i PGC-1a
en miotubs C,C,, transduits amb Ad-GFP o Ad-PGC-Ta (MOI 100) durant 48 hores, les
Ultimes 24 hores de les quals en preséncia, o no, del lligand agonista PPAR-y rosiglitazona

10 UM. * representa diferéncies significatives per efecte la sobreexpressié de PGC-1a.

Per Gltim, es va explorar el paper de PPAR-9, al qual se I’hi ha atribuit la
propietat de regular la biogénesi mitocondrial a través de PGC-Ta en cél-lules
musculars (Hondares et al., 2007). Després de transduir els miotubs C,C,, amb
Ad-GFP o Ad-PGC-Ta (MOI 100) durant 24 hores, es va incubar amb DMSO
(vehicle) o el lligand agonista de PPAR-d GW501516 1 UM durant 24 hores més i
es va determinar |'expressié génica d'mANT1 i mANT2 per real-time PCR (Figura
79). El tractament amb GW501516 produeix un lleuger augment de |'expressié

d’'mANT1. La combinacié de la sobreexpressié de PGC-1a amb el lligand indueix
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clarament la transcripcié d’'mANTT i mANT2 a uns nivells superiors als assolits
amb PGC-1a. La incubacié amb GW501516 activa I'expressié de COX1, perd en
combinacié amb la sobreexpressié de PGC-1a no 1 lloc cap efecte sumatori. En
canvi, GW501516 no augmenta |'expressié de COX411 o ATP5g3 per si sol, perd
en combinacié amb la sobreexpressié de PGC-1a si s’observa una tendéncia a
augmentar 'expressié d’aquestes dues proteines mitocondrials amb més potencia
que PGC-a per si sol, tal i com passa amb mANT2. Aixi, I'activacié de PPAR-&
indueix |'expressié de les dues isoformes d’ANT en miotubs C,C,,, sent més
sensible la regulacié d’'mANTT, i potencia |'efecte inductor de la sobreexpressié de

PGC-1a.
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Figura 79. Perfil d’expressi6 génica de les isoformes d’ANT i diverses proteines
mitocondrials en miotubs C,C,, transduits amb PGC-1a i incubades en preséncia de
DMSO o GW501516. Determinacié de |'expressié génica mitjangant real-time PCR
d'mANT1 i mANT2; i de COX1, COX4I1 i ATP5g3 en miotubs C,C,, transduits amb Ad-
GFP o Ad-PGC-Ta (MOI 100) durant 48 hores, les Gltimes 24 hores de les quals en
preséncia de DMSO o del lligand agonista PPAR-O GW501516 1 uM. * representa
diferéncies significatives per efecte la sobreexpressi6 de PGC-1a i # per efecte de

GW501516.

Finalment, també es va analitzar el paper d’ERR-a en la regulacié de les
isoformes d’ANT. En primer lloc es van transduir miotubs amb Ad-GFP, Ad-PGC-
Ta i/o ERR-a (MOI 100) durant 48 hores (Figura 80). A nivell transcripcional,
amb la sobreexpressid d’ERR-00 no té lloc cap efecte inductor de |'expressié
d’'mANT1 o mANT2. A més, tal i com passa amb les cél-lules Hela, la doble
transduccié anul‘la practicament I'augment transcripcional de les isoformes d’ANT
adquirit per efecte de PGC-1a. Com a conseqiéncia d’aquest resultat, es van

analitzar els nivells d’expressié de PGC-1a i ERR-a com a controls de transduccid,
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veient que la cotransduccié genera un artefacte experimental que no permet la
sobreexpressié de PGC-1a als nivells que s’obtenen amb la transduccié sola

d’aquest, perdent-se el seu efecte inductor.
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Figura 80. Perfil d’expressié geénica de les isoformes d’ANT en miotubs C,C,, transduits
amb PGC-1a i/o ERR-a. Determinacié de |'expressié génica mitjancant real-time PCR
d’'mANT1, mANT2, PGC-Ta i ERR-a en miotubs C,C,, transduits amb Ad-GFP, Ad-PGC-
Ta i/o ERR-a (MOI 100) durant 48 hores. * representa diferéncies significatives per efecte
la sobreexpressid de PGC-1a i # entre els grups de sobreexpressié de PGC-1a i els
d’ERR-a.

D’acord amb aquests resultats, no es podia deduir si ERR-a estava implicat
en la regulacié de les isoformes d’ANT, pel que es va optar per una estratégia
alternativa, que va consistir en la utilitzacié de |'antagonista XCT-790. Es van
transduir miotubs amb Ad-GFP o Ad-PGC-1a (MOI 100) durant 24 hores i es van
incubar amb DMSO o XCT-790 a una concentracié de 5 uM durant 24 hores més
(Figura 81). La inhibicié de I'ERR-a endogen per efecte de I'XCT-790 produeix
una disminucié de I'expressié basal d’'mANT1T i mANT2 i, quan el tractament té
lloc en combinacié amb la sobreexpressié de PGC-1q, el seu efecte inductor
sobre les isoformes d’ANT disminueix notablement, sense que es vegin afectats els
nivells de sobreexpressi6 de PGC-1a. Respecte a la proteina mitocondrial
analitzada, COX4I1 té una regulacié de |'expressié similar a qualsevol de les dues
isoformes d’ANT, ja que la inhibicié d’ERR-a per XCT-790 disminueix |’expressié
quan les cél-lules sén transduides amb GFP i t& tendéncia a bloquejar |'efecte

inductor produit per la sobreexpressié de PGC-1a.
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Figura 81. Perfil d’expressi6 génica de les isoformes d’ANT, PGC-1a i COX411 en miotubs
C,C,, transduits amb PGC-la i incubades en preséncia de DMSO o d’XCT-790.
Determinacié de |'expressié génica mitjancant rea/-time PCRd'mANT1, mANT2, PGC-1a i
COX411 en miotubs C,C,, transduits amb Ad-GFP o Ad-PGC-Ta (MOI 100) durant 48
hores, les Ultimes 24 hores de les quals en preséncia de DMSO o del lligand antagonista
ERR-a XCT-790 5 puM. * representa diferéncies significatives per efecte la sobreexpressié
de PGC-1a i # per efecte del tractament amb XCT-790.

Per tal de reafirmar aquesta implicacié d’ERR-a en la regulacié d'mANT1 i
mANT2 mitjancant PGC-1a, es van transduir miotubs amb Ad-GFP, Ad-PGC-1a
i/o Ad-siERR-a (MOl 100) durant 48 hores (Figura 82). La transduccié dels
miotubs amb |"adenovirus portador del vector d’expressié de I'/RNA d’interferéncia
d’ERR-a no té cap efecte sobre I"expressié basal de les isoformes d’ANT, perd en
combinacié amb la sobreexpressié de PGC-1a, la manca d’ERR-a suprimeix en
gran part l'efecte d’induccié. L'analisi de les proteines mitocondrials COXT,

COX411 i ATP5g3 mostra un perfil d’expressié similar al de les isoformes d’ANT.
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Per tant, ERR-q, tal i com passa amb la regulacié de les isoformes hANTT,
hANT2 i hANT3 humanes en les cél-lules Hela, també participa en la regulacié de
les isoformes mANT1 i mANT2 de ratoli en els miotubs C,C,, per part de PGC-

la.
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Figura 82. Perfil d’expressi6 génica de les isoformes d’ANT i diverses proteines
mitocondrials en miotubs C,C,, transduits amb PGC-1a i/o siERR-a. Determinacié de
I'expressié génica mitiancant real-time PCR d’'mANT1 i mANT2; i de COX1, COX4I1 i
ATP5g3 en miotubs C,C,, transduits amb Ad-GFP, Ad-PGC-1a i/o siERR-a (MOI 100)
durant 48 hores. * representa diferéncies significatives per efecte la sobreexpressié de
I'adenovirus i # entre PGC-1a i PGC-Ta + ERR-a.
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IV.2.3 3T3-L1

A part dels miotubs C,C,,, també es va estudiar la regulacié de les
isoformes mANT1 i mANT2 de ratoli en adipocits 3T3-L1. Seguint el mateix
plantejoment utilitzat en les cél-lules Hela i miotubs C,C,,, es analitzar la
implicacié de diferents factors de transcripcié en situacié de sobreexpressié de

PGC-1a.

En primer lloc es va comprovar la validesa del model mTOR-YY-1-PGC-1a
en aquest tipus cel-lular mitjangant la transduccié d’adipocits 3T3-L1 amb els
adenovirus de GFP (control de transduccié) o de PGC-1a (MOI 100) durant 48
hores, en preséncia de DMSO o rapamicina a una concentracié de 20 nM durant
les Gltimes 24 hores (Figura 83). La inhibicié d’'mTOR per part de la rapamicina en
les ceél-lules control (GFP) produeix un petit augment en l'expressié d’'mANT1 i
mANT2, tal i com passa amb alires proteines mitocondrials com ndufb5 o
COX4I1. Per tal de comprovar que la rapamicina exerceix el seu efecte inhibidor,
es va determinar I'expressi6 génica de I'’ATGL, gen silenciat per mTOR
(Chakrabarti et al., 2010). Tal i com estd descrit, la inhibicié d'mTOR per part de
la rapamicina indueix |"expressié d’ATGL. A més, també es va controlar si el
tractament amb rapamicina modula la sobreexpressié de PGC-1a. Aixi, podem
veure que els efectes d’induccié de les isoformes d’ANT via rapamicina no és sén
deguts a un augment en l'expressié del PGC-1a endogen. En la situacié de
sobreexpressié de PGC-1a, la inhibicié d’'mTOR tampoc limita I'efecte inductor de
PGC-1a, pel que es dedueix que I'eix mTOR-YY-1-PGC-1a no estd implicat en la
regulaciéd d'mANT1 i mANT2 (i les altres proteines mitocondrials estudiades) en els

adipocits 3T3-L1, a diferéncia del que passa en els miotubs C,C,,.
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Figura 83. Perfil d’expressié génica de les isoformes d’ANT, PGC-1a, ATGL i diverses
proteines mitocondrials en adipdcits 3T3-L1 transduits amb PGC-1a i incubades en
preséncia de DMSO o rapamicina. Determinacié de I'expressié génica mitjancant real-
time PCR d'mANT1 i mANT2; de PGC-1a; ATGL i de ndufb5, COX411 i ATP5g3 en
adipocits 3T3-L1 transduits amb Ad-GFP o Ad-PGC-1a (MOI 100) durant 48 hores, les
Ultimes 24 hores de les quals en preséncia de DMSO (vehicle) o de I'inhibidor d’'mTOR
rapamicina 20 nM. * representa diferéncies significatives per efecte la sobreexpressié de

PGC-1a i # per efecte del fractament amb rapamicina.
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Per altra banda es va estudiar el paper de PPAR-y en la regulacié de les
isoformes d’ANT per PGC-la. Es van transduir adipocits 3T3-L1 amb els
adenovirus de GFP o PGC-1a durant 24 hores i es van incubar amb DMSO,
rosiglitazona 10 pM (lligand agonista PPAR-y) i/o GW9662 10 puM (lligand
antagonista PPAR-y) durant 24 hores més i es va quantificar |’expressié génica per
real-time PCR |'expressié d'mANT1 i mANT2 (Figura 84A). El tractament amb
rosiglitazona en les céllules control (GFP), el qual no té cap efecte sobre
I'expressi6 d'mANT1, augmenta de forma clara Iexpressié d’'mANT2.
L’antagonista GW9662 tampoc produeix cap efecte en I'expressié d’'mANT1, perd
augmenta |'expressié d'mANT2. Aixi mateix, el doble tractament amb rosiglitazona

i GW9662 també augmenta |"expressié d’'mANT2.

En la situacié de sobreexpressi6 de PGC-la, el tractament amb
rosiglitazona continua sense tenir cap efecte en sobre mANT1, perd si que indueix
mANT2, tot i que al mateix nivell que ho fa la rosiglitazona per si sola. Per tant,
I'efecte de la rosiglitazona no es suma a l'efecte de PGC-Ta. A més, 'Gs de
I’antagonista GW9662 no modifica I'efecte inductor de PGC-1a. La quantificacié
de I'expressié de PGC-1a (Figura 84B), al tractar-se d’un gen diana de PPAR-y,
ens permet assegurar que tant I'agonista rosiglitazona com I'antagonista GW9662
actuen a través de PPAR-y en la seva regulacid, ja que la rosiglitazona indueix
I'expressi6 de PGC-Ta mentre que el GW9662 bloqueja aquest efecte.
Tanmateix, I'efecte inductor de GW9662 sobre I'expressié especifica d’mANT2 (i
no sobre mANT1 o PGC-1a) ens fa pensar que aquest antagonista pot tenir un

efecte regulador d’'mANT2 independent de PPAR-y.

Per tant, PGC-1a i PPAR-y sembla que no formarien part d'un mateix
complex regulador de la transcripcié génica d’'mANT1 o mANT2, tot i que per

separat si augmenten |"expressié d’'mANT2 en adipocits 3T3-L1.
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Figura 84. Perfil d’expressié génica de les isoformes d’ANT, PGC-1a i controls d’efecte
dels tractaments en adipocits 3T3-L1 transduits amb PGC-1a i incubats amb rosiglitazona
i/o insulina. (A) Determinacié de I'expressié génica mitjancant real-time PCR d'mANT1 i
mANT2; i (B) de PGC-1a en adipocits 3T3-L1 transduits amb Ad-GFP o Ad-PGC-Ta (MO
100) durant 48 hores i incubades amb rosiglitazona 10 uM i/o GW9662 10 uM durant les
Oltimes 24 hores. * representa diferéncies significatives per efecte de PGC-1a i # per efecte

del tractament.

Finalment es va estudiar si ERR-a, tal i com passa amb les cél-lules Hela
humanes com en els miotubs C,C,, de ratoli, també estd implicat en la regulacié
de les isoformes d’ANT en adipdcits 3T3-L1. Primer de tot, es van transduir
adipocits 3T3-L1 amb Ad-GFP o Ad-PGC-1a (MOI 100) durant 24 hores i a
continuacié es van incubar amb DMSO o I'inhibidor d’ERR-a, XCT-790 5 puM
durant 24 hores més (Figura 85). El tractament amb XCT-790 de les cél-lules
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control (GFP) no produeix cap efecte en |'expressié d’'mANT1, perd si és capag de
bloguejar I'augment d’expressié mitjancat per la sobreexpressié de PGC-1a. XCT-
790 augmenta I'expressié d'mANT2 en les cél-lules control. La combinacié d’XCT-
790 amb la transduccié de I'adenovirus de PGC-1a, tot i produir una lleugera
disminucié respecte els nivells d’'mRNA produits per la sobreexpressié, aquesta no
és significativa. Analitzant I'expressié génica d’altres proteines mitocondrials, es
pot observar com I'’XCT-790 no té efectes sobre I'expressié basal de COX4I1,
COX7c, ATP5g3 i SIRT3, perd si presenta un petit efecte en el bloqueig de la
induccié mitjancada per PGC-1a, sobretot en el cas de COX7c i SIRT3.
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Figura 85. Perfil d’expressi6 génica de les isoformes d’ANT i diverses proteines
mitocondrials en adipocits 3T3-L1 transduits amb PGC-1a i incubades en preséncia de
DMSO o d’XCT-790. Determinacié de |'expressié génica mitjancant real-time PCR
d’'mANTT, mANT2, COX411, COX7c, ATP5g3 i SIRT3 en adipocits 3T3-L1 transduits amb
Ad-GFP o Ad-PGC-1a (MOI 100) durant 48 hores, les Gltimes 24 hores de les quals en
preséncia de DMSO o del lligand antagonista ERR-a XCT-790 5 pM. * representa
diferéncies significatives per efecte la sobreexpressi6 de PGC-l1a i # per efecte del
tractament amb XCT-790.

Degut a queé els resultats obtinguts amb 1'Gs de I"inhibidor XCT-790 no sén
concloents pel que fa a la implicacié d’ERR-a en la regulacid d’mANT2, tot i que
amb mANT1 si, es van transduir adipocits 3T3-L1 amb Ad-GFP, Ad-PGC-1a i/o
Ad-siERR-a (MOI 100) durant 48 hores (Figura 86). La transduccié dels adipocits
amb I'adenovirus siERR-0 produeix una disminucié de |'expressié d’'mANTT i
mANT2 i, en combinacié amb la sobreexpressié de PGC-1a, I'/RNA d’interferéncia

d’ERR-a produeix el blogqueig total de la induccié de la transcripcié de les dues
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isoformes d’ANT. Aquest bloqueig de |'efecte de PGC-1a per part del silenciament
d’ERR-a t& lloc sense alterar els nivells de sobreexpressié6 de PGC-1a. A més,
també podem comprovar com siERR-a disminueix la transcripcié d’ERR-a (control

de I'eficiéncia de la interferéncia).
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Figura 86. Perfil d’expressié génica de les isoformes d’ANT i controls de transduccié en
adipécits 3T3-L1 transduits amb PGC-1a i/o siERR-a. Determinacié de |'expressié génica
mitiancant real-time PCR d'mANT1, mANT2, PGC-l1a i ERR-o en adipocits 3T3-L1
transduits amb Ad-GFP, Ad-PGC-1a i/o siERR-a (MOI 100) durant 48 hores. * representa
diferéncies significatives per efecte la sobreexpressié de I'adenovirus i # entre PGC-1a i
PGC-1a + ERR-a.

En vista d'aquests resultats, podem concloure que en els adipocits 3T3-L1,
el receptor nuclear ERR-a participa de la induccié transcripcional d’'mANT1 i

mANT2 per part de PGC-1a.
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DISCUSSIO

L'interés per |'adenina nucledtid translocasa (ANT) arrenca en la década
del 1950, quan es va descriure que els mitocondris contenien elevades quantitats
de nucledtids d’adenina amb diferents nivells de fosforilacié (Siekevitz and
POTTER, 1955) i ja en la década del 1960, quan es va acceptar que la
membrana mitocondrial interna constituia una barrera osmotica (Brierley and
Green, 1965), es va iniciar una linia de recerca amb |'objectiu de descriure el
mecanisme pel qual es pogués explicar la distribucié compartimentada dins la
céllula dels diferents pools de nucledtids. Aixi, una vegada es van trobar
evidéncies de I'existéncia d’'un transport especific de nucledtids a través de la
membrana mitocondrial interna relacionat amb I"activitat OXPHOS, a finals dels
anys 60 es va identificar el transportador responsable, I'ANT (Pfaff et al., 1965;
Duee and Vignais, 1965). Aixi, la funcié que se i va atribuir en un inici a I'ANT
era la de realitzar el bescanvi a través de la membrana mitocondrial interna entre
I’ADP citosolic i I’ATP mitocondrial, producte final de la fosforilacié oxidativa.
Tanmateix, al llarg de les 5 décades d’estudi, s’ha vist que ANT presenta altres
activitats a part del propi bescanvi, les quals també sén d’una elevada importancia
per al correcte funcionament del mitocondri i, en extensié, de la cél-lula i teixit.
Aquesta diversitat de funcions s’han anat descrivint després de constatar
I'existéncia de diverses isoformes, fins a quatre en el cas dels humans, cada una
de les quals presenta unes caracteristiques propies, com poden ser la seva
regulacié transcripcional, la seva distribucié tissular o, com ja hem dit, les seves
activitats (Brenner et al., 2011). Aixi, per exemple, el nostre grup ha descrit que la
sobreexpressié d’hANT1 i hANT3 indueix apoptosi en cél-lules en cultiu, mentre
que la sobreexpressid d’hANT2 no produeix aquest efecte (Zamora et al., 2004a;

Zamora et al., 2004b).

Aquest treball es va iniciar amb I'objectiv d’aprofundir més en el
coneixement al voltant de les funcions diferencials de les isoformes ANT dins el
context del metabolisme energétic i la proliferacié cel lular, aixi com la regulacié

de la seva expressié génica. Per a fer-ho, es va optar per estudiar, primerament la

255



Discussié

relacié entre |'estat de proliferacié o diferenciacié de diferents linies cel-lulars, tant
humanes com de ratoli, i el patréd d’expressié de les isoformes ANT. A continuacié,
amb I'objectiu de discernir possibles funcions diferencials entre les isoformes
humanes, s’han analitzat les conseqiéncies en el metabolisme energétic, la
proliferacié i 'apoptosi cel'lular derivades de canvis en I'expressié de I’hANT2 o
I"hANT3 humanes i de I'mANT1 i I'mANT2 de ratoli mitjangant el seu silenciament
o sobreexpressié. Per Gltim, s’ha realitzat una aproximacié a la regulacié de
I'expressié génica dels ANTs per part de PGC-1a i els possibles factors de

transcripcié associafs.

ESTUDI DELS CANVIS EN L'EXPRESSIO GENICA DE LES ISOFORMES DE
L’ADENINA NUCLEOTID TRANSLOCASA DEPENDENTS DEL METABOLISME | DE
L’ESTAT DE PROLIFERACIO EN LINIES CEL-LULARS HUMANES | DE RATOLI.

El clonatge de les 4 isoformes humanes d’ANT i els corresponents estudis
d’expressié van permetre descriure la seva distribucié tissular. Aixi, hANT1 és la
isoforma maijoritaria en méscul cardiac i esquelétic, i en cervell; hANT2 s’expressa
en cel'lules amb elevada taxa de proliferacié, com teixits en desenvolupament o
tumors; hANT3 és d’expressié ubiqua i hANT4 es localitza principalment en

testicles (Stepien et al., 1992; Dolce et al., 2005).

Una de les principals caracteristiques de les cél-lules tumorals és el tipus de
metabolisme que adopten. La relacié entre I'estat proliferativ d’una cél-lula i el seu
metabolisme ha estat estudiat durant moltes décades des que Otto Warburg
observa que I'elevada taxa proliferativa de les cél-lules canceroses va associada a
un metabolisme marcadament glucolitic, amb un elevat consum de glucosa i de
produccié de lactat, tot i la disponibilitat d’oxigen (Warburg, 1956b). Aquest tipus
de metabolisme obliga a les cél-lules a ser grans consumidores de glucosa, ja que
el rendiment energétic mitjangant glucdlisi (2 ATP/glucosa) és molt inferior al que
s’obté per fosforilacié oxidativa (36 ATP/glucosa) (Greiner et al., 1994). A més, les

cél-lules amb rapida divisié també sén grans consumidores de glutamina, la qual
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és imprescindible, juntament amb la glucosa, per a assegurar el continu
subministrament de molécules intermediaries (esquelets de carboni) necessaries
per al manteniment de |'alta activitat de les rutes de biosintesi de macromolécules.
Per exemple, la utilitzacié de la glucosa per via glucolitica permet el funcionament
de la via de les pentoses fosfat, la qual genera una elevada quantitat de poder
reductor en forma de NAPDH i de ribosa-P, imprescindibles per a la sintesi de

lipids i acids nucleics (DeBerardinis et al., 2008; DeBerardinis and Thompson,

2012).

Els mecanismes que regulen el tipus de metabolisme requerit d’acord amb
Iestat proliferativ d'una cél-lula i com la cél-lula obté aquests nutrients en funcié
de les seves necessitats, encara sén objecte de constant estudi i disten d’estar
caracteritzats al 100%, tot i que s’han fet grans avencos. Per exemple, s’han
establert les bases moleculars que determinen |'Us diferencial de la glucosa i de la
glutamina al llarg del cicle cel-lular, fendmens clau per a garantir la divisid
cel-lular. Concretament, I'activacié de la glucolisi i de la glutaminolisi durant la
divisié cel-lular esta regulada per ubiquitina-lligases, les quals controlen I'activitat
d’enzims clou d’aquestes vies (Colombo et al., 2011). Per tant, I'accié de
proteines reguladores del cicle cel-lular regula, de forma diferencial, "activitat dels
mecanismes encaminats a satisfer les demandes metaboliques especifiques de les

cél-lules en funcié de la fase del cicle cellular en qué es troben (Colombo et al.,

2011; Moncada et al., 2012).

Coneixedors d’aquesta associacié entre el tipus de metabolisme i I'estat de
proliferacié d’una cél-lula, en primer lloc ens vam plantejar estudiar si el patrd
d’expressié de les diferents isoformes humanes d’ANT depén d’aquests factors. La
isoforma hANT2 es va clonar originalment en fibroblasts humans com un gen de
resposta primerenca (early response gene), pel que des d'un inici se I’ha associat
amb la proliferacié cel-lular en fibroblasts humans (Battini et al., 1987). A més,
I"estudi del seu promotor i la identificacié dels elements de resposta involucrats en
la regulacié de la transcripcié d’hANT2 en funcié de I'estat proliferativ (Barath et

al., 1999b), van confirmar aquesta relacié entre proliferacié cel-lular i expressié
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d’hANT2 en cél-lules capaces d’aturar el seu creixement, és a dir, en cél-lules que
conservaven la dependéncia per factors de creixement, com els fibroblasts NIH3T3
o les cél-lules d’origen mieloide HL-60 (Battini et al., 1987; Barath et al., 199%9b;
Luciakova et al., 2003), els fibroblasts provinents de teixit pulmonar embrionari

WI-38 (Giraud et al., 1998), les cél-lules epitelials CAKI 1 (Giraud et al., 1998).

Tenint en compte aquesta associacié entre proliferacié i glucdlisi, i entre
proliferacié i hANT2, es podria associar hANT2 al metabolisme glucolitic, a pesar
de qué la seva activitat intrinseca de bescanvi de nucledtids d’adenina semblaria
estar més lligada al metabolisme oxidativ que al glucolitic. D’'una manera
interessant, els nostres experiments demostren que, tot i que si existeix una estreta
relacié entre I'expressié de les isoformes d’ANT i el metabolisme d’una cél-lula en
funcié del seu estat de proliferacio, el patré d’expressié de les isoformes d’ANT
depén del tipus cel-lular. Aixi, en cél-lules que no aturen el seu creixement, com
Hela o HepG,, és I'expressié d’hANT3 la que es regula per proliferacié, i no
hANT2 (Figures 14 i 21). En aquestes cél-lules, I'aturada de la proliferacié suposa
efectivament un augment de l'oxidacié i també una induccié de |'expressié
d’hANT3, que és la isoforma que a priori s’associa a aquest tipus de metabolisme
(Figures 13 i 20). En canvi, en cél-lules SGBS, una aturada de la proliferacié si va
associada a una disminucié de I'expressié d’hANT2 (Figura 22), el que encaixa
amb el paper d’"hANT2 com a marcador de proliferacié en céllules on la seva
proliferacié depén totalment de la preséncia de factors de creixement i de la
inhibicié per contacte (growth-arresi). Per tant, sembla ser que no només hANT2
es regula per proliferacié, siné que també ho pot fer hANT3 depenent de si la

cél-lula és sensible als senyals d’aturada del creixement.

Aquesta idea es veu reforcada amb els resultats que hem obtingut
mitiancant diferents experiments en els que hem controlat la proliferacié per tal
d’estudiar la regulacié de les isoformes d’ANT. Primerament, en cél-lules Hela
incubades amb medi deplecionat de sérum on, tot i existir una disminucié del

creixement cel'lular, aquest no s’atura totalment (Figura 17), és |'expressio
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d’hANT3 la que és regulada a I'alga, i no la d’'hANT2 que es reguli a la baixa
(Figura 18).

En segon lloc, I'0s de rapamicina com a inhibidor d’'mTOR i, per tant, de la
via de senyalitzacié iniciada per molts factors de creixement (Pallet et al., 2005),
també confirma el fet que la supressié dels estimuls proliferatius en cél-lules Hela
va associat a un increment de I"expressié d’hANT3 i no a una disminucié d’hANT2
(Figura 19). Per tant, hANT3, considerada com a isoforma ubiqua no sotmesa a

regulacid, si es regula per proliferacié en aquestes cél-lules.

Finalment, els resultats obtinguts amb la incubacié de cél-lules Hela amb
medi deplecionat de glucosa també apunten a que és hANT3 la isoforma
regulada. Davant la manca de glucosa, les cél-lules depenen de la glutamina com
a substrat energétic, obligant a les cél-lules a obtenir I'energia a partir del
metabolisme oxidatiu (Weber et al., 2002) i a aturar el seu creixement
(DeBerardinis et al., 2008). En el nostres estudis també podem observar aquesta
adaptacié de les cél-lules, tal i com mostra I’'augment de la capacitat oxidativa i la
disminucié de la produccié de lactat (Figura 15). A més, i a diferéncia de la
deplecié de sérum, la manca de glucosa si que condiciona drasticament la
capacitat de les cél-lules Hela per a proliferar. En aquesta situacié, on es forca a
les cél-lules a dependre energéticament de |'oxidacié i a entrar en un estat de

quiescéncia, té lloc un augment de I'expressié d’hANT3 (Figura 16).

Tot aquest conjunt d’observacions ens han permés definir un index que
permet associar el patré d’expressié de les isoformes d’ANT amb el tipus de
metabolisme present en la cél-lula d’acord amb el seu estat de proliferacié. Aquest
index, que hem anomenat quocient glucolitic relaciona els nivells d’mRNA
d’hANT2, que com hem vist, és la isoforma propia de cél-lules en proliferacié i,
per tant, majoritariament glucolitiques, amb la suma dels nivells d’mRNA d’hANT1
i hANT3, que sén les isoformes principals dels teixits oxidatius. Aixi, una céllula
proliferant presenta un quocient glucolitic superior a les cél-lules que tenen

aturada la seva divisié, i viceversa (Figures 14, 16, 18, 19, 21, 22). Amb fot,
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degut a l'estreta relacié entre el metabolisme glucolitic i la proliferacié, aquest
index que hem denominat com a quocient glucolitic també podria ser interpretat

com a quocient proliferatiu.

El fet que, depenent del tipus cel-lular, sigui I'expressi6 d’hANT2 o
d’hANT3 la que es reguli, no resta valor a la importancia del quocient glucolitic,
ja que la seva relacié amb la proliferacié/quiescéncia i amb el metabolisme
glucolitic/oxidatiu es manté amb independéncia de quina sigui la isoforma
regulada. Per tant, el sentit fisioldgic resultant de la regulacié d’'una o altra
isoforma és com( en tots els casos, ja que l'aturada de la proliferacié i el
corresponent canvi metabodlic cap a un augment de I’oxidacié van associats a una

disminucié del quocient glucolitic, indistinfament si ve determinat per una

disminucié dels nivells d'mRNA d’"hANT2 o un augment dels d"hANT3.

Fins ara, la isoforma que s’ha estudiat en més profunditat, a nivell de la
seva regulacié transcripcional, és la d’hANT2. El promotor d’hANT2 conté
diferents elements de resposta encarregats de regular la seva expressié. Aixi, s’ha
descrit que el promotor d’hANT2 conté 3 caixes de reconeixement d’elements Sp1
responsables de |"activacié (caixes A i B) o inhibicié de I'expressié (caixa C) (Li et
al., 1996a; Luciakova et al., 2000; Zaid et al., 2001), I'activitat dels quals depén
alhora de l'estat d’acetilacié de la cromatina (Hodny et al., 2000) i d’altres
factors, com I’AP-2, que actuaria com un intensificador de I'activacié de la
transcripcié per Spl (Li et al., 1999). Perd sens dubte, la identificacié de Go-1 i
Go-2 com dues regions essencials per al silenciament (Barath et al., 1999a) ha
estat clau per a comprendre la regulacié de I'expressié d’hANT2 en funcié de la
proliferacié. Aquestes caixes sén llocs d’unié del factor NF-1, amb participacié de
proteines Smad el qual s’hi uneix quan les céllules es troben en estat de
quiescéncia, reprimint |’expressié génica d’hANT2 en aquestes condicions
(Luciakova et al., 2003; Barath et al., 2004; Luciakova et al., 2008). A més, la
identificacié de I'element GRBOX (g/ycolysis regulated box) (Giraud et al., 1998)

com a inhibidor de I"expressié d’hANT2 en teixits madurs oxidatius, ha permés
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establir el model de regulacié de I'expressié d’hANT2 en funcié de la proliferacié i

del metabolisme.

En canvi, els estudis al voltant de la regulacié de I'expressié d’hANT3 han
estat molt escassos, ja que sempre s’ha considerat que aquesta isoforma
s’expressa de forma ubiqua, ja que el seu promotor només presenta elements Sp]
(Cozens et al., 1989) i manca de caixes CCAAT i TATA. No obstant, en vista dels
nostres resultats, podem proposar que |'expressié d’hANT3 sembla estar més
regulada del que s’havia descrit fins ara, i que la proliferacio, tal i com passa amb

hANT2, també juga un important paper en la seva regulacié.

Sembla evident, doncs, que l’existéncia d’una regulacié diferencial de
I'expressié de les isoformes d’ANT en funcié del tipus de metabolisme |i ha de
suposar a la cél-lula algun avantatge adaptativ i és una base important per a

hipotetitzar sobre |'existéncia de funcions diferents entre elles.

Paral-lelament també s’ha estudiat la relacid entre |'expressid de les
isoformes mANT1 i mANT2 de ratoli amb el metabolisme i 'estat de proliferacié i
diferenciacié en diverses linies cel-lulars. La distribucié tissular de I'mANT1 de
ratol{ és similar a la dels humans, trobant-se només en teixits altament oxidatius
com cor i mUscul esquelétic, mentre que la isoforma mANT2 té una distribucié
practicament ubiqua, a excepcié del muscul (Levy et al., 2000; Rodic et al.,
2005). Aixi, es va analitzar el perfil d’expressid d’'mANT1 i mANT2 d’acord amb
I"estat de proliferacié i/o diferenciacié i del tipus de metabolisme energétic present

en cél-lules HIB-1B, 3T3-L1 i C,C,,.

mANT2, tot i la seva distribucié ubiqua en ratolins, en cél-lules HIB-1B es
comporta d’una manera similar a un gen marcador de proliferacié, com I"hANT2
humana (Battini et al., 1987), ja que la seva expressié disminueix amb una

aturada de la proliferacié d’aquestes cél-lules (Figura 23).
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En céllules 3T3-L1 es pot observar com, tot i que la isoforma mANT2
disminueix la seva expressid6 per efecte de |'‘aturada en la proliferacié dels
preadipocits, la seva expressié torna a augmentar d’acord amb el procés de
diferenciacié (Figura 25), situacié en qué es produeix una clara induccié del
metabolisme oxidatiu (Figura 24). Per tant, en cél-lules 3T3-L1, mANT2 t& un
doble patré d’expressié: el que correspon a la seva condicié de marcador de
proliferacié en fibroblasts i el de ser la isoforma propia de cél-lules diferenciades i
oxidatives no musculars. En ratolins, doncs, la isoforma mANT2 realitzaria les
diferents funcions que les isoformes hANT2 i hANT3 fan en humans. Una altra
dada que reforca la idea de qué mANT2 és la isoforma associada a la maduracié
adipocitaria en cél-lules 3T3-L1, és la comprovacié que hem fet sobre el
tractament amb factors adipogénics, com la insulina (Spiegelman et al., 1993) i/o
I'agonista de PPAR-g, rosiglitazona (Tontonoz et al., 1994). Tal i com hem vist,
aquests dos factors indueixen clarament |’expressié d’mANT2, fins i tot en
adipocits madurs, on el procés de diferenciacié tedricament ja estd completat
(Figura 26). En canvi, aquests factors adipogénics no regulen de forma tant

evident I'expressié d’ANT1 (Figura 84).

En mioblasts C,C,,, l"expressi6 d’'mANT2 disminueix a mida que les
cél-lules aturen el seu creixement en augmentar la densitat cel-lular (confluéncia) i
s'inicia el procés de diferenciacio, ja que aquestes cél-lules també es regulen per
proliferacié. En el nostre cas, I'expressié d’'mANT1 també disminueix amb la
diferenciacié, tot i que no en el mateix grau que ho fa mANT2 (Figura 29). Stepien
i collaboradors (1992) van observar que el procés de diferenciacié d’una linia de
cél-lules musculars en cultiv s’associa a un lleuger increment d’'mANTT, tot i que
aquesta induccié dista molt de la que es produeix en teixit muscular in vivo. En el
nostre cas, no hem pogut observar I'increment d'mANT1, I'expressié del qual és
molt baixa, fins i tot en cultius primaris de cél-lules musculars diferenciades in vitro
(Lunardi et al., 1992), tot i que I'expressié de diferents marcadors de diferenciacié,
com la miogenina, o de proteines mitocondrials confirmen un complet estat de
diferenciacié dels miotubs (Figura 29). A més, tot i que la diferenciacié de les

cel-lules C,C,, va associat a un augment del metabolisme oxidatiu, tal i com
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demostra la disminucié del consum de glucosa i produccié de lactat (Figura 27),
aquestes cél-lules presenten un metabolisme glucolitic superior al que s’esperaria
pel fet de ser cél-lules musculars, ja que els nivells d’ATP en aquestes cél-lules, en
preséncia de glucosa, és molt insensible a I'efecte inhibidor de I'OXPHOS per part
de l'oligomicina (Figura 67). Per tant, els miotubs C,C,, en cultiu, amb alta
disponibilitat de glucosa, presenten un metabolisme poc dependent de I'oxidacio,
el que lliga amb el petit increment en el consum d’oxigen dels miotubs respecte els
mioblasts (Figura 28), tot i I'enriquiment de la maquindaria mitocondrial, el que
podria suggerir que la manca d’induccié transcripcional d’'mANT1 sigui limitant en

aquest cas.

Per tant, en ratolins, mANT2 és la isoforma lligada a la proliferacié en
cél-lules sensibles a I'aturada del seu creixement i és regulada en funcié
d’aquesta, com veiem en els fibroblasts HIB-1B, els adipocits 3T3-L1i els miotubs
C,Cy,. A més, en les linies cel-lulars no musculars i que, per tant, no tenen mANT]
com a isoforma propia del teixit madur oxidatiu, mMANT2 també és la isoforma

responsable de I'activitat translocasa en les cél-lules quiescents, com en el cas dels

adipocits 3T3-L1.

EFECTES DEL SILENCIAMENT GENIC MITJANGANT shRNA DE LES ISOFORMES
DE L’ADENINA NUCLEOTID TRANSLOCASA HUMANES | DE RATOLI.

Després d'observar la connexié entre I'aturada de la proliferacié i el canvi
metabodlic que dirigeix les cél-lules a augmentar el metabolisme oxidatiu en
detriment del glucolitic, i que aquest fenotip correlaciona amb una disminucié del
quocient glucolitic, es va plantejar I'objectiuv de veure si els canvis d’expressié de
les isoformes d’ANT sén capacos per si sols de canviar el metabolisme i la
proliferacié de les cél-lules. Aixi, es va realitzar el silenciament mitjancant shRNA
de les isoformes hANT2 i hANT3 humanes en cél-lules Hela i de les isoformes

mANT1 i mANT2 de ratoli en cel-lules HIB-1B.
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Primerament, podem observar com el silencioment d’hANT2, amb la
conseqient disminucié del quocient glucolitic, en cél-lules Hela és capag per ell
mateix de fer les cél-lules més oxidatives, ja que produeix una disminucié en la
produccié de lactat i un augment de la capacitat per a oxidar glucosa (Figura 32).
A més, el silenciament d’hANT2 també produeix una disminucié de |'expressié de
GLUT1, transportador intimament relacionat amb el metabolisme glucolitic en
ceél-lules tumorals (Furuta et al., 2010), ja que la seva activitat és imprescindible
per a satisfer I'elevada demanda de glucosa en aquestes cél-lules. L'increment de
la capacitat oxidativa produida pel silenciament d’hANT2 també queda
demostrada per I'augment en la capacitat per a oxidar acids grassos (Figura 32D)

i per I'augment en el consum d’oxigen (Figura 32E).

Malgrat la relacié que existeix entre hANT2 i proliferacié, no hem observat
que el silenciament d’hANT2 afecti al creixement cel-lular. La transfeccié
transitdria dels shRNA requereix que les cél-lules es trobin a una elevada
confluéncia en el cultiu, circumstancia que fa que les cél-lules hagin disminuit
significativament la seva capacitat proliferativa, com s’observa al comparar les
velocitats de creixement entre les céllules Hela transfectades amb els shRNA
(Figura 31) i la de les c&l-lules Hela en la situacié d’un cultiv normal (Figura15),
les quals proliferen a una velocitat 5 vegades superior. Aquesta restriccié
proliferativa podria explicar el fet de qué no observem efectes del silencioment
d’hANT2 sobre la capacitat de creixement de les cél-lules Hela, ja que aquestes ja

tindrien el seu creixement prou disminuit.

En canvi, tot i que el silenciament d’"hANT3 no produeix grans canvis a
nivell glucolitic, si és responsable d’una baixada dels nivells d’ATP intracel-lular
(Figura 33). Aquesta sensibilitat de les céllules a la manca d’hANT3 no deixa de
ser sorprenent ja que les cél-lules Hela, com a céllules tumorals que sén, es
caracteritzen per una activitat oxidativa molt baixa a favor de la glucolisi i
semblaria que no haguessin de ser dependents d’ANT3. Emperd, aquesta
disminuci6 de I'activitat mitocondrial es tradueix en la disminucié dels nivells d’ATP

i en la fosforilacié de I’AMPK-a (Figura 33), que alhora podria determinar la taxa
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de proliferacié cellular a través d’'mTOR (Hardie, 2011). Es conegut que la
proliferacié requereix d’'una elevada activitat de vies anaboliques, les quals sén
grans consumidores d’ATP (Moncada et al., 2012). Per tant, una de les principals
conseqiéncies de la disminucié dels nivells d’ATP i de "activacié de I'AMPK-a és
la repressié de les vies de sintesi de macromolécules (Hardie and Carling, 1997) i
de la proliferacié (Luo et al., 2010), el que lliga amb els nostres resultats de
baixada de la proliferacié (Figura 31). Aixi, les cél-lules Hela, tot i ser c&l-lules
tumorals altament glucolitiques, en una situacié de baixa proliferacié necessiten
d’una certa activitat OXPHOS, pel que la manca d’hANT3, que és la isoforma

associada a |'oxidacié, pot condicionar el funcionament mitocondrial.

El silenciament d"hANT3, tal i com passa amb el d’"hANT2, també produeix
un augment en 'oxidacié d’acids grassos, tot i que el mecanisme a través del qual
ho fa ha de ser diferent. Una possible explicacié és que el silenciament d’hANT3
suposa |'activacié de I"AMPK-a i aquesta iniciaria una série de respostes
encaminades a augmentar "oxidacié dels acids grassos (Jeon et al., 2012). A
més, aquesta activacié de I'AMPK-a també podria explicar la induccié de
I"expressié de la PDK4, la qual actuaria disminuint I'oxidacié de la glucosa a favor
de la dels acids grassos (Houten et al., 2009). Concretament, |"activacié de la via
de 'AMPK-a condueix a la inhibicié de les acetil-CoA carboxilases 1 i 2 (ACC1-
2), disminuint la biosintesi d’acids grassos i, al mateix temps, s’indueix |'activitat de
la carnitina-palmitoil-transferasa 1 (Cpt1), augmentant el flux de la B-oxidacié
(Abu-Elheiga et al., 2001). Aquest augment en |'oxidacié d’acids grassos també
va acompanyat d’un augment en la velocitat de consum d’oxigen (Figura 32E),
associacié que ja ha estat descrita, per exemple, en miotubs silenciats per SIRT4,
on es produeix un augment de la fosforilacié de I’AMPK-a, de |"oxidacié dels acids
grassos i del consum d’oxigen (Nasrin et al., 2010). Tanmateix, en el nostre cas,
aquest augment de |'oxidacié no va associat a una disminucié de la produccié de
lactat, tot i que aquest fenomen podria ser una conseqiiéncia de la induccié de la

PDK4.
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Per altra banda, també es van estudiar les repercussions metaboliques
derivades del silenciament de les isoformes de ratoli mMANTT i mANT2 en cel-lules
HIB-1B. El silenciament d’mANT2 produeix un augment del metabolisme
glucolitic, com demostra I'augment en el consum de glucosa, la produccié de
lactat, la induccié de I’hexoquinasa Il i la disminucié de la capacitat oxidativa
(Figura 38). A més a més, el silenciament d’'mANT2 també suposa una baixada
de I'ATP cellular (Figura 40) i una disminucié del creixement cellular,
possiblement produida per una induccié de I'apoptosi (Figura 37), indicant un
possible paper protector d’aquesta isoforma davant I'apoptosi. Aquest canvi
metabolic produit per la pérdua d’'mANT2 és contradictori amb el paper de
marcador de proliferacié que li hem atribuit a aquesta isoforma d’acord amb els
resultats que es desprenen del primer bloc de resultats on observem que una

aturada de la proliferacié va acompanyat d'una baixada de I"expressié d’'mANT2.

No obstant, hem de tenir en compte que, degut als requisits experimentals,
aquestes céllules es troben a una alta confluéncia, pel que és probable que
aquestes cél-lules passin a dependre del metabolisme més oxidatiu. A més, podem
pensar que les cél-lules HIB-1B, com a cél-lules d’origen no muscular o cerebral,
sén altament dependents d’'mANT2, ja que a diferéncia de les cél-lules humanes,
no disposen d'una altra isoforma amb la que es pugui repartir activitats
diferencials. Per tant, la pérdua d’'mANT2 en cél-lules HIB-1B suposa una pérdua
d’activitat translocasa que suposa una disminucié del metabolisme oxidatiu. En
canvi, el silenciament d’'mANTT1, isoforma que a priori hauria de ser poc important
en l'activitat mitocondrial d’aquestes cél-lules, no comporta grans repercussions
metabodliques, només un petit augment de la capacitat oxidativa de la glucosa,

que no va acompanyat de canvis en els nivells de produccié de lactat (Figura 38).

A part dels canvis a nivell metabolic i proliferatiu, un dels resultats més clars
obtinguts en el present treball ha estat que el silenciament de I’hANT3 humana o
de I'mANT2 de ratoli suposa una induccié de la transcripcié de diverses
citoquines, com sén TNF-a, IL-6 i MCP-1 (Figures 35 i 41). Tot i que els estudis

amb medis condicionats amb cél-lules Hela no sén concloents (Figura 50), els
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medis provinents de cél-lules HIB-1B silenciades per mANT2 sén capagos
d’estimular en cél-lules HIB-1B incubades amb aquests medis, una resposta
inflamatoria, tal i com es veu amb els estudis d’activitat de promotor (Figura 51A)
com a nivell transcripcional (Figura 51B), fins i tot, en altres linies cel-lulars com
macrdfags Raw 264.7 o adipocits 3T3-L1 (Figura 52). Aquestes dades indiquen,
doncs, que la induccié transcripcional va acompanyada de la sintesi i allibberament
en el medi d’aquestes citoquines. El fet de qué, malgrat el bloqueig del TNF-a en
el medi mitjancant s d’anticossos anti-TNF-a es continui obtenint una induccié
de la resposta inflamatoria en les cél-lules incubades, fa pensar que la quantitat de
TNF-a en el medi és molt baixa i que I'activacié de la resposta inflamatoria és
produida per la participacié de varies citoquines. A més, tot i que la induccié
transcripcional € lloc en les tres citoquines analitzades (TNF-a, IL-6 i MCP-1),
només la IL-6 i MCP-1 assoleixen els nivells suficients per a ser detectats (Figura
53), reforcant aquesta idea de qué la resposta inflamatoria esta vehiculada per un

conjunt de citoquines.

Una de les possibles vies d’activacié de la resposta inflamatoria és un
augment en la produccié de ROS deguda a una disfuncié de I'activitat
mitocondrial (Cillero-Pastor et al., 2008; Vaamonde-Garcia et al., 2012). En el
nostre cas, I"augment en la transcripcié de citoquines per efecte del silenciament
de I'hANT3 humana o de I'mANT2 de ratoli, no és degut a un increment de la
produccié de ROS, ja que els seus nivells sén fins i tot més baixos (Figures 34D i
39A) i I's de I'antioxidant N-acetilcisteina no evita que tingui lloc la produccié de
citoquines (Figures 47 i 48). Aquestes dades, doncs, permeten descartar la
produccié de ROS com a inductor de la resposta inflamatdria, mecanisme que sf
té lloc, per exemple, en una situacié d’infeccié, on es produeixen alteracions en el
metabolisme mitocondrial que acaben generant ROS i una activacié de la

resposta inflamatoria (Tschopp, 2011).

Emperd, no es pot descartar que la induccié de la resposta inflamatoria
sigui conseqiéncia d'un mal funcionament del sistema OXPHOS, perqué la

inhibici6 de I’ATP-sintasa per oligomicina en cél-lules Hela i HepG,, la qual
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produeix una disminucié de I’ATP cel-lular, també indueix la sintesi de citoquines
(Figures 44 i 45). En el cas de les cél-lules HIB-1B, aquesta induccié de la resposta
inflamatoria també & lloc amb la inhibicié d’altres components del sistema
OXPHQOS, com el complex | per la rotenona o la propia ANT per atractilat (Figura
46). A més, aquesta resposta de la cél-lula al tractament amb oligomicinag,
corrobora les dades de qué la resposta inflamatoria pot tenir lloc amb

independéncia de ROS, a pesar del que esta descrit (Vaamonde-Garcia et al.,

2012).

Per tant, es pot pensar en qué la induccié de la produccié de citoquines
estd relacionada amb la disminucié dels nivells d’ATP intracel-lular. Se sap que un
compromis energétic és capac d’induir estrés de reficle i que aquest, al seu torn,
pot activar la resposta inflamatdria (Tahanian et al., 2011). Emperd, en les
ceél-lules Hela, els marcadors transcripcionals d’estrés de reficle Hspa5 (Grp78) i
CHOP10 no reflecteixen cap activacié de la via (Figura 49). En el cas de les
cél-lules HIB-1B i 3T3-L1, on el silenciament de la isoforma mANT2 de ratoli
també produeix una disminucié de I’ATP cel-lular i una forta induccié de la
resposta inflamatoria (Figura 41), si t& lloc un augment de I'mRNA d’Hspa5 i
CHOP10, tot i que sembla ser molt petit per la contundéncia de la resposta
inflamatoria. Amb tot, no es pot descartar la implicacié de I'estrés de reticle en

aquesta resposta.

Tot i que no es pugui descartar la participacié de |'estrés de reticle, aquesta
série d’esdeveniments que tenen lloc en les cél-lules en resposta al silenciament de
la isoforma hANT3 humana i de I'mANT2 de ratoli (aturada de la proliferacié,
produccié de citoquines) fan pensar en la possibilitat de qué s’estigui duent a
terme un fenomen similar a la senescéncia. Existeixen dos tipus de senescéncia: la
replicativa i la prematura (Kuilman et al., 2010). La primera consisteix en una
resposta cel-lular a I'escurcament progressiu dels telomers dels cromosomes, el
qual és un efecte secundari de la replicacié continuada del DNA al llarg de les
continues divisions cel'lulars, tot i que també es produeix en resposta a altres

alteracions del DNA. Quan els telomers assoleixen una determinada longitud, a
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les cel-lules els hi és impossible continuar realitzant la replicacié del material
genétic, pel que s’atura la divisié cel-lular (d'’Adda di Fagagna F., 2008). Per tant,
la senescéncia actua com a supressor de tumors, ja que estd encaminada a evitar
la proliferacié descontrolada de les cél lules, a costa de produir un envelliment del
teixit (Saab, 2011). En el cas de la senescéncia prematura, aquesta té lloc abans
de qué els teldmers arribin a la seva longitud critica, i pot ser induida in vitro per
mltiples factors, com condicions d’estrés en el cultiu (Sherr and DePinho, 2000),
oncogens (Collado et al., 2005), pérdua de gens supressors de tumors (Caino et

al., 2009).

Les cél-lules senescents es caracteritzen per presentar, entre altres, alguns
dels segilents biomarcadors: aturada del creixement, transformacions
morfoldgiques, activacié de gens supressors de tumors, increment de |"activitat B-
galactosidasa, formacié de granuls d’heterocromatina, produccié de ROS,
autofagia i induccié de la resposta inflamatoria (Kuilman et al., 2010). En aquest
sentit, s’ha descrit que la senescéncia cel-lular actua com una potent font
d’inflamacié cronica, amb una elevada produccié de citoquines i quimioquines,
com la IL-6 o I'MCP-1 (Coppe et al., 2008), que té per objectiu establir un circuit
de retroalimentacié autocri que reforci I'aturada de la proliferacié aixi com
senyalitzar la retirada de cél-lules senescents per part del sistema immune (Freund

et al., 2010).

A part dels mecanismes de resposta a dany en el DNA, la senescéncia
també pot ser induida per un mal funcionament de la cadena respiratoria. S'ha
descrit que un impulsor d’aquesta activacié és un augment de la produccié de
ROS (Chen and Ames, 1994; von et al., 1995). En el nostre cas, la induccié de la
resposta inflamatdria produida pels silenciaments de les isoformes hANT3 humana
o mANT2 de ratoli, com ja hem comentat, és independent de la produccié de
ROS, ja que I'N-acetilcisteina (neutralitzador de ROS) no impedeix la induccié de

les citoquines (Figures 47 i 48).
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Aquestes dades van en el mateix sentit que les obtingudes per altres grups
en altres tipus cel'lulars on una aturada de la proliferacié cel-lular produida per
deficiéncies de la cadena respiratdria no depén, almenys de forma important, de
ROS. Concretament, el tractament de fibroblasts diploides humans (HDF)
provinents de la pell amb antimicina A o oligomicina, inhibidors del complex Il i
de I’ATP-sintasa, respectivament, indueix senescéncia amb independéncia de ROS,
ja que I'Us d'N-acetilcisteina en aquests tractaments no evita el bloqueig de la
proliferacié ni I'augment de I'activitat B-galactosidasa (Stockl et al., 2006). A més,
cal emfatitzar que en el nostre cas, la induccié de la produccié de citoquines per
I'oligomicina s’aconsegueix amb 3 o 6 hores de tractament, mentre que els

models utilitzats per altres grups requereixen d’un tractament perllongat durant 14

dies (Stockl et al., 2006).

A més, s'ha descrit que I'envelliment va associat a una disminucié de
I'expressié d'mANT2 en fetge i que la sobreexpressid de I'mANT2 de ratoli en
hepatocits confereix resisténcia a I'envelliment i t& un efecte protector davant de
I'estrés oxidatiu o través de |’estabilitzacié del potencial de membrana
mitocondrial i d’una produccié incrementada d’ATP (Kim et al., 2012), pel que es
pot pensar que la seva pérdua repercuteixi, d’alguna manera, en promoure la

senescéncia cel-lular.

Aixi, ha d’existir alguna altra conseqiéncia derivada de I'aturada de la
cadena respiratoria, i que no és ROS, capac d'induir senescéncia. En aquest
sentit, una disminucié dels nivells d’ATP i/o un increment en els d’AMP,
conseqiéncies també d’un mal funcionament de la cadena respiratdria, també
sén inductors d’una aturada del creixement i de senescéncia cellular a través de
I'activacié de 'AMPK-a (Wang et al., 2003; Zwerschke et al., 2003). A més,
I'AMPK-a també és responsable d’activar 'autofagia, que és un dels fendmens
que també poden tenir lloc en una cél-lula senescent, en resposta a una
discapacitat energética (Filomeni et al., 2010). Per tant, és plausible que la

disminucié dels nivells d’ATP intracel-lulars produits pel silenciament de les
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isoformes hANT3 humana i mANT2 de ratoli siguin responsables de |’establiment

, S -
d’un fenotip similar a la senescéncia.

EFECTES DE LA SOBREEXPRESSIO DE LA ISOFORMA 2 HUMANA DE L’ADENINA
NUCLEOTID TRANSLOCASA EN LINIES CEL-LULARS HUMANES | DE RATOLI.

Conjuntament amb els experiments de silenciament génic de les diferents
isoformes humanes i de ratoli, la sobreexpressié de I'hANT2 humana ha permés
deduir que el propi augment de la relacié d’aquesta isoforma respecte a les altres,
és suficient per a produir canvis rellevants en el metabolisme energétic i en la
capacitat proliferativa de les cél-lules. En aquestes condicions, no s’han pogut
realitzar els estudis comparatius amb la sobreexpressié d’hANT3, degut a qué

aquesta indueix apoptosi en ceél-lules en cultiu (Zamora et al., 2004a).

La sobreexpressié d’hANT2 en cél-lules Hela és capac de produir una
intensificacié del metabolisme glucolitic (Figura 56), sense que aixd suposi canvis
en |'estat energétic de la cél-lula (Figura 57). En cél-lules HepG,, la sobreexpressié
d’hANT2 també produeix un augment del metabolisme glucolitic, en detriment del
metabolisme oxidatiu (Figura 63). D’acord amb el que estd descrit sobre la
capacitat del metabolisme glucolitic d’induir la proliferacié (DeBerardinis et al.,
2008), i tenint en compte que hANT2 va ser identificada com un gen de resposta
primerenca, marcador de la proliferacié (Battini et al., 1987), ens vam plantejar si
un augment d’"hANT2 també és capac d’augmentar el creixement cel-lular, d’una
forma similar a un oncogen. En el nostre model experimental, la sobreexpressié
d’hANT2 produeix un lleuger augment de la proliferacié, tant en cél-lules Hela
(Figura 55) com en HepG, (Figura 62). Tot i aixd, el fet que en aquests tipus
cel-lulars, com en la majoria de cél-lules d’origen tumoral, en els quals els nivells
d’expressi6 d’hANT2 sén molt elevats i el seu metabolisme glucolitic molt
important, sigui possible observar una intensificacié del fenotip tumoral, posa de
manifest la gran importancia de la funcié propia d’hANT2 en la regulacié del

metabolisme.
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A més a més, el fet que la sobreexpressié heterdloga de I’hANT2 humana
en miotubs C,C,, o adipocits 3T3-L1 de ratoli indueix clarament el metabolisme
glucolitic (Figures 65 i 69), confirma la capacitat intrinseca d’hANT2 per a induir

canvis en el fenotip metabodlic de les cél-lules.

Per altra banda, d’acord amb dades prévies del grup on es demostra que
la sobreexpressié d’hANT1 i d"hANT3, perd no la d’hANT2, pot induir apoptosi en
cél-lules Hela i 293HEK (Zamora et al., 2004a; Zamora et al., 2004b), ens vam
plantejar estudiar els efectes de la seva sobreexpressié davant el tractament amb
inductors de mort cel-lular. La sobreexpressié d’hANT2 confereix proteccié a les
céllules Hela quan sén exposades a diferents estimuls apoptotics, com
I"estaurosporina o |'etopdsid (Figura 59). Aquesta proteccié es tradueix amb un
menor percentatge de cél-lules IP positives i el manteniment del potencial de
membrana mitocondrial i de I'ATP a nivells superiors en les cél-lules que
sobreexpressen hANT2 respecte a les cél-lules control davant el tractament amb
aquests compostos. A més, I'analisi per western blot (Figura 60) també confirma
que hANT2 confereix a les c&l-lules una clara resisténcia a la mort cel-lular davant
el tractament amb lonidamina o estaurosporina, disminuint |'activitat de la via
apoptdtica, com demostra la disminucié en I'alliberament del citocrom ¢ i la baixa
activacié de lao caspasa 9. Aquests resultats van en el mateix sentit que els
publicats per altres grups on, d’acord amb el paper antiapoptdtic que se li havia
atribuit a I'hANT2 (Belzacq et al., 2003; Chevrollier et al., 2005), el silenciament
d’aquesta isoforma confereix sensibilitat a les cél-lules tumorals davant estimuls
apoptdtics (Le Bras M. et al., 2006; Jang et al., 2010a; Jang et al., 2012) i com
aixd impedeix el creixement tumoral in vifro i in vivo (Jang et al., 2008b) i redueix

la capacitat d'invasié i metastasi de les cél-lules canceroses (Jang et al., 2010b).

Per tant, la sobreexpressi6 de la isoforma hANT2 humana permet
concloure que hANT2 és capac per si sola d’induir el metabolisme glucolitic i
d’inhibir I'oxidatiu, augmentar la proliferacié cel-lular en cél-lules d’origen tumoral

i conferir proteccié davant estimuls apoptotics en aquestes cél-lules.

272



Discussié

POSSIBLES MODELS QUE EXPLIQUIN LA FUNCIO DIFERENCIAL DE LES
ISOFORMES ANT.

El fet que existeixi una regulacié diferencial de I'expressié de les isoformes
ANT fa pensar en I'existéncia de funcions/activitats diferents per a cada isoforma.
La quiescéncia es relaciona amb el metabolisme oxidatiu, sent hANT1 i hANT3 les
isoformes importants de les cél-lules amb aquest tipus de metabolisme energétic,
ja que serien les encarregades de dur a terme l'activitat classica de I’ANT,
realitzant |'exportacié de I’ATP mitocondrial, pel que la seva activitat estd
associada a OXPHOS (Figura 87). En canvi, la proliferacié estd associada a la

glucdlisi, condicions en les quals hem vist que s’indueix hANT2.
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Figura 87. Model de les funcions diferencials de les isoformes humanes d’ANT en cél-lules
oxidatives/no proliferants.

Un dels efectes secundaris derivats del metabolisme glucolitic i, per tant, de
lo manca d’activitat oxidativa, és la pérdua de la generacié del potencial de

membrana, imprescindible per a la funcionalitat dels mitocondris (Vander Heiden
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et al., 2009). Es en aquest punt quan hANT2, a diferéncia de les altres isoformes,
podria conferir un avantatge metabdlic a les cél-lules amb elevada proliferacié.
S'ha postulat que la isoforma AAC3 de llevat, la qual només s’indueix en
condicions anaerdbiques, proporciona ATP d’origen glucolitic al mitocondri, per
tal de mantenir una font de substrat que sostingui I'activitat inversa de la FyF;-
ATPasa, responsable del bombeig de protons i del manteniment del AW _ (Visser et
al., 1994). A més, AAC3 també contribuiria al manteniment del AW _ gracies al
transport electrogénic derivat de la captacié d’ATP* a canvi d’ADP*. Per
I"homologia entre I’AAC3 de llevat i I'hANT2 humana (Giraud et al., 1998), s’ha
proposat que, en cél-lules proliferants humanes, hANT2 podria actuar d’una
forma similar a la seva homologa de llevat, establint-se una estreta vinculacié
entre la glucdlisi i una hipotética activitat translocasa inversa (Chevrollier et al.,
2011) (Figura 88). A més, en cél-lules de llevat silenciades per les seves 3
isoformes d’AAC, el que impedeix el seu creixement en condicions d’anaerobiosi,
la sobreexpressié heterdloga de I’ThANT2 humana, perd no la d’hANTT o hANT3,
reverteix aquest fenotip i permet el seu creixement (Giraud et al., 1998), encara
que altres estudis no confirmen aquest fet (De Marcos et al., 2002). En aquest
mateix sentit, experiments /n vifro centrats en estudiar |"activitat de les isoformes
d’ANT no han mostrat evidéncies de qué hANT2 disposi de cap caracteristica
cinética especial que la diferencii de les isoformes hANT1 i hANT3 i que pugui
justificar aquest paper Unic (De Marcos et al., 2002). D’igual manera que s’ha
proposat a hANT2 com la responsable de realitzar el transport revers en situacions
de glucodlisi, no hi ha cap dada que no permeti proposar hANT3, o hANT1, com
responsables d’aquesta activitat. A més, aquest model no déna resposta al paper
que estaria jugant hANT3 en aquetes cél-lules proliferants, on s’expressen tant

hANT2 com hANT3 i, per tant, hi coexistirien els dos sentits de transport.
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Figura 88. Model de les funcions diferencials de les isoformes humanes d’ANT en cél-lules

glucolitiques/no proliferants proposat per Chevrollier et al., 201 1.

En vista d’aquestes dades conflictives, es podria pensar en un model
alternativ d’activitats diferencials que podrien explicar, d’una forma més senzilla,
el fet que hANT2 estigui relacionada amb el metabolisme glucolitic i hRANT3 amb
I'oxidatiu. Com hem vist, hANT3 es troba present de forma ubiqua i, a més a més,
el seu silenciament produeix importants efectes sobre les cél-lules proliferants. Per
tant, la seva activitat és necessaria per a qualsevol cél-lula. El nostre model implica
que hANT2 tindria molt poca activitat transportadora /n vivo, com a conseqiéncia
de possibles modificacions postraduccionals i/o interaccions amb altres proteines
que modificarien la seva activitat. Llavors, I'activitat diferencial d’"hANT2 seria la
d’inhibir, a través d’una interaccié directa, |'activitat d’hANT3, la qual seria la
isoforma capac de realitzar el transport de nucledtids en qualsevol dels dos sentits,
en funcié de les condicions cel-lulars. D’aquesta manera, |"expressié d’"hANT2 en
cél-lules proliferants, com sén les tumorals, comportaria una inhibicié de I'activitat
translocasa d’hANT3, limitant I'activitat del sisema OXPHOS amb la conseqient

induccié del metabolisme glucolitic i de la proliferacié (Figura 89), d’una manera
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similar al que s’ha demostrat amb els estudis d’inhibicié de la piruvat kinasa M2,
que causa la derivacié de la glucosa cap a vies anaboliques, controlant aixi la
proliferacié cel-lular (Christofk et al., 2008; Anastasiou et al., 2012). Per contra,
en els teixits i cél-lules on hANT2 no s’expressa, hANT3 seria capac de realitzar la
seva activitat amb total normalitat, garantint un correcte funcionament del
metabolisme oxidatiu. Per tant, el quocient glucolitic, és a dir, la proporcié entre
les quantitats relatives d’hANT2 i hANT3, sembla ser clau per a entendre el fenotip

metabolic d’un tipus cellular concret.

Glu
GLUT

Glu
‘HK

Glu-6P

/ Glucolisi mummm ATP*
Via de les
pentoses fosfat LDH

Lactat ~egmmmm Pyr

Ribosa 5P NADPH
Acids Acids
Nucleics  Grassos

Biosintesi
Macromolécules

/

Proliferacié

Gln

Figura 89. Model de les funcions diferencials de les isoformes humanes d’ANT en cél-lules

glucolitiques/no proliferants compatible amb les dades obtingudes en el present treball.

En aquest sentit, les nostres dades de silenciament mitjangant shRNA
mostren que la manca d’hANT2 produeix un augment de 'oxidacié, jo que es
perdria |'efecte inhibidor sobre hANT3. Per contra, la manca d’hANT3 suposa una
induccié del metabolisme glucolitic (tal i com faria hANT2 inhibint hANT3) perd
alhora, una disminucié dels nivells energétics, una disminucié de la proliferacié i

una activacié del programa de senescéncia, jo que |'activitat d’"hANT3 seria
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imprescindible per al correcte funcionament de la céllula i que en aquestes
condicions no podria tenir lloc. Paral-lelament, una sobreexpressié d’hANT2
suposaria una major inhibicié de |'activitat translocasa d’hANT3 associada a
OXPHQOS (exportacié d’ATP) i, obligaria a les cél-lules a promoure el metabolisme
glucolitic, tal i com veiem en els nostres resultats. Fins i tot, aquesta activitat
inhibidora d’"hANT2 podria tenir lloc en sistemes heterdlegs com els miotubs C,C,,
o els adipocits 3T3-L1 de ratoli, on la isoforma hANT2 humana inhibiria I’activitat
translocasa de les isoformes de ratoli. Es més, tenint en compte que, primer,
nosaltres assumim que la isoforma mANT2 de ratoli és capag de realitzar el
transport de nucledtids en qualsevol dels dos sentits, depenent de la situacié en
qué es trobi la cél-lula i, segon, que les conseqiéncies del seu silenciament sén
similars al de 'hANT3 humana, no és impossible pensar que la isoforma mANT2
de ratoli sigui I'equivalent funcional de I'hANT3 humana i no de I’hANT2, com les

dades d’homologia de les seqiéncies i la nomenclatura ens podrien fer pensar.

No obstant, existeixen dades prévies d’altres autors que no s’ajustarien a
aquest model, concretament en el fet que nosaltres establim que hANT2 tindria
poca activitat /n vivo. Una primera dada és que, en mitocondris purificats de llevat
knockout per les seves isoformes perd que expressen de forma heterdloga les
isoformes ANT humanes, s’ha vist que totes les isoformes tenen la mateixa activitat
(De Marcos et al., 2002). Perd aquestes dades obtingudes in vitro també juguen
en contra de la hipodtesi del transport revers de I’hANT2 (Chevrollier et al., 2011),
pel que aquesta alternativa és igualment plausible. Unes altres dades que podrien
anar en contra del nostre model sén les que fan referéncia a qué el silenciament
d’hANT2 en cel-lules Hela comporta una pérdua d’activitat translocasa (Le Bras
M. et al., 2006). Tanmateix, aquestes dades sén poc fiables ja que les cellules
Hela tenen una molt baixa activitat transportadora, normalment per sota del
llindar de deteccié de la majoria de métodes, tal i com sabem per la nostra

experiencia.
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Per tant, d’acord amb totes les dades que disposem, seria possible un
model alternativ en el que hANT2 actuaria com un inhibidor de I'activitat
translocasa d’hANT3 en c&l-lules proliferants i, que per tant, seria la relacié
hANT2/hANT3 la que determinaria si una cél-lula és oxidativa o glucolitica. No
obstant, som conscients que degut a les multiples interaccions que s’han descrit
que la proteina ANT és capac de realitzar amb altres factors o proteines, no es pot
descartar que aquesta regulacié del tipus de metabolisme energétic en funcié de
la isoforma d’ANT, sigui conseqiéncia de la inferaccié especifica amb algun

element regulador independentment de I'activitat transportadora.

REGUIACIO DE L'EXPRESSIO DE LES ISOFORMES ANTI, ANT2 | ANT3
HUMANES | ANT1 | ANT2 DE RATOLI PER PGC-1a.

En el present treball s’ha descrit la implicacié de PGC-1a en la regulacié
transcripcional de les diferents isoformes d’ANT, tant en cél-lules humanes com de
ratoli. PGC-1a és un dels coactivadors transcripcionals més rellevants en la
regulacié de la biogénesi mitocondrial (Wu et al., 1999). PGC-T1a manca d'un
domini d’unié al DNA pel que la seva activitat la duu a terme a través de la
interaccié de diversos factors de transcripcié sobre promotors d’un extens nimero
de gens nuclears codificants per proteines mitocondrials o relacionades, d’una
forma més o menys directa, amb I'activitat mitocondrial. Entre aquets factors de
transcripcié hi trobem els NRFs (Wu et al., 1999), els ERRs (Mootha et al., 2004;
Schreiber et al., 2004), MEF2 (Akimoto et al., 2005), els PPARs (Vega et al.,
2000; Huss and Kelly, 2004), YY-1 (Cunningham et al., 2007) i receptors
d’hormones (Weitzel et al.,, 2003), regulant principalment la biogénesi
mitocondrial, la utilitzacié de la glucosa, I'oxidacié d’acids grassos o els processos
de destoxicacié d’espécies oxidants. Per tal de realitzar aquesta série d’activitats,
PGC-1a integra la informacié provinent de mdltiples vies de senyalitzacié tan
diverses com les dirigides per les hormones tiroidals, la sintasa d’oxid nitric (NOS),
la p38MAPK, els SIRTs, la calcineuring, les kinases activades per calci-calmodulina

(CaMKs), I"'AMPK, les kinases dependents de ciclines (CDKs) o per |'estimulacié B-
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adrenérgica (Scarpulla, 2008). L'expressi6 de PGC-la varia en funcié de
I'activitat oxidativa d’un teixit concret, trobant-se en gran quantitat en muscul
cardiac o teixit adipdés marrd, o en menor mesura en miscul esquelétic o ronyons
(Ventura-Clapier et al., 2008). A més, la seva expressié és induida rapidament
d’acord amb les necessitats energétiques del teixit, com sén les situacions

d’exposicié al fred (Giralt et al., 2011; Hondares et al.,, 2011), a |'exercici

(Pilegaard et al., 2003) o al dejuni (Kersten et al., 1999).

El fet que ANT sigui una proteina mitocondrial amb important activitat en
I'obtencié de I’ATP, ens va conduir a considerar-la com una possible diana de la
regulacié de PGC-1a. Durant la realitzacié d’aquest treball, van aparéixer alguns
treballs que vinculaven I"activitat d’ANT1 amb els nivells d’expressié de PGC-1a,
veient que una sobreexpressié de PGC-1a evita |'apoptosi endotelial mitjancant
un augment de |'activitat translocasa d’hANT1 (Won et al.,, 2010) o que un
augment d’activitat de PGC-1a s’associa amb una disminucié de la tolerancia
cardiaca a la isquémia per efecte d’una sobrerregulacié d’'mANT1 (Lynn et al.,

2010). Perd en cap dels dos casos els autors proposen cap model de regulacié de

I"expressié d’ANT.

Per tant, ens vam proposar esbrinar si PGC-la és un coactivador
transcripcional de les isoformes d’ANT i amb quins factors de transcripcié
interacciona per a dur a terme aquesta regulacié. Primerament varem comprovar
si PGC-Ta regulava I'expressié transcripcional de les isoformes d’ANT, tant
humanes com de ratoli. Efectivament, la sobreexpressié de PGC-Ta indueix la
transcripcié de les isoformes humanes d’ANT en cél-lules Hela, tot i que I'efecte
sobre hANT3 és inferior al de les altres dues (Figura 70A). En el cas de les
isoformes de ratoli, la sobreexpressi6 de PGC-1a també indueix |’expressié
d’'mANTT i mANT2 en miotubs C,C,, (Figures 70B i 70D) i adipocits 3T3-L1
(Figura 70C).
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Una vegada vist que PGC-1a regula I"expressié de les isoformes d’ANT,
ens vam plantejar esbrinar quins factors de transcripcié estaven implicats en
aquesta regulacié. El primer model de regulacié que es va estudiar va ser el
format per mTOR, YY-1 i PGC-1qa, el qual juga un important paper en la
regulacié de I'expressié de multiples proteines mitocondrials en miotubs C,C,,
(Cunningham et al., 2007). Disposant d’aquesta informacié, ens vam plantejar si
mTOR-YY-1 també participa en la induccié de |'expressié de les isoformes d’ANT
per part de PGC-1a i si, donat el cas, existeix aquesta via de regulacié mTOR-YY-
1-PGC-Ta en altres linies cel-lulars a part de la muscular. Mitjancant I'Us de
rapamicina, el qual és un inhibidor especific d'mTOR (Peng et al., 2002), hem
pogut comprovar que aquest sistema si actua en la regulacié de |'expressié
d’'mANTT i mANT2 per PGC-1a en miotubs C,C,,, ja que la inhibicié d’'mTOR
impedeix la induccié de I'expressid de les isoformes d’ANT per part de PGC-Ta
(Figura 76).

En canvi, aquesta via de regulacié no és funcional ni en cél-lules Hela
(Figura 71) ni en adipocits 3T3-L1 (Figura 83), ja que la rapamicina no evita
I'efecte inductor de PGC-T1a, malgrat que nosaltres mateixos hem comprovat que
mTOR si participa de la regulacié de I'expressié de I'hANT1 i hANT2 humanes en
ceél-lules Hela, ja que la rapamicina disminueix |'expressié basal d’aquestes dues
isoformes (Figura 19), perd ho deu fer independentment de PGC-1a. La regulacié
d’hANT3 és diferent a la de les altres dues isoformes humanes ja que, per una
banda, I'efecte de PGC-1a sobre la seva expressié és molt débil i, per I'altra, el
tractament amb rapamicina estimula la seva expressié. Per tant, sembla existir una
especificitat en els mecanismes de regulacié de I"expressié de les isoformes d’ANT

depenent del tipus cel-lular.

Amb |'objectiu de cercar altres sistemes de regulacié, vam incloure en
I'estudi els PPARs i I'ERR-a. L’activitat dels PPARs se centra majoritariament en la
regulacié de |'expressié de proteines involucrades en el transport i oxidacié d’acids
grassos, fot i que també se’ls ha relacionat amb la regulacié de la biogénesi

mitocondrial en determinades situacions (Kersten et al., 2000). Aixi, mentre que
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PPAR-a (Desvergne and Wahli, 1999; Vega et al., 2000) i PPAR-B/d (Tanaka et
al., 2003; Wang et al., 2004) juguen un paper molt determinant en la regulacié
de I'oxidacié d’acids grassos, PPAR-y no sembla intervenir-hi d’una manera tan
directa en aquest procés (Gilde et al., 2003), quedant rellevada més aviat a la

regulacié de la diferenciacié adipocitaria (Tontonoz et al., 1994).

En cel'lules Hela, hem pogut comprovar com PPAR-y, mitjancant la seva
activacié amb |'agonista rosiglitazona (Tontonoz et al., 1994), no participa de la
regulacié transcripcional de les diferents isoformes d’ANT (Figura 72), ja que no
produeix cap efecte, amb o sense combinacié amb la sobreexpressié de PGC-1a.
No obstant, si que activa la transcripcié d’altres proteines mitocondrials, com la
subunitat de la citocrom ¢ oxidasa COX4I1 o la subunitat de I’ATP-sintasa ATP5J,
tal i com també s’ha vist en altres treballs (Rong et al., 2011). Aixi mateix, ni la
sobreexpressié de PPAR-a ni la seva activacié mitjangant I'Us del seu agonista Wy-
14643, amb independéncia de la sobreexpressié de PGC-1a, tampoc indueix
I'expressié de les isoformes humanes en cél-lules Hela (Figura 73), siné que fins i

tot exerceix un lleuger efecte repressor sobre I'expressid d’"hANT2 i hANT3.

Aixi mateix, aquests dos PPARs (o i y) tampoc son necessaris en la induccié
de les isoformes d’ANT en miotubs C,C,, (Figures 77 i 78). En canvi, I'activacié
mitjancant I'agonista GW501516 de PPAR-9, produeix un efecte sumatori a la
induccié de I'expressid d’'mANT1 i mANT2 per part de PGC-1a en miotubs C,C,,
(Figura 79). En aquest cas, la induccié d'mANT1 també té lloc per efecte de
I'agonista sense necessitat de la sobreexpressi6 de PGC-1a, mentre que en
mANT2 no. Aquesta particularitat es podria explicar pel fet que mANT1 és la
isoforma propia del muscul esquelétic (Levy et al., 2000) i pot existir una regulacié
més fina en aquesta isoforma per PPAR-O, el qual és un important factor de
transcripcié implicat en la biogénesi mitocondrial conjuntament amb PGC-1a en

muscul (Hondares et al., 2007).
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En adipocits 3T3-L1, com ja hem vist, certs factors adipogénics com la
insulina o la rosiglitazona sén inductors de |'expressié d’'mANT2 (Figura 29).
Seguint aquest cami, vam estudiar el possible paper que podria estar jugant PPAR-
Y, receptor nuclear que lliga la rosiglitazona, en la induccié de I'expressié de les
isoformes d’ANT per PGC-1a. Malgrat que la rosiglitazona és un potent inductor
de l'expressi6 d'mANT2, el seu efecte no és sumatori al obtingut amb la
sobreexpressié de PGC-1a (Figura 84). A més, I'efecte de PGC-1a no es veu
afectat per la inhibicié de PPAR-y. Per tant, podem dir que PPAR-y és un factor de
transcripcié positiu de I'expressié d'mANT2 perd que actua de forma independent

de PGC-1a.

Aquestes dades coincideixen amb les d’altres autors que afirmen que, toft i
que PPAR-y i PGC-Ta interaccionen en la coactivacié transcripcional de multitud
de gens del programa de diferenciacié adipocitaria (Tontonoz and Spiegelman,
2008), el qual també estd associat a una activacié de la biogénesi mitocondrial
(Spiegelman et al., 2000), PPAR-y és capac d’actuar independentment de PGC-1a
en la regulacié transcripcional d’alguns d’ells, a través del Mediator coactivator
complex, el qual és un complex multiproteic que actua connectant els factors de
transcripcié units al DNA amb la maquinaria transcripcional (Malik and Roeder,
2005). Entre les diferents subunitats de Medliator, MED1/TRAP220/PBP/DRIP205
(Ge et al., 2008) i MED14 (Grontved et al., 2010) sén les responsables del

reconeixement i interaccié amb PPAR-y.

Per tant, tot i que I'mANT2 de ratoli es tracti d’'una proteina mitocondrial
que, fins al moment, no se |’hagi involucrat amb el programa de diferenciacié
adipocitaria, la seva regulacié pot estar dirigida per PPAR-y com a component de
la magquinaria funcional del mitocondri, la qual és imprescindible per a
I'adipogénesi. En canvi, 'activacié de PPAR-y mitjancant el tractament amb
rosiglitazona produeix un efecte molt debil sobre I'expressié d’'mANT1. Aquesta
diferéncia es pot explicar pel fet que mANT2 és la isoforma que trobem associada
a la diferenciacié adipocitaria, mentre que la importancia d’'mANT1 en aquestes

cél-lules és minima, ja que és la isoforma propia de muscul i cor.
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Per altra banda, ERR-a s’ha descrit com un important cofactor de PGC-1a
en la regulacié de la transcripcié de gens involucrats en la fosforilacié oxidativa i
la biogénesi mitocondrial (Villena and Kralli, 2008). Els nostres experiments
d’inhibicié d’ERR-a mitjangant I'0s de I'inhibidor especific XCT-790 (Busch et al.,
2004) o a través del silenciament génic d’ERR-a mitjangant RNA d’interferéncia
ens han mostrat que el factor de transcripcié ERR-a és imprescindible per a
permetre la induccié transcripcional de les isoformes d’ANT per efecte de la
sobreexpressié de PGC-1a. Aquesta dependéncia de PGC-Ta vers ERR-a I'hem
descrit en totes les linies cel-lulars estudiades. En la linia cel-lular humana Hela,
podem constatar com la inhibicié d’ERR-a mitjancant XCT-790 suprimeix |'efecte
inductor de PGC-1a (Figura 75). En aquestes céllules, la inhibicié d’ERR-a sense
la sobreexpressié de PGC-1a produeix un efecte activador de la transcripcié de
les tres isoformes. Aquesta dualitat en I'activitat d’un factor de transcripcié sobre la
regulacié de les isoformes d’ANT també ha estat observada en el cas d’hANT2, on
els factors de transcripcié Sp-1 poden actuar com a activadors o inhibidors
depenent del lloc d’unié al promotor (Li et al., 1996a; Luciakova et al., 2000;
Zaid et al., 2001) i en altres proteines del sistema OXPHOS, com el citocrom ¢,
la subunitat B de I'F,-ATPasa o I'mtTFA (Zaid et al., 1999). Per tant, aquest doble
paper d’ERR-a sobre la regulacié de les isoformes d’ANT podria dependre del lloc
d’'unié, el qual podria condicionar la interaccié amb altres elements de la
magquinaria transcripcional responsables de la repressié o de |'activacié dels gens

de les diferents isoformes d’ANT, com PGC-1a.

En els miotubs C,C,, (Figures 81 i 82) i en els adipdcits 3T3-L1 (Figures 85
i 86), ERR-a també és necessari en la induccié de I'expressié de les isoformes
mANTT1 i mANT2 de ratoli per PGC-1a, ja que la seva inhibicié o silenciament no
permet I'augment transcripcional de les isoformes d’ANT. En el cas dels miotubs
C,C,,, la inhibicié d’ERR-a amb XCT-790 disminueix I'expressié, tant de les
isoformes d’ANT com d’altres proteines mitocondrials, com la subunitat COX4I11
de la citocrom ¢ oxidasa, dades que van en el mateix sentit del que han descrit
altres grups al voltant de la importancia d’ERR-a en la regulacié de la biogénesi

mitocondrial (Schreiber et al., 2004).
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Fins al moment, les Uniques dades que relacionen ERR-a i ANT fan
referéncia a qué ERR-y i ERR-a poden actuar de forma directa en la regulacié
génica de moltes proteines mitocondrials en muscul cardiac, entre les quals hi ha
mANT1 (Dufour et al., 2007). Amb els presents experiments, podem afirmar que
ERR-a és un factor de transcripcié indispensable per a la coactivacié
transcripcional per PGC-T1a de totes les isoformes d’ANT i que aquesta activitat t&
lloc en tipus cel lulars de llinatges molt diferents. A més, també hem establert que,
en la induccié de les isoformes d’ANT per PGC-Ta, també coexisteixen altres
sistemes de regulacié de |'expressié mediats per altres factors de transcripcid, com

mTOR-YY-1 i PPAR-0 en el cas dels miotubs C,C,, (Figura 90).

L’analisi a nivell bioinformatic que hem realitzat dels promotors de les
diferents isoformes mostra |'existéncia, tant en les tres isoformes humanes com en
les dues de ratoli, de possibles elements de resposta a estrogens (ERE) i elements
de resposta al factor esteroidogénic 1 (SFRE), els quals sén potencials llocs d'unié
d’ERR-a (Vanacker et al., 1999a; Vanacker et al., 1999b), suggerint la possibilitat

de regulacié de les isoformes d’ANT per ERR-a1.

No obstant, aquesta universalitat de PGC-1a i ERR-a sobre la regulacié
transcripcional de les diferents isoformes d’ANT sobta amb les dades existents fins
ara, ja que |'expressié de les isoformes d’ANT és altament dependent del teixit i de
I'estat de proliferacié o de desenvolupament. Per exemple, PGC-1a regula
I"expressié d’hANT1 en cél-lules Hela, on la importancia d’aquesta isoforma es
considera menor, ja que hANT1 només se I’havia relacionat en cél-lules musculars

i de cervell.
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Hela

Miotubs
C2c12

Adipdcits
3T3-L1

Figura 90. Models de la regulaci6 de I'expressié de les isoformes d’ANT per PGC-1a en
cél-lules Hela, adipécits 3T3-L1 i miotubs C,C,,.
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Aixi mateix, hem demostrat que I'expressié d’hANT2, que en principi ha
estat descrita com la isoforma que depén de proliferacié i estd associada al
metabolisme glucolitic, no es regula per proliferacié en cél-lules que han escapat
del mecanismes d’aturada del creixement (growth-arresd, com sén les cél-lules
Hela o HepG,. Fins i tot, en aquestes cél-lules, |'expressié d’hANT2 s’indueix per
PGC-1a, amb un comportament similar al que podria presentar qualsevol

proteina implicada en la fosforilacié oxidativa.

En canvi, hANTS3, I'expressié de la qual sempre s’ha considerat ubiqua, sf
es regula en funcié de la capacitat proliferativa en cél-lules sense growth-arrest. A
més, tal i com hem vist en la primera part d’aquest treball, I’expressié d’"hANT3
augmenta en funcié d’una estimulacié del metabolisme oxidatiu i, per tant, es
podria esperar que fos la isoforma més sensible a la regulacié per PGC-1a, perd

a la practica, és la isoforma que presenta una resposta més deébil.

Pel que respecta a les isoformes de ratoli, I'expressié d’'mANTT i mANT2 es
regulen tant en funcié de la proliferacié cel-lular com per PGC-1a. mANT2 és la
isoforma propia tant de cél-lules en proliferacié com de cél-lules diferenciades de
llinatge no muscular (on, en aquest cas, és mANT1 la isoforma majoritaria), com
els adipocits 3T3-L1 i, per tant, la seva regulacié segurament obeeix a les
necessitats oxidatives de la cél-lula en cada cas, ja que MANT2 assumiria les
activitats que en humans es reparteixen hANT2 i hANT3, tal i com corroboren els
resultats de silenciament de la isoforma d’mANT2 de ratoli en cél-lules HIB-1B, on
es desencadena un augment del metabolisme glucolitic, amb conseqiéncies
similars a les que tenen lloc amb el silenciament de I’hANT3 humana. En el segon
cas, en cél-lules madures en cultiv com els miotubs C,C,, o els adipocits 3T3-L1,
tant mANT1 com mANT2 es comporten com qualsevol altra proteina de la

magquinaria mitocondrial i es regulen per PGC-1a.
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En general, malgrat que les diferents isoformes d’ANT, tant les humanes
com les de ratoli, tenen la capacitat de ser regulades per PGC-1aq, el fet que les
isoformes es regulin de forma diferent /n vivo, fa pensar que altres factors, com el
tipus de metabolisme energétic o I’estat proliferatiu, sén claus per a la regulacié

especifica de cada isoforma.
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1. En linies cel-lulars humanes, I'expressié de la isoforma hANT2 canvia en
funcié del metabolisme i la proliferacié en cél-lules que mantenen la
capacitat d’aturar el seu creixement (growth-arresf), mentre que en linies
gue no conserven aquesta sensibilitat, és I"expressié de la isoforma hANT3

la que es modifica.

2. Els nostres resultats en linies cel-lulars humanes ens permeten definir el
quocient glucolitic com el quocient entre I'mRNA d’hANT2 i la suma dels
mRNA d’hANT1 i hANT3. Aquest quocient estd estretament lligat a canvis
del metabolisme energeétic de la cél-lula, de manera que augmenta amb la
glucalisi i disminueix amb 'oxidacié, independentment de si és |'expressié

d’hANT2 o d’hANT3 la que varii.

3. En humans, el silenciament d’hANT2 comporta una disminucié del
metabolisme glucolitic a favor de I'oxidatiu, mentre que el silenciament
d’hANT3 disminueix el creixement de les cél-lules alhora que promou el

metabolisme glucolitic.

4. En linies cel-lulars de ratoli de llinatge no muscular, 'expressié de la
isoforma mANT2 es relaciona tant amb la proliferacié com amb la
diferenciacié, indicant per tant, que aquesta isoforma desenvolupa les

diferents funcions que en humans estan separades en hANT2 i hANT3.
5. En ratolins, el silenciament d’'mANT1 augmenta |'oxidacié mentre que el

silenciament d'mANT2 promou el metabolisme glucolitic i disminueix el

creixement.
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6. El silenciament de I'hANT3 humana o de I'mANT2 de ratoli produeix un
fenotip similar al de la senescéncia cel-lular, com demostra I'aturada de la
proliferacié cel-lular i I'activacié de la resposta inflamatoria, via la induccié
de les citoquines TNF-a, IL6 i MCP-1, independentment de ROS. Aquest
fenotip podria estar causat per la disminucié de I'ATP cellular i per

I"activacié de I’AMPK-a.

7. La sobreexpressié de la isoforma hANT2 humana és capag de promoure,
per si sola, el metabolisme glucolitic tant en linies cellulars altament
glucolitiques i proliferatives de per si, com les humanes Hela i HepG,, com
en linies oxidatives com els miotubs C,C,, o els adipocits 3T3-L1 de ratoli,
sense que aixd repercuteixi en 'estat energétic de les cél-lules. A més, la
sobreexpressié d’hANT2 confereix proteccié davant la mort cel-lular

induida per estaurosporina, lonidamina o etopdsid.

8. Els nostres resultats estan d’acord en assumir que la isoforma hANT2
actuaria com un inhibidor de I'activitat translocasa d’hANT3 en cél-lules

proliferants.

9. La sobreexpressié de PGC-la indueix, tot i que de forma variable,
I"expressié de totes les isoformes d’ANT en cél-lules humanes i de ratoli. En
tots els casos estudiats, aquesta induccié és totalment dependent d’ERR-a,
tot i que en miotubs C,C,, també hi participen altres factors de transcripcié

com mTOR-YY-1 o PPAR-6.
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