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MATERIALES

1. CEPAS BACTERIANAS

Las cepas bacterianas scherichia colutilizadas para realizar este trabajo son:

Cepa Genotipo/Fenotipo Resistente a Referencia

DH5a SupE44,4acU169 80 lac ZAM15), hsdR17,rec AL, gyr A96, thi-1, rel Al Ampicilina Stratagene

XL1-Blue end Al, hsd R17 (rk-, mk+), sup E44, thiAL, rec AL, gyr A96, rel A1, lac Tetraciclina Stratagene

[F, pro AB, lacf ZAM15, Tn10(te€]

2. CEPAS DE LEVADURA

Las cepas d&accharomyces cerevisi@8. cerevisiaeutilizadas para la expresion
de proteinas son:

Cepa Genotipo/ Fenotipo Referencia
YPH499 MAT a ura3-52 leu2-D1 ade2-101 lys2-801 his3-D2pQaD63 Invitrogen
FY23Acat2 MATa trpl ura3 cat2:LEU2 Swiegers, 2001

Ambas cepas d8. cerevisiaearecen de actividad COT y CPT. La cepa (Y232
ademas, carecen del géA\T2 endogeno y fueron utilizadas como sistema de sijpre
para determinar la especificidad de sustrato delCfacia sustratos de cadena de carbono
corta. Aunque esta cepa conserve dos genes Craibrales YAT1y YAT3, su actividad
carnitina acetiltransferasa en las condicionesgcuales fue expresada en este estudio no
fue detectada.

3. ANIMALES

En este trabajo se han empleado ratones machoa deph C57BL/6J de seis
semanas de edad adquiridos a Harlan Co. Las ratesakpa Wistar de 200-250 g, se
han obtenido del estabulario de la Facultad de &ianLos animales se mantuvieron a
23°C en un ciclo de 12 h de oscuridad y 12 h de lean libre acceso a agua y comida.
Después de una semana de aclimatacién, se saonifit@s ratones y las ratas por
dislocacion cervical previa anestesia con ketamilaaina. Todos los protocolos han
sido aprobados por el comité de ética de expergwent animal de la Universidad de
Barcelona.
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3.1 Tratamiento con C75 y etomoxir

C75 (Alexis Biochemicals, ref. 270-286-M005) o etodn (obtenido del Dr. H.P.O.
Wolf, Allensbach, Alemania) se inyectaron separagt@m por inyeccion intraperitoneal
en ratones a una concentracion de 20 mg/kg degrestedio RPMI 1640 (Gibco, ref.
21857-034) a partir de una solucion stock de 100 eaMDMSO (Sigma, ref. D-8418).
A los animales control se les administraron solmetio RPMI 1640. Se sacrificaron
los animales a diferentes tiempos post-inyecciorsey obtuvieron las fracciones
enriguecidas en mitocondrias de los diferenteddsjihigado, musculo y pancreas. Con
estas fracciones mitocondriales se ensayo la dativCPT1.

4. VECTORES PLASMIDICOS

En el Apéndice 1 se muestran los plasmidos utilizados para el o
fragmentos de ADN y para la expresion den levadaraontinuacion, se hace una
resefia de los vectores plasmidicos usados.
5. OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucleotidos utilizados en los experimerdesamplificacion en cadena de

la ADN polimerasa (PCR) fueron sintetizados pomn&gsenosys. En épéndice 2se
muestra una lista de secuencias de los oligonudtedutilizados.
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METODOS
1. OBTENCION Y ANALISIS DE ADN

Para la obtencion, modificacidn enzimatica y camstion de moléculas de ADN
recombinante, se han seguido los protocolos ds t¢sas doctorales de nuestro grupo
(Morillas, 2002; Cordente, 20)6Ademas, se utilizé la técnica de PCR (Reaccion e
Cadena de la Polimerasa) para la amplificacion &N Ay para la introduccién de
mutaciones en una secuencia subclonada en un vé@os introducir mutaciones
puntuales, cambio de aminoacidos y suprimir o tasemo o multiples aminoacidos, se
utilizé el Kit comercialQuiKChangé" Site-Directed Mutagenesis KiBtratagene, ref.
200518).

2. SECUENCIACION DE ADN

Las secuencias realizadas se llevaron a cabo poéwldo del dideoxinucledtido
siguiendo el protocolo descrito por la casa coraemel kit BigDye Terminato v3.1
Cycle Sequencing KifApplied Biosystems, ref. 4337455). Ed{é lleva nucleotidos
fluorescentes, por lo que los productos de secaedci pueden ser detectados por
fluorescencia. A partir de un ADN de doble cadendeocadena simple, se puede
determinar la secuencia con dstecon un oligonucleétido y con un termociclador.

3. EXPRESSION DE PROTEINAS ENS. cerevisiae

El cultivo de la cepa de levaduga cerevisiagla transformacion en estas células de
levadura con ADN plasmidico y la seleccion y creemto de los transformantes fueron
realizados segun los protocolos de otras tesiodies de nuestro grupo mencionados
anteriormente.

3.1 La secuenciaCTTCCTC en el cADN de carnitina palmitoiltransferasa 1 de
musculo (CPT1B) permite la expresion en levaduras

Construccion del plasmido de expresion pYES-CPTB-w

Partimos del clon DS112-36 obtenido tras el arsatisilibreria de cADNSs del tejido
adiposo marrén de ratea’dmazaki, 199py que contiene el cADN codificante para la
proteina CPT1B de rata, subclonado en el plasmB®-$K. El plasmido se digiere
con las enzimas de restricciBdl y SpH y se purifica la banda de 2351 giafdaa).
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banda (a)

(E) BSH EP K X EP B B Sp (X

Mapa de Restriccion del fragmento de cADN del clonDS112-36 Se muestran las
abreviaturas de la mayoria de los sitios de resbricusados para el andlisis estructural, como
sigue: E:EcaRl, B: Bglll, K: Kpnl, P: Pst, Sp:SpH, X: Xhd, H: Hindlll, S: Sal. (E) y (X) son
sitios de restriccion adicionales usados para festcaccion de la libreria de cADN. La caja en
color gris, representa la zona codificante.

Para iniciar los experimentos de expresion entesbajo, el fragmento de CPT1B
con los nucleétidos 27-2377, que incluye la sedaecadificante, fue subclonado en el
plasmido de expresion eB. cerevisiaegpYES 2.0 (Invitrogen). El extremo amino
terminal de la proteina se ha obtenido por PCR pader introducir la secuencia
consensugara la traduccion en levadura que difiere deetaisncia Kozak utilizada en
eucariotas. El cebador forward (CPHIihdIIl.ATG.for) incluye ademas de la secuencia
para una 6ptima traduccién en levadura, una seudiana de restriccioHindlll, lo
que nos facilité el subclonado del fragmento de PR cebador reverse
(CPT1BHindlll.rev) se encuentra mas alla de la diana intétmallll en CPT1B. Con
ello, el fragmento de PCR puede cortarse ebndlll, con lo que se obtiene un
fragmentoHindlll de 550 pb. Una vez sublconado en pYES 2.0 digezonHindlll, se
obtiene el plasmido pYES2-CPT1B-ATG. Se comprueatyaspcuenciacion que el PCR
no haya introducido ninguna mutacién no deseadseysg ha incluido correctamente la
secuencizonsensugTATAAA) delante del ATG.

Este plasmido, paso intermedio, se digiere ahanaa® dianas UnicaSal y SpH,
la primera diana en CPT1B y la segunda en el vgX&S 2.0. El fragmentdoandaa)
gue contiene el resto de la zona codificante, paddea subclonarse de forma dirigida
en este vector con lo que obtenemos definitivame&smido pYES2-CPT1B-wt con
toda la zona codificante y con las secuencias casgara la expresion en levadura.

Las sustituciones adecuadas, asi como la compéobde las secuencia de los

fragmentos de PCR incorporados a los plasmidosasednfirmado por secuenciacion
realizadas en los servicios Cientifico-Técnicosadéniversidad de Barcelona.
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Cambio de la secuencia TTTTTTA por CTTCCTC

La secuencia presente en el cADN de rata de CPTIBJTTA (387-393 pb) es
una secuencia de parada de transcripcion en lewvdthurkson20009. Esta secuencia
estd cambiada por la secuencia CTTCCTC en el cABRRT1B humano. Por ello se
hace preciso cambiar la secuencia de parada pagusvalente en CPT1B humana, sin
cambiar la secuencia peptidica. Hemos utilizadoccorolde el plasmido pBS-Skgue
contiene el clon DS112-36 y los cebadores (CRIRMIIL.ATG.for) vy
(CPT1B.AAAA.rev) y con esto, amplificamos un fragme de 408 pb por PCR. Por
otro lado, utilizando el mismo pldsmido y los celrad (CPT1B.AAAA.for) y
(CPT1BMsd.rev), amplificamos un fragmento de 347 pb por PCBn los fragmentos
de amplificacion obtenidos y purificados, se hadea PCR con los cebadores
(CPT1HindIll.ATG.for) y (CPT1B-Msel.rev) y con undaqg polimerasa del tipd°fu,
con lo que el fragmento romo (755 pb) se liga epl&mido pBS-SKdigerido con
Ecl136ll (diana roma). Obtenemos asi, el plasmido BBSCTTCCTC.

Una vez comprobado por secuenciacion que no séntraducido mas mutaciones
gue las deseadas, se digiere el plasmido pBSEIKCCTC con la dianalindlll y el
fragmentoHindlll- Hindlll resultante (543 pb) con la mutacion deseadantsecambia
en el plasmido pYES2-CPT1B-wt. El plasmido resuétiase transforma en células de
levadura.

La secuencia del cADN de la isoforma muscular ddXCBsta indicada en el
apartadcApéndice 3

4. OBTENCION DE MITOCONDRIAS

4.1 Obtencion de proteinas recombinantes a partir d&. cerevisiae

Para la obtencion de fracciones mitocondrialesedadura se sigue el método de las
bolas de vidrio. En este método, se rompen laslagloon agitacion rigurosa en
presencia de bolas de vidrio (425-600 microns,dasaon &cido: Sigma, ref. G-8772).
Por ello, se siguie el siguiente protocolo:

1. Centrifugar las levaduras a 30§@urante 5 min a temperatura ambiente.
2. Lavar 2 veces con 30 ml de agua destilada.

3. Resuspender en volumen pequefio de agua destilpdaay el resuspendido a
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tubos de 10 ml y centrifugar de nuevo a 3Q@urante 5 min.

4. Resuspender en el tampdn con inhibidores de pesda@®0 pl por 250 ml de
cultivo). Repartir en varios tubos si es necesg&a no sobrepasar 1 ml de
volumen.

5. Anadir el mismo volumen de bolas de vidrio previateesnfriadas.

6. Vortear durante 10 min, alternando 30 segundosditeex y 30 segundos en
hielo, para romper las paredes de las célulasvdelea.

7. Aumentar el volumen a 1-2 ml y centrifugar a $0f@urante 10 min, a°C.
8. Tomar el sobrenadante y centrifugar a 17¢@@rante 45 min, a°C.

9. Resuspender el pellet (las mitocondrias) en el ¢ampon inhibidores de
proteasas[{500 ul/250 ml de cultivo).

10.Determinar la concentracion de las mitocondriasmidas por el método de
Bradford y se puede realizar un analisis por Wedéot de las mitocondrias.

11. Alicuotar y congelar a -8C.

Tampo6n:10 mM Hepes pH 7,8, 1 mM EDTA, 10% glicerol.

Inhibidores de proteasag: mM PMSF (Sigma, ref. P-7626), 0,5 uM benzamidina
(Sigma, ref. 12072), 1 pug/ml pepstatina (Sigma, RH5318), 2 ug/ml leupeptina
(Sigma, ref. L-2884).

4.2 Obtencion de mitocondrias a partir de higado murino

Una vez diseccionado, el higado se trocea y se ¢p@mma en una solucion fria
isotonica de sacarosa. Por centrifugacion difeedrsa separan los organulos de interés
de los otros componentes celularesifick, 1989.

Para la obtencion de fracciones enriquecidas evcontrias de higado de rata o de
raton se parte de unos 10 gramos de higado dedat (preferiblemente, un macho
de unos 200 gramos) y de 1 gramo de higado de aabdito Gaggerson, 198)bSe
realizd una homogenizacidon mecanica en tampon gdwdenizacion 1/10 (p/v) &€,
utilizando un homogenizador Potter-Elvehjem y ustilsi de teflon conectado a un
rotor, a una velocidad de 600 r.p.m. Tras la homizgeion, se centrifuga la suspension
a 5609 durante 15 min a°€. Se toma el sobrenadante y se centrifuga a 18000
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durante 20 min a °€. Se resuspende el precipitado en 2 ml de tamp®dn d
homogenizacion y se centrifuga a 709@urante 10 min a°€, se lava dos veces.
Finalmente, se resuspende el precipitado en 1 nthrdedn de homogenizacion y se
determina la concentracion de las mitocondriasritées por el método de Bradford.
Generalmente se obtiene una concentracion de 4gl0l y se ensayan 20 ug de
proteinas frescas para la actividad CPT1A. Tamlsérpuede realizar un analisis por
Western Blot de las mitocondrias.

4.3 Obtencion de mitocondrias a partir de musculo murir

Una vez diseccionado, se trocea el musculo y seogeniza en una solucion fria
isotdnica de sacarosa. Por centrifugacion difeedrsa separan los organulos de interés
de los otros componentes celularesifick, 1989.

Para la obtencion de mitocondrias de musculo @earde ratongaggerson, 198),a
se extrae el musculo de interésléus gastrocnemiusabdominal y corazon) del animal
y se homogeniza en 9 volumenes de tampdén de hotzagem (A) utilizando un
homogenizador mecéanico (Politron). EI homogenizeglaentrifuga a 1009 durante
15 min a 4°C. Se descarta el sobrenadante y seevadlomogenizar el precipitado de
forma analoga al paso anterior. Se centrifuga age®@rante 10 min y el sobrenadante
obtenido se centrifuga a 150@0durante 15 min a 4°C. De esta forma, y tras dos
lavados con el tampén de homogenizacion (B), obteseun precipitado rico en
mitocondrias. La concentracion de esta suspengi@etermina mediante el método de
Bradford y se puede realizar un analisis por Waddéot de las mitocondrias. El ensayo
de actividad CPT1 se realiza con g de proteina fresca. Con este proceso, las
mitocondrias quedan mayoritariamente intactas.

Tampon (A) de homogenizacion y resuspensi#®d mM sacarosa (Sigma, ref. S-
9378). Se guarda a 4°C.

Tampon (B) de homogenizacion y resuspensiéi® mM KCI, 5 mM Tris-HCI pH 7,2.
Se guarda a temperatura ambiente.

En el analisis por Western Blot de la expresionlate diferentes proteinas, los
anticuerpos primarios utilizados han sido: antipagpoliclonal anti-CPT1A contra los
aminoacidos 317-430 de CPT1A de rata producidooaejo cedidos por la Dra. Prip-
Buus rip-Buus, 1998y el anticuerpo anti-CPT1B contra los aminoacidb8-760 de
CPT1B de rata producido en oveja cedido por elZammit (Van der Leij, 200). Los
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anticuerpos se diluyen en solucion de bloqueo;QDGiara el anticuerpo anti-CPT1A y
1/1000 para los anticuerpos anti-CPT1B.

5. ENSAYOS DE ACTIVIDAD CPT1

Se ensaya la actividad CPT1 utilizando dos difeenmhétodos; radiométrico y
fluorimétrico. En ambos casos, el ensayo se reaizeel siguiente sentido de la
reaccion:

carnitina + acil-CoA - acilcarnitina + CoA

5.1 Método radiométrico

Para la determinacion de actividad CPT1 se haizadib fracciones enriquecidas en
mitocondrias obtenidas a partir de células de lers8. cerevisia® de tejido de rata y
raton. Con estas dos Ultimas fracciones, el ensiyactividad se realiza con las
fracciones frescas y sin congelar, para evitarélaiga de actividad debida al proceso
de congelacion y la aparicion de actividad CPT2aliaada dentro de la mitocondria)
debido a la rotura de la mitocondria, que podriadogir a datos erréneos de la
actividad CPT1.

El ensayo de actividad CPT1 ha sido previamenteriiegpor Morillas {/orillas,
2000). Los sustratos de la reaccién sonntefik*H]carnitina hidrocloruro (Amersham
Biosciences, ref. TRK762) y palmitoil-CoA.

3H-carnitina + acil-CoA — acil*H-carnitina + CoA-SH

La ventaja de este método es el hecho de que élgmde la reaccion, aciH-
carnitina, es lipofilico y es soluble en un medigamico. Asi, se puede separar por
extraccion de la fase acuosa, el sustfet@arnitina que es hidréfilo y que no se ha
incorporado en el producto de la reaccion. Esteodoées mas sensible para aciles-
CoAs de cadenas de carbono media y larga pero o guides-CoAs de cadena de
carbono corta, ya que los esteres de acilcarniten@adena corta no son solubles en
medio organico.
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La concentracion final de cada componente en leci@a es:

Mezcla de reaccion

Tris-HCl pH 7,2 105 mM
KCI 15 mM
MgCl, 4 mM
ATP 4 mM
Glutatién reducido (GSH) 250 uM
Palmitoil-CoA 50 uM
BSA deslipidizada 0,1%

400 uM en el caso de ensayar CPT1A

[metiFH]carnitina (0,3 pCi) y 1 mM en el caso de ensayar CPT1B

El ATP permite la regeneracion del palmitoil-CoArpas acil-CoA sintetasas, a
partir del palmitoil y del CoA formado por accior ths deacilasas (evitando asi que la
concentracion del acil-CoA disminuya). Como ageweiductor se utilizd el glutation
reducido y no tioles como el ditiotreitol (DTT) dtideritrol (DTE), ya que éstos
reducen la sensibilidad a malonil-Co&aggerson, 198)ala presencia de albumina
deslipidizada es necesaria para proteger a la omtb@a del efecto detergente de los
acidos grasos, sin embargo, su concentracion e Isar superior al 0,1% con el fin de
evitar un efecto de sigmoicidad en la cinética efetima respecto al acil-CoA°(p-
Buus, 199% Finalmente, se afiade KCI| ya que se ha obsergadoaumenta la
actividad del enzimaSaggerson, 1983bEl pH elegido para el ensayo es de 7,2, ya que
se ha observado una dependencia de la actividadly sensibilidad a malonil-CoA al
pH (Mills, 1984; Bieber, 1995 Este pH es el éptimo para favorecer ambas cmmdis.

En el caso del estudio de los residuos de CPT1fatdemplicados en el cambio de
afinidad del sustrato carnitina por el del sust@itina, se utiliza en la reaccion como
sustratos, la LshetiF*H]colina hidrocloruro (Amersham Biosciences, reFAZ24) a 1
mM y 10 mM de concentracion final y 5O de palmitoil-CoA. La reaccidn se realiza
en el sentiddorward.

El procedimiento para el ensayo de actividad CRI Hetalla a continuacién. La
actividad enzimatica se ensaya d@@urante un tiempo nunca superior a 4 min, en un
volumen final de 200 pl. Primero se prepara laal@ede reacciéon en un tubo de 15 mi
y se mantiene en hielo. El GSH se disuelve en pgi@ antes de usarlo.
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En segundo lugar se prepara la mezcla de prote@samuestras se preparan por
duplicado en tubos de 1,5 ml diluyendo la proteindampén CPT1 4X y ajustando a
40 ul con agua destilada. El blanco contiene soélo agsélada y tampon 4X.

Muestra proteica

Proteina (suspension de mitocondrias)  5-10 pg
Tampédn de reaccion CPT1 4X 10 pl
Agua milliQ c.s.p 40 pl

Se afiaden uno por uno, 160 pl de la mezcla deiésaaccada tubo de 1,5 ml
preparado con la muestra proteica. Se vortea el yuke incuba 4 min en un bafio de
agua a 3fC. Se para la reaccion por adicion de 200 pl de HEZIN. El producto
palmitoil-*H-carnitina se extrae con la adicién de 600 pl-tetanol saturado de agua.
Se vortean las muestras y se centrifugan durantmir2 a 16000g en una
microcentrifuga. Después, 400 ul de la fase buitzangk lavan con 200 ul de agua en
un nuevo tubo de 1,5 ml. Se centrifuga 2 min a 0&PY se toman 250 ul de la fase
superior para el contaje. Este se realiza en viddeplastico con 5 ml de liquido de
centelleo Ecolite (ICN). El contador utilizado es liguid scintillation analyze(TRI-
CARB 2100TR, Packard) del servicio de radioisotopeda Facultad de Farmacia de la
Universidad de Barcelona.

Para calcular la actividad especifica (A.E.) delima se aplicaba la siguiente férmula:

C.p.m x}x 1000)(
RE t (g

f

A.E. (nmol.min*.mg de proteind) =

Donde:

C.p.m cuentas por minuto.

R.E radioactividad especifica dedd-carnitina (3000 c.p.m./nmol).

t: tiempo de incubacién en el ensayo, expresadoientos (generalmente, 4 min).
Mg: microgramos de muestra proteica ensayada.

f: factor de dilucion que es generalmente de 2,8(B8250ul).

Los valores de actividad se dan como mediaesviacion estandar para al menos
tres ensayos independientes con diferentes prepaesgroteicas.
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Tampon de reaccion CPT1 4420 mM Tris-HCI pH 7,2, 60 mM KCI, 16 mM Mggl
Se guarda a°C.

Stock>H-carnitina Para CPT1A se prepara un stock al 16 mM; se ldisné,6 mg de
L-carnitina en 1964,6 ul de etanol 95%:agua dektilél:1), se afladen 125 ul de L-
[metik-*H]carnitina hidrocloruro (80 Ci/mmol) y se guardalicuotas a -80°C. Para
CPT1B se prepara un stock al 32 mM; se sigue eahmisrocedimiento que en el caso
de CPT1A pero se pesan 13,2 mg de carnitina.

5.1.1 Ensayo en presencia de inhibidores

El malonil-CoA es un inhibidor reversible de laieictad CPT1. El stock de
malonil-CoA (Sigma, ref. M-4263) a 2 mM se prepa&m una solucion de acetato
sédico a 1 mM pH 5,9 y se guarda a -20°C. Pararieayos de inhibicién por malonil-
CoA, la concentracion de acil-CoA se fija a 50 p ge carnitina a 400 UM en el caso
de CPT1Ay al mM en el caso de CPT1B. Se ananhibidor a la muestra proteica
ajustando el volumen final a 40. Se vortean las muestras y se preincuban 1 ntésan
de la adicidén de la mezcla de reaccion, ya queasebbervado que esta preincubacion
aumenta el nivel de inhibicio@émmit, 19843 Se vortea el tubo antes de ponerlo en el
bafio a 30°C para el ensayo.

Dependiendo de la isoforma de CPT1 ensayada, lasentraciones de malonil-
CoA utilizadas para el calculo desfon distintas. En el caso de CPT1A, se utilizan
concentraciones de malonil-CoA en el rango de 11100y en el caso de CPT1B, de
0,01-50 pM. IG, se define como la concentracion del inhibidor gueduce una
inhibicion de la actividad enzimatica del 50%. ladores de 16 se dan como media
desviacion estandar para al menos tres ensayoeindientes con diferentes
preparaciones proteicas.

Se calcula la Ig correspondiente a cada inhibidor empleado en testis,
utilizando el programa Excel de Microsoft, por hlieacion de los datos y las
siguientes representacion y ecuacion:

(50-b)
Actividad =f (log [inhibidor]) y ICs0 (UM) = 10[ é J
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Donde:

a: es la pendiente de la recta resultante de la representacion indicada anteriormente.
b: es el valor de la interseccion de la recta con el eje de ordenadas (% de actividad).

Se utilizaron otros inhibidores de la actividad CPT1 que veremos en el apartado
Métodos 7.1. Para los ensayos de los inhibidores; etomoxir-CoA, C75, C75-CoA,
cerulenina o cerulenina-CoA, se afiade el inhibidor a la muestra proteica, se preincuba
durante 1-5 min a 30°C dependiendo del tipo de fracciones mitocondriales y se ensaya
durante 4 min, como se ha descrito previamente en el caso de ensayos de inhibicidon con
malonil-CoA. Después, se vortean las muestras y se ensaya la actividad CPT1. Los
valores de 1Csy se determinan en cada caso utilizando un rango de concentraciones de
etomoxir-CoA, C75-CoA y cerulenina-CoA de 0,01-50 uM. Se realizan también del
mismo modo, ensayos de actividad CPT1 incubada con concentraciones crecientes de
C75 (0-200 uM) o de cerulenina (0-50 uM).

Analisis de la inhibicion reversible

La uniéon de un enzima a su sustrato e inhibidor, puede ser representado en las

siguientes reacciones:

E+S —— ES PRODUCTO
+ 1 +
| 1
Ki J 2 3 T aKi
4
EI+S ESI—><—» PRODUCTO

oaKm

El enzima libre (E) es capaz de reaccionar con el sustrato (S), para formar el
complejo enzima/sustrato (ES), o con el inhibidor (I), para formar el complejo
enzima/inhibidor (EI). Ademas, cualquiera de estos complejos, puede ser convertido al
complejo ternario enzima/sustrato/inhibidor (ESI) ligdndose con el segundo
componente. Hay por lo tanto cuatro reacciones a considerar, cada una tiene su propia
constante de disociacién mencionadas como Km, aKm, Ki, y oKi en el diagrama. Como

referencia, se numeran las diferentes reacciones.
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Existen varios tipos de inhibidores; competitiviog,competitivos, acompetitivos o
mixtos. No todos los inhibidores son capaces dadoparte en todas estas reacciones:

1 Es siempre posible.
2 No es posible con inhibidores acompetitivos.
3 No es posible con inhibidores competitivos.

4 No es posible con inhibidores competitivos ongjetitivos.

Un inhibidor no competitivo es capaz de formar gae las cuatro reacciones, pero
el inhibidor no competitivo clasico (puro), a ddacia de un inhibidor mixto, es un
caso especial. Con estos inhibidores clasicosykKm son iguales, cémo lo son Ki y
aKi. Sin embargo, en los inhibidores mixtos, KiKi. Los inhibidores mixtos son el
tipo mas complejo cinéticamente hablando, ya qeel@uo realizar las cuatro reacciones
y cada una tiene una constante diferente. Se degra constante de inhibicion Ki
(también llamada constante de disociacion del cejmid! y refleja el grado de afinidad
de | para E) y la constante de disociacion del dejpESI eKi = K)), utilisando
representaciones secundarias deducidas de la eafae®n primaria de Lineweaver-
Burk tal como se detalla a continuacion.

Con el objetivo de definir el tipo de inhibicién ejpresenta el malonil-CoA con
respecto al sustrato carnitina, se ensayo la dativCPT1A salvaje sobreexpresada en
levadura, variando las concentraciones del sustatatina (50-600 uM) en presencia
de 0, 10, 50 y 100 pM malonil-CoA. La concentraaitah segundo sustrato, palmitoil-
CoA se fija a 135 uM. Se calculan las constantesempes de inhibicién y disociacién
para malonil-CoA (Ki y K) a partir de representaciones de Lineweaver-Butk £ f
(1/[Inhibidor])), de plots secundarios (pendien{ebtenidas de la representacion de
Lineweaver-Burk) =f [Inhibidor]) y de representacion de Dixon Vidax,, vs
[Inhibidor]). Ki, se define como la constante dénibicion que no depende de la
concentraciéon del enzima (E) o del sustrato (S)eycalcula de la representacion
secundaria. Mientras que; Klue es igual aKi, se define como la constante de
disociacion del complejo enzima/sustrato/inhibid(ESI), y se calcula de la
representacion de Dixon. Los datos se ajustareaudacion de Michaelis-Menten con el
programa SigmaPlot 8.0. Los valores desgl§ de constantes de inhibicion y
disociacion, se estiman analizando los datos de évgerimentos realizados en
duplicado usando el programa de Exdéicfosoft softway.
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Anadlisis de la inhibicion irreversible

Km
E+S<——* ES—>E+P
+ +
| I
Ki ﬁ H oKi
El ESI

\/

l kinact

EI

Como se muestra en la figura del esquema de lacairenzimatica de los inhibidores
irreversibles, éstos, forman inicialmente un colppleversible y no covalente con el
enzima (EI o ESI), que reaccionara posteriormera producir una modificacion
covalente en lo que se denomina el "complejo detgpmuerto” EI*. La tasa a la cual se
forma EI* se llama tasa de inactivaciorkinact. Puesto que la formacion de EIl puede
competir con ES, la unidon de los inhibidores irrsi@es puede ser prevenida por
competencia tanto con el sustrato como con un geguahibidor reversible. Este efecto de
proteccion es una buena evidencia de una reacsj@tifica del inhibidor irreversible con
el sitio activo.

Los pasos de unién e inactivacion de esta reagmdnanalizados preincubando el
enzima CPT1A sobreexpresada en levadura (des@eS0rBin) con una concentracion fija
del inhibidor C75-CoA (5QiM), y midiendo la actividad que va quedando a tgdadel
tiempo. La actividad ira disminuyendo de forma ptoé con tiempo, generalmente
siguiendo una dinamica de decaimiento exponencial.

En el caso del estudio de la interaccion del inloibC75-CoA y etomoxir-CoA con el
enzima CPT1A salvaje y mutante CPT1A M593S sobmesgglos en levadura, se varian
las concentraciones de C75-CoA o de etomoxir-CoA0@e10 uM, en presencia de
concentraciones fijas de sustrato carnitina (48 y palmitoil-CoA (50 uM). Las
constantes aparentes de inhibicion y de inactivafk y kinact) fueron determinadas
utilizando analisis de regresion por meétodo nodirEmsado en el método descrito por
Kitz-Wilson (Maurer, 200) ya que una linealizacion de datos, puede afectar
negativamente la precision de los resultados. Poy & utiliza un método no lineal
utilizando la siguiente ecuacion:
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In('{(zo)j:_( Kinact Jx[l]

i]+K

Esta ecuacion es un reajuste de la ecuacion deé/ison, que describe la pérdida
de actividad del enzima con el tiempo:

e e

Donde:

E y E(t): es la actividad maxima del enzima tras la prgdacion con el inhibidor
durante un tiempt

E(0): es la actividad maxima del enzima tras laqm@bacion en ausencia del inhibidor.

t: tiempo de preincubacion del inhibidor con el erei

[1]: es la concentracion del inhibidor.

kapp Nivel de inactivacion aparente. Se describe popdndiente obtenida cuando se
representa (In(E/Eo) frente al tiempd. €l valor dekapp depende en [I], Ki y el
valor de la constante de inactivacion del primeleatrkinact.

Se utilizé el mismo método de determinacion de dasstantes aparentes de
inhibicion y de inactivacion (Ky kinact) durante el estudio cinético de CPT1A salvaje
sobreexpresada en levadura con C75-CoA y con tespesustrato palmitoil-CoA. Se
varian las concentraciones de C75-CoA de 1-5 pMpresencia de concentraciones
crecientes del sustrato palmitoil-CoA (1-100 pM)na concentracion fija de 400/ de
carnitina. Durante este estudio cinético, se maatsempre el ratio molar del palmitoil-
CoA y albumina a (5:1) para evitar la presencia@eCoA libre y sus efectos detergentes
y también para evitar la formacion de micelas.

En cuanto al estudio de la interaccion del inhibid@5-CoA con respecto al segundo
sustrato carnitina, en CPT1A sobreexpresada eduexase varian las concentraciones de
C75-CoA de 0,0001-5 uM, en presencia de conceatresi crecientes del sustrato
carnitina (50-800 M) y una concentracion fija &b 1M de palmitoil-CoA. En este
caso, la constante de inhibicion Ki aparente, fatemninada utilizando analisis de
regresion por método lineal y de la representasgoundaria del plot de Lineweaver-
Burk. Para comprobar que se trata de una inhibictinpetitiva, se calcula también el
valor aparente de Ki por la representacion de laadigntes obtenidas de la
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representacion de Henderson (([I/(1A)) frente a wv)), en funcion de
concentraciones de carnitina.

Ecuacién de Henderson:

Donde:

[1]: concentracion del inhibidor.

v;: actividad del enzima tras la preincubacion esgmeia del inhibidor.
Vo. actividad del enzima tras la preincubacion ereacis del inhibidor.
[Eo): concentracion inicial del enzima.

5.1.2 Ensayos de estabilidad de la union enzima-inhibidor

Para evaluar la union de los derivados CoA quenvesemas adelante en el apartado
Métodos 7.1 (Malonil-CoA, C75-CoA y etomoxir-CoA) en CPT1, seealizan
experimentos basados en los procedimientos des@dio Tutwiler {utwiler, 1980 con
algunas modificaciones. Las fracciones mitoconesiadle levadura sobre-expresando
CPT1A (aproximadamente 10 pg de proteina) se prearc durante 5 min a 30°C con
50 uM de cada derivado-CoA. Una alicuota es dineetde usada para el ensayo de
actividad CPT1 (muestra no lavada) y otra alicestaentrifugada a 130@Ddurante 5
min a 4°C, se resuspende el precipitado en el tamdpdavado antes de procesar el ensayo
(muestra lavada). Estas muestras son ensayadaseddirain a 30°C.

Tampon de lavado5 mM Tris-HCI pH 7,2, 150 mM KCI, 1 mM PMSF, 0isM
benzamidina, 1 pg/ml pepstatina, 2 pg/ml leupeptraguarda a°€.

A continuacion, se realizan ensayos de dialisia pamprobar la reversibilidad de la
interaccion del C75-CoA con el enzima CPT1. 160degfracciones enriquecidas en
mitocondrias obtenidas de células de levadura ooleresexpresan CPT1A, son
preincubadas durante 5 min a 30°C (en ausenciatdbidor), o con una concentracion
final de 50 uM de C75-CoA o 50 uM etomoxir-CoA. &simuestras se dializan (sacos de
dialisis de Sigma, ref. D-6191) en el tampon désiida 4°C. Se toman alicuotas antes de
la dialisis (tiempo 0 h), a 24 h y 36 h. Estas rtrasse ensayan para la actividad CPT1.
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Tampon de dialisis10 mM Hepes pH 7,4, 1 mM EDTA y 10% glicerol. @garda a
4°C.

5.1.3 Determinacion de parametros cinéticos

Se determinan los valores aparenteoey Vmax de ambos sustratos carnitina y
palmitoil-CoA de las dos isoformas de CPT1 salvajenutada sobreexpresada en
levadura, extrapolando los datos cinéticos a laa@on de Michaelis-Menten,
utilizando la representacion de Lineweaver- Burlelyprograma SigmaPlot 8.0. Se
calcula lakmgpp para carnitina variando la concentracion de aestgato entre 50-800
UM en presencia de una cantidad constante de 138qubalmitoil-CoA Fraser, 200)L
La Kmgpp para el sustrato palmitoil-CoA se calcula variatal@oncentracion de acil-
CoA entre 1-100 uM en presencia de una cantidastaote de 400 uM de carnitina en
el caso de CPT1A yde 1 mM en el caso de CPT1B.

De la misma manera, se calculan los parametroticisgen el caso del estudio del
tipo de inhibicion de CPT1A por malonil-CoA con pesto al sustrato carnitina y por
C75-CoA con respecto a ambos sustratos carnitpalngitoil-CoA. Todos los valores
aparentes de los parametros cinéticos se estimahizamdo los datos de tres
experimentos realizados en duplicado usando elrpmog de computador Enzifitter
(Biosoft).

5.2 Método fluorimétrico

La actividad CPT1 se determina también por un nwethabrimétrico (Hassett,
2000 con algunas modificaciones. El método mide larbioion de CoA-SH a partir del
acil-CoA dependiendo en la presencia de carnisegun la siguiente reaccion:

carnitina + acil-CoA - acilcarnitina + CoA-SH

Este método permite el analisis de actividad CPfilizando como sustratos, la
carnitina y aciles-CoA de cadena de carbono caatajye el CoA-SH es soluble en
agua. El CoA-SH formado reacciona con el reactiftu@ro-2,1,3-benzoxadiazole-4-
sulfonamide (ABD-F) para dar un producto muy flsmente que permite medir la
actividad carnitina aciltransferasa.
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El ensayo de actividad CPT1 utilizando fraccioneisocondriales de levadura
sobre-expresando ambas isoformas de CPT1, searehliante 8 min a 30°C en un
volumen final de 600 pl. La concentracion finalloke componentes de la reaccion es:

Mezcla de reaccion
HEPES pH 7,8 40 mM

EDTA 1,5 mM
L-carnitina 1,5 mM
Acil-CoA 0,1 mM

Se preparan las muestras en un tubo de 1,5 meypeeza el ensayo afiadiendo 5
g de muestra proteica. Paralelamente, se prephtaneo en ausencia de L-carnitina,
para determinar la rotura del grupo acil de su Quo# ejemplo, la actividad acil-CoA
hidrolasa), un proceso independiente de la camifte para la reaccion enzimatica por
desnaturalizacion de las proteinas por calor derd® min a 70°C. Se centrifuga
durante 10 min a 13400 y se recogen 550 ul del sobrenadante a los csaldes
afladen 35 pl de la solucion ABD-F a 2 mg/ml, séadgien el tubo y se incuba durante
30 min a 50°C. La union de la sonda ABD-F al CoA-&Hcompleta después de este
tiempo.

Las intensidades de fluorescencia, indicativasadelon del grupo tiol del CoA-SH
a la sonda ABD-F, se miden en cubetas de cristalddenm (700 p I) en 391 nm
(longitud de onda de excitacion) y 515 nm (longitdel onda de emision). Estas
intensidades de fluorescencia fueron comparadas wwn curva estandar para
CoA/ABD-F que era lineal entre el rango de 0-30 hrhas actividades enzimaticas se
miden por duplicado y todas las estimaciones derdkcencia se realizan con el
espectrometro de luminescencia Perkin Elmer LS 45.

Para calcular la actividad especifica (A.E.) deliea se aplica la siguiente formula:

(F.I)
(t x mg de proteinax Pendiente)

A.E. (nmol.min*.mg de proteind) =

Donde:

F.l.: es la intensidad de fluorescencia.

t: tiempo de incubacién en el ensayo, expresadoientos.

Pendiente es la pendiente de la curva estandar de CoA/ABBpgFoximadamente 12
unidades de intensidad de fluorescencia por nmQGlake
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Los valores de actividad se dan como mediaesviacion estandar para al menos
tres ensayos independientes con diferentes prepaesgroteicas.

Solucién stock de ABD-Fse disuelven en 2,5 ml de DMSO, 50 mg de ABD-gr{3,
ref. F-3639) para una concentracion de 20 mg/nmdjisaota y se guarda a -20 °C. En el

momento de proceder al experimento, se diluyellecgm de stock en agua destilada a
una concentracion de 2 mg/ml.

Acil-CoA a 1 mM ElI stock de acil-CoA se prepara a 1 mM en acetéttico 1 mM pH
5,9, se alicuota y se guarda a -20°C.

L-carnitina a 50 mMSe disuelven 10 mg de L-carnitina (Sigma, ref283) en 10 ml
de agua destilada y se guarda a -20°C una veotdtal

Este método fluorimétrico nos permitié analizarekpecificidad del enzima CPT1 a
diferentes sustratos aciles-CoA de cadena de atamasmrbono desde el acetil-CoA
(Cy) hasta el decanoil-CoA (g).

Sustratos utilizados

Aciles-CoA Referencia Aciles-CoA Referencia

Acetil-CoA (C) Sigma, ref. A-2181| Lauril-CoA (Cy) Sigma, ref. L-2659
Butiril-CoA (C,) Sigma, ref. B-1508, Miristoil-CoA (2) Sigma, ref. M-4414
Hexanoil-CoA (G)  Sigma, ref. H-2012  Palmitoil-CoA (€} Sigma, ref. P-9716
Octanoil-CoA (G) Sigma, ref. O-6877 Estearoil-CoA (L Sigma, ref. S-0802
Decanoil-CoA (Go) Sigma, ref. D-5269 Araquidoil-CoA ¢g  Sigma, ref. A-3164

6. ACTIVACION Y CUANTIFICACION DE ACILES-CoA

6.1 Activacion de etomoxir, C75 y cerulenina a sus darados-CoAin vitro

Etomoxir (R-(+)-2-[6-(4-clorofenoxi)hexilloxirano-2arboxilato de sodio) es un
inhibidor irreversible de CPT1 y sélo es activormd@ ha sido transformado a etomoxir-
CoA (Adams, 199% Etomoxir ha sido obtenido del Dr. H.P.O. Wolf MBH,
Allensbach, Alemania). C75 (4-metilen-2-octil-5-¢etwahidrofurano-3-acido
carboxilico) (Alexis Biochemicals, ref. 270-286-Mf)Ces un antitumoral derivado de la
cerulenina y que ha sido reportado como una posiidlea para el tratamiento de la
diabetes. Cerulenina (2,3-Epoxi-4-oxo-7,10-dodexratinida) es un inhibidor natural
de FAS.
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En la presente tesis, se estudia el efecto delatom del C75 tanto en células en
cultivo (la linea celular L6E9 derivada de muscesojuelético de rata y la linea celular
INS(823/13) de pancreas) como en fracciones ervidag en mitocondrias de células,
de péancreas, musculo y higado de raton, y tamhiéexéractos mitocondriales de
levadura sobre-expresando ambas izoformas de (R Efecto de los esteres de CoA
de estos compuestos también se estudia en extragtmsondriales de levadura sobre-
expresando ambas izoformas de CPT1 y en fraccioméscondriales frescas de
musculo y higado de raté@3€ntebibel, 2006 También, se estudia el efecto de la
cerulenina y su derivado CoA en la actividad CPTeAata.

La activacion de estos productos a sus esteresode €& realiza mediante un
método enzimatico sencillo basado en el uso deCadl sintetasa (EC 6.2.1.3) de
Pseudomonasp. (Sigma, ref. A-3352) descrito por Taylorglor, 1990. Partimos de
un stock de 100 mM de etomoxir, o de C75 o bienattalenina disueltos en DMSO, de
CoA-SH (sal de litio) y acil-CoA sintetasa (2-6 dailes/mg de proteina). Siempre que
se activan C75 o cerulenina, se lleva a cabo tamtaéactivacién del etomoxir como
control de la activacion a ester de CoA. En do®gutbe 1,5 ml se afiade 1 umol de
etomoxir y en el otro tubo, 1 pumol de C75 o de lesina, y en un volumen final de 1
ml, se aflade el tampdn de activacién recién prdpaaaada tubo.

Tampon de activacion

Triton X-100 0,1% (p/v)
CoA-SH 5mM
DTT 1 mM
ATP 10 mM
MgCl, 10 mM

MOPS-NaOH pH 7,5 100 mM

La mezcla se sonica durante 2 min en un bafo td@sahidos para permitir la
emulsién del etomoxir, del C75 o de la ceruleniail-CoA sintetasa (0,25 unidades
disueltos en 100 mM MOPS-NaOH) se aflade y se #ewa volumen final de 1 ml. La
reaccion se lleva a cabo, agitando de vez en cyuan8®C durante 2 horas. Se alicuota
y se congela a -8C.

En el caso del andlisis por MALDI-TOF, para detetdaformacion del C75-CoA,
se elimina el enzima acil-CoA sintetasa tras laca®m de activacion, utilizando
columnas de tipo Millipore (ref. 42410, Microcon ¥80), con el fin de evitar posibles
interacciones inespecificas con la matriz del MALIMF.
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Para los ensayos de interaccion de C75-CoA, etar@od o cerulenina-CoA con
el enzima CPT1, se considera que todo C75, etonsos@rulenia se hayan activados a
sus esteres de CoA y que sus concentracionesdisale de 1 mM, respectivamente.
Esto se confirma por el método fluorimétrico, dd¢aa de valorar la concentracion del
ester de CoA formado, tal como se detalla mas atiela

Cuando se prepara la reaccion de activacion, plestpués de poner el enzima acil-
CoA sintetasa, se agita el tubo y se cogemlZ@mediatamente antes de empezar la
reaccion de activacion (2h a 35°C) y se incubamsedul durante 2-3 min a 80°C para
inactivar el enzima acil-CoA sintetasa. Esta aliauester-CoA, antes de la activacion
= tp), Se reserva para valorar posteriormente, la caram@on del ester-CoA formado.
Después de la reaccidon de activacion, se guaragaeo una alicuota de 20 (ester-
CoA, después de la activacionF ¥ se reserva para valorar la concentracion det-es
CoA formado.

Cuantificacion del ester-CoA formado tras la re@ecde activacion

Para esto, se utiliza un método fluorimétrico y wwnda de DTNB que es
conveniente para la determinacién de grupos suifioisl Se prepara el tampdén DTNB
a 4 mM (disolviendo 16 mg de DTNB en 10 ml de tam@X fluorimétrico; 40 mM
HEPES pH 7,8, 1,5 mM EDTA) y se preparan las sige® muestras por duplicado:

Tampon DTNB
H,0 Muestra
2X fluorimétrico (4mMm)
Blanco 75ul 75 ul 150 ul -
Ester-CoA éntes de la activacion gt 75ul 75l 142l 8 ul
Ester-CoA (lespués de la activacion 5 t 75l 75 ul 142yl 8ul

Se afade a cada tubo 6d@e HO y se lee la absorbancia (Abs) a 412 nm.

Para calcular la concentracion del ester-CoA foortaas la reaccion de activacion,
se calcula la concentracién del CoA-SH que hayacreaado con C75, etomoxir o
cerulenina. Conociendo la concentracion del CoAu8tial que es de 5 mM, se utiliza
la siguiente formula para determinar la concenbraciel ester-CoA tras la reaccion de
activacion:

(Absyp— Abs 1)) x 5 mM
Abst

[Ester-CoA] (mM) =
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6.2 Purificacion de los derivados-CoA

El exceso del CoA-SH de la reaccidon de activaceihod compuestos a sus esteres
de CoA, se elimina incubando la reaccion de adtivacon una resina de tifgulfoLink
Coupling Gel(Pierce BiotechnologyRef. 20401). Los grupos iodoacedi la resina
reaccionan especificamente con el grupo sulfhiddieb CoA-SH permitiendo asi la
inmovilizacion de las moléculas de CoA libres matBauna union covalente. Se sigue
el siguiente protocolo:

9.

Equilibrar 2,8 ml de resina al 50% con 11,2 ml @@pon de unién “Coupling
Buffer” en un tubo (lavar la resina).

Poner el tubo en agitacion orbital moderada durd@tein a 4°C.
Centrifugar el tubo a 50§ durante 5 min a 4°C.

Se descarta el sobrenadante (SN) y se queda cdmdlasl de resina en forma
de gel (precipitado). Se repiten estos pasos @elta\8 veces en total.

Tras la dltima centrifugacion, se resuspende dipitado con 1,4 ml de tampdn
de unién (invirtiendo el tubo). Se reparte esteir@n en dos tubos.

Se centrifugan los 2 tubos a 5@@urante 5 min a 4°C, y se descarta el SN. Se
guardan los 700l de resina en forma de gel en cada tubo.

Se afladen a cada tubo, 50Qle la reaccidén de activacion de C75, etomoxir 0
cerulenina a sus derivados-CoA. Se resuspendé ielviiiendo los tubos.

Incubar estos dos tubos durante 30 min a 4°C can agitacion orbital
moderada.

Centrifugar los 2 tubos a 5@0durante 5 min a 4°C.

10.Coger el SN donde hay el derivado-CoA purificadb edeeso de CoA-SH, y

pasarlo en un nuevo eppendorf. Centrifugar el egqréien una minicentrifuga a
5009 durante 5 min a 4°C. Se guarda el SN a -20°C.

Tampon de unidén “Coupling Buffer’s0 mM Tris pH 8,5, 5 mM EDTA-Na, y se

guarda a 4°C.

Tras este protocolo, se valora el CoA-SH residaalgd método fluorimétrico. Se
toman 20ul del sobrenadante que contiene el ester-CoA (€xiér, pasado por la
resina =4) y se preparan las siguientes muestras por ddplica

65



Materiales y Métodos

Tampén DTNB
H,O Muestra
2X fluorimétrico  (4mM)
Blanco 75ul 75ul 150wyl -
Ester-CoA (lespués de la activacion 7 t 75l 75u 142yl 8ul
Ester-CoA pasado por la resina 3 t 75l 75u 142yl 8ul

Se afade a cada tubo Gd@e HO y se lee la absorbancia (Abs) a 412 nm.

Tampdn fluorimétrico 2X40 mM HEPES pH 7,8, 1,5 mM EDTA. Se guarda a 4°C.

Se utiliza la siguiente formula para determinapresencia o ausencia de CoA-SH
residual tras el proceso de purificacion del eStef del exceso de coenzima A:

) Abst, x 10C
% CO0A-SH residual =———
AbS]_t

Esta resina es capaz de retener mas de 95% de Bodietal.
6.3 Cuantificacion por DTNB

Tras la purificacion del exceso de CoA-SH de laccgm de activacion de C75,
etomoxir y cerulenina a sus derivados-CoA, se diiemel ester de CoA por un método
sencillo que consiste en romper el enlace —CoAzatitio 0,4 M NaOH. Para este
analisis, se utiliza como control, uno o dos adgte#\ (palmitoil-CoA o decanoil-CoA)
de concentracion inicial conocida (1 mM). Se prapalas siguientes muestras por
duplicado, tanto en las muestras con NaOH (preaeseienlace -CoA) como en las
muestras sin NaOH (presencia de acil-CoA), en uumven final de 25ul:

Muestras de Muestras de
Palmitoil-CoA Ester-CoA
NaOH @ M) 10yl - 10l -
H,O 2,5u 12,59  2,5u 12,54l
Palmitoil-CoA (ontrol, 1mM) 12,5ul 12,5l - -
Ester-CoA pasado por la resina 3 t - - 12,5u  12,5pl
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Se incuban las muestras durante 15 min a 55°C. €stastiempo, se ajusta el pH
afladiendo a cada tubo 20l0de 75 mM Tris-Hcl y se vortea. Se afiadenur8e 4 mM
DTNB (5,5-Dithiobis(2-acido nitrobenzéico)) a cada tubo yreezcla. Después, se
afladen 60Ql de HO y se mezcla. Finalmente, se lee la absorbantig) (@412 nm.

Tampon 4 mM DTNB (Sigma, ref. D8130jisolver 16 mg de DTNB en 10 ml de 75
mM Tris-Hcl.

Para calcular la concentracion del ester-CoA ttggaceso de purificacion por la
resina, se utiliza el valor de Abs del palmitoilACcomo parametro de comparacion con
la Abs del ester-CoA (pasado por la resina)= lta siguiente férmula resume este
calculo:

(Absinaon de 2 — AbSnaon de ) X [palmitoil-CoA]initial

[C75-CoA purificado] =
(AbsNaOH del control — Ab$daOH del Contr0|)

7. ESPECTROFOTOMETRIA DE MASAS
7.1 Analisis por MALDI-TOF

Los espectros de MALDI-TOF del C75, C75-CoA, etomoxtomoxiril-CoA,
cerulenina y cerulenina-CoA, se han obtenido emrspectrometro de masas Voyager
DE-RP (Applied Biosystems) equipado con un lasenittégeno (337 nm, pulso de 3
ns). El voltaje de aceleracion se fija a 20 kV. ldztos se adquieren en el modo
reflector con tiempos de 320 ns tanto para la pEdrnegativa como la positiva. Los
espectros se calibran externamente usando comolané@eccalibracion (mezcla de
calibraciéon 1, Applied Biosystems): CHCA, des-AByadykinina, Angiotensina I,
Glu'-Fibrinopeptido B, Neurotensina m/z 300-1700.

Las muestras se preparan diluyendal lde la mezcla de activacién del C75 o
etomoxir o cerulenina a C75-CoA o etomoxiril-CoA @erulenina-CoA,
respectivamente, con 10 de HO y mezclando 1l de esta solucion diluida congpl
de la solucién matriz (10 mg/ml de &cido 2,5-dibidbenzoico (2,5-DHB, Aldrich) en
metanol:agua 1:1). {il de la mezcla muestra:matriz se pone en una placero, se
deja secar al aire y se introduce en el espectrénu# masas. Los espectros se
adquieren en el modo positivo y negativo.
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Los espectros de MALDI-TOF se realizan en el seruie espectrometria de masas
de la Universidad de Barcelona (SCT).

7.2 Analisis por HPLC-MS/MS

Se realiz6 también experimentos de cromatogratjaida de alta resoluciéon
(HPLC) acoplada a la espectrometria de masas erafdPLC-MS/MS). Un equipo
cromatografico para HPLC esta formado porsistema de bombguara impulsar la
fase movil, unavalvula de inyeccidrpara introducir las muestras en el sistema
cromatografico en flujo continuo y a altas presgnaacolumna cromatograficgue
contiene la fase estacionanmm detectompara determinar las sustancias separadas y un
sistema registradogue permite obtener los cromatogramas.

En nuestros estudios para la determinacion derfaacion del C75-CoA en las
diferentes muestras analizadas, utilizamos el metderkin Elmer series 200
equipado con una bomba cuaternaria y un inyectornuestras automéatico
termoestatizado. Se utiliza una columna de fasergavLuna (Phenomenex, UK)gC
(2,0 x 150 mm, 3,5 um) a temperatura ambiente yalamen de inyeccion de las
muestras de 10 pl.

Esta técnica esta especificamente indicada paemaisis de compuestos poco
volatiles. Se inyecta la muestra en el cromatogdafdiquidos, y sus compuestos se
separan en la columna cromatografica. Los compesentlividuales pasan por orden
de elucidén al espectrometro de masas para settadwscy cuantificados.

En nuestro caso, los experimentos en mioticscan (barrido completo, MS) y los
experimentos en tandem (MS/MS) fueron realizadosirerespectrometro de masas
AP1 3000 triple cuadrupolo equipado con una fuetedurbo lonspary Todos los
analisis fueron realizados en el modo positivo.eAntle analizar las muestras, se
realiza en primer lugar un andlisis de deteccidtietepo de retencién de una mezcla
de aciles-CoA de tamafio y concentracion conocigos,nos sirve como patréon. Se
utiliza la mezcla GCoA, G-CoA, Co-CoA y Cis-CoA como patron, en el caso de
estudiar las muestras de aciles-CoA obtenidos decoridrias de higado y de
musculo de rata, incubadas con C75. También, aitilos la mezcla: $£CoA, G-
CoA, CgCoA, G~CoA (patron interno) y C75-CoA (estandar) comorqrat en el
caso de analizar la deteccion de la formacion d&-CoA en las muestras obtenidas
de los hepatocitos primarios de rata.
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Las fases moviles y las condiciones cromatograBoaslas siguientes:

(A); 50% acetonitrilo (Sigma, ref. 34967) en tamd@mM acetato de amonio (Sigma,
ref. A-1542) a pH 5,3 ajustado con acido acético.

(B); 10% acetonitrilo en tampén 10 mM acetato demim pH 5,3 ajustado con &cido
acetico.

(C); 100% acetona (Sigma, ref. 34850).

En el caso de las muestras de aciles-CoA obterdasiitocondrias aisladas de
higado y de musculo de rata, incubadas con C7A&jlean las fases méviles (A) y (B).
Se equilibria en primero la columna con el 22% aldake movil (A) durante 5 min,
luego, el gradiente de elucion es el siguiente: 2286% (A) durante 30 min 85% a
22% (B) durante 10 min.

En el caso de la deteccion de la formacion del C@B-en las muestras obtenidas de
los hepatocitos primarios de rata, se equilibriadilumna con el 22% de la fase movil
(A) durante 10 min, luego, se aplica el siguieradignte de elucion: 22% a 90% (A)
durante 10,5 mif5% (C) durante 5,5 min, 90% a 50% (A) y 5% a 45%d@ante 10
min, 50% (A) y 45% (C) durante 25 min, 22% a 90% ¢@arante 10,5 mirEl flujo de
trabajo es de 0,4 ml/min.

Se aplican las siguientes condiciones: voltaje laap(lS) de +3000V; gas
nebulizador (M), 10 (unidades arbitrarias); gas corting)(NL.2 (unidades arbitrarias);
gas de colisiéon (CAD) (N, 4 (unidades arbitrarias); potencial decluste(iDg), + 30
V; potencial de focalizacién (PF), + 200 V; potaidae entrada (EP), + 10 V; energia
de colisiéon (CE), + 40 V; potencial a la salidalaeelda de colision (C x P), + 15 V. El
gas auxiliar (M) es calienta a 300°C y se introduce en la fueati®mizacion chocando
a 90° respecto al spray, a un flujo de 600&crim.

La adquisicion de datos en el moHoll scanse realiza desde 500-1260zen el
modo continuo y utilizando un ciclo de 2 s con as@de 0,1 u y una pausa entre cada
ciclo de 2 ms. Con el objetivo de conseguir unaimaxensibilidad de deteccion, se
inyectan las muestras en el modo MRiMu(tiple reaction monitoringmonitorizando
la transicion 1022,5/515,6 y la transicion 102013/5 obtenidas de los experimento de
Product lon ScaifPSI) con los estandares C75-CoA #-CoA, respectivamente.

Los experimentos de andlisis por HPLC-MS/MS, sdizaa en el servicio de
espectrometria de masas del Parque Cientifico deBaa (PCB).
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7.3 Extraccion y cuantificacion de aciles-CoA de tejide

7.3.1 Extraccion de aciles-CoA

El aislamiento y preparacion de los hepatocitosmarios de rata macho alimentada,
se realiza en nuestro laboratorio segun el métesorido por ChristoffersofSeglen,
1976 con algunas modificaciones. Una vez obtenidoshksatocitos, se incuban con
50 uM o con 100uM de C75 (100 mM solucién stock en DMSO) o bien &SSO
s6lo como control, durante 1 h en un volumen td&ab ml de medio de cultivo. Las
células control o tratadas con C75 se recogen agg@aiente, en un volumen de 1 ml de
tampon KHPO, (100 mM, pH 4,9) y se guardan a -80 °C hastaakijuiente para la
extraccion de aciles-CoA.

La extraccion de los aciles-CoA se realiza seg(prabcolo descrito en la literatura
(Golovko, 2004; Deutsch, 19péon algunas modificaciones:

1. Todos los pasos se realizan entre 0-4 °C.

2. Se descongelan las células control y tradadas @&nyGe les afladen 16 nmol de
heptadecanoil-CoA (z-CoA) como un control interno y luego se sonicas la
muestras durante 20 sec a baja velocidad.

3. Se aflade 1 ml de n-propanol a cada fraccion cejulae sonica la emulsion
resultante 20 sec mas, dos veces, con un intetlea®® sec en hielo.

4. Se afiade 0,125 ml de (WSO, saturado seguido de 2 ml de acetonitrilo al 100%
a cada fraccion celular y se vortea durante 5 mdiri@.

5. Se centrifugan los tubos a 21§@urante 5 min a 4 °C.

6. Se toma la fase superior que contiene los acilgsyCse filtra con un filtro estéril
de 0,2um (Millipore, ref. Millex-GS, catalogo: SLGL0250S).

7. Se liofiliza la solucion resultante y se redisuedtve200ul de la misma fase movil
utilizada en el andlisis por HPLC-MS/MS (en nuestieo es la fase B).

Se calcul6 por método de Bradford la concentrad@proteinas en cuatro placas de
5 ml de cultivo celular de hepatocitos primariosrai@ (aproximadamente 6 millones
de células). Esta concentracion es de 10,5 mgadeipa/placa.
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7.3.2 Cuantificacion de aciles-CoA

Para calcular la concentracion del C75-CoA formaddas células de hepatocitos
primarios de rata tratados con C75, tal como seesarito anteriormente, se realiza en
primer lugar, una recta patrén de calibracion (Adehpico = f([ester de CoA])), una
para C75-CoA (estandar de activacion del C75 a CJA} y otra para el G-CoA
(estandar interno). Esta recta patron, se reatigactando directamente en el HPLC-
MS/MS, concentraciones de C75-CoA o derCoA desde 10 hasta 5000 nM,
separadamente. Luego, se calcula el area de los msultantes a cada concentracion
de estandar, y con estos datos y las concentractmés esters de CoA utilizadas, se
represento la recta patron de calibracion utilipaegldorograma Excel (Microsoft).

A continuacion, se calcula por HPLC-MS/MS, el adeh pico del G-CoA vy del
C75-CoA formado en las muestras de aciles-CoA datdsnde las células de
hepatocitos. Esta area se extrapola en la reatanpd¢ calibracion correspondiente a la
del G~CoA o a la del C75-CoA, para obtener la concerdrade cada ester-CoA en las
células. Se tuvo en cuenta también, el porcentjecliperacion del estandar-CoA.

Se aflade 8 nmol de £CoA a las fracciones de células de hepatocitoagios de
rata tratados con C75, antes de proceder a laceidrade los aciles-CoA. Se inyectan a
continuacion en el HPLC-MS/MS, los extractos deleseCoA obtenidos de estas
células. El area del pico correspondiente a lacdiie del G~CoA, se extrapola en la
recta patron de calibracién dejA&C0A. Este estandar interno, se utiliza para catcell
porcentage de recuperacion tras el procedimientxttaccion de los aciles-CoA de las
muestras de hepatocitos primarios de rata. Del misimdo, se calcula el area del pico
correspondiente al C75-CoA formado en estas mgsfrae extrapola el area en la
recta patron de calibracion del C75-CoA. Se pudicué asi la concentracion del C75-
CoA, recuperada tras el procedimiento de extracdelos aciles-CoA.

Teniendo en cuenta, la concentracion inicial det@A puesto con las células de
hepatocitos antes de proceder a la extraccion sleatiles-CoA, el porcentaje de
recuperacion del CoA, y suponiendo que tras el proceso de extraccil
porcentage de recuperacion de los aciles-CoA deieste proceso, es igual al del-C
CoA, esto nos conduce a deducir la concentracidnCd&-CoA formado en estas
células.
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7.3.3 Tratamiento de fracciones mitocondriales con C75

Con el objetivo de determinar si C75 se puede atinvee C75-CoAin vivo, se
incuban fracciones frescas enriquecidas en mitg@sdl mg) obtenidas a partir de
higado y musculo de rata, con C75 y CoA-SH. Lalacion se realizé con O 6nol de
C75, en un volumen final de 5@0 de un tampdn que contiene: 0,1% (w/v) Triton X-
100, 5 mM CoA-SH, 10 mM ATP, 10 mM Mg£y 100 mM MOPS-NaOH (pH 7,5).
Se lleva a cabo la reaccion a@@0durante 2 horas, y se descartan las mitoconpaas
centrifugacion a 12000y durante 20 min. La formacion del C75-CoA en el
sobrenadante se analiza por HPLC-MS/MS.

8. METODOS BIOINFORMATICOS
8.1Herramientas bioinformaticas basicas y bases de dz
Las secuencias proteicas se obtienen del servielobahco de datoSwiss Prot

(http://www.expasy.org/sprotly las secuencias de ADN, del servidor de la base d
datosGenBankhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.f¢gi

El banco de datos de proteina RCSB (RSCB-P;//www.rcsb.org/pdb/es un
deposito para el procesamiento y la distribucion dééos de estructuras 3-D de
macromoléculas biologicas. Este sitio Web fue usaa@ obtener las estructuras de
datos cristalograficos, actualmente disponibles, pmeteinas de la familia de
carnitina/colina aciltransferasas.

RasMol (la version 2.7.1http://www.RasMol.ory se utiliza para la visualizacion

de proteinas, acidos nucleicos y pequefias molédtilgsograma lee en un archivo las
coordenadas de una molécula e interactivamente,straueen una variedad de
representaciones como en diagramas de cintas,|é&cute en la pantalla del ordenador,
con unas combinaciones de colores que se pueddaficanftayle, 199k

Con el fin de obtener secuencias homologas a CPTON,, CPT2 y CrAT de rata,
se utiliza el programa de busqueda de alineamilai basico (BLAST) Altschul,
1990; Altschul, 199y que permite identificar secuencias de miembroladamilia de
carnitina/colina aciltransferasas. ElI programa campnucledtidos o secuencias de
proteinas con secuencias en la base de datosweckds equivalencias estadisticamente
significativas  fttp://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). EI analisis de estructuras
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secundarias de las secuencias se realiza utilizesdservidores publicos PHIR¢st,
1996, Jpred Cuff, 1999 y Psi-Pred {ones, 1999

La herramienta EMBOSS-Transeq, (Instituto Europeo Bioinformatica (EBI),
http://www.ebi.ac.uk/emboss/transegé utiliza para la traduccion de una secuencia de
acido nucleico a la correspondiente secuencia dmoacido. La base de datos
BRENDA (http://www.brenda.uni-koeln.deps una fuente para obtener datos de
enzimas. Esta base de datos se utiliza para obidioemacion de las enzimas de la
familia carnitina/colina aciltransferasas, incluaios sobre la reaccion de catalisis, de
cinéticas, sustratos/productos, inhibidores, esiragy estabilidad.

8.2 Alineamiento y comparacion de secuencias

Los alineamientos multiples de acidos nucleicosesélcuencias protéicas fueron
realizados usando el programa ClustalWidmpson, 1991que puede ser encontrado
en el sitio Web EBIHttp://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.htinl

Se utiliza la herramienta _ EMBOSS-Align (sitio  Web de EBI,
http://www.ebi.ac.uk/emboss/alignpara emparejar el alineamiento de secuencias. Est
programa compara dos secuencias y determina etqaje de identidad y semejanza
entre ellas.

8.3Andlisis de residuos conservados en las subfamiliade enzimas ffee-
determinants)

Las diferencias conservadas entre las aciltrarsdsrae cadena corta (colina o
carnitina acetiltransferasas) o de cadena medjalafcarnitina octanoil o
palmitoiltransferasas), o bien, las diferencias seovadas entre las carnitina
aciltransferasas inhibibles y no inhibibles poromdlCoA, se analizan con el algoritmo
SequenceSpace §sari, 1995; Pazos, 199utilizando el alineamiento mdltiple de la
familia carnitina-colina aciltransferasas.

8.4 Construccion del modelo 3-D del dominio C-terminatle CPT1
Los modelos estructurales de CPT1A y CPT1B se ngest usando

procedimientos de modelaje por homologia basaddieeamiento multiple, basado en
estructuras de secuencias de aminoacidos de ldigfatei carnitina aciltransferasas
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incluyendo las coordenadas cristalograficas de @®Traton unida al acilcarnitina
(entrada PDB 1XL8, cadena A)qgl, 200y y de CPT2 de rata (entrada PDB 2H4T)
(Hsiao, 200%.

Los modelos 3-D se construyen usando el progi@wias-Pdb Viewey el servidor
SWISS-MODEL Guex, 1999; Peitsch, 1996; Schwede, 2003
(http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html

Se comprueba la validez y la calidad de los modestrsicturales del centro activo
de CPT1 utilizando los programas Prosaibp!, 1993, WHAT-CHECK (Hooft, 1996
del programa WHAT IF\(riend, 1990 y el programa de validacion PROCHECK del
servidor SWISS-MODEL. Los calculos y las represeiotdes de potenciales
electrostaticos se realizan usando GRASPEH0olls, 1993 y el programa Pymol.

8.5Docking molecular de los sustratos carnitina y palioil-CoA y de los
inhibidores malonil-CoA, C75-CoA, etomoxir-CoA y Ro25-0187 en CPT1

Los putativos sitios de union del sustrato palmii@mA y carnitina en CPT1, fueron
preparados basicamente como se describe en Moyill@srdente [(lorillas, 2004;
Cordente, 2006 ElI modelo estructural de la interaccion molecidatre el sustrato
palmitoil-CoA y el modelo 3-D de CPT1 fue modeldmisandonos en la informacion
obtenida de los procedimientos de Docking, utildmrprogramas incluidos en el
paquete de AutoDock 3.@s0odsell, 1996, Morris, 1998Se realiz6 también, una
busqueda global de los sitios de unién del acil-@sAndo AutoGrid y AutoDock (100
ciclos). El programa de Docking macromolecular Kfexchie, 2000 fue utilizado para
refinar manualmente la posicion de la extension gtapo acil de la molécula del
palmitoil-CoA y se probd intensivamente su espastructural, utilizando todas las
posibles rotaciones de la cadena lateral del Seilseleccionaron a continuacion, las
estructuras de los ligandos (palmitoil-CoA y camaij cerca de la posicidn original para
la molécula del CoA reportada en el cristal de G@Ol, 200%.

Con el fin de obtener un modelo estructural dentaracciéon entre CPT1 y su
inhibidor fisiolégico principal malonil-CoA, los pcedimientos moleculares de
Docking entre ambas estructuras se realizan impieando los mismos programas de
AutoDock 3.0 utilizados para el Docking de los msis. Se obtuvieron las
coordenadas de la molécula de malonil-CoA a pdetitla entrada PDB 1hnj (estructura
3-D de laB-cetoacil-proteina transportadora de acilos sintfisa
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La estructura 3-D de los inhibidores C75-CoA, etgeim@oA y Ro 25-0187 se
modelaron utilizando métodos de calculo molecutaital implementados en el
programa MopacStewart, 199)) Los programas de acoplamiento molecular “ircgili
AutoGrid y AutoDock se utilizan para generar y eaal modelos de baja energia
conformacional para las posibles posiciones de c¢al#idor, obteniendo asi los
modelos individuales de la interaccion del C75-Cetdmoxir-CoA y Ro 25-0187 con
el centro activo de CPT1A.

Para todos los modelos de Docking generados, lanziacion de energia de los
mecanismos molecular sobre el campo de fuerza mgritado en Hex, fue finalmente
mejorada. De la totalidad de los modelos, se seleae| mejor complejo en términos
de “steric” mas alto y correlacion electrostatio&re el par de estructuras de proteina.

Los modelos estructurales en forma de cinta fuelibnjados usando RASMOL
(Sayle, 199y el Swiss-Pdb Viewer.

Todos los modelos 3-D y de de Dockinh moleculardnerealizados por otro
miembro de nuestro grupo, el Dr. Paulino Gomeziasedel Centro de Biologia
Molecular "Severo Ochoa", Campus UAM. Cantoblar28949 Madrid, Espafia.

9. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos son expresados como medias + desviastandar para al menos tres
ensayos independientes con diferentes preparacimmésicas y para al menos tres
experimentos independientes realizados por dumlicados diferentes grupos
experimentales son analizados con el andlisis issitand “t” de Student Un nivel de
probabilidad de p <0,05 se considera como estadisénte significativo.
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