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La cetogénesi és un procés mitocondrial a partir del qual es sintetitzen els
cossos cetonics: acetona, acetoacetat i 3-hidroxibutirat, que sén emprats com a font
d’energia en el mitocondri dels teixits extrahepatics a través de I'accié de la Succinil-
CoA:3-cetoacid-CoA transferasa (SCOT). Alternativament, en el citosol de teixits
lipogénics, l'acetoacetat pot ser activat a acetoacetil-CoA, a través de I'enzim
Acetoacetil-CoA sintetasa (AACS), proporcionant unitats acetil-CoA de manera
independent i analoga al citrat produit en el mitocondri, transferit al citosol i escindit per
I’ATP-citrat liasa.

Classicament s’ha descrit el metabolisme dels cossos cetonics com un equilibri
entre la cetogénesi hepatica i la utilitzacidé periférica. Perd la preséncia de l'activitat
acetoacetil-CoA sintetasa en el citosol de fetge, demostra que tant la biosintesi com la
utilitzacié de cossos cetonics poden tenir lloc a nivell hepatic. EI gen AACS també
s’expressa, de manera abundant, en teixit adip6s i en cervell, i en molts altres teixits
com el pulmo, la melsa, el cor, el pancrees i el ronyd. Els nivells d’expressio del gen
AACS estan finament regulats en resposta a diferents estimuls o situacions
metaboliques com ara el desenvolupament, l'administraci6 de composts
hipocolesterogénics, la diferenciacié adipocitaria o la diabetis. A més, la seva
expressié esta conservada al llarg de [I'escala evolutiva i, en el nematode
Caenorhabditis elegans, el seu ortdleg SUR-5, inhibeix la via de senyalitzacié de Ras,
contribuint al desenvolupament de la vulva. No obstant aixo, el paper fisiologic del gen

AACS és totalment desconegut.

Els objectius d’aquesta tesi han estat:

e Estudi de la funcionalitat de la seqiiéncia del cDNA del gen AACS huma predit.
e Estudi de les modificacions posttraduccionals de la proteina AACS humana.

e Aportacié al procés de la colesterogénesi del gen AACS huma.

e Estudi dels mecanismes de regulacio transcripcional del gen AACS huma.

e Regulaci6 de l'expressio del gen AACS de rata en diferents situacions

fisiologiques: ritme circadiari.
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DE LA CETOGENESI A LA SINTESI LIPIDICA

1. LA CETOGENESI.

La cetogénesi és un procés mitocondrial a partir del qual es sintetitzen els cossos
cetonics: acetona, acetoacetat i 3-hidroxibutirat. Te lloc principalment en el fetge i
constitueix tant un mecanisme d’estalvi de glucosa com una via de substrats

lipogeénics.

En el fetge, quan la degradacié d’hidrats de carboni i lipids es manté equilibrada,
I'acetil-CoA procedent de I'oxidacié d’acids grassos, és incorporat al cicle de Krebs per
a ser oxidat a CO, i generar energia. En canvi, quan els nivells de glucosa sén baixos
i, per tant, predomina la degradaci6 de greixos, I'oxalacetat del cicle de Krebs és
reconduit cap a la gluconeogénesi per a la produccié de glucosa. Aixd impedeix la
incorporacié de I'acetil-CoA al cicle de Krebs, llur desti metabdlic sera la via de sintesi

dels cossos cetonics.

CITOSOL MITOCONDRI CITOSOL
Acetoacetat CHT
3—hidroxibutire} LCFA-CoA 4——()——— LCFA-CoA
CETOGENESI .-'[s OXIDACIO

Plruvat—'—b Plruvat—PAcetll CoA

,‘
GLUGOLISI E \ m

Glucosa s qqrerrmrees Oxala tat Cltrat
GLUGOGENESI \ ':
e ’
~ ¢

FIGURA I-1. Metabolisme de la sintesi de cossos cetonics. Quan la degradacié d’hidrats de
carboni i lipids es manté equilibrada, I'acetil-CoA procedent de la B-oxidacié mitocondrial, és
condensat amb I'oxalacetat procedent de la glucolisi, per entrar en la via del cicle de Krebs i
generar energia. Quan els nivells de glucosa sén baixos, 'oxalacetat és canalitzat cap a la
glucogénesi i I'acetil-CoA és emprat per a la sintesi de cossos cetonics. PC: Piruvat carboxilasa
(6.4.1.1.); PDH: Piruvat deshidrogenasa (1.2.1.51.); CPT: Carnitina palmitoil transferasa
(2.3.1.21.); LCFA: acids grassos de cadena llarga; TCA: cicle dels acids tricarboxilics (cicle de
Krebs).
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La cetogénesi a partir del pool mitocondrial d’acetil-CoA suposa la participacio de

quatre activitats enzimatiques diferents (figura 1-2):

Acetil-CoA + Acetil-CoA

AcAc-CoA
tiolasa CoA

Acetoacetil-CoA

Acetil-CoA
HMGCS2
CoA

HMG-CoA
HMIG CoA FIGURA I-2. Esquema de la via de sintesi de
cossos cetonics. La cetogénesi a partir de I'acetil-
Acetoncetat CoA mitocondrial te lloc en quatre reaccions
seqlencials catalitzades pels enzims AcAc-CoA
3-hidroxibutirat DH tiolasa (Acetoacetil-CoA tiolasa; E.C. 2.3.1.9.),
HMGCS2 (HMG-CoA sintasa; E.C.(2.3.3.10.), HMG-
3-hidroxibutirat acetona CoA liasa (E.C.4.1.3.4.) i 3-hidroxibutirat DH (3-

hidroxibutirat deshidrogenasa; E.C.1.1.1.30).

En general, el terme de cossos cetonics s’empra per fer referéncia a
'acetoacetat i el D-3-hidroxibutirat ja que I'acetona, que es forma per ruptura no
enzimatica de l'acetoacetat, no te cap efecte fisioldgic. La concentracié de cossos
cetonics en la sang representa el balang entre la produccid, principalment hepatica, i
la utilitzacié en els teixits (inclds el fetge). La concentracidé de cossos cetonics es veu
incrementada tant en determinades situacions fisioldgiques com ara el dejuni,
I'alimentacié amb dita rica en greix, I'exercici prolongat, 'embaras i la lactancia, com
en determinades estats patologics, com per exemple la diabetis o la deficiéncia en
'enzim SCOT (Tildon et al., 1972a) o I'acetoacetil-CoA tiolasa (Robinson et al., 1979).

Concentracio de cossos cetonics (mM)

Situacioé Huma Rata
Alimentat ~01 Finsa 0.3
Dejuni 12-24 h Fins a 0.3 1-2
Dejuni 48-72 h 2-3 ~2
Exercici Finsa 2 Finsa 2
Embaras Finsa 1 Finsa 0.3
Nounat 0.5-1 0.5-1.5
Diabetis Fins a 25 Finsa 10

TAULA I-1. Concentracié de cossos cetonics (acetoacetat i 3-hidroxibutirat)
mesurats en sang. Adaptat de Robinson et al., 1980.
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2. VIES D’UTILITZACIO DE COSSOS CETONICS.

Existeixen dues activitats enzimatiques implicades en I'activacio de I'acetoacetat:
la succinil-CoA:3-cetoacid coenzim A transferasa (E.C.2.8.3.5; SCOT) i I'acetoacetil-
CoA sintetasa (E.C. 6.2.1.16; AACS).

En el mitocondri dels teixits extrahepatics, 'SCOT transfereix el residu de CoA
des del succinil-CoA a 'acetoacetat per produir acetoacetil-CoA, que sera emprat com
a font d’energia (Tildon et al., 1972b).

—_——

Acetoacetat + succinil-CoA Acetoacetil-CoA + succinat

Per altra banda, en el citoplasma dels teixits lipogénics, 'acetoacetat és activat,
per acci6 de [I'enzim acetoacetil-CoA sintetasa (AACS), a acetoacetil-CoA,
proporcionat unitats acetil-CoA per a la biosintesi lipidica (Stern, 1971; Endemann et
al., 1982).

Acetoacetat + ATP + CoA ———— Acetoacetil-CoA + AMP + PPi

L’activitat de 'SCOT és superior a l'activitat de 'AACS en nombrosos teixits
analitzats on s’expressen ambdds enzims, coincidint amb la funcié principal dels
cossos cetonics com a substrats energeétics. No obstant aixo, I'afinitat de 'AACS per
'acetoacetat (Km 50 puM) és molt superior a la de 'SCOT (Km 0.3 mM). Ambdés

enzims estan sotmesos a regulacié per substrat perd mentre que 'SCOT s'’inhibeix per

acetoacetat, 'AACS s’inhibeix per CoA (revisat per Robinson et al., 1980).

L’acetoacetil-CoA és escindit a acetil-CoA per la reaccié catalitzada per
I'acetoacetil-CoA tiolasa (E.C.2.3.1.9.) :

Acetoacetil-CoA + CoA =——= 2 Acetil-CoA

L’acetoacetil-CoA tiolasa es troba tant en el mitocondri com en el citosol de
nombrosos teixits (Middleton et al., 1973b). L’activitat mitocondrial és superior a la
citosOlica i es correlaciona amb l'activitat de 'enzim SCOT (Williamson et al., 1971).
Ambdés formes, la citosodlica i la mitocondrial, tenen caracteristiques cinétiques
diferents; aixi, mentre que I'acetoacetil-CoA provoca inhibicié per substrat de la forma
mitocondrial, el CoA inhibeix I'enzim citosolic (Middleton et al., 1974; Clinkenbeard et
al., 1973; Huth et al., 1975).
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3. BIOSINTESI LIPIDICA A PARTIR DE COSSOS CETONICS.

L’acetoacetil-CoA, fruit de la reacci6 catalitzada per 'AACS, és un intermediari
directe de la via de sintesi del mevalonat. A més, l'acetoacetil-CoA també pot
contribuir a la biosintesi d’acids grassos mitjangant I'accié sequlencial dels enzims

acetoacetil-CoA tiolasa i acetil-CoA carboxilasa (ACC1) (figura I-3).

MITOCONDRI CITOSOL
LCFA-CoA
F 3
Acetil-CoA
- - malat LC;I:A
’ ~
’ N lacetat
’ Ay Oxalaceta LIPOGENESI FAS
/ )
1
A TCA Citrat Citrat Acetil-CoA === Malonil-CoA
1 " Citrat ACC
“ I liasa Tiolasa
. ,’
~
oo - g Acetoacetil-CoA
- -
AACS HMGCS1
Acetoacetat < P Acetoacetat HMG-CoA
3-hidroxibulirat DH HMG-CoA
reductasa
3-hidroxibulirat Mevalonat

FIGURA 1I-3. Biosintesi lipidica a partir de cossos cetonics. Un cop en el citosol,
'acetoacetat és activat al seu tioéster per accié6 de I'acetoacetil-CoA sintetasa. L’acetoacetil-
CoA és el primer intermediari de la sintesi del mevalonat. L’acetoacetil-CoA, per acci6é de la
tiolasa, pot ser escindit en dues unitats d’acetil-CoA que poden contribuir a la biosintesi d’acids
grassos. Per altra banda, el citrat procedent del cicle de Krebs, és transferit al citosol i a través
de I'acci6 de I'enzim citrat liasa, es escindit a acetil-CoA que contribuira a la sintesi lipidica.
ACC: acetil-CoA carboxilasa (6.4.1.2.); FAS: acid gras sintasa (2.3.1.85.); AACS: acetoacetil-
CoA sintetasa (E.C. 6.2.1.16); HMGCS1: HMG-CoA sintasa citosolica (2.3.3.10.); 3-
hidroxibutirat DH: 3-hidroxibutirat deshidrogenasa (E.C.1.1.1.30); LCFA: acids grassos de
cadena llarga; TCA: cicle dels acids tricarboxilics (cicle de Krebs).
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ACETOACETIL-CoA SINTETASA

Classicament s’ha descrit el metabolisme dels cossos cetdnics com un equilibri
entre la cetogénesi hepatica i la utilitzacié periférica. Perd fa gairebé 4 décades, Stern
(1971) va descriure la preséncia de 'activitat acetoacetil-CoA sintetasa en el citosol de
fetge, demostrant que tant la biosintesi com la utilitzacid6 de cossos cetonics poden
tenir lloc a nivell hepatic. En aquest treball es suggereix que I'acetoacetat podria estar
actuant com un transportador d’'unitats acetil-CoA des del mitocondri cap al
citoplasma, de manera analoga al citrat produit en el mitocondri, transferit al

citoplasma i escindit per I'ATP citrat liasa (Watson et al., 1970).

Aquesta hipotesi fou corroborada en diferents estudis realitzats en la década
dels 70s, en teixits com ara el fetge, cervell i el ronyd, a partir de cossos cetdnics
marcats radioactivament on es mostra que I'acetoacetat i el 3-hidroxibutirat sén millors
precursors per a la biosintesi lipidica que no pas la glucosa (Edmond, 1974; Webber
etal., 1977; 1979; Patel et al., 1977; Yeh et al., 1977).

1. GENERALITATS.

1.1. Purificacié de I’enzim acetoacetil-CoA sintetasa.

L’AACS es purifica I'any 1982 a partir del bacteri Zoogloea ramigera 1-16-M
(Fukui et al., 1982) obtenint-se una proteina de 70.000 Da. Poc després, el mateix
grup investigador purifica I'enzim AACS a partir de fetge de rata (Ito et al., 1984),

obtenint una proteina amb un pes molecular semblant (71.000 Da).

1.2. Prediccio del cDNA de I’acetoacetil-CoA sintetasa.

L’any 2000 s’ailla el cDNA de 'AACS a partir del bacteri Sinorhizobium meliloti
(Cai et al., 2000) predient una proteina de 650 aminoacids (71.370 Da). El cDNA de
rata va aillar-se poc després a partir d’'una llibreria de cDNA de fetge de rates
alimentades amb una dieta suplementada amb 0.4% pravastatina i 4% colestiramida
(Iwahori et al., 2000). En aquest cas es va prediure una proteina de 672 aminoacids
(75.039 Da). EI cDNA huma s’ailla 'any 2003 (Ohgami et al., 2003) predient una
proteina d’igual pes que la de rata i amb un 89.3% d’identitat en la sequéncia

nucleotidica.
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1.3. Organitzacio génica.

El gen AACS huma es localitza en el cromosoma 12924.31. Presenta una marc
obert de lectura de 2018 pb organitzat en 18 exons separats per 17 introns de
longituds molt diferents amb seqiéncies 5 i 3’ no traduides (132 i 1096 pb,

respectivament).

2. EXPRESSIO.

En rates, l'acetoacetil-CoA sintetasa s’expressa principalment en els teixits
lipogénics encara que la seva expressio també ha sigut descrita en altres teixits com
ara el pulmé, la melsa, el cor, el pancrees i el rony6 (Ito et al., 1986). En humans, a
més d’observar-se elevats nivells d’expressié en teixits lipogénics, 'AACS també

s’expressa de manera abundant en cor i rony6é (Ohgami et al., 2003).
2.1. Fetge.

Malgrat que la via del citrat és la via predominant per a la translocacié d’unitats
acetil a través de la membrana mitocondrial en fetge, diferents estudis realitzats in
vitro (Geelen et al., 1983; Endemann et al., 1982) i in vivo (Bergstrom et al., 1984)
mostren que I'acetoacetat, un cop activat a acetoacetil-CoA per accié de 'AACS, és

emprat per a la biosintesi lipidica, principalment per a la colesterogénesi.

L’expressié del gen AACS disminueix drasticament després del naixement i
continua disminuint durant el periode de lactancia en el fetge de rata. Quan els
animals sén deslletats, I'activitat enzimatica s’'incrementa rapidament fins assolir els
valors de l'animal adult (Buckey et al., 1975; Nakamoto et al., 1999). Aquest patré
d’expressié de 'AACS durant el desenvolupament és semblant al descrit per altres
enzims lipogénics (Volpe et al., 1972; McNamara et al., 1972) perd contrasta amb
'elevada capacitat que te el fetge de I'animal lactant, comparat amb l'adult, per a

produir cossos cetonics.

A més, l'activitat enzimatica de 'AACS disminueix durant el dejuni (Stern, 1971;
Buckley et al., 1975) i esta sotmesa a regulacié diirna (Bergstrom et al., 1982),
observant-se una patré circadiari paral-lel al descrit per 'HMG-CoA reductasa
(Edwards et al., 1972).
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2.2. Teixit adipos.

L’acetoacetil-CoA sintetasa s’expressa de manera abundant tant en el teixit
adipos blanc (TAB) com en el teixit adip6s marr6é (TAM), mostrant un patré d’expressio
durant el desenvolupament semblant al descrit pel fetge (Williamson et al., 1985;
Yamasaki et al., 2005). En el TAB, I'AACS s’expressa principalment en el diposit

subcutani, on s’indueix durant la diferenciaci6 adipocitaria (Yamasaki et al., 2005).

L’expressi6 del gen AACS es troba alterada per l'obesitat. Aixi, en rates
genéticament obeses (Zucker fatty) tant els nivells de cossos cetdnics en sang com
I'expressio de 'AACS en TAB es veuen disminuits. Al contrari, en rates a les que s’ha
induit I'obesitat mitjancant alimentacié amb una dieta rica en greix, s'incrementen tant
els nivells de cossos cetonics circulants com I'expressié de 'AACS en TAB (Yamasaki
et al., 2007).

2.3. Cervell.

La rata lactant representa un model natural de cetosi degut a I'elevat contingut
en acids grassos presents en la llet materna. En el cervell immadur de la rata, els
cossos cetonics sdn emprats per al metabolisme energétic i per a la biosintesi
d’aminoacids i lipids (Patel et al., 1977; Yeh et al., 1977).

L’activitat de l'acetocetil-CoA sintetasa en cervell és elevada en el naixement,
disminueix gradualment durant la lactancia, i ho fa molt rapidament en rates
deslletades, assolint uns nivells 3 vegades inferiors en I'adult que en el nounat
(Buckley et al., 1973). Aquest patr6 dexpressi6 del gen AACS durant el
desenvolupament és paral-lel al descrit per a I'acetoacetil-CoA tiolasa citosolica
(Middleton, 1973a). L’elevada activitat d’'ambdos enzims coincideix amb I'elevada taxa
de sintesi d’esterols i d’acids grassos que és necessaria per a la formacié de noves
membranes cel-lulars i per al procés de mielogénesi que te lloc durant les primeres
etapes del desenvolupament del cervell (Norton et al., 1973; Lopes-Cardozo et al.,
1984; revisat per Nehlig, 2003).

Més recentment s’ha descrit que en humans el gen AACS s’expressa en cervell,
concretament en 'hipocamp, 'amigdala i el talem, i que aquest patré6 d’expressio

coincideix amb el descrit per ’THMG-CoA reductasa (Ohgami et al., 2002).
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3. ACTIVITAT ENZIMATICA | CARACTERISTIQUES
CINETIQUES.

Els estudis cinétics de I'acetoacetil-CoA sintetasa s’han dut a terme tant en
I'enzim purificat com en extractes citosolics, donant lloc, en aquest darrer cas, a valors

molt dispars entre els diferents autors.

L’assaig de l'activitat AACS en extractes citosolics de teixits és complicat per la
preséncia dels elevats nivells de I'acetoacetil-CoA tiolasa, que rapidament escindeix
I'acetoacetil-CoA a acetil-CoA. Aixi, 'assaig de I'activitat AACS en extractes citosolics

depeén de la quantificacié de I'acetil-CoA produit (Buckley et al., 1973).

La purificacié de I'enzim AACS a partir de Z. ramigera (Fukui et al., 1982) i,
posteriorment, a partir de rata (lto et al., 1984) han permés la seva caracteritzacio. Per
aixo, s’han emprat diferents aproximacions, totes elles espectrofotomeétriques, que
consisteixen en la mesura de la produccié d’acetoacetil-CoA, en la mesura de la
conversié de NADH a NAD (quan s’acobla la produccié d’acetoacetil-CoA a I'activitat

L(+)-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa) i en la mesura de la produccié d’AMP.

Quan I'enzim purificat s'incuba amb acetoacetat, ATP i CoA, en preséncia de
Mg®" i K*, el Unics productes de la reaccié formats son acetoacetil-CoA, AMP i PP; en
quantitats aproximadament equimolars. No es produeix ni ADP ni Pi, suggerint que

I'enzim forma part de la familia acil:CoA ligasa, formador d’AMP.

Els Unics substrats que activen I'enzim purificat sén I'acetoacetat i el L(+)-3-
hidroxibutirat. Els valors de Km per I'enzim purificat a partir de Z. ramigera s6n de 76
uM, 33 uM, 9.1 uM i 1.4 mM per 'acetoacetat, 'ATP, el CoA i el L(+)-3-hidroxibutirat,
respectivament. Per 'enzim purificat a partir de rata, els valors de Km determinats sén
de 8 uM, 60 uM, 10 uM i 75 uM per l'acetoacetat, I'ATP, el CoA i el L(+)-3-
hidroxibutirat, respectivament. La determinacié de la Km per I'acetoacetat de I'enzim
AACS de rata ha sigut determinada en altres treballs a partir d’extractes crus de fetge
obtenint-se els valors de 54 uM i 70 uM (Bergstrom et al., 1982; 1985). Aquestes
diferéncies podrien ser degudes a diferéncies en el métode i condicions d’assaig

emprades.

10
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3.1. Putatius dominis importants per a I’activitat AACS.

3.1.1. Motiu d’uni6é a AMP.

El domini d’'unié a AMP es troba conservat en enzims de procariotes i eucariotes
que catalitzen la reaccié mitjancant la unié covalent dAMP, dependent I’ATP, al seu
substrat (Babbitt et al., 1992; Conti et al., 1996).

[
=
=
[
=

4

|
AACS H. sapiens TG - TSEGAPT EPEsSH P SSGT TGAP S AGGT 313
AACS X, tropicalis TGRMGEQSPQ LPENH P SSGT TGAP S AGGT T 213
AACS D. reric TGREG PQ LPESH P SSGT TGAP S AGGT 314
AACS C.elegans P - -[llA P PEsSD P SSGT TGIP T MGGt 342
AAGCS A tumefaciens PHAAGE - - - - P P SSGT TGKP 5 GGG 295
AACS M. musculus G- TGAGAPQ LPESH P MESSGT TGAP S AGGT 313
AACS R. norvegicus SG - TGAQAPQ QLPESH P MESSGT TGAP S AGGT 313
Consensus TG=TGDQAPQ LEFEQLPFSH PLFIMFSSGT TGAPKCMVHS AGGTL IQHLK

FIGURA 1-4. El motiu d’'unio a AMP es troba conservat entre les diferents espécies.
Alineament de sequéncies multiple del motiu d’'uni6 a AMP (subratllat) de I'acetoacetil-CoA
sintetasa de diferents espécies: Rattus norvegicus (gi:81906806); Mus musculus (gi:81904891);
Homo sapiens (gi:74750446); Xenopus tropicalis (gi:123892212); Danio rerio (gi:166198270);
Caenorhabditis elegans (sur-5; gi:74965144); Agrobacterium tumefaciens (gi: 15159138).

3.1.2. Regio rica en metionina i triptofan.

La regi6 rica en metionina i triptdfan es troba conservada en la proteina AACS al
llarg de I'evolucio. Mitjangant la base de dades de proteina BLAST unicament es troba
una sequéncia semblant en I'acetil-CoA sintetasa (ACS) d’origen microbia (Ohgami et
al.,, 2003). Com la metionina i el triptdfan sén aminoacids poc comuns en les
sequéncies proteiques, és possible que aquesta regi6 jugui un paper important en la
funcié relacionada amb l'activacié d’acids grassos de cadena curta (Ohgami et al.,
2003).

360
I
GNMTS

[
@
=

400

|
GSPEMPTP 3563

I

AACS H. sapiens 5 CHETTH S
AACS X. tropicalis GSTTS S TTA T GSPEMPSH 353
AACS D. rerio GNMTE N TTT S GSPLEMPSA 2364
AACS C. elegans achls TTC s CPEAPBT 23z
AACS A, tumefaciens EQKEQC G G TTC S G GNPGMIPNT 345
AACS M. musculus EHMEHGNMTS S TTI S A GSPBMPTP 253
AACS R. norvegicus GNMTS S TT S A GSPEMPTP 383

Consensus EHXLHGNMTS SDILLYYTTV S ALATGASLVL YDGSPLVPTP

FIGURA I-5. La regi6 rica en Met i Trp de ’AACS es troba conservada entre les diferents
espécies. Alineament de sequiéncies multiple de la regi6 rica en Met (M) i Trp (W) (subratllat)
de l'acetoacetil-CoA sintetasa de diferents espécies: Rattus norvegicus (gi:81906806); Mus
musculus (9i:81904891); Homo sapiens (gi:74750446); Xenopus tropicalis (gi:123892212);
Danio rerio (gi:166198270); Caenorhabditis elegans (sur-5; Qi:74965144); Agrobacterium
tumefaciens (gi: 15159138).

11
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3.1.3. Identificacio del motiu 2.

Aquesta regio de 37 aminoacids anomenada motiu 2 per Watkins et al. (2007) és
una regid conservada entre les acil-CoA sintetases (ACS), important per a
I'especificitat de substrat, que conté un residu d’arginina invariable en totes les

sequéncies d’ACS analitzades.

|

AACS H. sapiens A NERTGG GRSBGTENPN GSS 557
AACS X, tropicalis A NPKTGG GRSOGTLNPN GSS 557
AACS D. rerio A NPKTGG GRSOGTLNPN GSS 558
AAGS C. elegans A NHSTGG GRSDATENRG GTA 588
AACS A tumefaciens GAA A P-S8GG GRSDTTLENPG GTA 538
AACS M. musculus A HPITGG GRSOGTLNPN GSS 557
AACS R. norvegicus A NPKTGG GRSOGTLNPN GSS 557

Consensus RKAYFSKFPG VWAHGDYCR| NPKTGGIVML GRSDGTLNPN GVRFGSSEIY

FIGURA 1-6. El motiu 2 de ’AACS es troba conservat entre les diferents espécies.
Alineament de sequeéncies multiple del motiu 2 (subratllat) de I'acetoacetil-CoA sintetasa de
diferents espécies: Rattus norvegicus (gi:81906806); Mus musculus (gi:81904891); Homo
sapiens (Qi:74750446); Xenopus tropicalis (gi:123892212); Danio rerio (Qi:166198270);
Caenorhabditis elegans (sur-5; gi:74965144); Agrobacterium tumefaciens (gi: 15159138). Amb
fletxa s’indica el residu d’Arg conservat.

3.1.4. Motiu PX4GK.

En el centre actiu de la familia de proteines acil:CoA ligasa, formador d’AMP,
existeix un motiu conservat PX4GK on hi ha un residu de Lys identificat com a putatiu
substrat d’acetilacié (Starai et al., 2002).

T00

AACS H. sapiens PS A GGABSN 656
AACS X. tropicalis PA PHRGAEBSN 656
AACS D. rerio PA TQRGABSN 657
AACS C. elegans PN A ASS 688
AACS A, tumefaciens PA P THABAN 636
AACS M. musculus Ps m GABSN 656
AACS R. norvegicus | PS T GABSN 656
Consensus IRLGLSARHV PXLILETKXI P'I'T I SGKKVE VAVKQVIAGK XVEHRGAFSN

FIGURA I-7. El motiu PX4GK de I’AACS es troba conservat entre les diferents espécies.
Alineament de sequiéncies multiple del motiu PX4GK (P: prolina; X: qualsevol aminoacid; G:
glicina; K: lisina) (subratllat) de l'acetoacetil-CoA sintetasa de diferents espécies (CLC
Sequence Viewer 4.6.1.). Es marca el putatiu lloc d’acetilacié6 amb una fletxa. Rattus norvegicus
(9i:81906806); Mus musculus (gi:81904891); Homo sapiens (9i:74750446); Xenopus tropicalis
(9i:123892212); Danio rerio (gi:166198270); Caenorhabditis elegans (sur-5; gi:74965144);
Agrobacterium tumefaciens (gi: 15159138).
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3.2. Regulacio6 de I’activitat enzimatica.

3.2.1. Regulacié per substrat i producte de la reaccié.

L’activitat enzimatica de 'AACS és inhibida pel coenzim A (lto et al., 1984;
Bergstrom et al., 1985). Aquesta inhibicid per substrat és depenent del pH de manera
que elevades concentracions de CoA, varien el pH optim de I'enzim cap a un pH més
acidic, produint-se la supressié de l'activitat enzimatica. A més, I'acetoacetil-CoA,
producte de la reacci6 catalitzada per I'AACS, inhibeix I'activitat enzimatica amb una
Ki de 15 uM (Ito et al., 1987).

L’enzim AACS purificat a partir de Z. ramigera no pateix inhibicié per substrat,
indicant que aquest mecanisme de regulacié de I'activitat enzimatica és intrinsec de

mamifers (lto et al., 1987).

3.2.2. Regulacio per acil-CoAs.

Diferents acil-CoAs de cadena llarga i curta inhibeixen, de manera no
competitiva, 'enzim AACS purificat de rata, essent el potencial inhibitori superior quan
més llarga és la cadena de I'acil-CoA testat. Aixi, el palmitoil-CoA, producte de la
reaccio de 'acid gras sintasa (FAS) i regulador negatiu de la biosintesi d’acids grassos
mitjangant la inhibicié6 de I'enzim ACC1 (Bloch et al., 1977), inhibeix I'activitat AACS
amb una constant d’inhibici6 (K;) de 9.8 uM (lto et al., 1987).

Per altra banda, estudis realitzats en un model més fisiologic a partir d’extractes
citosolics hepatics de rates alimentades amb oli d’oliva durant 2 hores (75% d’acid
oleic) (Salam et al., 1988) o en fetge de rata aillat i perfusionat amb acid oleic (Salam
et al., 1989) han demostrat que es produeix una induccié de I'activitat enzimatica dels
primers enzims implicats en la colesterogenesi: AACS, acetoacetil-CoA tiolasa, HMG-
CoA sintasa citosolica i HMG-CoA reductasa. EI mecanisme pel qual es produeix
aquesta induccio és desconegut perd podria explicar-se com una conseqiéncia
indirecta de la depleci6 del pool de colesterol necessari per al transport dels triglicérids
en les VLDL.
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3.2.3. Regulacio fisiologica.

L’activitat enzimatica de 'AACS es modula durant el desenvolupament en fetge,
teixit adipés, cervell i glandula mamaria (Buckley et al., 1973; 1975; Robinson 1978;
Willliamson et al., 1985; Nakamoto et al., 1999).

En fetge, I'activitat enzimatica de 'AACS disminueix durant el dejuni (Stern,

1971; Buckley et al., 1975) i esta sotmesa a regulacio ditrna (Bergstrom et al., 1982).

3.2.4. Diabetis.

En la diabetis induida per estreptozotocina, es produeix una disminucié de
I'expressio de 'AACS teixit especifica ja que sols te lloc en el fetge i en teixit adipds
marro (i no s’observa en altres teixits com el TAB, ronyd o cervell) (Sato et al., 2002).
Encara que la taxa de cetogénesi es veu incrementada en rates diabétiques, com a
conseqliéncia de la disminucié de I'expressidé de 'AACS en fetge es produeix una
disminucié de [lactivitat especifica. Aquesta disminucié de [lactivitat AACS ve
acompanyada d’'una disminuci6é de la taxa de biosintesi d’acids grassos i colesterol,
que es normalitza pel tractament de les rates diabétiques amb insulina, quan l'activitat

de I'AACS assoleix el valor de les rates control (Freed et al., 1987).

3.2.5. Regulacié per composts hipocolesterogénics.

L'activitat de I'acetoacetil-CoA sintetasa hepatica és veu induida en rates
alimentades amb una dieta suplementada amb colestiramina i/o mevilonina. Aquesta
regulacié esta sincronitzada amb la observada per 'HMG-CoA sintasa citosolica i
'HMG-CoA reductasa (Bergstrom et al., 1984). Posteriorment s’ha vist que altres
agents hipocolesterogénics, com ara la pravastatina, també indueixen [activitat
especifica de 'AACS i que aquesta induccio es correlaciona amb un increment dels

nivells de proteina (lwahori et al., 2000).

Més recentment, els experiments de transcriptoma publicats per Horton i
col-laboradors (2003), mostren que en fetge de ratolins transgénics la sobreexpressio
d'nSREBP1a o d'nSREBP-2 provoca un increment dels nivells dmRNA de 'AACS de
5.6 i 6.1 vegades, respectivament, mentre que la deficiencia de la proteina SCAP,
reflex de la deficiencia de la forma madura dels SREBPs enddgens, provoca una
disminucio6 dels nivells d'mRNA de 'AACS del 60%.
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4. REGULACIO TRANSCRIPCIONAL.

El primer treball sobre regulacié transcripcional del gen acetoacetil-CoA
sintetasa s’ha publicant durant I'escriptura d’aquesta tesi. En ell, els autors clonen la
regio 5’ flanquejant del gen AACS de ratoli en el vector reporter pGL3basic. En la
regio promotora de -335 a -3 (relatiu a 'inici de traduccid) es localitza un lloc d’'unié a
C/EBP i una caixa GC. Ambdds motius sén importants per a I'activitat transcripcional
de 'AACS; en particular, C/EBPo és important per a I'expressié de 'AACS durant la

diferenciacié adipocitaria (Hasegawa et al., 2008).

5. SECRECIO D’INSULINA.

En la cél-lula B-pancreatica, com a conseqiiéncia del metabolisme de la glucosa,
s’incrementa el ratio ATP/ADP citoplasmatic, que provoca el tancament dels canals de
potassi sensibles a ATP, la subseglent despolaritzacié de la membrana plasmatica i
I'obertura dels canals de Ca®". Finalment, s’incrementen els nivells de Ca?

citoplasmatic que promouen la secreci6 d’insulina (revisat per Leibiger et al., 2008).

No obstant aixo, la cél-lula B te molta capacitat per a realitzar anaplerosi llur
importancia en la secrecio d’insulina probablement iguala a la de la produccié d’ATP,
encara que el mecanisme subjacent no esta clar. En la secrecié d’insulina estimulada
per la glucosa, la taxa de carboxilacié del piruvat és molt elevada, incrementant els
nivells dels intermediaris del cicle de l'acid citric en el mitocondri. Com la majoria
d’aquests intermediaris inhibeixen o activen varis enzims del cicle, la funcionalitat del
cicle de I'acid citric es veuria alterada si I'excés d’intermediaris no fos exportat al
citosol, on duen a terme la seva funcié en la senyalitzacié de la secrecié d’insulina
(MacDonald et al., 2005).

Per explicar part del paper de I'anaplerosi en la secrecio d’insulina existeixen
varies hipotesis. La hipotesi del “mecanisme del succinat” postula que el metabolisme
del succinat proveeix precursors de I'acid mevalonic, NADPH i acils CoA de cadena
curta, amb un paper important en la secrecié d’insulina (Fahien et al., 2002). Un altra
hipotesi implica el transport del citrat com a portador de grups acetil cap al citosol on
es convertira en malonil-CoA; la inhibicié de la B-oxidaci6 mitocondrial pel malonil-

CoA, provoca un increment dels nivells d’acid grassos de cadena llarga, que
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posseeixen una funcidé important en la senyalitzacié de la secrecié d’insulina (Corkey
et al., 2000).

Recentment s’ha descrit la importancia del gen AACS en la secreci6é d’insulina,
ja que la disminucié de la seva expressido mitjangant un RNA antisentit de 'AACS,
provoca una disminucio de la secrecié d’aquesta hormona en cél-lules pancreatiques
INS-1 832/13 estimulades amb glucosa. En aquest treball es mostra la importancia de
I'acetoacetat com a transportador d’unitats acetil des del mitocondri al citoplasma ja
que la disminucio de I'expressio de I'enzim ATP citrat liasa no provoca canvis en la

secrecio d’insulina (MacDonald et al., 2007).

6. SUR-5.

La via de senyalitzacié del receptor tirosina quinasa (RTK) Ras GTPasa/MAP
quinasa (MAPK) s’empra repetidament durant el desenvolupament en metazous per
tal de controlar diferents processos biologics. No obstant aixo, I'activacié excessiva i

no controlada d’aquesta via s’ha relacionat amb I'oncogénesi (Roberts et al., 2007).

En el nematode Caenorhabditis elegans, el RTK (LET-23) estimula LET-60/Ras i
la cascada de MAPK formada per les kinases LIN-45/Raf, MEK-2/MEK i MPK-1/ERK.
Aquesta via de senyalitzaci6 és necessaria per a multiples processos del

desenvolupament com ara la inducci6 de la vulva (revisat per Chang et al., 1999).

SUR-5/ AACS
. LET-23 . LET-60 LIN-45
LIN-3 ¥ CGFR P SEM-5 Ras Raf

FIGURA 1-8. Funci6 de Sur-5 en el desenvolupament de la vulva en C. elegans. El gen
LET-60/ras actua en una cascada de senyalitzacié cel-lular conservada per tal de traduir el
senyal, codificat pel gen lin-3, que prové de la cél-lula ancorada. Sur-5 bloqueja aquesta via de
senyalitzacié mitjangant la inhibicié de LET-60/ras (adaptat de Gu et al., 1998).

Sur-5, l'ortoleg en C. elegans de 'AACS, és un regulador negatiu de LET-60/Ras
durant la induccio de la vulva. Aixi, la sobreexpressié de Sur-5 suprimeix el fenotip

multivulva consequéncia de I'activacio aberrant de LET-60/Ras (Gu et al., 1998).
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CONTROL TRANSCRIPCIONAL

El control de la transcripcié génica afecta al patré d’expressio i, per tant, permet,
a la cél-lula I'adaptacié als canvis ambientals, I'especialitzacié en l'organisme i el
manteniment dels processos metabdlics basics necessaris per a la supervivéncia. La
transcripcié génica en eucariotes es prediu per multiples factors, que inclouen
descondensacié del locus, remodelacié de nucleosomes, modificacié d’histones, unié
d’activadors i coactivadors transcripcionals als enhancers i promotors, i reclutament de

la maquinaria basal al promotor minim (Smale et. al, 2003).

El promotor minim inclou elements del DNA que es poden estendre 35 pb
corrent amunt i/o corrent avall de l'inici de transcripcid, i que sembla que interaccionen

directament amb components de la maquinaria basal.

La maquinaria basal es defineix com el conjunt de factors, incldos I'RNA
polimerasa Il, essencials per a la transcripcid in vitro d’'un promotor aillat. L’RNA
polimerasa Il, requereix de proteines accessories anomenades factors de transcripciod
generals (GTFs), per al reconeixement i I'especificitat de promotors génics que
codifiquen per a proteines. S’han identificat set GTFs: TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE,
TFIIF, TFIIH i TFIIJ (Orphanides et al., 1996; Roeder, 1996). En eucariotes superiors,
el TFIID és un complex multiproteic que consta del polipéptid TBP (TATA binding
protein), que pot unir-se especificament al DNA, i dels factors associats a TBP (TAF;
TBP associated factors) (Burley et al., 1996; Verrijzer et al. 1996).

El reconeixement del promotor minim per part de la maquinaria basal és
essencial per al correcte posicionament i acoblament de 'RNA polimerasa Il i els
factors de transcripcié generals. Els motius localitzats en el promotor minim inclouen
la caixa TATA, el BRE (lloc de reconeixement per a TFIIB), I'element iniciador o Inr, i
el DPE (de I'anglés downstream promoter element). Aquests motius no sén universals
de manera que cap d’ells és absolutament essencial per a la funcié transcripcional. De
fet, la majoria de promotors minims manquen de tots els motius coneguts (Yang et al.,
2007).
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FIGURA 1-9. Motius del promotor minim. Diagrama que mostra les seqliiéncies que
contribueixen a I'activitat basal d’'un promotor. La caixa TATA pot funcionar en abséncia dels
motius BRE, /Inr i DPE. Per contra, els motius DPE requereixen la preséncia de I'lnr. Adaptat
de Smale et. al, 2003.

e La caixa TATA, també anomenada caixa de Goldberg-Hogness, fou el
primer motiu identificat en el promotor de gens en eucariotes (Goldberg,
1979). La seqiéncia consens TATAAA, que es localitza a 25-30 pb
corrent amunt de l'inici de transcripcid, és reconeguda per la proteina

TBP, que permet la formaci6 del complex de preiniciacio.

e [’'element BRE, localitzat immediatament corrent amunt de la caixa

TATA, incrementa I'afinitat per TFIIB al promotor (Lagrange et al., 1998).

e L’element iniciador o Inr (Smale et al., 1989) fou identificat originalment
com una seqléncia que determina linici de transcripcié i que, en
abséncia de la caixa TATA, és suficient per a dirigir I'inici de la sintesi
d’RNA cap a un nucledtid en concret, normalment 'adenosina del
consens YYA.NWYY (Javahery et al., 1994). No obstant aixo, el motiu
Inr és present tant en promotors que contenen TATA com en aquells
promotors que manquen de caixa TATA. L’Inr, solapat directament sobre
I'inici de transcripcid, és reconegut per les subunitats TAF1 i TAF2, que
juguen un paper fonamental per a la uni6 de TFIID (Chalkley et al.,
1999).

e El motiu DPE es localitza a 28/33 pb corrent avall de I'lnr i constitueix
una seqiieéncia de reconeixement pel factor TFIID (Burke et al., 1996;
1997). ElI DPE funciona de manera cooperativa amb I'lnr, essent I'espai
entre ambdos motius critic per a que es doni una transcripcié optima
(Kutach et al., 2000).
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La unié de TBP/TFIID al promotor minim és critica per a I'acoblament del
complex de preiniciacié. D’acord amb el model acceptat, la unié de TBP a la regi6 -30,
independentment de I'existéncia de la caixa TATA, és essencial per a la direccio i
reclutament de la resta dels components de la maquinaria basal (Hahn et al., 1989;
Singer et al., 1990; Wiley et al., 1992; Zenzie-Gregory et al., 1993; Aso et al., 1994).
En promotors que contenen la caixa TATA, la uni6 de TBP es veu estabilitzada per
interaccions cooperatives amb TFIIB i TFIIA, que contacten amb el DNA flanquejant, i
amb TAFs, que interaccionen amb I'/nr i el DPE (revisat per Hagn, 2004). En canvi, en
promotors sense caixa TATA, la manca de sequéncies riques en A/T en la regi6 -30 fa
que la uni6 amb TBP no sigui estable i que I'acoblament del complex de preiniciacio

es reguli per algun mecanisme diferent (Smale et. al, 2003).

FACTORS DE TRANSCRIPCIO IMPLICATS EN LA
REGULACIO GENICA

1. FACTORS DE TRANSCRIPCIO DE LA FAMILIA Sp.

1.1. La familia de proteines Sp/KLF.

La familia de factors de transcripcié Sp/KLF esta formada per al menys 23
membres (Philipsen et al., 1999; Turner et al., 1999; Dang et al., 2000). Aquestes
proteines es caracteritzen per la preséncia d’'un domini d’unié al DNA format per tres
dits de zinc de la classe Cys2-His2 (Suske et al., 1999), que es situa proper a I'extrem
COOH-terminal de la proteina. Com el domini d’'unié al DNA esta altament conservat,
tots els membres de la familia Sp/KLF so6n capacos de reconéixer les mateixes
sequéncies de DNA GC-(GGGGCGGGEG) i GT-(GGYGTGGGG) perd amb afinitats

diferents degut a substitucions en determinats aminoacids en els dits de zinc.

La familia de factors de transcripci6 Sp/KLF esta subdividida en dos gran

subgrups:
e Els factors de transcripcioé Sp.

e L'’heterogeni grup dels factors de transcripcié KLFs.
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En aquest treball ens centrem en el subgrup de la familia de factors de

transcripcié Sp, concretament en el factor de transcripcié Sp1.

1.2. Caracteristiques estructurals de la familia Sp.

La familia de factors de transcripcid6 Sp inclou 8 proteines anomenades,
successivament, des d’Sp1 fins a Sp8. Estructuralment, s’han definit dos subgrups de

proteines Sp: Sp1-4 i Sp5-8, que presenten regions NH,-terminals molt diferents.

Totes les proteines Sp contenen una seqiéncia d’11 residus aminoacidics
immediatament al costat NH,-terminal dels dits de zinc, denominada caixa Buttonhead
o Btd, que contribueix a la capacitat transactivadora d’aquests factors (Courey et al.,
1988). A més, la caixa Sp (SPLALLAATCSR/K1) localitzada propera a I'extrem NH.-
terminal (Harrison et al., 2000), sembla implicada en la degradacié proteica depenent

de proteosoma (Su et al., 1999).

Del subgrup Sp1-4, Sp2 és el que mostra menys similitud amb la resta de
membres, fins i tot pel que fa a la regi6é altament conservada que conforma els dits de
zinc, fet que determina que Sp2 s’uneixi a una caixa GT (Kingsley et al., 1992). Els
membres d’aquest subgrup contenen dos dominis de transactivacio (A i B) rics en
glutamina, essencials per a I'activacié transcripcional (Courey et al., 1988), excepte
Sp2 que conté un unic domini activador. Adjacents als dominis A i B, es troben
sequéncies riques en residus de serines i treonines, que son objecte de modificacions
posttraduccionals. Precedent als dits de zinc, presenten el domini C, que esta altament

carregat i té un paper important en la interaccié amb el DNA (figura I-10).

El factor Sp1 presenta un domini D localitzat en I'extrem COOH-terminal de la
proteina, important en el sinergisme d’Sp1 observat en promotors amb varies caixes
GC (Pascal et al.,, 1991) i un domini inhibidor (ID) en I'extrem NHy-terminal d’Sp1
(Murata et al., 1994).
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FIGURA 1-10. Estructura de la familia de factors de transcripcié Sp. Adaptat de la revisi6 de
Bouwman et al., 2002. (AD) dominis d’activacid, (ID) dominis d’inhibicié. Els diferents moduls
estructurals que constitueixen el factor de transcripcié Sp1 es mostren en la part superior del
grafic, marcats amb linies (A, B, C i D) (Courey et al., 1988). A la dreta del grafic es mostren les
mides, en nombre d’aminoacids, de cadascuna de les proteines Sp. Numeros d’accés: P08047
(Sp1), M97190 (Sp2), CAC34575 i Q02447 (Sp3), CAA48563 (Sp4), XM_092566 (Sp9),
XP_064386 (Sp6/KLF14), AF477981 (Sp7/Osterix) i AK0OS6857 (Sp8).

1.3 Sp1.

El factor de transcripci6 Sp1 presenta una expressid ubiqua i participa en la
regulacio transcripcional d’'un gran numero de gens amb multiples i variades funcions
bioldgiques, regulant la seva transcripcido mitjancant la interaccié amb el DNA a través
de sequéncies riques en GC. La proteina Sp1 pot actuar com a regulador positiu i
negatiu de I'expressié génica (Shou et al., 1998; Suske et al., 1999; Bouwman et al.,
2002). A més, Sp1 té un paper important en la prevencié de la metilacié de caixes CpG
(Brandeis et al., 1994; Macleod et al., 1994) i en linici de la transcripci6 de gens
mancats de caixa TATA, on participa en el reclutament de factors iniciadors de la

transcripcié sobre el promotor (Weis et al., 1997; Smale et al., 1997).

Els primer estudis sobre Sp1 semblaven indicar que aquesta proteina actuava
com a proteina activadora de la transcripcié basal de gens d’expressié constitutiva
(housekeeping genes). No obstant aixd, s’ha pogut comprovar que Sp1 és una
proteina subjecta a diferents modificacions posttraduccionals com ara glicosilacié
(Jackson et al., 1988; Roos et al., 1997; Yang et al., 2001), fosforilacié (Jackson et al.,
1990; Samson et al., 2002; Chu et al., 2005), acetilacié (Suzuki et al., 2000, Ryu et al.,
2003; Hung et al., 2006), sumoilacié (Spengler et al., 2006) i ubiquitinacio (Spengler et

al., 2008), indicant que la seva activitat transcripcional es troba molt regulada.
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Sp1 pot estimular la transcripcié tant a través de promotors proximals com a

través de seqiéncies distals o enhancers (Courey et al., 1989). A més, s’ha vist que

Sp1 és capag¢ d’activar sinérgicament promotors amb multiples llocs d’'unid6 a Sp

formant tetramers a través dels dominis D (Mastrangelo et al., 1991; Su et al., 1991; Li

et al., 1991).

1.4. Interaccions cooperatives entre Sp1 i altres proteines.

La maquinaria basal de la transcripcio: La proteina Sp1 és capag
d’interaccionar directament amb TBP (Emili et al., 1994) i amb els factors
de transcripcié associats a TBP, dATF(I1)110h/hTAF(11)130 a través dels
dominis d’activacié A i B (Hoey et al., 1993; Gill et al., 1994; Tanese et al.,
1996) i amb hTAF(l1)55 a través del seu extrem COOH-terminal (Chiang
et al., 1995).

Proteines capaces de modificar I'estat d’acetilacio de la cromatina:
El factor de transcripcio Sp1 pot formar part de complexos multiproteics
formats per diferents proteines reguladores, coactivadores /o
corepresores, capaces de modificar I'estat d’acetilacié de les histones i/o
d’altres proteines nuclears, afavorint o bloquejant el procés de
transcripcié mediat per Sp1. Aixi, s’ha vist que Sp1 pot interaccionar amb
proteines amb activitat HAT com ara CBP/p300 (Billon et al., 1999;
Suzuki et al., 2000) o PCAF (Chu et al., 2005; Huang et al. 2005), i amb
proteines amb activitat HDAC (HDAC1 i HDAC2) (Doetzlhofer et al.,
1999; Zhang et al., 2002a; Won et al., 2002).

Factors de transcripcio: Gran part de les proteines que interaccionen
funcionalment amb Sp1 sbén factors de transcripcio. Entre aquests
s’inclouen factors de transcripcié ubics com ara Oct-1 (Strom et al.,
1996), NF-KB (Pazin et al., 1996), COUP-TF (Rohr et al., 1997), E2F
(Karlseder et al., 1996), Smad3 (Inagaki et al, 2001) i factors de
transcripci6 teixit especifics, com per exemple SREBP (Sanchez et al.,
1995, Yieh et al., 1995, Athanikar et al., 1997), LXR (Thymiakou et al.,
2007), PPAR (Krey et al., 1995; Sugawara et al., 2001; Deng et al., 2006),
ER (Kim et al., 2003; Stoner et al., 2004), HNF-4 (Kardassis et al., 2002),
RXR i RAR (Krey et al. 1995; Horie et al. 2001; Shimada et al., 2001).
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2. STEROL REGULATORY ELEMENT-BINDING PROTEINS.

L’homeostasi del colesterol és mantinguda a través d’una xarxa complexa de
programes transcripcionals. A nivell cel-lular, la sintesi de novo de colesterol i la
captacio de lipoproteines estan regulades a través d’'un feedback negatiu que respon a
elevats nivells intracel-lulars de colesterol. Aquesta via esta regulada per una familia
de factors de transcripci6 anomenada sterol regulatory element-binding proteins
(SREBPs) (Brown et al., 1997; 1999).

Els SREBPs son factors de transcripcié que pertanyen a la familia de proteines
basic helix-loop-helix cremallera de leucina (bHLH-Zip), perd a diferéencia d’altres
proteines bHLH-Zip es sintetitzen en forma de precursors ancorats a la membrana del

reticle endoplasmatic on s’organitzen en tres dominis (Hua et al., 1995):

e Domini NH,-terminal; regi6 d’aproximadament 480 aminoacids que

conté el domini bHLH-Zip, per a la uni6é al DNA.

e Dos segments transmembrana hidrofobics interromputs per un petit bucle

de 30 aminoacids que es projecta cap al lumen del reticle endoplasmatic.

e Domini COOH-terminal; regié d’aproximadament 590 aminoacids que

conté el domini de regulacié.

En condicions de deplecié de colesterol cel-lular, el precursor pateix dues
protedlisis consecutives, alliberant-se el fragment NH,-terminal, anomenat forma
nuclear de 'SREBP (nSREBP). El domini bHLH-Zip conté un senyal de localitzacio
cel-lular, que s’uneix directament a la importina, permetent el transport de 'nSREBP
dins del nucli (Nagoshi et al., 1999; 2001; Lee et al., 2003) on promou la transcripcio
de gens implicats en la biosintesi de colesterol i acids grassos mitjancant la uni6é a
SRE o E boxes presents en el promotor dels gens diana (Wang et al., 1993; Kim et al.,
1995).

Existeixen tres isoformes d'SREBPs: SREBP-1a, SREBP-1c i SREBP-2

(Yokoyama et al., 1993; Hua et al., 1993; Tontonoz et al., 1993), que s’expressen de

manera diferencial en els teixits (Shimomura et al., 1997).
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Els transcrits SREBP-1a i 1¢ provenen d’'un mateix gen a partir de I'is alternatiu
de linici de transcripci6 i difereixen en el primer ex6 (exd 1a i ex6 1c), essent els altres
exons comuns en ambdues isoformes (Yokoyama et al., 1993; Hua et al., 1993;
Shimomura et al., 1997). En humans també s’ha descrit 'empalmament alternatiu del
final 3’ (exons 18a i 19a o exd 18c i 19¢), donant lloc a dues proteines que difereixen
en el seus darrers 113 aminoacids, llur funcionalitat és desconeguda. El factor de
transcripci6 ADD1 (de I'anglés adipocyte determination and differentiation dependent
factor 1) clonat a partir d’'una llibreria de cDNA d’adipocits de rata (Tontonoz et al.,
1993) és equivalent a SREBP-1c (Shimomura et al., 1997). El tercer membre de la

familia és SREBP-2, que és codificat per un gen diferent.

SREBP-1a és un activador transcripcional més potent que SREBP-1c degut a
que el seu domini NH,-terminal transactivador és més llarg (Shimano et al., 1997b). No
obstant aixd, SREBP-1c és la isoforma predominant que s’expressa en la majoria de
teixits de ratoli i d’humans, especialment en el fetge, teixit adipds blanc (TAB), muscul
esquelétic, glandula adrenal i cervell. En canvi, SREBP-1a s’expressa a nivells elevats
en linies cel-lulars i teixits amb elevada capacitat per a la proliferacié cel-lular, com ara
la melsa i l'intesti. SREBP-2 s’expressa tant en la majoria de teixits intactes com en la

majoria de linies cel-lulars (Shimomura et al., 1997).

2.1. Regulaci6 dels SREBPs.

Els SREBPs son regulats a tres nivells principals: 1) transcripcio, 2) escissio
proteolitica del precursor ancorat a la membrana del reticle endoplasmatic i 3)
modificacié posttraduccional de la forma nuclear (nNSREBP), existint diferencies
significants entre el mecanisme de regulacié6 de les diferents isoformes d’SREBP.
Particularment, mentre que SREBP-1a i SREBP-2 semblen ser principalment regulats
a nivell de I'escissié proteolitica del precursor, SREBP-1c és principalment regulat a

nivell transcripcional (revisat per Eberlé et al., 2004).

2.1.1. Control transcripcional.

SREBP1c i SREBP-2 estan subjectes a diferents formes de regulacio
transcripcional, mentre que SREBP-1a sembla ser constitutivament expressat a baixos

nivells en fetge i molts d’altres teixits de I'animal adult (Shimomura et al., 1997). Un

mecanisme de regulacié que comparteixen la isoforma 1c i 2 implica un bucle de

24



INTRODUCCIO

retroalimentacié positiu mitjancat per motius SREs presents en el seu promotor (Sato
et al., 1996; Amemiya-Kudo et al., 2000).

Tres factors regulen la transcripci6 d’SREBP-1c de manera selectiva: la insulina,

el glucagé i el receptor nuclear LXR.

Els canvis en l'estat nutricional regulen I'expressié d’'SREBP-1c en el fetge i teixit
adipds blanc (Horton et al., 1998a; Kim et al., 1998). Aixi, 'expressié d’'SREBP-1c és
reprimida durant el dejuni, quan els nivells d’insulina son baixos i els nivells de glucago
elevats, i s'incrementa molt per la realimentaci®6 amb una dieta rica en hidrats de
carboni. Els nivells dmRNA d’'SREBP-1c durant el dejuni/ realimentacioé sén paral-lels
als canvis en l'expressié dels seus gens diana. En canvi, I'expressié de les altres
isoformes d'SREBPs no es veu afectada per aquesta situacio fisiologica. La insulina
promou tant I'expressio del precursor ancorat a la membrana del reticle endoplasmic
com la forma nuclear del factor de transcripci6 d’'SREBP-1c (Kim et al., 1998; Foretz
et al., 1999a; Azzout-Marniche et al., 2000). A més, en fetge de rates diabetiques els
nivells dmRNA d’'SREBP-1c es veuen disminuits i es normalitzen després de
'administracié de ’hormona (Shimomura et al., 1999). Els efectes de la insulina en la

transcripcié d’SREBP-1c sén oposats als del glucagoé via AMPc (Foretz et al., 1999b).

En el promotor del gen SREBP-1c es localitza un LXRE que activa la seva
transcripcié en preséncia d’agonistes d’LXR (Repa et al., 2000a). De manera
interessant, aquest LXRE també és requerit per a la induccié d’'SREBP-1c per insulina,
ja que s’ha proposat que aquesta hormona promou I'expressié d’'SREBP-1c a través
d’'LXRa, possiblement mitjangant l'increment de la seva activitat transcripcional per la
producci6 d’un lligant endogen d’LXR (Chen et al., 2004).

2.1.2. Activacio per escissio proteolitica dels SREBPs.

Els precursors d’'SREBP soén retinguts a la membrana del reticle endoplasmatic
mitjangant I'associacié amb la proteina SCAP (de I'anglés SREBP cleavage activating
protein) (Nohturfft et al., 1998), que posseeix un domini sensor d’esterols, possibilitant
que el processament dels SREBPs sigui controlat pel contingut d’esterols cel-lulars
(Brown et al., 1999). Aixi, en condicions de deplecié de colesterol intracel-lular SCAP
escorta els SREBPs des del reticle endoplasmic a I'aparell de Golgi, on dues
proteases funcionalment diferents, site 1 protease (S1P) i site 2 protease (S2P),

escindeixen, de manera sequlencial, el precursor proteic alliberant 'nSREBP al
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citoplasma (Wang et al., 1994; Sakai et al., 1998). Primer, S1P talla el bucle luminal
contingut entre els dos segments transmembrana del precursor (Duncan et al., 1997,
Espenshade et al., 1999) i a continuacié6 S2P talla la proteina en el primer fragment
transmembrana, alliberant el domini bHLH-Zip de I'extrem NH,-terminal (Duncan et al.,

1998), que migra al nucli on promou la transcripcié dels seus gens diana (figura 1-11).

Mucli FIGURA I-11. Model de I’escissié proteolitica
dels SREBPs mitjangada per esterols. Els

RE * @ SREBPs es troben ancorats a la membrana del
reticle endoplasmatic. En condicions de deplecié

\ [ ctosal
%‘ “Lowar, de colesterol, la proteina SCAP transporta els
T SREBPs cap a laparell de Golgi, on dues

proteases, S1P i S2P, actuen seqliencialment
per tal d’alliberar el domini bHLH-Zip, comprés
en I'extrem NH,-terminal, que entra al nucli i
activa la transcripcio dels gens diana. Quan els
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@ (B | romanen ancorats a la membrana del reticle
g1 endoplasmatic (adaptat d’Horton et al., 2002a).
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Quan els nivells de colesterol intracel-lular sén elevats, el colesterol s’uneix
directament al domini sensor d’esterols de la proteina SCAP, provocant un canvi
conformacional de la proteina (Radhakrishnan et al., 2004; Brown et al., 2002), que
interacciona fortament amb les proteines Insig (insulin induced gene proteins) (Yang et
al., 2002; Yabe et al., 2002). Com a conseqiéncia d’aquest fet, el complex SREBP-

SCAP és retingut a la membrana del reticle endoplasmatic.

La familia de proteines Insig esta formada per dos membres: Insig-1 i Insig-2.
Insig-2 s’expressa a baixos nivells, perd de manera constitutiva, i no es regula per
SREBPs (Yabe et al., 2002). En canvi, la transcripci6 d’Insig-1 és regulada per
SREBPs, de manera que la deplecié de colesterol intracel-lular provoca un increment
del seu mRNA (Janowski, 2002) i la disminucié dels nivells de proteina, que és
rapidament ubiquitinada quan la concentracié de colesterol intracel-lular és baixa
(Gong et al., 2006). Sols quan els nivells de colesterol sén prou elevats, SCAP s’uneix
a Insig-1, estabilitzant la proteina i provocant I'acumulacié del complex Insig-
1/SCAP/SREBP, que serveix com a reserva d’'SREBP. En abséncia de colesterol,
SCAP/SREBP es dissocia d’Insig-1, que és ubiquitinat i degradat en el proteosoma
(Gong et al., 2006). ElI complex SCAP/SREBP migra al reticle endoplasmatic, on es
processa la forma madura dels SREBPs (nSREBP), que migra al nucli on activa la
transcripcié de gens implicats en la biosintesi i captacié de nou colesterol. A I'hora,

I'nSREBP activa la transcripcié d’Insig-1, que provoca un increment de I'mRNA encara
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que la proteina sera degradada fins que en la céllula s’assoleixin un determinats
nivells de colesterol, suficients per a unir-se a SCAP, que permetin que aquesta
proteina estabilitzi a Insig-1. Aixi, el bloqueig del processament dels SREBPs
requereix la convergéncia de dues molécules: colesterol i Insig-1 (revisat per Golstein
et al., 2006).

La insulina promou l'increment de la forma nSREBP1c de manera independent a
la transcripcié (Hegarty et al., 2005), encara que el mecanisme mitjangant aquesta
hormona promou l'escissié del precursor no esta elucidat, observacions recents

impliquen a les proteines Insig.

En el fetge existeixen dues isoformes d’Insig-2: Insig-2a i Insig-2b, que provenen
del mateix gen perd que sén consequiéncia de I'Us alternatiu de promotors, produint-se
un ex6 5’ no codificant diferent. Aixi, ambdos transcrits codifiquen per a la mateixa
proteina Insig-2, essent la principal diferéncia entre Insig-2a i 2b la seva distribucio
tissular: mentre que Insig-2b s’expressa de manera ubiqua, Insig-2a ho fa
principalment en el fetge i sols quan els nivells d’insulina sén baixos (Yabe et al,,
2003). En aquesta situacio fisioldogica, SREBP-1¢ no es transcriu activament i, per tant,
disminueixen els nivells d'nSREBP-1c, de manera que tant els nivells de proteina com
d’'mRNA d’Insig-1 son baixos. Amb I'alimentacié es produeix un increment dels nivells
d’insulina i es redueixen rapidament els nivells d’Insig-2. A I'hora, la insulina promou la
transcripci6 d’'SREBP-1c i la forma nSREBP-1c activa la transcripcido d’Insig-1,
provocant un increment dels nivells d'mRNA i proteina. Com a conseqiiéncia d’aquest
fet, es produeix el reemplagament de les proteines Insig-2 per Insig-1, constituint un
mecanisme de regulacié especific necessari per a que SREBP-1c sigui activament
processat a la seva forma nuclear per tal de convertir I'excés d’hidrats de carboni en
lipids (Engelking et al., 2004). Sota la condici6 d’alimentacio, el proposit de la
biosintesi d’acids grassos és I'emmagatzament d’energia més que no pas el

manteniment de la membrana.
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2.1.3. Modificacions posttraduccionals.

L’activitat transcripcional dels SREBPs esta regulada per modificacié
posttraduccional. La Ser 117 d’'SREBP-1a i les Ser 432 i Ser 455 d’'SREBP-2 sbn
fosforilades per MAPK (Roth et al., 2000; Kotzka et al., 2004), que promouen la
capacitat transactivadora del factor de transcripcio. A més, els nSREBPs també soén
modificats per ubiquitinacio i rapidament degradats en el proteosoma (Hirano et al.,
2001). L’acetilacio del residu de Lys 333 d’'SREBP-1a evita la seva ubiquitinacié (Naar
et al., 1998). A més, tant SREBP-1a com SREBP-2 s6n modificats per sumoilacio, que

reprimeix la seva capacitat transactivadora (Hirano et al., 2003).

2.2. Especificitat de les diferents isoformes per a [I’activaciéo de la

transcripcio.

Al contrari d’'altres factors de transcripcio de la familia bHLH-Zip, que contenen
una residu d’arginina conservat en el seu domini basic, els SREBPs posseeixen un
residu de tirosina. Aquesta substitucidé aminoacidica permet la unié dels SREBPs tant
a motius E box (5-CANNTG-3’, on N representa a qualsevol base), com totes les
proteines bHLH-Zip, com a seqiiéncies SRE (5-TCACNCCAC-3’) (Kim et al., 1995).

Diversos estudis demostren I'existéncia de funcions especifiques dependents de
la isoforma, degut al menys en part, a les diferéncies d’afinitat que presenten les tres
isoformes per als diferents consens de seqiiencia presents en el DNA dels gens diana
(Amemiya-Kudo et al., 2002). Aixi, SREBP-1c i SREBP-2 activen preferencialment la
sintesi d’acids grassos i colesterol, respectivament, mentre que el paper d’'SREBP-1a
es troba menys restringit. EI desenvolupament de ratolins transgénics que expressen
les formes nuclears d’'SREBPs (nNSREBPs) en el fetge han sigut de gran importancia
en la identificacié de nous gens diana de cada isoforma individual (revisat per Horton
et al., 2002a/b).

La sobreexpressi6 d'nSREBP-1a en fetge de ratoli provoca lincrement de
'expressio tant de gens colesterogénics (com ara 'HMG-CoA sintasa, 'HMG-CoA
reductasa i 'esqualé sintasa) com de gens implicats en la sintesi d’acids grassos (per
exemple ACC1, FAS i estearoil-CoA dessaturasa-1 (SCD-1)) (Horton et al., 2003). En
canvi, la sobreexpressié hepatica d'nSREBP-1c en ratolins promou, de manera
selectiva, la induccié de gens lipogénics. A més, SREBP-1c també podria contribuir a

la regulacié de la captacié de glucosa i a la gluconeogénesi ja que la sobreexpressio
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d’'nSREBP-1c en hepatdcits provoca la induccié de I'expressié de la glucoquinasa i la
supressi6 de la fosfoenolpiruvat carboxiquinasa (PEPCK), enzims claus en la utilitzacié
de la glucosa i en la gluconeogénesi, respectivament (Becard et al., 2001; Chakravarty
et al., 2001). La sobreexpressié6 d’'nSREBP-2 en ratolins promou I'expressio de gens
colesterogénics, amb una lleu induccid¢ dels gens implicats en la sintesi d’acids
grassos (Horton et al., 1998b; 2003). A més, totes les isoformes d’SREBP indueixen
I'expressio de gens que promouen la generacié de NADPH, cofactor necessari per a la

sintesi lipidica.

La delecié selectiva de la isoforma SREBP-1c provoca la disminucié de
I'expressio basal dels mRNAs que codifiquen per a enzims implicats en la biosintesi
d’acids grassos i triglicérids. A més, en aquest context génic no es produeix la induccio
de gens lipogénics en resposta al régim dejuni/realimentacié (Liang et al., 2002),
suggerint que SREBP-1¢ mitjancga I'accio lipogénica de la insulina en fetge. De manera
interessant, els ratolins knockout per a SREBP-1c o SREBP-1 mostren un increment
dels nivells dmRNA d’'SREBP-2 hepatics (Shimano et al., 1997a). Mentre que la
deleci6 de la isoforma SREBP-1c no afecta a la viabilitat embrionaria, sols el 15-50 %
dels embrions sobreviuen per la delecié6 d’ambdues isoformes d’SREBP-1, la delecio
del gen SREBP-2 provoca una mortalitat del 100% dels embrions, indicant que
SREBP-2 juga una paper fonamental en les primers etapes del desenvolupament
(Shimano et al., 1997a).

3. RECEPTORS NUCLEARS.

3.1. Generalitats.

La superfamilia de receptors nuclears (NR) esta formada per més de 150
proteines que participen en una gran varietat de processos bioldgics com 'homedstasi
cellular, desenvolupament, reproduccio, diferenciaci6 i morfogénesi (revisat per
Mansgeldorf et al., 1995; Desvergne et al., 1999; Giguére et al., 1999; Aranda et al.,
2001; Moller et al., 2001; Smith et al., 2005; Glass et al., 2006).

Els receptors nuclears (NR) sén factors de transcripcio activats per lligant, que
poden promoure o reprimir I'expressio genica, mitjancant el reconeixement i la uni6 a
sequéncies especifiques del DNA (HRE: hormone response element o NRRE: nuclear

receptor response element) presents en les regions promotores dels seus gens diana.
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Els HRE deriven d’'un hexamer consens AGGTCA, on els NR poden unir-se com
a monomers, homodimers o heterodimers. En el cas d'unir-se com a dimers, la
seqliéncia consens es troba repetida formant diferents motius estructurals segons es
disposi com a repeticid directa (DR: direct repeat), inversa (IR: inverse repeat) o
eversa (ER: everse repeat). Els hexamers poden estar separats entre si per un
determinant nombre de nucledtids, que s’indica a continuacié del tipus de repeticio i
que és especific per a cada receptor nuclear. Alguns NR, com els PPAR o els que
s’uneixen com a monomers, requereixen, a part de la repetici6 de 'hexamer, d’una
regio rica en A/T a la zona 5’ de I'element de resposta per la seva uni6é al DNA (revisat

per Desvergne et al., 1999).

Els NR poden dividir-se en dos grans grups: receptors que uneixen hormones
esteroidals i receptors que no uneixen hormones esteroidals. Aquests darrers
presenten lligants quimicament molt diversos que poden ser sintetitzats per la propia
céllula diana. Entre els receptors amb lligants no esteroidals trobem receptors
capacos de dimeritzar amb RXR com el receptor d’hormona tiroidal (TR), el receptor
de vitamina D (VDR), el receptor activat per proliferadors de peroxisomes (PPAR) i el
receptor d’acid retinoic (RAR). Existeixen també, dins la superfamilia de receptors
nuclears, una série de receptors de lligant desconegut anomenats receptors orfes, com
el factor de transcripcié del promotor de I'ovoalbumina de pollastre (COUP-TF), el
factor nuclear d’hepatocits (HNF-4), el receptor relacionat amb estrogens (ERR), el

receptor relacionat amb I'acid retinoic (ROR) i Rev-erb.

3.2. Estructura.

Els receptors nuclears presenten una organitzacié estructural altament
conservada formada per cinc dominis funcionals: A/B, C, D, E i F (figura 1-12)
(Desvergne et al., 1999; Chawla et al., 2001b; Zhang et al., 2002b; Smith et al., 2005).

NH, COOH

AF1 DBD CTE LBD AF-2
dimeritzacio

FIGURA I-12. Estructura dels receptors nuclears. AF-1/AF-2: Domini de transactivacio-1/2;
DBD: Domini d’'uni6 a DNA. CTE: Extensié carboxi-terminal, LBD: domini d’'uni6 a lligant
(modificat de Desvergne et al., 1999).
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e Domini A/B; la regid6 NH,-terminal (A/B) és la menys conservada entre
els membres de la superfamilia, presenta una longitud variable, conté un
domini de transactivacié independent de lligant (AF-1: activation function-

1) i un lloc de fosforilacié que afecta a I'activacié per lligant.

e Domini C; altament conservat entre els receptors nuclears és on es
localitza el domini d’'uni6 a DNA (DBD: DNA binding domain). Aquest
domini esta format per dos dits de zinc coordinats, cada un d’ells, a través
de quatre residus cisteina que es pleguen formant una estructura globular

que reconeix els elements de resposta dels gens diana.

e Domini D; es troba poc conservat i permet la rotacioé relativa dels dominis
d’'uni6 a DNA (DBD) i a lligant (LBD), fent possible que un mateix NR
pugui unir-se tant a un DR com a un IR. En alguns casos, aquesta regi6
presenta una extensi6 COOH-terminal (CTE) del domini d’'uni6 a DNA
que participa en la uni6é del factor de transcripcié6 al seu element de

resposta, unint-se a la regié 5’ rica en A/T.

e Domini E; inclou el domini d’'unié a lligant (LBD: ligand binding domain),
poc conservat, el domini de transactivacié depenent de lligant (AF-2:
activation function-2), molt conservat i critic per I'activacio transcripcional
dels gens diana, el domini de dimeritzacid, els dominis d’interaccié amb

coreguladors i un domini de localitzacié nuclear.

e Domini F; la regié carboxil (F) no existeix en tots els receptors nuclears,

presenta longitud variable i la seva funcié és de moment desconeguda.

3.3. Mecanisme d’accio.

En general, els receptors nuclears es troben en el nucli, units al DNA en
abséncia de lligant, excepte un reduit grup (com alguns receptors esteroidals) que sén
citoplasmatics i es transloquen al nucli en unir-se al lligant. En ambdés casos, la uni6 a
aquest implica una série de canvis conformacionals en el receptor nuclear que deixa al
descobert el domini AF-2, provocant un canvi d’afinitat de proteines corepressores a
proteines coactivadores (revisat per Glass et al., 1997; Xu et al., 1999; Robyr et al.,
2000; Hermanson et al., 2002) (figura 1-13).
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FIGURA I-13. Mecanisme d’accié dels receptors nuclears. En abséncia de lligant, PPAR
heterodimeritza amb RXR, s’'uneix al DNA (HRE) i atrau a proteines corepressores. La uni6 de
ligant a PPAR provoca la dissociacid del corepressor i el reclutament de proteines
coactivadores que, a I'hora, recluten 'RNA polimerasa. Com a consequéncia de I'activacié de
I'expressi6 génica es produeix un canvi en la funcié cel-lular.

En condicions basals (abséncia de lligant) molts dels receptors nuclears estudiats
es troben units al DNA i associats a proteines corepressores tipus NCoR (nuclear
receptor corepressor) i SMRT (Silencing mediator for retinoid and thyroid hormone
receptor), que atrauen histones desacetilases (HDAC) per interacci6 amb Sin3 i
mantenen el gen reprimit (Horlein et al., 1995; Chen et al., 1995; Alland et al., 1997;
Heinzel et al., 1997; Nagy et al., 1997). SHARP1 (SMRT/HDAC1 Associated
Repressor Protein) també reprimeix receptors nuclears en preséncia i abséncia de
lligant, a través de la interaccié amb SMRT i el segrest del coactivador SRA (Shi et al.,
2001).

En preséncia de lligant, el complex repressor es desestabilitza, ja que es
produeix un canvi conformacional del receptor que deixa al descobert el domini AF2,
permetent la interacci6 amb el motiu LXXLL dels coactivadors incldos SRC-1 (Sterol
receptor coactivator-1), PICAF i CBP/p300 (revisat per Mahajan et al., 2005). Aquests
interaccionen amb la maquinaria basal de la transcripcio i acetilen les histones, gracies
a la seva activitat histona acetiltransferasa (HAT) intrinseca o al reclutament de HATSs,
descompactant la cromatina i activant la transcripcié (Martinez-Balbas et al., 1998). El
membres del complex DRIP/TRAP, com PBP/TRAP220 que interacciona amb PPAR,

formen ponts entre la maquinaria basal de la transcripcio i els receptors nuclears.
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Juntament amb el mecanisme d’acetilacié/desacetilacié, el balang de
metilacié/desmetilacié i fosforilacié/desfosforilacio d’histones és important per la
regulacio de la transcripcié (Lemon et al., 2000). Els receptors nuclears també poden
regular la transcripcio dels seus gens diana a través de la interaccié amb altres factors
de transcripci6 de manera independent del DNA (Yang-Yen et al., 1990; Ray et al.,
1994).

4. LIVER-X-RECEPTORS (LXR).

Diferents estudis han elucidat el paper d’LXR com a un sensor metabolic per al
manteniment de 'homeodstasi del colesterol, mitjancant la regulacié del catabolisme,
emmagatzematge, absorci6 i transport del mateix, a través del control transcripcional
de gens diana involucrats en aquests processos (revisat per Lu et al., 2001; Zhang et
al., 2002b; Zelcer et al., 2006; Beaven et al., 2006).

Existeixen dos isotips d'LXR: LXRa (NR1H3) i LXRB (NR1H2), amb una identitat
en la seqliéncia aminoacidica de gairebé el 80% en els dominis d’'unié al DNA (DBD) i
al lligant (LBD) (Alberti et al., 2000). El gen que codifica per a LXRo genera tres
variants diferents: LXRa1, LXRo2 i LXRa3 (figura 1-14), com a consequéncia de I'Us de
dos promotors alternatius i de 'empalmament diferencial (Chen et al., 2005). LXRa/1 i
LXRo3 es transcriuen a partir del mateix promotor, localitzat corrent amunt dels exons
1a i 1b, mentre que LXRo2 es transcriu a partir d’'un promotor alternatiu, localitzat 10
Kb corrent amunt de I'exé 1a. La traduccié d’aquesta variant comenca a I'exd 3, donant
lloc a una proteina truncada que manca dels primers 45 aminoacids de I'extrem NH,-
terminal, fet que determina que LXRo2 sigui menys activa a I’hora de promoure la
transcripcié que LXRa1. L’empalmament alternatiu d’LXRa3 elimina I'ex6 6, provocant
una delecié de 50 aminoacids en el LBD, impedint la unié del lligant i la transactivacio

genica.

FIGURA I-14. Isoformes de I’hLXRq.
Es mostra l'organitzacié génica del
gen d'LXRo huma. L’empalmament
= alternatiu que implica els exons 1 i 2
= TR X genera la isoforma LXRa2. La
"w% traducci6 s’inicia en I'exd 3 resultant
B o e en l'eliminaci6 de 45 aminoacids de
lextrem NHoy-terminal. LXRa3 és
generat per I'empalmament alternatiu
de I'ex6 6, donant lloc a una delecio
de 50 aminoacid en el LBD.

LXRa3
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LXRao s’expressa amb gran quantitat en el fetge (d’aqui el nom de la subfamilia) i
a nivells més inferiors en glandules adrenals, intesti, teixit adipés, macrofags, pulmoé i

ronyo, mentre que I'expressié d’'LXRP és ubiqua (Repa et al., 2000b).

Originariament, els LXRs foren considerats receptors nuclears orfes ja que els
seus lligants naturals eren desconeguts (Apfel et al., 1994; Willy et al., 1995).
Posteriorment, es descobri que els oxisterols, metabdlits del colesterol, s’'unien a
aquests receptors, activant-los a concentracions fisioldogiques, essent el 22-(R)-, 20-
(S)-, 24-(S)-hidroxicolesterol i 24-(S),25-epoxicolesterol, els lligants naturals més
potents (Janowski et al., 1996; Lehmann et al., 1997). El 24-(S),25-epoxicolesterol és
particularment abundant en el fetge, on també sén abundants el metabolisme del
colesterol i 'expressié d’LXR. En macrofags en canvi, el 27-hidroxicolesterol generat
per I'esterol 27-hidrolasa (CYP27) és el putatiu lligand d’LXR (Fu et al., 2001). Aixi,
depenent de la seva concentracio relativa, diferents oxisterols representen el principal
lligant fisioldgic d’LXR en un tipus cellular en concret (Millatt et al., 2003). La
disponibilitat d’agonistes sintétics, com ara T0901317 o GW3965 (Repa et al., 2000c;
Collins et al., 2002), han facilitat I'estudi més profund de les conseqiéncies

metaboliques de I'activacio d’'LXR.

L’activacio de gens per LXR implica la formacié d’heterodimers amb RXR (retinoic-
X-receptor) i la unid del lligant. Es tracta d’'un heterodimer permissiu que permet
I'activacié per lligants de qualsevol dels dos receptors (Lu et al., 2001). Del receptor
nuclear RXR se’n coneixen tres isotips: RXRa, RXRy i RXRB (Mangelsdorf et al.,
1992) i se sap que juga un paper dual a nivell de senyalitzacio cel-lular, actuant com a
receptor especific per ell mateix amb el 9-cis-retinoic com a lligant (Solomin et al.,
1998) o com a parella d’altres receptors nuclears. En I'animal adult, les funcions de
RXRa sbén desconegudes i té importancia sobretot en el desenvolupament fetal. El
ratoli knockout de RXRo.mor en fase embrionaria i el knockout hepatic el presenta
com una molécula integradora de molts processos fisiologics (Wan et al., 2000a/b). En
canvi, els ratolins knockout dels altres dos isotips (y i B) no presenten alteracions
importants (Krezel et al., 1996; Kastner et al., 1996).

L’element de resposta a LXR (LXRE) és un DR4, una repeticié directa de

I'hexamer AGGTCA separada per 4 nucleotids (Willy et al., 1995), on RXR interacciona
amb '’hexamer 5" i LXR amb el 3’ (Willy et al., 1997).
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Com la majoria de receptors nuclears que formen heterodimers amb RXR, en
abséncia de lligant, LXR es troba en el nucli unit a 'lLXRE i amb corepressors com ara
NCoR o SMRT (Horlein et al., 1995; Chen et al., 1995). La uni6é de lligant a LXR
suposa un canvi conformacional que facilita la unié de proteines coactivadores i la

transcripcié dels gens diana (Glass et al., 2000).

4.1. Regulacio i control d’LXR.

L’expressié d'LXRa esta sotmesa a control per un mecanisme d’autoregulacio
(Laffitte et al., 2001a; Whitney et al., 2001). El promotor del gen LXRo huma conté tres
LXREs, un dels quals és fortament activat tant per LXRa com per LXRB (Li et al.,
2002). A més, en macrofags d’humans i de ratoli els agonistes de PPARYy promouen la
inducci6 d'LXRa, ja que els promotors d’ambdues espécies contenen un PPRE
conservat (Laffitte et al., 2001a; Chawla et al., 2001a). Per altra banda, en fetge, la
insulina promou I'expressi6 d’LXRa, suggerint que l'efecte estimulador d’aquesta
hormona sobre la lipogénesi hepatica ve mitjangat, al menys en part, per LXR (Tobin et
al., 2002).

L’activitat transcripcional d'LXR també esta regulada per modificacio
posttraduccional ja que LXRa posseeix multiples llocs de fosforilacié. La Ser 198 és
fosforilada per MAPK (Chen et al., 2006) i, en macrofags, aquesta fosforilacié afecta
l'activitat transcripcional del receptor de manera gen-especifica ja que sols un
determinat grup de gens, com ara AIM (apoptosis inhibitor expressed by macrophages)
o la lipoproteina lipasa (LPL), sdn sensibles a I'estat de fosforilacié6 d’'LXRo (Torra et
al., 2008). Altres autors han descrit que la fosforilacio d’LXRo. en les Ser195, 196, 290 i
291, impedeix la dimeritzaci6 amb RXR i promou el reclutament d’NCoR, inhibint la
seva activitat transcripcional (Yamamoto et al., 2007). A més, I'acetilacié d’LXRa en la
Lys 432 (localitzada en el LBD) evita la ubiquitinacié i la subsequent degradacio
proteasomal del receptor nuclear, resultant, paradoxalment, en una reduccié de la
seva activitat transcripcional. En el procés de desacetilaci6 d’LXRo i, per tant,
d’activacié, juga un paper fonamental la uni6 del lligant aixi com la proteina
desacetilasa SIRT1 (Li et al., 2007).
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4.2. Funcions biologiques.

4.2.1. Homeostasi del colesterol.

La identificacio dels oxisterols com a lligants fisiologics d’LXR, suggeri la
possible importancia d’aquests receptors en el metabolisme del colesterol. La
generacié de ratolins knockout per a LXR permeté la identificacié del colesterol 7o~
hidrolasa (CYP7a1) com al primer gen diana d'LXR (Peet et al., 1998.). EI CYP7a1
catalitza la reaccio limitant en la sintesi d’acids biliars (Russell et al., 1992; Vlahcevic et
al., 1999), que és principalment hepatica, i promou la secrecid de colesterol en la bilis
per a la posterior excreci6 amb la femta. La inhabilitat d’aquests ratolins per induir
I'expressio de CYP7a1 provoca una acumulacioé d’ésters de colesterol en el fetge. No
obstant aixd, en humans, 'LXRE del promotor de CYP7a1 de ratoli no es troba
conservat (Chiang et al., 2001) i el colesterol de la dieta no promou la seva expressio,
suggerint I'existencia d’'un mecanisme de regulacié diferencial entre les diferents

especies.

Els agonistes d’LXR disminueixen I'absorcié de colesterol intestinal, fet que ve
determinat per la capacitat d’aquest receptor nuclear d’activar I'expressio dels
membres de la superfamilia de transportadors de membrana ABC (Borst et al., 2002),
que bombegen el colesterol cap al lumen de I'estémac, inclos ABCA1 (Repa et al.,
2000c; Costet et al., 2000), ABCG5 i ABCGS8 (Repa et al., 2002; Berge et al., 2002).

Estudis posteriors demostraren que els LXRs també regulen I'expressié de gens
involucrats en la regulacié del transport revers del colesterol, mitjangant el qual I'excés
de colesterol, en forma d’HDL, és transferit des dels teixits periférics al fetge (Lewis et
al., 2005). Aquest procés és especialment important en macrofags, on I'excés de
colesterol provoca la conversié d’aquest tipus cel-lular en cél-lules escumoses, que
promouen 'aterogénesi (Lusis, 2000; Glass et al., 2001). Durant la lesi6 els macrofags
acumulen lligants d’LXR, mitjan¢ant la acumulacié d’LDL modificades i per la produccio
intracel-lular de 27-hidroxicolesterol (Szanto et al., 2004; Quinn et al., 2005) i 24-
(S),25-epoxicolesterol (Rowe et al., 2003; Wong et al., 2004), resultant en un
increment de I'activitat transcripcional d’LXR. Aquesta activaci6 d’'LXR, mitjangant
'activacié dels transportadors ABCA1 i ABCG1, promou la secrecié del colesterol
(Repa et al., 2000c; Costet et al., 2000; Venkateswaran et al., 2000; Kennedy et al.,
2001; Sabol et al., 2005).
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FIGURA 1-15. Paper dels gens diana d’LXR en I’lhomedstasi del colesterol i la lipogénesi
(adaptat de Tontonoz et al., 2003). C, colesterol; TG, triglicérid.

La induccié d’'un conjunt d’apolipoproteines constitueix un mecanisme addicional
mitjancant el qual LXR contribueix al transport revers del colesterol. Especificament,
els LXRs promouen I'expressié d’Apoc (Apocl, Apocll i ApoclV) (Mak et al., 2002b) en
macrofags i d’Apod (Hummasti et al., 2004) en el teixit adipés. En ambdés teixits, els
LXRs indueixen I'expressié d’Apoe (Laffitte et al., 2001b) llur paper antiaterogénic esta

ben establert (revisat per Curtiss et al., 2000).

Els LXRs també modulen I'expressio de varis gens clau en la remodelacié de
lipoproteines com ara la LPL (Zhang et al., 2001), la proteina transferidora d’ésters de
colesterol humana (CETP) (Luo et al., 2000) i la proteina transferidora de fosfolipids
(PLTP) (Mak et al., 2002a, Laffitte et al., 2003b).

4.2.2. Lipogénesi.

Els LXRs sén factors de transcripcidé clau en la regulacié de la lipogénesi
hepatica. El tractament de ratolins amb agonistes sintétics d’'LXR eleva els nivells de
triglicérids en plasma i fetge, cosa que suposa un obstacle significant a I'hora de
desenvolupar aquests composts com a farmacs (Schultz et al., 2000; Joseph et al.,
2002). Sembla ser que els LXRs promouen la lipogénesi principalment de manera
indirecta, a través de la inducci6 d’'SREBP-1c (Repa et al., 2000a; Yoshikawa et al.,
2001), encara que l'activacié directa de gens lipogénics, com ara la FAS, PLTP o
ChREBP (carbohydrate response element binding protein) (Joseph et al., 2002; Cao et
al., 2002; Laffitte et al., 2003b; Cha et al., 2007) també ha sigut descrita. En ratolins
knockout per a LXRa, I'expressio d’'un gran nombre de gens, entre d’ells SREBP-1c i
FAS, es veu alterada (Peet et al., 1998).
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4.2.3. LXR en el metabolisme d’hidrats de carboni.

El metabolisme de la glucosa també es veu afectat per l'activitat d’'LXR. El
tractament de ratolins diabétics amb agonistes sintétics d'LXR (Laffitte et al., 2003a;
Cao et al., 2003) provoca una millora de la tolerancia a la glucosa. Aquest efecte ve
associat a la repressio de gens gluconeogenics, com ara la PEPCK i la glucosa-6-
fosfatasa, i amb la induccié de la glucoquinasa, provocant un increment en la utilitzacio

de la glucosa hepatica.

En adipocits, LXRa incrementa la captacié de la glucosa mitjangant la induccié
dels transportadors de glucosa 1 (GLUT1) i 4 (GLUT4) (Ross et al., 2002; Cao et al.,
2003; Dalen et al., 2003).

Recentment, Mitro et al. (2007) han definit a LXR com a sensor de glucosa, amb
la capacitat d’'unir D-glucosa i D-glucosa-6-fosfat, i promoure aixi I'expressié dels seus
gens diana amb la mateixa eficacia que ho fan els oxisterols. Aquest fet ha sigut
questionat per la comunitat cientifica (Lazar et al., 2007; Shiota et al., 2008) i d’altres
autors no han pogut reproduir aquests experiments, apuntant a ChREBP com al factor
de transcripcié clau en I'activacié de gens hepatics sensibles als nivells de glucosa i
d’hidrats de carboni (Denechaud et al., 2008).

5. RECEPTORS ACTIVATS PER PROLIFERADORS DE
PEROXISOMES (PPAR).

Els receptors activats per proliferadors de peroxisomes (PPAR o NR1C) son
receptors nuclears implicats en la regulaci6 de I'expressid de gens vinculats a
I’lhomedstasi lipidica i glucidica i a la diferenciacié i proliferacié cel-lular, actuant com a
sensors lipidics (Desvergne et al., 1999; Willson et al., 2000; Escher et al., 2000;
Chawla et al., 2001b; Grimaldi et al., 2001; Kersten et al., 2002; Van Bilsen et al.,
2002; Ferré et al., 2004; Desvergne et al., 2004; Tontonoz et al., 2008).

Inicialment es van descriure com a mediadors de I'efecte de compostos sintétics,
que administrats a rosegadors provocaven un increment del numero i la mida dels
peroxisomes hepatics, i un augment de la capacitat de metabolitzar acids grassos per
la sobreexpressié de gens de la B-oxidacié peroxisomal (Lazarow et al., 1985).

Posteriorment s’ha observat que aquests compostos també soén capacos d’incrementar
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el numero de mitocondris i la B-oxidaci6 mitocondrial i que tenen efectes

hipolipemiants (revisat per Desvergne et al., 1999).

Actualment s’han identificat tres isotips de PPAR: PPARa (NR1C1), PPARS (també
anomenat PPARB, NR1C2 o fatty acid activated receptor (FAAR)) i PPARy (NR1C3),
amb una estructura génica similar (Desvergne et al., 1999). El gen que codifica per
PPARy huma i de ratoli genera tres mMRNAs: PPARy1, PPARY2 i PPARY3 (figura I-16),
com a conseqliéncia de I'Us de dos promotors alternatius i de I'empalmament
diferencial. ElIs mMRNAs de PPARYy1 i PPARY3 codifiquen per la mateixa proteina pero
estan controlats per promotors alternatius localitzats en la regié 5 que flanqueja I'ex6
A2 (Fajas et al., 1998). La proteina codificada pel mRNA de PPARY2 difereix de les
codificades per PPARY1 i Y3 en I'extrem NH,-terminal (Zhu et al., 1995; Fajas et al.,
1997).
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FIGURA 1-16. Isoformes de hPPARYy. Es mostra I'organitzacié gendomica del gen de PPARYy
huma. Dues isoformes de PPARy es produeixen per I'is diferencial de tres promotors i
'empalmament alternatiu dels tres exons ubicats a 5’ (A1, A2 i B1). Els exons 1-6 sén comuns
als tres transcrits. També es mostra I'esquema dels tres mMRNA aixi com la mida de les
proteines obtingudes.

A nivell de proteina, s’ha definit I'estructura del domini d’'unié a lligant per
cristal-lografia de raigs X dels tres isotips de PPAR. El LBD esta format per 13 a-hélixs
i una lamina-B que creen una butxaca bastant gran, comparat amb altres NR,
permetent I'entrada de lligants hidrofobics, naturals o sintétics, quimicament molt
diferents (Xu et al., 2001) (taula I-2).
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Isotip Lligants naturals LLigants sintétics

PPAR« Ac. grassos insaturats i Wy14643, GW-9578, GW-7647,
saturats, leucotrie B4. GW-2433, L-796446 i L-783483

PPARS Ac. grassos insaturats i Wy14643, GW501516, L165041,

saturats, prostaglandines A1i  GW-2433, L-796446 i L-783483.

D2 i prostaciclina.

PPARY Ac. grassos insaturats i tiazolidindiones (TZD), GW-1929,
saturats; prostaglandines: GW-7845, GI-262570, LY-
PGD2 i 15d-PGJ2; 171883, L-796446 i L-783483

TAULA I-2. Relacié d’alguns lligants coneguts, naturals i sintétics, dels diferents isotips
de PPAR.

L’activacio de gens per PPAR implica la formacié d’heterodimers amb RXR
(retinoic-X-receptor) i la uni6 del lligant. Es tracta d’un heterodimer permissiu que
permet I'activacié per lligants de qualsevol dels dos receptors de manera que I'acid 9-
cis-retinoic pot activar gens reporters sota el control dun PPRE a través de
PPAR/RXR (Kliewer et al., 1992; Keller et al., 1993).

L’element de resposta a PPAR (PPRE) és un DR1, una repeticié directa
imperfecta de 'hexamer AGGTCA amb una adenina entremig (Kliewer et al., 1992), on
PPAR interacciona amb I'hexamer 5’ i RXR amb el 3’ (ljpenberg et al., 1997). A més, la
uni6é dels heterodimers PPAR/RXR al DNA requereix d’'una extensié 5 rica en A/T
(Palmer et al., 1995; Juge-Aubry et al., 1997; Osada et al., 1997; Ortiz et al., 1999) que
ha de ser reconeguda pel domini CTE de PPAR (Hsu et al., 1998).

Els PPRE poden trobar-se en les dues cadenes de DNA en orientacions
diferents i, segons la seva capacitat d’'unir PPAR/RXR, es poden classificar en forts,
mitjans i débils, diferéncies que es correlacionen amb la conservacié de I'element
(Juge-Aubry et al., 1997). En tots els casos, PPARYy és el que s’uneix amb més forga i
meés independentment de la regié 5’, que és particularment important per PPARa.
També lisotip d’'RXR marca la capacitat d’'unié al PPRE, essent més forta per
heterodimers amb RXRy i menys per heterodimers amb RXRa (Desvergne et al.,
1999). Encara no esta clar si aquestes diferéncies d’afinitat observades in vitro es
tradueixen en un reconeixement selectiu dels diferents PPRE pels isotips de PPAR en

el context gendmic natural.
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Fins fa poc s’havia considerat que els corepressors NCoR i SMRT no podien
interaccionar amb I'heterodimer PPAR/RXR per manca del domini CoR box en els
PPAR (DiREnzo et al., 1997; Zamir et al., 1997a/b). Recentment, aquesta idea ha sigut
desplacada per una série de publicacions que descriuen pels PPAR el mecanisme de
repressioé via NCoR i SMRT descrit per altres receptors nuclears (Oberfield et al., 1999;
Krogsdam et al., 2002; Yu et al, 2005). RIP-140 (receptor interacting protein-140)
també ha estat inclos entre els corepressors de PPAR (Miyata et al., 1998; Dowell et
al., 1999).

En relacio als coactivadors, els PPAR interaccionen amb SRC-1 a través del
LBD (dos dominis LXXLL) (Zhu et al., 1996), de manera depenent de lligant. Aquesta
interaccio sembla essencial per I'activacié transcripcional via PPARy (Zhu et al., 1996;
DiREnzo et al., 1997) perd no via PPARa (Qi et al., 1999). CBP/p300 també és capag
d’interaccionar amb el LBD dels PPARs en preséncia de lligant (Chakravarti et al.,
1996). Altres coreguladors descrits son PGC-1 (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma alpha) (Puigserver et al., 1998), PBP (PPAR binding protein) (Zhu et
al., 1997) i TRAP220 (Thyroid hormone receptor associated protein-220).

5.1. Regulacié i control.

En fetge de rata I'expressi6 de PPARo esta subjecta a regulacié negativa i
positiva per insulina i glucocorticoides, respectivament (Steineger et al., 1994;
Lemberger et al., 1994). D’aquesta forma, en situacions d'estrés o de dejuni,
'expressio de PPARa es veu incrementada. D’acord amb aquest fet, els nivells de
mMRNA i de proteina de PPARa estan sotmesos a oscil-lacié circadiaria (Oishi et al.,
2005). També la preséncia dels lligants de PPARa, fibrats o FFA, indueixen la seva
expressid (Sterchele et al., 1996; Zhou et al., 1998). L'exercici intens en muscul
esquelétic (Horowitz et al., 2000) i la transicié de miocits des de I'estat fetal a I'adult en

muscul cardiac (Barger et al., 2001), promouen la induccié de PPAR0.

Poc es coneix sobre la regulacié de PPARS. En les linies adipocitaries ob1771,
3T3L1 i 3T3-F442A aixi com en la linia cel-lular mioblastica C2C12, els nivells de

PPARSJ s’indueixen durant la diferenciacié cel-lular (Amri et al., 1995).

L’expressi6 de PPARYy s’indueix durant la diferenciacié adipocitaria, essent els

factors de transcripcié C/EBPf, 8, SREBP-1c i LXR responsables, al menys en part,
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d’aquesta induccio (Saladin et al., 1999; Wu et al., 1995; Fajas et al., 1999; Seo et al.,
2004). A més, I'expressio de PPARY és reprimida pel dejuni i per la diabetis tipus I. Al
contrari, la dieta rica en greixos indueix la seva expressio en teixit adipos (Vidal-Puig et
al., 1996). In vitro la insulina i els glucocorticoides promouen I'expressi6 de PPARYy
(Vidal-Puig et al., 1997) mentre que TNFa, la inhibeix (Xing et al., 1997).

A nivell posttraduccional els PPARs veuen afectada la seva capacitat
transactivadora per mecanismes de fosforilacié i desfosforilacio (revisat per Gelman et
al., 2005). En el cas de lisotip o, la insulina, mitjancant les MAPK, promou la
fosforilacio de les Ser 12 i 21 del domini A/B (Shalev et al., 1996; Juge-Aubry et al.,
1999), i residus del DBD s’han descrit com a substrat de la PKA (Lazennec et al.,
2000), fet que incrementa, en ambdds casos, la seva activitat transcripcional. Al
contrari, en PPARY la fosforilacié de la Ser112, per Erk1 o 2, provoca la inhibicié de
I'activitat transcripcional i, per tant, disminueix la seva capacitat adipogénica (Hu et al.,
1996; Adams et al., 1997). Per altra banda, la sumoilaci6 de PPARYy en la Lys107
inhibeix la seva capacitat transactivadora (Ohshima et al., 2004) mentre que la
sumoilacié en la Lys 365 és necessaria per a la repressié de promotors de gens

proinflamatoris mitjangada per PPARY (Pascual et al., 2005).

5.2. Patré d’expressid i principals funcions biologiques dels diferents
isotips de PPAR.

Els diferents isotips de PPAR presenten divergéncies en el seu patré d’expressio
tissular d’acord amb la funcié que desenvolupen. A continuacié es descriuran, molt
breument, el patré d’expressio i les principals funcions biologiques dels isotips o i 0 i,

més extensament, de l'isotip .

5.2.1. PPARq.

PPAR0 s’expressa principalment en teixits metabodlicament actius com el fetge, el
ronyo, el cor, el muscul, I'intesti i el pancrees, tot i que també es detecta a la placenta,
el pulmé i el teixit adipés (Braissant et al., 1996; Auboeuf et al., 1997). L'estudi de
ratolins knockout per a PPARa ha revelat que aquest receptor és el mediador principal
de la resposta a proliferadors peroxisomals a nivell hepatic (Peters et al., 1996), pero

no de la biogénesi de peroxisomes.
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PPARa és un dels reguladors principals de I'expressio de gens implicats en la

majoria d’etapes de la utilitzacié d’acids grassos (revisat per Lefebvre et al., 2006):

e Transport i esterificacio d’acids grassos: FATP, FAT/CD36, FABP i
ACS (Schoonjans et al., 1995; Martin et al., 1997; Motojima et al., 1998;
van der Lee et al., 2000; Sato et al., 2002).

¢ Import mitocondrial: CPT1 (Mascar¢ et al., 1998; Brandt et al., 1998; Yu
et al., 1998; Napal et al., 2005), CPT2 (Barrero et al., 2003).

e B-oxidacié mitocondrial: (ACS, LCAD, MCAD, LCAD, VLCAD (Gulick et
al., 1994; van der Lee et al., 2000).

e [B-oxidacié peroxisomal: acil-CoA oxidasa (ACO), tiolasa bifuncional:
enoil-CoA hidratasa/3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (HD) (Dreyer et
al., 1992; Tugwood et al., 1992; Marcus et al., 1993; Gulick et al., 1994;
Van der Lee et al., 2000).

e Cetogénesi: 'THMG-CoA sintasa mitocondrial (Rodriguez et al., 1994).

e Desacoblament mitocondrial i termogénesi: les tres isoformes de la
proteina desacobladora (UCP; uncoupling protein) (Kelly et al., 1998;
Cabrero et al., 1999; Barbera et al., 2001).

PPARa també juga un paper important en la funcié cardiaca ja que els ratolins ko
per PPARo mostren nivells molt baixos dels enzims de la B-oxidacio i tenen molt
incrementada l'oxidacié de la glucosa (Lee et al., 1995; Peters et al., 1997). En
aquests ratolins el deju no indueix els gens del metabolisme lipidic, acumulen grassa a
nivell hepatic i cardiac, tenen alterada la produccié de cossos cetdnics i mostren
hipoglucémia i hipotérmia (Djouadi et al., 1998; Kersten et al., 1999). En el muscul
esquelétic les alteracions d’aquests animals en resposta al deju s6n minimes i s’ha
proposat que aquest fet reflecteix la capacitat de PPARS de compensar la falta de
PPARa (Muoio et al., 2002a/b).
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5.2.2. PPARGS.

PPARDS és un receptor nuclear d’expressio ubiqua i s’expressa en gran quantitat
a diferents teixits com ara el cervell, muscul esquelétic i cardiac, epidermis i TAB
(Dreyer et al., 1992, Amri et al., 1995; Braissant et al., 1996; Braissant et al., 1998).
També és present a tota la mucosa del tracte digestiu, al fetge, al pancrees, als
ronyons, als centres de proliferacid limfocitaris del sistema immunitari i als testicles
(Kliewer et al., 1994; Larsen et al., 2002).

Diferents estudis han revelat que PPARGS controla un gran rang de gens
metabdlics implicats en 'homeostasi de la glucosa i en la sintesi, emmagatzematge,
mobilitzacié i catabolisme d’acids grassos de manera teixit especifica (revisat per
Barish et al., 2006; Reilly et al., 2007).

e TAM: controla el transport i oxidacié d’acids grassos: LCAS, VLCAS,
ACOX1, CPT1, LCAD, VLCAD, HSL, aixi com la termogénesi: UCP1 i
UCP3 (Wang et al., 2003).

e TAB: regula la termogénesi mitjangant I'expressié del gen UCP1 (Wang
et al., 2003).

e Muscul esquelétic: regula el transport i 'oxidacié d’acids grassos: FABP,
CPT1, PDK4, HMGCS2, tiolasa, LCAD (Tanaka et al., 2003; Wang et al.,
2004; Abbot et al., 2005), el metabolisme oxidatiu: succinat
deshidrogenasa i citrat sintasa (Luquet et al., 2003; Holst et al., 2003), la
respiracié mitocondrial i termogénesi: citocrom c, citocrom oxidasa Il i IV,
UCP2 i UCP3 (Tanaka et al., 2003; Wang et al., 2004), la mioglobina i
troponina | (Tanaka et al., 2003; Grimaldi, 2003) i promou el canvi de

fibres de contraccio rapida a contraccio lenta (Narkar et al., 2008).
e Muscul cardiac: control del transport i oxidacié d’acids grassos: CPT1,
tiolasa, UCP3, LCAD, MCAD, PDK4, VLCAD, ACOX (Grimaldi, 2003;

Cheng et al., 2004).

e Placenta: controla la diferenciacié de les cél-lules gegants: Akt1, PDK1,
ILK, ADRP, etc. (Nadra et al., 2006).
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e Macrofags: regula el metabolisme d’acids grassos i la inflamacié: ADRP,
CPT1, UCP2, ATGL, MCP-1/3, IL-1B, etc. (Chawla et al., 2003; Lee et al.,
2003; 2006).

Altres funcions destacades de PPAR® sén la maduracié epidérmica, el
metabolisme del teixit ossi i de les lipoproteines (Michalik et al., 2000; Peters et al.,
2000), la diferenciacié adipocitaria (Bastie et al., 1999; Hansen et al., 2001), el
desenvolupament cerebral (Xing et al., 1995), la implantacio6 uterina (Lim et al., 1999) i

un paper antiproliferatiu en cancer de colon (He et al., 1999; Barak et al., 2002).

5.2.3. PPARY.

L’expressio de PPARyen rates és troba reduida principalment a TAB i TAM,
colon, cec i melsa i en menor proporcio, a intesti prim, retina i muscul esquelétic
(Braissant et al., 1996; 1998). En humans, PPARYy2 s’expressa fortament en muscul
esquelétic i teixit adip6s, on és la principal variant en la induccié de I'adipogénesi
(Rosen et al., 2002). PPARY1, a més d’expressar-se en aquests teixits, també ho fa en
cor i fetge (Auboeuf et al., 1997; Mukherjee et al., 1997).

5.2.3.1. Mecanisme d’accio.

PPARY, aixi com la majoria de receptors nuclears, activa la transcripcié génica
de manera dependent de lligant i la seva activitat ve regulada pels cofactors comuns
de la familia de receptors nuclears: CBP/p300 i la familia SRC i TRAP220 entre
d’altres (Powell et al., 2007). A més, PGC-1a s’uneix i coactiva a PPARY, i d’altres
factors de transcripcidé, de manera dependent de lligant per induir I'expressié de gens
mitocondrials, promoure la termogénesi i incrementar la respiracié cel-lular. Aquesta
proteina s’expressa de manera preferencial en TAM, on es troba molt regulada tant a
nivell transcripcional com a nivell posttraduccional (Puigserver et al., 1998; Rodgers et
al., 2008). L’accié de PGC-1a. sobre PPARY posseeix selectivitat génica de manera
que I'expressio de PGC-1a. no promou I'expressio de tots els gens diana de PPARY.
Per exemple, en experiments de transfeccié transitoria en cél-lules adipocitaries, PGC-
1o activa I'expressio d’'UCP-1 perdo no d’aP2 (adipocyte fatty acid-binding protein)
(Puigserver et al., 1998). Els corepressors capaces de suprimir l'activitat de PPARYy
inclouen SMART, NCoR i RIP140 (Debevec et al., 2007).
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5.2.3.2. Lligants de PPARY.

La identificacié de lligants biologics de PPARY és una questié no resolta encara
que diferents evidéncies suggereixen que durant I'adipogénesi es produeix un
activador de PPARY que no ha sigut purificat (Forman et al., 1997). Els acids grassos
poliinsaturats i d’altres molécules relacionades poden activar als PPAR (Keller et al.,
1993; Forman et al., 1997; Kliewer et al., 1997; Krey et al., 1997), essent la resposta
de l'isotip y molt inferior a la de PPARa i PPARS. La prostaglandina D2 (PGD2) i la 15-
deoxi-A'*"-prostaglandina J2 (15d-PGJ2), sén capacos d'activar el receptor a
concentracions micromolars (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995) perd sembla ser
que aquests eicosanoids es troben a molt baixa concentracio in vivo. Els acids grassos
oxidats, com el 9-HODE i el 13-HODE, presents en les LDL oxidades, activen a PPARy
en la lesio arteriosclerdtica (Nagy et al., 1998) pero la seva funcié activadora en altres

teixits no esta clara.

A nivell sintétic s’han dissenyat les tiazolidinediones (TZD) (Lehmann et al.,
1995), rosiglitazona, troglitazona i pioglitazona, que s'utilitzen farmacoldgicament com
a antidiabétics (revisat per Berger et al., 2002). Altres lligants més selectius i més
potents per a la transactivacio de PPARy (GW1929; GW7845; GI262570) s’han
desenvolupat a partir de I'estructura i del mecanisme d’interaccié d’aquest receptor
amb les TZDs. Altres compostos no relacionats amb les TZDs que també uneixen
PPARy s6n LY-171883 (derivat de LTB4), alguns AINE, com la indometacina o el
ibuprofe, i el GE-0207 (revisat per Willson et al., 2000). En el cas de PPARYy existeixen
també antagonistes com el BADGE (Wright et al., 2000) i el GE0072 (Oberfield et al.,

1999) que interaccionen amb residus diferents del LBD.
5.2.3.3. Funcions bioldgiques.
e PPARYi diferenciacioé adipocitaria.
El paper de PPARY en la diferenciacié adipocitaria s’ha desenvolupat en I'apartat

de control transcripcional de la diferenciacié adipocitaria (seccié 2 del bloc teixit

adipods).
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e PPARYi la resisténcia a insulina.

Les tiazolidinediones (TZDs) sén farmacs antidiabétics que milloren la sensibilitat
a la insulina i disminueixen els nivells de glucosa en sang mitjangant la unié6 a PPARY.
Els ratolins amb activitat PPARYy incrementada degut a la mutacié de la Ser112 que
impedeix la seva fosforilacio, son resistents a la obesitat i a la resisténcia a insulina
(Rangwala et al., 2003) mentre que els ratolins knockout de PPARY en greix, muscul o
fetge, estan predisposats al desenvolupament de la malaltia (He et al., 2003; Hevener
et al., 2003; Matsusue et al., 2003; Norris et al., 2003).

Malgrat la gran rellevancia metabolica de PPARYy en diferents organs, es creu
que el teixit adipds és el principal teixit responsable de I'efecte terapéutic de les TZDs
(Rangwala et al., 2004; Ye et al., 2004). La diabetis tipus 2 esta associada amb un
increment dels nivells plasmatics d’acids grassos lliures i amb el dipdsit inapropiat de
lipids en fetge i muscul esquelétic. L’activacié dels gens diana de PPARyen TAB, com
ara aP2, LPL, CD36, entre d’altres (Tontonoz et al., 1994a; 1995; 1998; Schoonjans et
al., 1996; Martin et al., 1997; Kishida et al., 2001), promou la seva capacitat per
emmagatzemar acids grassos provinents de la dieta i evita 'acumulacié d’acids

grassos en teixits on provocarien efectes deleteris en I'accié de la insulina.

A més, les TZDs promouen I'expressié de I'adiponectina llur nivells plasmatics
estan inversament relacionats amb la massa del teixit adipdés i directament
correlacionats amb la sensibilitat a la insulina (Hu et al., 1996; Berg et al., 2002).
L’activacio de PPARy en adipocits també esta associada a la disminucié de la
produccié de proteines que provoquen resisténcia a insulina com ara TNFa i resistina
(Steppan et al., 2001).

Els macrofags son ceél-lules especialitzades que juguen un paper crucial en la
defensa de I'organisme pero la seva infiltracié en el teixit adipds provoca un increment
en la produccié de mediadors de la inflamaci6, com ara IL-1B, TNFo i IL-6, que
contribueixen a la patogénesi de la resisténcia a la insulina (Uysal et al., 1997; Wellen
et al., 2005; Arkan et al., 2005). PPARYy promou l'activacié alternativa dels macrofags
cap als macrofags de tipus M2, amb funcions antiinflamatories. Aixi, els ratolins que no
expressen PPARY en els macrofags exhibeixen defectes en la produccié de macrofags
M2, mostren resisténcia a insulina i el tractament amb TZDs sols millora de manera

parcial la sensibilitat a I’'hormona (Odegaard et al., 2007; Hevener et al., 2007).

47



INTRODUCCIO

Sortida glucosa

\ Adipacines

Fetge Adipos
Adiponectina /
TNFa, resistina, MCP-1 Infiltracié en greix

Captacio
glucosa

Muscul Macrofag

FIGURA 1-17. Mecanisme d’accié de les TZDs. L’activaci6 de PPARYy per TZDs regula el
metabolisme glucidic i lipidic, provocant una millora de la sensibilitat a insulina. En el teixit
adip6s, PPARY promou la captacié i emmagatzament de lipids a través de I'activacié dels seus
gens diana. A I'hora, PPARYy també influencia la produccié d’adipoquines, inclos I'adiponectina,
TNFa, MCP-1 i la resistina. La reduccié d’acids grassos lliures en sérum i dels nivells tissulars
de lipids, aixi com els canvis en I'expressido d’adipoquines, te efectes beneficials en el
metabolisme de la glucosa, inclos la supressio de la captacio de glucosa hepatica i I'estimulacio
de la captacié de glucosa en el muscul esquelétic. L’activaci6 de PPARy també provoca el
canvi de macrofags cap al fenotip antiinflamatori M2, reduint aixi la infiltraci6 de macrofags en
el teixit adip6s (adaptat de Tontonoz et al., 2008).

e PPARYyi cancer.

El tractament amb lligants de PPARY exerceix un efecte antiproliferatiu en una
gran varietat de cél-lules tumorals (revisat per Han et al., 2007) encara que el
mecanisme mitjangant el qual l'activaci6 de PPARYy altera el creixement cel-lular no
esta elucidat. S’ha vist que 'activacié de PPARYy promou la fosforilacié d’E2F, reduint la
seva capacitat d’'unié al DNA (Altiok et al., 1997). Més recentment estudis, tant in vitro
com in vivo, mostren que I'activacié de PPARY esta associada amb una reduccié dels
nivells de B-catenina (Girnun et al., 2002; Moldes et al., 2003), llur paper en la

carcinogéenesi del colon i d’altres teixits ha sigut ben establert.
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e PPARY I aterosclerosi.

Els senyals antiinflamatoris en la paret del vas sén critics per al
desenvolupament de la lesid arteriosclerdtica, jugant els macrofags un paper central

en aquest procés.

Inicialment es suggeri que la captacié i emmagatzament de lipids depenent de
PPARY provocava un increment de la formacié de cél-lules escumoses i potenciava
I'aterosclerosi (Nagy et al., 1998). No obstant aix0, el tractament amb TZDs redueix
I'aterosclerosi en ratolins (Li et al., 2000). La relacié directe entre PPARy en macrofag i
el desenvolupament de I'aterosclerosi fou demostrada mitjangant el transplantament
de medullla oOssia PPARy"' en ratolins LDLR”, que desenvolupen la lesié
arteriosclerdtica (Chawla et al., 2001a). Una possible explicaci6 d’aquest efecte
protector de PPARY és la seva capacitat per regular I'expressié d’'LXRo i promoure el
flux de colesterol en macrofags (Chawla et al., 2001a; Akiyama et al., 2002). Aixi,
PPARY coordina una resposta complexa dels lipids oxidats, que resulta en 'eliminacié
de lipoproteines modificades des de la paret arterial mitjangant la promocié de la via
del transport revers de colesterol. D’acord amb aquest fet, s’ha demostrat que
'administracio d’agonistes de PPARY redueixen la formaci6é de cél-lules escumoses en
ratolins LDLR™ in vivo (Li et al., 2004).
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EL TEIXIT ADIPOS

Els lipids emmagatzemats al TAB son la major reserva energética dels
vertebrats. EI TAB esta compost per adipocits madurs, que presenten entre 1/3 i 2/3 de
la totalitat de les cél‘lules, i per una mescla de cél-lules de I'estroma vascular que
inclou ceél-lules sanguinies, cél-lules endotelials i cél-lules precursores d’adipocits
(preadipocits). El teixit adipés es desenvolupa a diferents llocs de I'organisme, tant
subcutaniament (TAB subcutani o inguinal) com al voltant de diferents organs (TAB
visceral). El seu desenvolupament comenca durant I'embriogénesi perd el procés
continua durant tota la vida i consta de dos fendomens: augment de la mida de les

cel-lules (hipertrofia) i augment del nombre de les cel-lules (hiperplasia).

La funcio principal del teixit adipds és el control de les reserves energétiques de
'organisme que conté emmagatzemades en forma de ftriglicérids. Durant periodes
d’excés caloric el teixit adipés emmagatzema els lipids i els sucres que hi ha en excés
(lipogénesi) i durant estats de necessitat energética allibera les reserves en forma
d’acids grassos lliures o no esterificats (FFA o NEFA) i glicerol (lipdlisi). Ambdds
processos, lipogénesi i lipdlisi, estan estretament regulats i responen a estimuls
exteriors com ara la insulina, el cortisol, les catecolamines, ’'hormona de creixement, la
testosterona, els FFA i diferents citoquines. El teixit adipds és també un organ endocri
ja que contribueix als processos d’homeostasi glucidica i de sensibilitat a la insulina

mitjangant I'alliberament d’adipocitoquines.

L’obesitat és una acumulacié excessiva d’energia en forma de greix deguda al
desequilibri del balang energétic, és a dir, entre I'energia incorporada i la utilitzada.
Implica un risc per a la salut ja que porta associada tot un conjunt d’anomalies
metaboliques, diabetis tipus 2, dislipidémia i malalties cardiovasculars, que es

coneixen amb el nom de sindrome metabolic.
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1. DIFERENCIACIO DEL TEIXIT ADIPOS.

Les cél-lules mare es converteixen en preadipdcits quan perden la capacitat de
diferenciar-se en altres llinatges mesenquimals com ara els condrocits, els ostedcits i
els miocits (Taylor et al., 1979; Pittenger et al., 1999). Per a I'estudi de la diferenciacié
adipocitaria s’han fet servir tant linies cel-lulars preadipocitaries com cultius primaris,
obtinguts a partir de les cél-lules de I'estroma vascular del teixit adip6s. En aquest
darrer model, els preadipocits aillats dels diferents diposits tenen caracteristiques
moleculars i bioquimiques diferents, la base de les quals, és totalment desconeguda
(Djian et al., 1985; Adams et al., 1997; Lefebvre et al., 1998).

La diferenciacié adipocitaria és un procés multifactorial ordenat i ben
caracteritzat. Inicialment es produeix l'arrestament del creixement dels preadipocits
proliferants, que és assolit pel contacte cél-lula-cél-lula, i induit, en linies cel-lulars
cultivades, per I'addicié al medi de cultiu d’un coctel d’hormones. A continuacio té lloc
I'expansi6 clonal mitdtica, una o dos divisions cel-lulars, que finalitza amb I'expressio
dels factors de transcripci6 PPARyi C/EBPo (CCAAT/enhancer binding protein o)
(Shao et al., 1997; Morrison et al., 1999). La inducci6 d’aquestes proteines és
caracteritzada per un segon i permanent periode de parada de creixement, seguit de

I'expressio del fenotip sencer de diferenciacié (revisat per Gregoire et al., 1998).

El mecanisme mitjancant el qual PPARy i C/EBPa indueixen l'arrestament del
creixement cel-lular no esta del tot elucidat. En cél-lules 3T3-F442A no confluents
I'activacié de PPARY es correlaciona amb la pérdua de la capacitat d’'unié al DNA del
factor de transcripcié E2F/DP, que és clau en la regulacié de molts gens implicats en el
creixement cel-lular (Altiok et al., 1997). A més, l'activitat d’E2F també pot ser
bloquejada per la uni6 de la proteina del retinoblastoma (Rb) (Black et al., 1999;
Kaelin, 1999) de manera que en cél-lules Rb -/- 'adipogénesi es troba inhibida (Higgins
et al., 1996) mentre que, al contrari, 'activacié de Rb promou aquest procés (Chen et
al., 1996; Richon et al., 1997). Per altra banda, en cél-lules 3T3L1, els canvis en l'estat
de diferenciacié adipocitaria es correlacionen amb canvis en I'expressié de diferents
inhibidors de proteines quinases, inclds p18, p21 i p27 (Morrison et al., 1999). De fet,
PPARy promou I'expressio de p18 i p21 mentre que C/EBPo promou l'expressio i
I'estabilitzacié de p21 (Timchenko et al., 1996).
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Després d’aquest segon arrestament cel-lular, te lloc la diferenciacié cap a la
cél-lula adipocitaria madura. Durant la diferenciacié primerenca apareix la LPL
(MacDougald et al., 1995), i els factors de transcripcié C/EBPJ i C/EBPS (Darlington et
al., 1998). A continuaci6 es produeix 'acumulacié de PPARYy i C/EBPa, que promouen
'expressio de la majoria de gens que caracteritzen el fenotip adipocitari, inclos la
glicerofosfat deshidrogenasa, la FAS, 'ACC1, GLUT4, el receptor d’insulina i aP2
(Spiegelman et al., 1993). Durant aquest procés, la cél-lula adopta una forma esférica,
acumula goticules lipidiques en el citoplasma i, progressivament, es converteix en

I'adipocit blanc madur.

2. CONTROL TRANSCRIPCIONAL DE LA DIFERENCIACIO
ADIPOCITARIA.

Els canvis en I'expressi6 i activitat dels factors de transcripci6 PPARYy, C/EBP i

ADD1/SREBP-1c defineixen el procés de diferenciacié adipocitaria.
2.1. PPARYy.

PPARYy és el factor de transcripcié clau en la regulacio de I'adipogénesi, ja que la
seva expressiod és suficient i necessaria per a que es doni aquest procés (Tontonoz et
al., 1994b; Chawla et al., 1994). De fet, fins al moment no es coneix cap factor de
transcripcié capa¢ de promoure l'adipogénesi en abséncia de PPARYy. L’expressio
ectopica de PPARY en fibroblasts indueix I'expressié de gens especifics de la cél-lula
adiposa, com ara aP2, PEPCK, LPL, adiponectina i GLUT 4 (Tontonoz et al., 1994a3;
1995), i provoca la diferenciacié morfoldgica, inclos 'acumulacié de goticules lipidiques
(Tontonoz et al., 1994b). A més, I'expressié d’'una forma dominant negativa de PPARY,
capag d’unir-se al DNA perd sense la capacitat de reclutar coactivadors, bloqueja la

diferenciacié de preadipodcits en cultiu (Barroso et al., 1999; Berger et al., 2000).

Com els ratolins knockout per a PPARy moren durant 'embriogénesi, degut a un
defecte en el desenvolupament de la placenta (Barak et al., 1999; Kubota et al., 1999),
s’han desenvolupat estratégies alternatives amb I'objectiu de provar la importancia
d’aquest factor de transcripcid en el desenvolupament del teixit adipds. En ratolins
quimerics, les ceél-lules nul-les per PPARy no tenen la capacitat de contribuir a la
formaci6é dels adipocits, encara que poden contribuir a la formacié d’altres tipus

cel-lulars (Rosen et al., 1999). Per altra banda, mitjan¢ant la técnica de I'embrid
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tetraploide, a partir de la qual s’obtingué un unic ratoli viable, s’observa que la
deficiéncia de PPARY en aquests animals provoca la manca tant de TAB com de TAM,
i una profunda esteatosi hepatica (Barak et al., 1999). Recentment, diferents estudis
mostren que la delecid selectiva de PPARY en els adipocits madurs compromet la seva
viabilitat i provoca lipodistrofia i resisténcia a insulina (He et al., 2003, Imai et al.,

2004).

ADD1/SREBP1c
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DEX =—— C/EBFf/6 — PPARy C/EBPo
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FIGURA 1-18. PPARYy i I'adipogénesi. PPARY és el principal regulador de I'adipogénesi i es
troba ubicat en el centre de la cascada adipogénica, en un bucle de retroalimentaci6 amb
C/EBPa. C/EBPB i C/EBPS es troben corrent amunt de PPARYy. Pref-1 és un marcador
preadipocitari. L’activacié de PPARY promou la diferenciacio terminal a través de I'activacio de
gens implicats en la captacidé i emmagatzament de triglicérids. DEX, dexametasona; GlyK,
glicerol quinasa; MIX, metilisobutil xantina. (Adaptat de Tontonoz et al., 2008).

2.2. Familia C/EBP.

Les proteines d’uni6 a CCAAT/enhancer pertanyen a la familia de factors de
transcripcié bHLH-Zip. S’han descrit sis isoformes, que actuen com a homodimers o
heterodimers i la seva distribucio tissular no esta restringida al teixit adipos (Lekstrom-
Himes et al., 1998). No obstant aixd, s’ha observat la regulacio de I'expressio de
diferents membres de la familia de C/EBPs durant I'adipogénesi, indicant que aquestes
proteines juguen un paper fonamental en la diferenciacié de la cél-lula adiposa: les
isoformes C/EBPP i C/EBPS s’expressen durant les primeres etapes d’aquest procés
mentre que C/EBPa s’indueix durant I'etapa de diferenciacioé tardana, just abans de
I'expressio de gens que constitueixen el fenotip de I'adipocit madur (Cao et al. 1991;
Yeh et al. 1995).
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A nivell transcripcional, C/EBP s’indueix per CREB (AMPc regulatory binding
protein), d’acord amb la necessitat dels inductors d’AMPc (isobutilmetilxantina) per a la
iniciacié del programa adipocitari; en canvi, C/EBPJ s’indueix per glucocorticoides i per
C/EBPB(Cao et al., 1991; Zhang et al., 2004). Les isoformes C/EBP i C/EBPJ sén
responsables de la regulacié de I'expressi6 de C/EBPo i de PPARYy (Christy et al.,
1989; Clarke et al., 1997). Sembla ser que la induccié de C/EBPf i C/EBPS promou
'expressio de PPARYy i que, PPARy amb combinaci6 amb aquestes isoformes de
C/EBP, activen I'expressié de C/EBPa (Zuo et al., 2006).

L’expressio ectopica de C/EBPP en preadipocits 3T3L1 és suficient per a la
induccié del programa adipogénic en abséncia d’'inductors hormonals; en el cas de
C/EBP9, estudis similars indiquen que aquests agents prodiferenciadors soén
necessaris, perd que el procés d’adipogénesi es veu accelerat per la seva
sobreexpressidé (Cao et al., 1991; Yeh et al., 1995). C/EBPpB podria ser capag¢ de
determinar les cél-lules cap al llinatge de I'adipdcit aixi com de promoure la seva
diferenciacié, ja que I'expressid ectopica de C/EBPJ en fibroblast de la linea cel-lular
no adipogénica NIH3T3 facilita la diferenciacié d’aquestes cél-lules mitjangant la
inducci6 de I'expressié de PPARY2 (Wu et al., 1995; 1996).

Els ratolins knockout per a C/EBPp i C/EBPS tenen una defecte en la produccié
del teixit adipds; no obstant aixd, aquest defecte sembla estar corrent avall de PPARYy i
de C/EBPq, ja que ambdds factors de transcripcid s’expressen en el poc teixit adipos
diferenciat present en els animals (Tanaka et al., 1997). Al contrari, els MEFs obtinguts
a partir d’aquests ratolins no expressen ni C/EBPa ni PPARY i s6n incapacgos de dur a
terme l'adipogénesi. Aquestes dades suggereixen l'existéncia d’algun mecanisme
redundant en les primeres etapes de I'adipogénesi on, in vivo, diferents vies operen

per assegurar I'expressio tant de PPARy com de C/EBPo.

La implicaci6 de C/EBPo en el procés de l'adipogénesi és més clar. La
sobreexpressié de C/EBPo en preadipocits 3T3L1 promou la diferenciacié adipocitaria
(Freytag et al., 1994; Lin et al., 1994) i I'expressid, en el mateix model cel-lular, d’un
RNA antisentit de C/EBPo bloqueja aquest procés (Lin et al., 1992). C/EBPa
transactiva molts gens relacionats amb el fenotip d’adipocit madur com ara aP2/FABP,
SCD1, GLUT4, PECK, leptina i el receptor d’insulina (Umek et al., 1991). Els animals

knockout per a C/EBPo moren després del naixement degut a la inhabilitat dels
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nadons per produir glucosa, fenotip resultant del requeriment de C/EBPa per a la
gluconeogénesi hepatica (Wang et al., 1995). L’eliminacié de C/EBPa. en tots els teixits
excepte en el fetge revelen la importancia d’aquest factor de transcripcié per a la

formaci6 del TAB i la no afectacio de la formacié del TAM (Linhart et al., 2001).

PPARY pot induir I'adipogénesi en MEFs deficients en C/EBPo, mentre que
C/EBPo és incapa¢ de conduir el programa adipogénic en abséncia de PPARY,
suggerint que cadascun d’aquests factors participen en una via Unica del
desenvolupament adipocitari, essent PPARY el factor dominant (Rosen et al., 2002). La
manca d’expressio de C/EBPo durant el periode de diferenciacié tardana provoca
resisténcia a insulina en models cel-lulars i la inhabilitat de desenvolupar TAB in vivo
(El-dack et al., 1999; Linhart et al., 2001; Wu et al., 1999). S’ha suggerit que C/EBPq, a
més de controlar I'accié de la insulina, és requerit per al manteniment de I'expressié de

PPARYy en la cél-lula adiposa madura (Wu et al., 1999).
2.3. ADD1/SREBP-1c.

L’expressié d’'SREBP-1c en preadipocits 3T3L1 ja es detecta 24 hores després
de l'addicié de les hormones inductores de la diferenciacio, suggerint la importancia
d’aquest factor de transcripcié en I'adipogénesi (Kim et al., 1996). En aquest model
cel-lular, I'expressié ectopica d’SREBP-1c promou la diferenciacié adipocitaria, a
través de la induccié directa de I'expressio de PPARYy (Fajas et al., 1999) i a través de
lincrement de l'activitat transcripcional de PPARY/RXRo., probablement mitjangant la
formaci6 de lligands endogens de PPARy (Kim et al, 1996; 1998). A més, s’ha
demostrat que la sobreexpressié d’'una forma dominant negativa d’SREBP-1c bloqueja

la diferenciaci6 de les cél-lules 3T3L1 (Kim et al., 1998).

Els ratolins knockout per a SREBP-1 no mostren alteracions ni en la massa
adipogénica ni en els nivells de gens lipogénics. Es possible que la preséncia de
baixos nivells d’'SREBP-2 en greix compensin per la manca d’'SREBP-1 (Shimano et
al., 1997a). Al contrari del que caldria esperar, la sobreexpressio en ratolins d’una
forma constitutivament activa d’SREBP-1c provoca lipodistrofia, reflectint una
desregulacié del programa adipogénic, probablement degut als nivells aberrants del
factor de transcripcio. A més, aquests animals transgénics tenen el fetge greixds i son

severament diabétics (Shimomura et al., 1998).
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RITMES CIRCADIARIS

Els ritmes circadiaris son processos fisiologics recurrents d’aproximadament 24
hores que perduren en abséncia d’estimuls ambientals, reflectint I'existéncia d’un

rellotge biologic intrinsec (Harmer et al., 2001; Young et al., 2001).

Sota condicions naturals, aquests ritmes enddgens estan sincronitzats amb
'ambient de manera que s’ajusten cada dia per estimuls externs o Zeitgebers (de
l'alemany “zeit” (temps) i “geber” (donador)). Com a conseqiiéncia de la sincronitzacio
s’estableix un periode d’exactament 24 hores i es manté una relacié de fase estable
entre I'ambient i el ritme endogen, assegurant-se aixi la correspondéncia del temps

bioldgic amb el geolodgic.

L’oscil-laci6 circadiaria confereix un avantatge a l'organisme orquestrant
temporalment els processos fisioldgics i de comportament per a la millor adaptacié als
canvis diaris previsibles de I'ambient. Aquesta preadaptacié produeix maquines
bioldgiques més eficients (Woelfle et al., 2004; Dodd et al., 2005), conferint un
avantatge que probablement reflexa la conservacié al llarg de [l'evolucié, des
d’organismes procariotes fotosintétics als eucariotes superiors (Dunlap, 1999). A més,
podria explicar perquée el rellotge circadiari s’ha adoptat per a la regulacié de
processos bioldgics tan diversos en mamifers com ara els cicles de son-vigilia,
temperatura corporal, secrecié d’hormones, funcié cardiopulmonar, i molts aspectes de

la fisiologia del fetge, ronyo i tracte digestiu (Sensi et al., 1993; Hastings et al., 2003).
1. MECANISME MOLECULAR DEL RELLOTGE CIRCADIARI.

La base molecular del rellotge circadiari consisteix en varis bucles de
retroalimentacid positius i negatius, on proteines del rellotge regulen, tant a nivell

transcripcional com a nivell traduccional, la seva abundancia o activitat.

El principal bucle d’autoregulacié implica els activadors transcripcionals BMAL
(també anomenat MOP3) i CLOCK, que pertanyen a la subfamilia bHLH (basic helix-
loop-helix) (King et al. 1997; Gekakis et al., 1998; Hogenesch et al., 1998; Bunger et
al., 2000). BMAL i CLOCK heterodimeritzen i activen la transcripcié de tres gens period
(PER1-PER3) i dos gens criptocrom (CRY1 i CRY2) (Schibler et al., 2002; Reppert et
al., 2002) mitjancant la uni6 a E boxes (CACGTG) presents en el seu promotor
(Gekakis et al., 1998; Hogenesch et al., 1998; Jin et al., 1999; Mufoz et al., 2002).
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Les proteines resultants PER i CRY formen complexes que es transloquen al
nucli, on les proteines CRY actuen com a reguladors negatius mitjangant la interaccio
directa amb CLOCK i/o BMAL per inhibir la transcripcio, reprimint aixi la seva propia
expressio (Kume et al., 1999; Vitaterna et al., 1999; Okamura et al., 1999; Shearman
et al., 2000).

El segon bucle de retroalimentacié important d’aquest sistema esta format per les
proteines ROR, Rev-erb i BMAL. Els factors de transcripcio Rev-erbs (Rev-erbo. i Rev-
erbp), i ROR (RORa, B, y) pertanyen a la subfamilia de receptors nuclears orfes.
Ambdéds receptors, Rev-erb i ROR, reconeixen el mateix element de resposta (RORES)
dels gens diana (Forman et al., 1994) perd mentre que les proteines ROR son
activadores transcripcionals, els Rev-erbs actuen com a repressors constitutius
(Dumas et al., 1994; Forman et al., 1994; Retnakaran et al., 1994). L’heterodimer
BMAL/CLOCK activa la transcripcio de Rev-erbai aquest, reprimeix I'expressié de
BMAL mitjangant la uni6 a dos ROREs presents en el seu promotor (Preitner et al.,
2002; Ueda et al., 2002); per altra banda, RORoa, a través dels mateixos elements de
resposta, activa la transcripciéo de BMAL (Akashi et al., 2005; Sato et al., 2004).

BMAL1—

FIGURA 1-19. Mecanisme molecular del rellotge circadiari. BMAL i CLOCK heterodimeritzen
i activen la ftranscripci6 de PER, CRY, RORa i Rev-erbo a través del motiu E box.
L’heterodimer PER i CRY es transloca al nucli i bloqueja la seva propia expressio mitjancant la
interaccié amb BMAL/CLOCK. Rev-erba i RORa actuen com a reguladors negatius i positius de
BMAL, respectivament, a través de I'element RORE present en el seu promotor.
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Com a consequéncia de lactivitat transcripcional de Rev-erbo, els nivells
d’'mRNA de BMAL disminueixen, mentre que els nivells dmRNA de PER i CRY
s’incrementen. Quan les proteines CRY entren en el nucli per inhibir la transcripcié de
PER i CRY (a través de I'acci6 de BMAL/CLOCK), també inhibeixen la transcripcié de
Rev-Erba resultant en la desrepressié (activacié) de la transcripci6 de BMAL
(Shearman et al., 2000; Preitner et al., 2002; Yu et al., 2002).

Aquest mecanisme esta sotmés a regulacié posttraduccional, com ara fosforilacio
(revisat per Reppert i Weaver, 2002), sumoilacié (Cardone et al., 2005) i acetilacio
(Nakahata et al., 2008; Asher et al., 2008) que, juntament amb els patrons circadiaris
de l'abundancia, de les interaccions i de la localitzacié subcel-lular de proteines del

rellotge, son essencials per al manteniment de I'oscil-lacié ritmica.

2. L’ESTIMUL DE LLUM EN EL NUCLI SUPRAQUIASMATIC.

El nucli supraquiasmatic (NSQ) localitzat en I'hipotalem, és el rellotge circadiari
principal en mamifers (Moore et al. 1972; Rusak et al., 1979; Ralph et al., 1990).
Aquest grup d’aproximadament 10 000 neurones es subdivideix en la regié ventral,
que rep innervacio directa des de la retina, i la regié dorsal, que sembla ser el

marcapassos principal dels ritmes endodgens (Hastings et al., 2004).

El sincronitzador o Zeitgeber del rellotge central és la llum (Czeisle et al., 1986),
que sincronitza el ritme intern amb I'ambient. EI NSQ rep I'estimul de llum, a través del
tracte retinohipotalémic (TRH) (Lucas et al., 2001; Wright et al., 2002), des de les
cel-lules ganglionals en la retina, que contenen el fotopigment melanopsina (Provencio
et al., 2000; Hattar et al., 2002; Provencio et al., 2002), detectant aixi canvis en la

intensitat luminica durant el fotoperiode (Fu et al., 2005).

Aquesta poblacié de cél-lules ganglionals de la retina és unica en el fenotip
neuropeptidic (ja que conté el polipéptid activador de I'adenilil ciclasa pituitaria
(PACAP) i melanopsina), té la morfologia apropiada (amb llargues cues dendritiques) i
es projecta directament en el NSQ (Gooley et al., 2001; Hattar et al., 2002; Hannibal et
al., 2002). A més, les cél-lules ganglionals positives per melanopsina projectades en el
NSQ responen directament a estimuls de llum, encara que es trobin fisicament
aillades (Hattar et al., 2002; Berson et al., 2002). No obstant aixo, no esta clar si la

melanopsina és suficient per a la fotorrecepcié circadiaria.
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Les neurones del NSQ reben i processen l'estimul de la llum. Els principals
neurotransmissors del TRH son el glutamat i PACAP. Els estimuls fotics i no fotics
també arriben al NSQ indirectament, a través del cervell mig, essent els principals
transmissors el neuropeéptid Y, I'acid y-aminobutiric i la serotonina (revisat per Reppert i
Weaver, 2001).

El mecanisme mitjancant el qual l'activacié de les cél-lules ganglionals provoca
alteracions en el rellotge molecular de les neurones del NSQ encara no ha sigut
elucidat. Sembla ser que I'acumulacié nuclear de CRY depenent de PER es clau per a
la resincronitzacio de la fase circadiaria (Lee et al., 2001; Yagita et al., 2002). Aixi,
'estimul de llum provoca la induccié de I'expressié génica de PER1 i PER2,
mitjangada per la uni6 de la proteina CREB fosforilada (cyclic AMP responsive
element-binding protein; pCREB) a I'element de resposta a cAMP (CRE) dels seus
promotors (Travnickova-Bendova et al., 2002); aquest increment dels nivells de PER
€s necessari per a que més proteina CRY sigui translocada al nucli, controlant
d’aquesta manera el mecanisme del rellotge central.

3. OSCIL-LADORS PERIFERICS.

Els gens rellevants del rellotge molecular també s’expressen en els teixits
periférics (Yamazaki et al., 2000; Akhtar et al., 2002; Panda et al., 2002; Storch et al.,
2002) on aproximadament el 5-10% del transcriptoma esta subjecte a oscil-lacid
circadiaria (Albrecht et al., 2003).

D’acord amb el model actual, els oscil-ladors periférics estan sincronitzats amb el
marcapassos central del NSQ, probablement a través de connexions sinaptiques i de
senyals humorals (Silver et al., 1996; Sakamoto et al., 1998; Yamazaki et al., 2000).
No obstant aix0, la fase dels oscil-ladors periférics pot ser completament desacoblada
del NSQ. Aixi, en els rosegadors, I'alimentacié dilirna provoca una inversio de fase del
patré d’expressio de gens del rellotge molecular en teixits com ara el fetge, el ronyo, el
cor, i el pancrees, perdo no en el NSQ (Damiola et al., 2000; Stokkan et al., 2001).
Alteracions en el patré d’expressio ritmic de gens del rellotge molecular en teixits
periférics (i no en el NSQ) també s’han descrit en animals alimentats amb una dieta

rica en greix (Kohsaka et al., 2007).
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El Zeitgeberg dominant dels rellotges periférics és el menjar encara que el
mecanisme mitjangant el qual sincronitza aquest rellotges no esta del tot elucidat.
Sembla ser que aquesta sincronitzacié implica les propietats sensitives del potencial
redox de CLOCK i BMAL, ja que in vitro la uni6 al motiu E box és estrictament
depenent del ratio entre NAD(P)H/NAD(P)+ (Rutter et al., 2001). A més, s’ha vist que
la glucosa pot suprimir 'expressio de PER1 i PER2 (Hirota et al., 2002), de manera
que les oscil-lacions diaries en la seva captacio i utilitzacié podrien participar en la
sincronitzacié dels oscil-ladors periférics, probablement a través del mecanisme redox
abans mencionat. Per altra banda, les hormones relacionades amb [I'estat
d’alimentacié com ara el glucago, la insulina i els glucocorticoids (Le Minh et al., 2001;
Kuriyama et al., 2004) també estan implicades en la sincronitzacié dels rellotges
periférics. Finalment, els estimuls quimics poden venir reforgats pels ritmes en la
temperatura corporal, que poden promoure 'oscil-lacié circadiaria de I'expressié génica
durant varis dies. A més, els cicles de temperatura ambiental contraris al ritme natural-
calor durant la nit i fred durant el dia- poden provocar un canvi de fase de I'oscil-lacio
circadiaria en teixits periférics de ratoli. Un altra cop, la fase del NSQ no es veu

alterada pels canvis de temperatura ambiental (Brown et al., 2002).

v alimentacio
T TRH
i, 4_‘\ ’. ‘

NSQ
]
ritmicitat senyals
temperatura | humorals
corporal neuronals(?)
ormones (?)

metabdlits
(ex: glucosa)

Rellotges periférics

FIGURA 1-20. Establiment de fase dels rellotges circadiaris Central i Periféric en
rosegadors nocturns. Les neurones del NSQ reben la informacié luminica directament des de
la retina i del TRH, assegurant la sincronitzacié del ritme endogen amb el temps geologic. El
NSQ sincronitza els rellotges periférics mitjangant mecanismes directes i indirectes. Els
mecanismes indirectes inclouen els cicles d’activitat-repds i, en conseqiiéncia, I'alimentacio,
que constitueix el Zeitgeber principal dels rellotges periférics, probablement a través dels
metabolits del menjar i les hormones relacionades amb I'estat d’alimentacié. Els cicles
d’activitat també afecten a la temperatura corporal, que pot participar en la sincronitzacié dels
rellotges periférics. Els mecanismes directes deuen implicar hormones i senyals neuronals
secretades ciclicament i connectades als rellotges periférics a través del sistema nervios

periféric i dels ritmes de temperatura corporal. La llum també pot suprimir directament I'activitat
dels rosegadors i generar aixi una activitat locomotora ciclica. (Adaptat d’Schibler et al., 2002).
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En mamifers, 'homedstasi metabolica és el principal proposit de I'oscil-lacié
circadiaria de I'expressio génica en els teixits periférics i esta estretament connectada
amb lalimentacié. En el fetge, que juga un paper dominant en el metabolisme i
processament del menjar, I'expressio ritmica s’ha observat en enzims implicats en
’homeostasi de la glucosa (Ishikawa et al., 1976; Panda et al., 2002; Rudic et al.,
2004), en la biosintesi de colesterol (Edwards et al., 1972; Panda et al., 2002), en la
conversié de colesterol en acids biliars (Lavery et al.,, 1993), en el metabolisme
d’aminoacids, proteines i xenobiotics (Focan, 1995; Panda et al., 2002), en el
metabolisme de fosfolipids (Marquez et al., 2004) i en molts factors de transcripcio
implicats en la regulacié dels processos metabodlics abans esmentats, com ara
SREBPs (Brewer et al., 2007) i el 50% de membres de la superfamilia de receptors
nuclears (Yang et al., 2006; Teboul et al., 2008), suggerint que l'oscil-lacié de proteines
reguladores podria determinar directament la ritmicitat de determinats gens diana per

tal d’assolir ’homeostasi fisiologica.
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En el capitol que aqui s’inicia s’expliquen les caracteristiques del material biologic, aixi
com els métodes emprats en la realitzacié d’aquest treball. Oligonucleodtids i construccions

generades es descriuen en I'apéndix.

Totes les solucions utilitzades es van preparar amb aigua MiliQ autoclavada (30 minuts,
121 °C, 1.2 atm.) i aquelles que contenien substancies labils a aquest procés d’esterilitzacio es
van filtrar a través de filtres Millipore® de 0.2 uyM de porus. Si no existeixen especificacions
propies, totes les solucions es guardaren i tots els protocols es desenvoluparen a temperatura

ambient.
Les técniques i preparacions de reactius basics en biologia molecular que no es detallen

en aquest capitol van realitzar-se segons Sambrook et al. (1989) i Ausubel et al. (1994) o bé

seguint les instruccions de la casa comercial.

MATERIALS

1. SOQUES BACTERIANES.

Es van emprar tres soques d’Escherichia coli per a la propagacio i seleccié de plasmidis i

I'expressi6 de proteines.

Soca Genotip/fenotip Referéncia

XL1-Blue endA1 gyrA96(naIR) thi-1 recA1 relA1 lac Stratagene
ginV44 F'[ =Tn10 proAB” lacl® A(lacZ)M15]
hsdR17(r«’ mg")

DH5a F" endA1 ginV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 GibcoBRL
deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(rx” my’), A—

BL21 F~ ompT gal dem lon hsdSg(rg" mg’) A(DE3 Invitrogen
[lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])

Aquestes soques es van créixer en medi LB i una aliquota es va conservar congelada a
-80 °C en medi LB al 15% de glicerol.
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2. LINIES CEL-LULARS ESTABLERTES.

A continuacié es mostra una relacié de les linies cel-lulars de mamifers emprades en

aquest treball.

Linia cel-lular

Descripcio (teixit i organisme)

CaCo-2
Cos7
Hek293
HelLa

HelLa
Tet-On®

HelLa
Tet-On AACS

HepG2
HIB-1B

Mev-1

3T3-F422A

3T3L1

3. ANIMALS.

Adenocarcinoma colorectal huma

Rony6 de mico verd (Cercopithecus aethiops)
Ronyé d’embrié huma

Adenocarcinoma de cervix huma

Adenocarcinoma de cérvix huma; estable per
al plasmidi pTet-On

Adenocarcinoma de cérvix huma;
sobreexpressio induida del gen AACS.

Hepatoblastoma huma
Linia preadipocitaria (TAM) de ratoli

Céllules mutants en l'activitat HMG-CoA
sintasa 1 derivades de la linia CHO-K1

Linia preadipocitaria (TAB) de ratoli

Linia preadipocitaria (TAB) de ratoli

Referéncia
ATCC HTB-37
ATCC CRL-1651
ATCC CRL-1573
ATCC CCL-2

Clontech ref.
632110

Present tesi

ATCC HTB-8065
Ross et al., 1992

Schnitzer-Polokoff
et al., 1982

Green et al., 1974

ATCC CL 173

Per a la realitzacié dels experiments in vivo s’empraren rates mascle Sprague-Dawley

adultes, mantingudes en unes condicions d’estabulacié estandard (temperatura constant de 22-

24 C, humitat del 75% i un cicle de llum-foscor de 12 hores) i si no s’indica el contrari,

alimentades amb una dieta equilibrada de laboratori i aigua ad libitum.

Tots els protocols emprats foren aprovats pel comité d’ética en I'experimentacié animal

de la Universitat de Barcelona.
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4. VECTORS.

En aquests apartat es descriuen els vectors emprats per al present treball. Les

construccions generades es recullen a I'apendix.
4.1. Vectors de subclonatge i analisi de DNA.

pBluescript SK+/-: Conté els promotors T3 i T7, i una zona de clonatge amb diferents

dianes de restriccié uniques (Stratagene).

pGEM®-T: vector linealitzat per digesti6 amb I'enzim EcoRV que presenta una timidina
afegida als extrems 3’, facilitant el clonatge de productes de PCR als que la Taq polimerasa ha
afegit una adenina en finalitzar la sintesi de la cadena naixent. Conté els promotors T7 i SP6, i

una zona de clonatge amb diferents dianes de restriccié Uniques (Promega ref. A3600).

Ambdés vectors son d'alt nUmero de coOpia, confereixen resisténcia a ampicil-lina i
inclouen en la seva sequéncia el gen lacZ, permetent la seleccidé per color de les colonies
recombinants. La insercié de fragments de DNA en el polylinker provoca la interrupcié de la
regié codificant del gen /lacZ i la pérdua de I'activitat B-galactosidasa. La replicacié d’aquests
plasmidis es va dur a terme en les soques XL1-Blue o DH5a de E. coli. Un cop transformades
es sembraren en medi LB suplementat amb ampicil-lina (100 mg/L), IPTG (8 mg/L) i X-Gal (40
mg/L). En aquestes condicions, les colonies recombinants apareixen de color blanc, per
incapacitat d’hidrolitzar el substrat X-gal, mentre que les que han incorporat el vector buit son

blaves, per preséncia de productes d’hidrolisi de X-gal.
4.2. Vectors d’expressio procariota.

PGEX-4T: Vector utilitzat per la produccié de proteines de fusi6 amb la Glutatio-S-
transferasa (GST) en Escherichia coli. Conté una zona de dianes de clonatge Uniques,
confereix resistencia a ampicil-lina i el seu promotor (Tac) és induible per IPTG. Existeixen tres
vectors pGEX-4T: pGEX-4T1 (ref. 27-4580-01) pGEX-4T2 (ref. 27-4581-01) i pGEX-4T3 (ref.
27-4583-01) que presenten la zona de les dianes de restriccidé segons els diferents marcs de
lectura, permetent el clonatge dels cDNAs de manera que es generi correctament la proteina

de fusié (Amersham Biosciences).
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Vector: Expressié _in Expressié in Antibiotic  Referéncia:
vivo: vitro: seleccié:

pSG5 Promotor SV40 Promotor T7 Ampicil-lina  Green et al,
1988

pcDNA3 Promotor CMV ~ Promotor T7/SP6  Ampicil-lina  Umesono et al.,
1991

pCDM8 Promotor CMV ~ Promotor T7 Ampicil-lina  Invitrogen, ref.
V30820

pSV-SPORT Promotor SV40 Promotor T7/SP6 Ampicillina  GIBCO-BRL,
ref. 15386014

pCMV5flag Promotor CMV - Ampicil-lina  Cedit pel Dr.
Seoane

pTet-On Promotor CMV - Ampicil-lina  Clontech  ref.
630930

pPTRE2hyg Promotor SV40 - Ampicil-lina  Clontech  ref.

630930

4.4. Vectors reporters.

Els sistemes reporters amb el gen luc (Promega) permeten l'estudi de seqléncies
reguladores de la transcripcid eucariota. Després de la transfeccidé de ceél-lules eucariotes en
cultiu, es poden detectar els efectes transcripcionals sobre el gen luc mesurant els nivells
d’activitat luciferasa de la cuca de llum (Photinus pyralis). Aquesta activitat és practicament
absent en les cel-lules de mamifer de manera que la luminescéncia detectada en els lisats

cellulars és directament proporcional a I'activitat promotora de la construccioé transfectada.

pGL3Basic: Vector mancat de promotor eucariota i de seqiiéncies enhancer, confereix
resisténcia a ampicil-lina i presenta una zona de clonatge multiple corrent amunt del gen luc.
S’empra per a l'estudi de promotors ja que lactivitat de I'enzim luciferasa en les ceél-lules
transfectades amb aquest plasmidi depén de la funcionalitat del promotor inserit corrent amunt

del reporter (Promega, ref. E1751)

pGL3Promoter: Vector amb el promotor viral del SV40 corrent amunt del gen de la
luciferasa. Confereix resisténcia a ampicil-lina i presenta una zona de clonatge multiple a 5’ del
gen luc, permetent I'estudi de putatius elements reguladors en un promotor eucaridtic heterdleg
(Promega, ref. E1761).
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PRL-CMV: Vector d’expressié constitutiva del gen luc de renilla (Renilla reniformis) sota
el promotor del CMV. S'utilitza com a control de I'eficiencia de transfeccié6 en cél-lules de

mamifer en cultiu (Promega, ref. E2261).

5. OLIGONUCLEOTIDS.

Tots els oligonucledtids utilitzats en aquests treball van ser sintetitzats per Sigma-
Genosys amb un grau de puresa de HPLC. En lapéndix es detalla la sequéncia dels

oligonucleotids emprats.

6. ANTICOSSOS.

A continuacié es mostra una relacié dels anticossos emprats.

AACS: Anticos policlonal de conill obtingut front al péptid RLNYAENLLRHKENDC

(present tesi).

Acetil-lisina: Anticds policlonal de conill obtingut front a un péptid acetilat (Cell Signaling,
ref. 9441).

Acetil-lisina, clon 4G12, conjugat a agarosa: Anticos monoclonal de ratoli obtingut
front a una col-leccié de diversos antigens quimicament acetilats i conjugat a proteina G
agarosa (Upstate, ref. 16-272).

FLAG® M2 : Anticos monoclonal de ratoli obtingut front al péptid Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-
Asp-Asp-Lys (péptid FLAG®) emprat com a “etiqueta” en I'expressié de proteines de fusid en

sistemes eucariotes (Sigma-Aldrich, ref. F3165).

GST: anticds monoclonal de ratoli obtingut contra la proteina de fusié GST de 26 KDa del

vector pGEX (Santa Cruz Biotechnology, ref. sc-138).
HA: Hibridoma 12CAD5; (laboratori Dr. Gil, IMIM; Barcelona).
Myc: Hibridoma 9E10 (laboratori Dr. Ayté, UPF; Barcelona).

PPARY: Anticos policlonal de conill obtingut contra els aminoacids 6-105 de PPARYy

d’origen huma (Santa Cruz Biotechnology, ref. sc-7196).
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SP-1 (PEP-2): Anticds policlonal de conill obtingut contra la proteina Sp1 humana
(Upstate ref. 07-645).

Anti-rabbit IgG horseradish peroxidase linked: Anticos conjugat a I'enzim peroxidasa
que reconeix la cadena pesada de 'anticos primari (conill), permetent la localitzaci6 dels punts
de la membrana on aquest s’ha unit (Amersham Biosciences, ref. NA934V).

Anti-mouse IgG horseradish peroxidase linked: Anticos conjugat a I'enzim peroxidasa

que reconeix la cadena pesada de I'anticos primari (ratoli), permetent la localitzacié dels punts

de la membrana on aquest s’ha unit (Amersham Biosciences, ref. NA931V).

7. REACTIUS.

7.1. Reactius utilitzats en cultius cel-lulars.

Tot el material estéril de plastic per treballar amb cultius cel-lulars (plaques, flascons,

pipetes, criotubs,etc.) es va adquirir a la casa comercial Corning.

A continuacié es descriuen els reactius més comunament emprats durant la propagacio

de cultius cel-lulars:

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) Gibco BRL ref. 52100-039
Minimum essential medium (MEM) Gibco BRL ref. 61100-087
DMEM:F12 Gibco BRL ref. 31330-038
Sérum bovi fetal (Foetal Bovine Serum) Gibco BRL ref. 10270-106
Serum bovi deficient en lipoproteines Sigma ref. S-5394
Charcoal stripped foetal bovine serum Biological Industries Lot. 613032
Penicil-lina- Estreptomicina 10.000 U.I/mL Gibco BRL ref. 15140-122
L-glutamina 200 mM Gibco BRL ref. 25030-024
Bicarbonat sodic en solucio al 7,5 % Sigma ref. S-8761

Tripsina EDTA Gibco BRL ref. 15400-054
Fungizona Gibco BRL ref. 15290-026

Els reactius referenciats a continuacié s’empraren com a tractaments puntuals en cultius
cel-lulars. En cada cas s’indica el solvent emprat i la concentracié final. Un cop dissolts els

reactius, es van fer aliquotes i es guardaren a -20C.

Acetoacetat (Sigma ref. A8509): cos cetonic. Es dissol en H,O a una concentraci6é de 1
mM.

Acid 9-cis retinoic (Sigma ref. R4643): lligant ’RAR i d’'RXR. Es dissol en DMSO a una

concentracié de 10 mM.
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B-hidroxibutirat (Sigma ref. H3145): cos cetonic. Es dissol en H,O a una concentraci6 de
10 M.

Dexametasona (Sigma ref. D4902): glucocorticoide emprat per a la induccié de la
diferenciacio6 dels cultius preadipocitaris. Es dissol en etanol a una concentracié de 0.25 mM. Es

guarda a 4T.

IBMX (Sigma ref. 17018): Inhibidor no especific de les cAMP i cGMP fosfodiesterases.
L’'increment dels nivells de cAMP promouen la diferenciacié dels cultius preadipocitaris. Es

prepara al moment i es dissol en DMSO a una concentracié de 0.5 M.

Insulina (Sigma ref. 11882): hormona sintetitzada per les célllules B-pancreatiques
necessaria per a la diferenciacié dels cultius preadipocitaris. Es dissol en H,O acida a una

concentracié de 5 mg/mL.

Mitramicina (Sigma ref. M6891): Impedeix la unié d’'Sp1 al DNA. Es dissol amb metanol

a una concentracié de 10 mg/mL.

Nicotinamida (Sigma ref. NO636): Inhibeix les proteines desacetilases dependents de

NAD". Es dissol en H,O a una concentracié de 400 mM.

Pravastatina (Sigma ref. P4498): Inhibidor competitiu de I'enzim HMG-CoA reductasa.
Inhibeix la sintesi de colesterol in vivo (Ki ~1 nM). Es dissol en H,O a una concentracié de 10
mM.

Rosiglitazona (Alexis ref. 350-103-M025): lligant de PPARY. Es dissol en DMSO a una

concentracié de 10 mM.

TSA (Sigma ref. T1952): Inhibeix histones desacetilases. Es dissol en DMSO e una

concentracié de 5 mM.

T0901317 (Cayman ref. 71810): lligant d’LXR. Es dissol en DMSO a una concentracié de
10 mM.

25-OH colesterol (Sigma ref. H1015): impedeix la escissié dels SREBPs del reticle

endoplasmatic. Es dissol en etanol a una concentracié de 2 mg/mL.

71



MATERIALS | METODES

A continuaci6 es descriuen els antibiotics emprats com a tractaments puntuals en cultius
cel-lulars o bé per a la seleccié i manteniment de linies cel‘lulars estables. En cada cas s'indica

el solvent emprat, la concentracié final i la temperatura en la que es guardaren les aliquotes.

Actinomicina D (Sigma ref. A9415): Inhibeix la transcripcié. Es dissol en DMSO a una

concentracié de 5 mg/mL. Es guarda a 4T.

Cicloheximida (Sigma ref. C0934): Inhibeix la traduccié. Es dissol en etanol a una

concentracié de 10 mg/mL. Es guarda a -20<C.

Doxiciclina (BD Bioscences ref. 8634-1): Induccio6 dels sistemes Tet. Es dissol en H,0 a

una concentracioé de 1 mg/mL. Es guarda a -20C.

Geneticina (Sigma ref. A1720): Seleccié de cél-lules transfectades amb el gen neo” .Es

dissol en H,O a una concentracié de 100 mg/mL. Es guarda a -20°C.

Higromicina B (Invitrogen ref. 10687-010): Seleccié de cél-lules transfectades amb el

gen hph. Es dissol en PBS a una concentracié de 50 mg/mL. Es guarda a 4.
7.2. Composts radioactius.

[1-14C] Acid acétic, sal sodica (57 mCi/ mmol): utilitzat en els experiments

d’incorporacio de "“C-Acetat a colesterol (Amersham Bioscences, ref. B287).

[14C] Colesterol: utilitzat com a patr6 per a la identificacio de la identitat del colesterol en

els experiments de cromatografia (NEN Products ref. NEC-018).

[a-’P]dCTP (3000Ci/mmol): utilitzat en els marcatges de fragments de DNA per
Random Primed, en experiments d’hibridacié d’acids nucleics (Amersham Biosciences, ref.
AA0005).

L-[3SS] Methionine (1000Ci/mmol): utilitzat en protocols de transcripcié i traducci6 in
vitro per generar proteines radioactives en assajos de GST-pull-down (Amersham Biosciences,

ref. SJ1015).

7.3. Marcadors de pes molecular.

Marcador DNA 1Kb Biotools ref. 31005
Marcador DNA 100pb Biotools ref. 31006
RNA markers 0.28-6.58 kb Promega ref. 63191
Prestained Protein Molecular Weight Marker Fermentas ref. SM0441
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7.4. Altres reactius.

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

8. EINES INFORMATIQUES.

Basic Local Alignment tools (2.2.18+); http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (National
Center for Biotechology Laboratory-NCBI-USA).

CLC Sequence Viewer 4.6.1 (CLC Bio).

Clustal-W software http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/ (European Molecular Biology
Laboratory-EMBL-Hinxton, UK).

Entrez-Pubmed; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ (National Center for Biotechology
Laboratory-NCBI-USA).

Image Quant TL v5.2 (Amersham Biosciences).

Kodak MI v.4.0.4. Molecular Imaging software (Eastman Kodak Company)

Prediction of Acetylation on Internal Lysines disponible a http://bioinformatics.lcd-

ustc.org/pail (Liu et al., 2007).

PROSCAN (versi6 1.7) disponible a http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/proscan/ (Center for

Information Technology, National Institutes of Health)

PROSITE; Base de dades de families de proteines i dominis. Disponible a

http://www.expasy.org/prosite/ (Swiss Institute of Bioinformatics).

SPSS v11.5 (SPSS Inc., Chicago, USA).

TFSearch  (versi61.3) disponible a  www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html
(Computational Biology Research Center, AIST , Japan)

Vista; www-gsd.lbl.gov/vista/ (Genomics Division of Lawrence Berkeley National

Laboratory)

Webcutter software; www.firstmarket.com/cutter (Carolina Biological Supply Co.)
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METODES

1. OBTENCIO DE DNA.

1.1. Cultius bacterians.

Per a I'obtencié de DNA plasmidic, es va créixer la soca bacteriana que conté el plasmidi
d’interés en medi liquid LB/antibiotic. L’antibiotic de seleccié va ser ampicil-lina (100 mg/L) o
kanamicina (25 mg/L) depenent del vector. El volum de medi dels inoculs s’escolli en funcié de
la quantitat de DNA que es volia obtenir: 2 mL per una obtencié a petita escala (mini-
preparacié) o 100 mL per una obtencié a gran escala (maxi-preparacié). En el primer dels
casos era aconsellable iniciar el cultiu a partir d’'una colonia aillada crescuda en medi solid. En

el segon calia un pre-inodcul de volum inferior (2-10 mL) perqué el creixement fos optim.

LB (Luria-Bertrani Broth) pH 7.4:

Triptona 10 g/L
Extracte de llevat 59g/L
NaCl 59/l

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

1.2. Preparacié de DNA plasmidic.

Els métodes de preparaci6 de DNA plasmidic descrits a continuacio, es basen en el
protocol de lisi alcalina de la paret bacteriana de Birnboim et al. (1979). Els plasmidis obtinguts
per aquests sistemes es troben, majoritariament, en forma circular tancada (superenrotllat) i en

general no necessiten purificacions posteriors per la manipulacié enzimatica.

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

Les preparacions a petita escala de DNA es van realitzar amb el kit comercial Wizard™
Minipreps DNA Purification (Promega, ref. A1460), obtenint-se 1-10 ug de DNA d’un plasmidi
d’alt nUmero de copia en un cultiu de 2 mL. En 'obtencié de grans quantitats de DNA es va
utilitzar el kit Nucleobond AX 500 / 50 cart. (Cultek, ref. 740531.50), obtenint-se 100-500 pg de

DNA d’un plasmidi d’alt numero de copia en un cultiu de 100 mL.
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1.3. Preparacié de DNA genomic de cultius cel-lulars.

S’empra el métode descrit per Blin i Statford (1976) que permet I'obtenci6 de DNA
genomic de fins a 150 Kb a partir de teixit o cél-lules en cultiu. Es va partir d’'una placa HelLa
confluent que es rentd dos vegades amb TBS fred. Es recolliren les cél-lules per centrifugacié a
1500g durant 10 minuts i a 4T i es repeti el rentat amb 1 mL de TBS fred. Es torna a
centrifugar en les mateixes condicions i es va resuspendre el pellet cel-lular en 200 puL de TE
pH 8. S’incuba durant 1 hora a 37C en 1 mL de tamp 6 d’extraccié de DNA genomic i finalment,
s’afegi proteinasa K a una concentracio6 final de 100 ug/mL i s’incuba durant tres hores més a

50T sota agitacio peridodica i manual.

Tampo d’extraccio de DNA genomic:

Tris-HCI 10 mM (pH 8.0)
EDTA 0.1 M (pH 8.0)
SDS 0.5%

RNasa pancreatica 20 pg/mL

Es realitzaren dos extraccions amb fenol seguides d'una precipitaci6 amb etanol.
Aparegué una medusa de DNA que fou captada amb pipeta Pasteur segellada. S’afegi 1 mL de

TE pH 8 i es deixa en rotacio durant 12-24 hores fins que es produi la total dissolucié del DNA.

Aquest métode s’empra per a I'obtenciéo de DNA gendmic de la linia cel-lular HeLa Tet-On
AACS i analitzar, mitjangant la técnica de la PCR, si el plasmidi pTRE2HygAACS s’havia inserit

correctament en el genoma.

1.4. Extraccié de proteines, precipitacié i quantificacié del DNA.

1.4.1. Extraccio de proteines.

L’extracci6 amb fenol:.cloroform es va dur a terme per tal d’eliminar les proteines de
solucions de DNA,; el fenol desnaturalitza les proteines pero I'eliminacié de proteines és més
eficient usant dos solvents organics. A la soluci6 de DNA es va afegir 1 volum de la barreja
fenol:.cloroform (1:1), s’agita per vortex fins a formar una emulsid, es centrifuga a maxima
velocitat durant 5 minuts i es va prendre la fase aquosa, descartant la interfase. S’afegi un
volum de cloroform i es va repetir el procés, prenent la fase aquosa i eliminant aixi les traces de

fenol restants a la soluci6.
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1.4.2. Precipitacié del DNA.

La precipitacié del DNA té lloc a -20C durant 1 hora com a minim, en preséncia de 2.5
volums d’etanol absolut i 0.1 volum d’acetat sodic 3 M pH 5.2. Posteriorment, es centrifuga a
15000 rpm durant 20 minuts i a 4C. El sediment obtingut es renta amb etanol al 70% i, després
de tornar a centrifugar durant 5 minuts, s’enretira el sobrenedant. El DNA precipitat va ser

resuspés en aigua MilliQ autoclavada o TE pH 8.0.

1.4.3. Quantificacio del DNA.

La concentracié de DNA es determina per espectrofotometria mesurant 'absorbancia de
la mostra a 260 nm i 280 nm i tenint en compte que 1 unitat de densitat optica a 260 nm (ODyg)
correspon a 50 pg/mL de DNA de cadena doble (DNAds). La relacid6 entre les dues

absorbancies indica la puresa de la mostra i es consideren acceptables valors >1.8.

La lectura espectrofotometrica es va realitzar en cubetes de quars, emprant un
espectrofotdometre Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech), o bé, per addicié directa de 2 uL de

suspensio a quantificar, en un NanoDrop-1000 (NanoDrop Technologies, Inc).

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

1.5. Resolucié, identificacié i purificacié de fragments de DNA.

1.5.1. Separacié de fragments de DNA en gels d’agarosa/TAE/bromur d’etidi.

L’electroforesi en gel d’agarosa permet la separacié analitica o preparativa de fragments
de DNA de mides compreses entre 50 pb i 25 kb. La resolucié d’aquests gels ve determinada
per la concentracié d’agarosa (0.8-4%), permetent la separacié de fragments de menor mida

incrementant la relacié agarosa/TAE.

La comparacié de les mobilitats electroforétiques de les bandes resoltes en un gel
d’agarosa amb fragments de DNA de mida coneguda permet el calcul del pes molecular d’'un
DNA lineal, tenint en compte que la mobilitat electroforetica d’'un fragment de DNA en un gel

d’agarosa és inversament proporcional al logaritme del seu pes.

Per preparar els gels d’agarosa es va dissoldre, en calent, 'agarosa (Pronadisa ref. 8008)
en el tampd d’electroforesi (TAE1x) i s’afegiren 0.5 pg/mL de bromur d’etidi (Sigma ref. E4134)
a la solucié temperada. Aquesta molécula és capag d’intercalar-se entre el DNA i RNA, i emetre

fluorescéncia ataronjada es ser exposada a llum UV de longitud d’ona curta (310 nm).
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Tampo d’electroforesi (TAE1X):

Tris-acetat pH 8,3 40 mM
EDTA 1mM
Bromur d’etidi 0.5 pg/mL

Tampo de carrega de les mostres 5x:

Ficoll 400 30 %
EDTA 40 mM
SDS 0.1%
Blau de bromofenol 0.2%

1.5.2. Purificacié de fragments de DNA en gels d’agarosa.

S’empra el kit comercial Wizard™SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega ref.
A9282) i es van purificar els fragments seguint les indicacions de la casa comercial. Aquest
meétode es basa en la dissolucié del fragment del gel d’agarosa que conté el DNA a purificar, en
un agent caotropic (perclorat sodic). Aixi, es produeix I'adsorcié selectiva del DNA (perd no de
I'RNA, proteines o altres molécules en solucié) a una matriu de silice. EI DNA adsorbit és rentat
per eliminar impureses i eluit en condicions de baixa forga idnica (aigua MilliQ autoclavada o
TE pH 8.0) (Vogelstein et al., 1979).

2. MODIFICACIO ENZIMATICA DEL DNA.

2.1. Digestié de DNA.

Les endonucleases de restriccié sén enzims purificats a partir de bacteris o fongs que
reconeixen seqiéncies curtes de DNA especifiques i que actuen sobre aquestes trencant
I'enllag fosfodiéster i en consequiéncia la cadena de DNA. Els enzims utilitzats al llarg d’aquest

treball van ser desoxiribonucleases de tipus Il.

Les reaccions es protocolaren, per norma general, digerint el DNA a una concentraci6
final de 5-200 ng/pL, amb una relacié de 1-3 unitats d’enzim per ug de DNA i sempre evitant
superar el 5% de glicerol a la solucio. Els requeriments de forga ionica i temperatura son
especifics de cada enzim de manera que es seguiren les indicacions de la casa comercial
(Fermentas, New England Biolabs). El temps de digestié fou de 2-3 hores i els productes van

ser analitzats en gels d’agarosa/TAE/Bromur d’etidi.
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2.2. Desfosforilacio del DNA.

S’empra la fosfatasa alcalina d’intesti de vedella (CIAP) (Roche, ref. 713023) que
catalitza la hidrolisi de residus fosfat de I'extrem 5 de les cadenes de DNA i RNA, de
ribonucleotids i de desoxiribonucleotids trifosfat. Es tracta d’'un metal-loenzim que requereix de
Zn* per actuar. El seu ampli Us ve donat per la seva elevada activitat especifica i per ser

facilment inactivable per escalfament (70C 10 minu ts) o extraccié amb fenol:cloroform.

La CIAP s'utilitza per desfosforilar els extrems cohesius o roms dels vectors plasmidics,
per tal de reduir el nUmero de colonies no recombinants en clonatges no dirigits. La reacci6é de
desfosforilacié es va dur a terme en una solucié de 100-200 ng/uL de DNA lineal, 0.1 U.l.
d’enzim per ug de DNA i el tamp6 proporcionat per la casa comercial, durant 1 hora a 37C. La
fosfatasa fou inactivada a 75T durant 10 minuts i, finalment, es realitza una extraccid
fenol:cloroform.

2.3. Generacié d’extrems roms per ompliment (fill-in).

La técnica d’ompliment (fill-in) permet completar els extrems 5 protuberants de
sequéncies de DNA mitjangant I'activitat 5’— 3’ polimerasa de I'enzim klenow (Promega, ref.
M220A) en presencia de desoxiribonucleotids trifosfat. Aquesta técnica es va emprar per
generar extrems roms fent possible la lligacié de fragments obtinguts per digesti6 amb enzims
de restriccié que generaven extrems no compatibles. La reaccié es dugué a terme en un volum
final de 20 uL amb 1 U.l. de klenow, en preséencia de 25 uM de cada dNTP, 100-400 ng de DNA
i en el tampd subministrat per la casa comercial durant 30 minuts a 30C. L'enzim s’inactiva

incubant-lo a 75C durant 25 minuts.

2.4. Lligacio de DNA.

Per a la construccié de molécules hibrides es va emprar la DNA ligasa del bacteridfag T4
(Promega, ref. M1801), que catalitza la formacié d’enllagos fosfodiéster entre el grup fosfat &’
terminal d’'un fragment de DNAdSs i I'hidroxil 3’ terminal d’'un altre. Actua sobre extrems cohesius
i, encara que amb menor eficiencia, sobre extrems roms (I'addicié de polietilenglicol al 3% al
tampo de reacci6 pot ajudar a millorar I'eficiéncia). La reaccié es dugué a terme en un volum
final de 20 pL, amb 1 uL de T4 DNA ligasa (3 U.l./uL), 50 ng de vector linealitzat en preséncia
de 3 o 4 vegades de molécules d’insert, i el tampd subministrat per la casa comercial.

Generalment, s’incuba a temperatura ambient tota la nit.
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2.5. Marcatge radioactiu de molécules de DNA: Random Primed.

El metode de marcatge homogeni de fragments de DNA va ser escollit per al marcatge
de sondes utilitzades en experiments de Northern blot. S’empra el kit comercial RediprimeT'VI
(Amersham Pharmacia Biotech, ref. RPN16330L), que genera sondes de DNA d’elevada
radioactivitat especifica marcades uniformement. Es basa en la técnica de Random Primed
(Feinberg et al., 1983) on s'utilitza la hibridacié de tots els possibles hexanucleotids sintétics
amb el fragment de DNA que es vol marcar, préviament desnaturalitzat per calor (5 minuts a
100C). Les zones de seqiéncia de doble cadena resu ltants sén elongades per I'activitat del
fragment klenow en preséencia de desoxinucleotids trifosfat, un dels quals esta marcat amb un

isotop radioactiu ([a-SZP]dCTP (3000Ci/mmol); Amersham Biosciences, ref. AAO005).

Després del marcatge, seguint les indicacions de la casa comercial, es va purificar la
sonda amb QI/AquickR Nucleotide Removal kit (Qiagen), que permet retenir fragments de DNA
superior a 19 pb i eliminar els nucledtids no incorporats. Posteriorment es procedi al recompte
radioactiu de 2 uL de sonda en liquid de centelleig (Ecolite(+), ICN Biolink 2000 ref. 882475).

3. CONSTRUCCIO DE MOLECULES DE DNA RECOMBINANT.
3.1. Subclonatge de fragments de DNA.

Per tal de construir molécules hibrides, els DNAs van ser tractats amb els enzims de
restriccié adients en cada cas i el vector plasmidic va ser, normalment, desfosforilat, per evitar
la seva recircularitzacioé durant la reaccié de lligacié. Es purifica l'insert del gel d’agarosa i tant
el vector com l'insert eren quantificats abans de ser sotmesos a la reacci6 de lligacié (relacié
molecular 1:4). Posteriorment, es transformaren cel-lules DH50. competents i s’identificaren els

transformants aixi com s’explica en els seglents apartats.

En el cas dels clonatges en el vector pGEM®-T, els fragments de DNA generats per PCR
es purificaren per extraccié de gel d’agarosa i es lligaren sense digestié prévia, degut als
extrems cohesius compatibles entre el DNA sintetitzat per la Taqg DNA polimerasa, que afegeix

dATP als extrems 5', i els extrems protuberants 3'T del vector.

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

El métode del clorur calcic (Mandel et al., 1970) es basa en la permeabilitzacié de les
membranes cel-lulars bacterianes amb ions calci, conferint-los la capacitat d’incorporar el DNA

present en el medi (competents). Es tracta d’una técnica que ofereix altes eficiéncies de

transformacié (106-107 transformants/ pg de DNA).
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Es va fer créixer un cultiu de cél-lules E.coli fins a la fase exponencial de creixement
(ODggo=1.4), es separaren les cél-lules del medi de cultiu per centrifugacio i es rentaren dues
vegades en una solucié de CaCl, 60mM. Un cop preparades, les cél-lules es poden conservar a

-70C durant llargs periodes de temps.

Solucié de CaCl,’

CaCl2 60 mM
Glicerol 15 %
PIPES 10 mMpH 7.0

Soluci6 esteéril. Ajustar el pH i filtrar

Els productes de lligacié o bé els plasmidis ja circulars foren incubats amb les cél-lules
competents i sotmesos a un xoc térmic (10 minuts en gel — 5 minuts a 37C — 2 minuts en
gel). Posteriorment, les cél-lules s’'incubaren, en agitacié a 37C durant 1 hora, en 1 mL de

medi LB liquid no selectiu, abans de créixer-les en plaques de medi LB solid selectiu.

En alguns casos es van utilitzar cel-lules competents DH5a comercials (Invitrogen ref.
18265-017).

3.3. Seleccio de plasmidis recombinants.

La selecci6 genética dels bacteris recombinants es realitza mitjancant el creixement de
les cél'lules transformades en medi solid de seleccid, generalment LB/ampicil-lina. Quan el
vector permetia la seleccié per color, s’empraren plaques suplementades amb IPTG (8 mg/L),

X-Gal (40 mg/L) i 'antibiotic corresponent.

Posteriorment, s’identificaren els transformants per PCRprep i, després de preparacions
a petita escala del DNA, es va comprovar el patr6 de digesti6. Finalment, s’analitza el DNA per

sequenciacio.
4. REACCIO EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

La técnica de la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) permet la sintesi enzimatica
de seqliencies de DNA definides a partir d'un DNA motlle que conté la seqliéncia que es vol
amplificar. Per aixd, es requereixen dos oligonucledtids com a encebadors (primers), que
presenten sequéncies complementaries a les cadenes oposades del DNA motlle i flanquegen la
regid de DNA a amplificar. L’amplificacié d’aquests fragment te lloc mitjangant cicles repetitius
de desnaturalitzacié del DNA motlle, hibridacioé dels encebadors i extensié d’aquests per accid

d’'una DNA polimerasa.

80



MATERIALS | METODES

Donat que els productes d’un cicle complet d’amplificacié serveixen com a motlles per al
seglent, s’aconsegueix 'acumulacié exponencial de fragments especifics de DNA, de manera
que al final del procés s’obté un nimero de molécules de DNA de 2", essent n el numero de

cicles practicats.

Saiki et al. (1988) van descriure la utilitzacidé de la DNA polimerasa termostable purificada
del bacteri Thermus aquaticus (Taqg DNA Polimerasa) en la técnica de la PCR. Aquesta
polimerasa té una temperatura optima de treball de 72T i és resistent a altes temperatures, fet
que permet la realitzacié dels cicles sense la necessitat d’afegir nou enzim en linici de cada

amplificacio.
4.1. Amplificacié de DNA.

Al llarg d’aquest treball es realitzaren amplificacions de DNA a partir de cDNA, DNA
genomic o DNA plasmidic, emprant encebadors que generessin dianes de restriccié en els
extrems dels fragments amplificats en els casos en que es precisava el seu posterior
subclonatge, o bé es clonaren directament en pGEM®-T vector (veure apartat 3.1). També es
va emprar la técnica de la PCR en [l'analisi de DNA obtingut en els experiments

d'immunoprecipitatcié de cromatina (veure apartat 7.7.2.).
Pel disseny dels encebadors es tingueren en compte els segiients criteris:

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

b. El rang ideal de G+C és de 40-60%. Percentatges elevats de A+T no hibriden
adequadament

c. Cal evitar possibles homologies internes, o adjacents a la regié a amplificar,
entre els oligonucledtids i el DNA motlle, aixi com possibles hibridacions entre
encebadors o intraencebadors, ja que generen estructures secundaries.

d. Cal comprovar els ultims 10 nucledtids de I'encebador (3’) que és on s'inicia la
hibridaci6. Es recomanable que aquesta zona tingui una composicié
equilibrada de G+C.

e. Si es generen dianes de restriccioé en els encebadors cal deixar 3-5 nucleotids
de marge a 5’ perqué hi ha enzims que perden eficiéncia si la diana es troba a

extrem.

Les amplificacions es van realitzar amb BiothermTM Taq Polymerase (Attend Bio GC-
002-0500) en un termociclador Minicycler MJ Research, Inc. o un PTC-100 MJ Research, Inc.
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A continuacié es descriuen les condicions estandards d’amplificacié i de la mescla de

reaccio.

Reaccié de PCR:
DNA motlle 10-20 ng (DNA plasmidic)
500-1500 ng (DNA gendmic)
100-200 ng (cDNA)

Tampd Taq 10x S pL

MgCl, 1.5 mM

dNTPs 0.2 mM cada dNTP
Oligo forward 1 uM

Oligo reverse 1 uM

Taqg DNA polimerasa 2.5 U.L

Aigua g.s.p. 50 pL

(Oli mineral 50uL)

Condicions d’amplificacié:

Desnaturalitzacié inicial (hot start) 94C 5 minuts

Desnaturalitzacio 94T 45 segons

Hibridacié 55C-68T 45 segons (25-30 cicles)
Extensio 72T 1 minut/Kb

Extensié final 72T 10 minuts

La temperatura d’hibridaci6 es va decidir en funci6 de les Tm dels encebadors

(temperatura de fusi6 (melting)) i va oscil-lar, com s’observa, entre els 55T i e Is 68T.

En els casos on era necessari reduir al maxim la possibilitat d’introduir errors en els
productes de PCR les amplificacions es van realitzar amb Pfx DNA polimerasa (Invitrogen ref.
11708013).

4.2. PCR-prep.
Es tracta d'un métode de seleccié de colonies transformants. Permet seleccionar les
colonies que provenen de bacteris que han incorporat el plasmidi d’interés, amplificant per PCR

un fragment del mateix plasmidi, sense la necessitat d’aillar préviament el DNA (McPherson et
al., 1991).

82



MATERIALS | METODES

La mescla de reaccié es prepara segons el protocol descrit a I'apartat anterior en un
volum final de 20 pL. En aquest cas, el DNA motlle s’aporta en picar una colonia aillada
crescuda a la placa de LB/antibiotic resultat de la transformacié. Durant el cicle de
desnaturalitzacio inicial (94T 5 minuts) es trenqu en les parets bacterianes, fent accessible el

material genétic que, a I'hora, és desnaturalitzat.

4.3. Mutageénesi dirigida de DNA mitjangant la técnica de la PCR.

4.3.1. Introduccioé de dianes de restriccio.

Per introduir dianes de restricci6 a fragments de DNA ja clonats es van dissenyar
oligonucleotids que continguessin la diana de restriccié desitjada en el seu extrem 5. Aquests
oligonucleotids contenien, com a minim, 10 nucledtids complementaris a la regi6 de DNA a
amplificar i 4 nucledtids a 5’ de la diana a introduir. Els PCR es van realitzar, segons les
condicions adients per cada amplificacid, generant molécules que contenien a 5’ i/o a 3’ les

dianes desitjades.

4.3.2. Introduccié de mutacions puntuals.

4.3.2.1. Overlap extension PCR.

La tecnica de Overlap extension PCR va ser descrita per Ho et al. (1998). Consisteix en
realitzar dues reaccions de PCR independents sobre el mateix DNA motlle, utilitzant, en cada
cas, un encebador iniciador intern que conté la mutacié a introduir i un encebador extern no
mutat que inclou una diana de restriccié de la seqliéncia salvatge. Els fragments amplificats es
solapen en la zona mutada central i sén utilitzats com a cadena motlle per un nou PCR amb els
encebadors externs utilitzats en els primers PCRs. Aquesta nova reaccié genera el producte,
que inclou la mutacié puntual desitjada flanquejada per dues dianes de restriccidé presents
també a la sequéncia salvatge inicial i que permet la substituciod, per digestio, del fragment

salvatge pel fragment mutat.

4.3.2.2. QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis Kit.

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

complementaris entre si i que contenen la seqiiéncia mutada.
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La sintesi de DNA és duta a terme per una DNA polimerasa d’alta fidelitat, PfuTurbo®
polymerase, que estén els oligonucleotids cap a ambdues cadenes del DNA motlle fins a copiar
tot el plasmidi. El métode de seleccié del DNA mutat respecte al parental es basa en el fet que,
a diferéncia del DNA sintetitzat in vitro, el DNA sintetitzat per E.coli es troba metilat. La digestié
amb I'enzim Dpnl, que Unicament reconeix el DNA metilat, elimina el DNA motlle de la reaccié i
el producte resultant, el DNA mutat, és directament transformat en cél-lules XL-1 blue

competents, segons el protocol subministrat per la casa comercial.
5. SEQUENCIACIO AUTOMATICA DE DNA.

La sequenciaci6 de DNA es realitza utilitzant el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, ref. 4337456) seguint les indicacions del fabricant. Les
mostres precipitades van ser processades pels Serveis Cientific-Técnics de la Universitat de

Barcelona.

Reaccio de seqiienciacioé:

DNA motlle 300-500 ng
Mix 1.5uL
Tampo 1L
Oligonucleoétid 10uM 0.5 puL
Aigua g.s.p. 10 L

Alternativament, 10 uL de DNA a sequenciar (100 ng/uL) i 10 uL d’encebador (10 uM)

foren enviats a Macrogen Inc. per al seu analisi.

6. PREPARACIO | ANALISI DE L’'RNA.

L’RNA és una molécula molt sensible a la degradacié per RNases, de manera que és
imprescindible la utilitzacié de guants i de material esteril en tot moment. En general, es realitza

un doble procés d’esterilitzacié per autoclau del material solid.

6.1. Preparacié d’RNA total.

Per a I'obtenci6 d’'RNA es va emprar el reactiu comercial Trizol (Life Technologies, ref.
15596-026) basat en el métode descrit per Chomczynski et al., 1987. Es una solucid

monofasica de fenol i isotiocianat de guanidina que manté la integritat de 'RNA a I'hora que lisa

les cellules i dissol els seus components.
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Per a I'obtencié d’'RNA a partir de teixit, es va escindir un fragment del mateix (inferior al
10 % del volum de Trizol) en un morter amb N, liquid. Es va permetre la descongelaci6 dintre
d’1 mL de reactiu de Trizol i s’homogeneitza amb polytron R PT-MR 2100 (Kinematica AG),
generalment 2 x 20 strokes. Per a I'obtencié d’RNA a partir de cultiu cel-lular, s’empra 1 mL de
reactiu de Trizol per placa de 100 mm, produint-se aixi, el seu lisat. En ambdés casos,
’lhomogeneitzacié cel-lular fou seguida d’'una separaci6é de fases al afegir cloroform (eliminant

aixi les proteines desnaturalitzades) i una posterior precipitacio i resuspensié de 'RNA.

6.2. Quantificacio d’RNA total.

La concentracié d’RNA es determina per espectrofotometria mesurant 'absorbancia de la
mostra a 260 nm i 280 nm i tenint en compte que 1 unitat de densitat optica a 260 nm (ODyg0)
equival a 40 pg/mL d’RNA. La relacié entre les dues absorbancies indica la puresa de la mostra

i es consideren acceptables valors >1.8.

La lectura espectrofotometrica va ser realitzada en cubetes de quars i es va utilitzar un
espectrofotometre Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech) o bé es va dur a terme en un
NanoDrop-1000 (NanoDrop Technologies, Inc).

6.3. Northern blot (hibridacié DNA-RNA).

La técnica de Northern blot permet I'analisi de I'expressio d’'un gen en termes d’'RNA. Per
aixo, 'RNA obtingut de les cél-lules o teixits, és separat electroforéticament i immobilitzat en
una membrana de nilé o nitrocel-lulosa per a la posterior hibridaci6 amb una sonda especifica

marcada radioactivament, segons el protocol descrit per Sambrook et al. (1989).

6.3.1. Separacioé electroforética d’RNA en gel desnaturalitzant
d’agarosal/formaldehid.

Aquest tipus de gels s’empren per al fraccionament d’RNA en experiments de Northern
blot, ja que contenen formaldehid a una concentracié de 2.2 M, que actua desnaturalitzant les
estructures secundaries de I'RNA. Aquest fet permet que la migraci6 de I'RNA sigui
proporcional al logaritme del seu pes molecular i, per tant, possibilita el calcul del mateix per
interpolacié sobre una recta patré realitzada en base als marcadors de pes molecular
fraccionats al mateix gel.
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Gel d’electroforesi per a Northern blot, 1%:

Agarosa 19

Tampbé electroforesi 20 mL
Formaldehid 37 % 6 mL

H,O lliure d’'RNasa g.s.p. 100 mL

El gel es prepara dissolent 'agarosa en H,O i un cop refredada la mescla a 55-60C

s’afegiren la resta de reactius.

Tampo d’electroforesi per a Northern blot:

MOPS-Na pH 7.0 0.1 M
Acetat sodic 40 mM
EDTA pH 8.0 5 mM

Filtrar i protegir de la llum

Tampo de carrega per a RNA 2x:

Tamp6 d’electroforesi per a NB 1x

Formaldehid 22M
Formamida desionitzada 50%
Glicerol 5%

Blau de bromofenol 5%
Bromur de Etidi 10 pg/mL

Les mostres (10-20 ug d’'RNA) es prepararen escalfant-les a 65T durant 10 minuts i es

carregaren en el gel, que es corregué a 60 volts durant 5-6 hores.

6.3.2. Transferéncia a suport solid i immobilitzacio.

Un cop finalitzada I'electroforesi de I'RNA, es disposa el gel en un recipient lliure de
RNases i es realitzaren 4-5 rentats amb H,O desionitzada per tal d’eliminar I'excés de

formaldehid. A continuaci6 es submergi durant 20-30 minuts en solucié SSC 10x.

Finalment foren transferits per capil-laritat a una membrana de nil6 NytranN 0.45 um
Neutral Nylon Transfer Membrane for DNA/RNA/proteins (Schleicher & Schuell, ref. 10416194)
en tampd SSC 20x durant 16 hores.

Tampo de transferéncia SSC 20x:
Citrat sodic pH 7.0 0.3 M
NaCl 3M
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La fixacio de 'RNA es va realitzar mitjangant radiacié UV, utilitzant Spectrolinker XL-1000
UV crosslinker (Spectronics Corporation). La membrana aixi fixada es pot conservar a 4T fins

a la seva hibridacio.
6.3.3. Marcatge i purificacio de la sonda.

Per al marcatge de les sondes s’empra el kit comercial RediprimeT'VI (Amersham
Pharmacia Biotech, ref. RPN16330L) (veure apartat 2.5.).

Posteriorment la sonda fou purificada amb el kit QiAquickR Nucleotide Removal Kit
(Qiagen ref. 28304), que permet retenir fragments de DNA superiors a 19 pb i eliminar els

nucleotids no incorporats.

En I'apéndix es detalla una relacié de les sondes emprades en els diferents experiments
de Northern blot.

6.3.4. Hibridacio.

De manera general, es prehibridaren les membranes durant 30 minuts a 68T emprant la
solucié comercial ExpressHyb Hybidization solution (Clontech, ref. 8015-1) per a després
hibridar-les amb les sondes marcades homogéniament (2x106 cpm/mL de la mateixa solucid)
durant minim 1 hora a 68T. Posteriorment, es reali tzaren diferents rentats, amb la finalitat
d’eliminar de la membrana la radioactivitat no especifica, depenent del tipus de sonda a
hibridar.

Rentats per a sondes homologues:
1x SSC 0.1x/SDS 0.1% RT 20 minuts
2x SSC 0.1x/SDS 0.1% 65T 20 minuts

Rentats per a sondes heteroloques:
1x SSC 0.25x/SDS 0.1% RT 20 minuts
2x SSC 0.25x/SDS 0.1% 55T 10 minuts

Rentats per a hibridacié amb sonda ratAACS:
1x SSC 2x/SDS 0.1% RT 15 minuts
+
1x SSC 2x/SDS 0.1% 55T 10 minuts (per fetge)
o}
2x SSC 2x/SDS 0.1% 55T 10 minuts (per teixit adi pos)
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Les membranes foren exposades a plaques d’europi per al posterior escaneig emprant el
software STORM 840 Gel and Blot Imaging System (Amersham Biosciences) i es quantificaren
amb el programa Image Quant TL (Amersham Biosciences). Posteriorment, s’exposaren a
pel-licules autorradiografiques i amb pantalla intensificadora (Intensifying screen Sigma ref.
Z37,431-8) a -70T durant 3-5 dies.

6.4. RT-PCR.

La tecnica de RT-PCR consta d’'una reacci6 de sintesi de la primera cadena de cDNA a

partir dmRNA, seguida d’una amplificacié especifica del transcrit que es vol analitzar per PCR.

La primera cadena va ser sintetitzada per una DNA polimerasa depenent d’RNA
(transcriptasa inversa M-MLV, Invitrogen ref. 28025-013) que requereix un oligonucleotid
encebador. Es van emprar oligonucledtids degenerats (Primer random p(dN)s, Roche
Diagnostics ref. 11 034 731 001) per tal d’obtenir un cDNA representatiu de tot 'mRNA present

a les cellules.

Reaccié d’'RT:
RNA total 1ug
Random primers 0.25 ug
dNTP 10 mM each 1L
Aigua qg.s.p. 13 uL
Desnaturalitzacio 65C 5 minuts
Afegir:
5x first-strand buffer 4 uL
DTT 0.1M 2L
Incubacié: 37C 2 minuts
Afegir:
M-MLV RT 200 U.l.=1pL
Incubacié: 37C 1 hora

70C 15 minuts

Els cDNAs obtinguts van ser emprats com a DNA motlle de la sintesi de la segona
cadena i de les successives copies de la molécula mitjangant una reaccié estandard de PCR
(veure apartat 4.1.). Aixi mateix, els cDNAs s’empraren per a estudiar I'expressié del gen AACS

en termes d'RNA mitjangant la técnica de la PCR en temps real (veure apartat 6.5).
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6.5. PCR en temps real.

La PCR a temps real permet la quantificacié de I'expressié d’'un gen en termes dmRNA
de manera més sensible i rapida que la técnica del Northern blot. L’'RNA retrotranscrit a cDNA
és amplificat per PCR. Durant 'amplificacié es fa un seguiment de la reacci6é a temps real ja
que en la mescla de la reaccié s’incorporen reactius que emeten fluorescéncia al unir-se
especificament a la seqliéncia amplificada (Tagman®) o bé quan s’intercalen en el DNA de
doble cadena (SYBR-Green).

En el present treball s’ha emprat el sistema TagMan® Gene Expression Assays (Applied
Biosystems). La caracteristica principal és I'is de tres oligonucledtids en la reacci6é de la PCR.
Dos dels oligonucleodtids (forward i reverse) permeten I'amplificacid del producte al que
s’hibridara el tercer oligonucleotid, la sonda fluorogénica Tagman®. Aquesta sonda conté un
marcador reporter fluorescent a I'extrem 5’ i un quencher al 3'. Mentre la sonda esta intacta la
proximitat del quencher redueix la fluorescéncia emesa pel reporter. Si s’amplifica el gen diana,
la sonda s’hibrida a la seqiiéncia complementaria i, mitjangant I'activitat 5’-3’ exonucleasa de la
Taq polimerasa, és degradada. Aquesta ruptura de la sonda separa el reporter del quencher,
fet que provoca I'emissioé de fluorescéncia a temps real, que és directament proporcional a la

concentracioé de la sequéncia diana.

Les reaccions es dugueren a terme en ABI PRISM ® 7700 Sequence Detection System

(Applied Biosystems) en plaques de 96 pouets.

Reaccié PCR:
Platinum® quantitative PCR SuperMix-UDG 12.5 uL
with ROX (Invitrogen ref. 11743-100)

TagMan® Gene Expression Assays 1.25uL
cDNA 150-250 ng
H,O0 g.s.p. 25 uL

Condicions d’amplificacio:

50C 2 minuts

95T 10 minuts

95C 15 segons (40 cicles)
60C 1 minut

La técnica de la PCR en temps real ha sigut utilitzada per a 'estudi de I'expressio dels
gens AACS (ref. Rn 00576635-m1) i SREBP-1c (ref. Rn 01495759-m1) en fetge (225 ng) i teixit
adipds blanc (180 ng) de rata. En ambdos casos s’ha emprat la deteccié del gen 36B4 (ref. Rn

00821065-g1) com a normalitzador.
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7. OBTENCIO | ANALISI DE PROTEINES.
7.1. Obtencio d’extracte cru de proteines a partir de cél-lules en cultiu.

Es recolliren les cél-lules en PBS 1X i es centrifuga a 3000 rpm 10 minuts. Posteriorment
es va resuspendre el pellet cellular en PBS suplementat amb inhibidors de proteases (0.1 mM
PMSF (Sigma ref. P7626), 2 ug/mL leupeptina, 200 U/mL aprotinina) i es sotmeté a 3 cicles de
congelacio-descongelacio (N, liquid — 37T). Després d’aquest tractament, les cél-lules
rompudes eren centrifugades a 15000 rpm 5 minuts i 4C, separant-se aixi I'extracte de

proteines (sobrenedant).

Alternativament es dugué a terme la lisi del pellet de cél-lules en presencia de NP40
buffer o RIPA buffer (1 mL per 10" cél-lules/ placa de 100 mm) suplementat igualment amb
inhibidors de proteases, mitjangant la seva incubacié a 4T en una plataforma oscil-lant durant
15 minuts. Els lisats cel-lulars es centrifugaren a 15000 rpm i a 4T durant 15 minuts i es

recupera el sobrenedant.

Els extractes proteics es congelaren a -80T fins a | seu analisi posterior.

NP 40 buffer:
Tris-HCI pH 8 50mM
NP-40 1%
NaCl 150mM

Es suplementa extemporaniament amb inhibidors de proteasa: 2 pg/mL leupeptina, 200
U/mL aprotinina i PMSF 0.1 M (Sigma ref. P7626).

RIPA buffer:
Tris-HCIpH 7.4 50mM
NP-40 1%
Na-deoxicolat 0.25%
NaCl 150mM
EDTA 1mM

Es suplementa extemporaniament amb inhibidors de proteasa: 2 ug/mL leupeptina, 200
U/mL aprotinina i PMSF 0.1 M (Sigma ref. P7626).
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7.2. Quantificacio de proteines: métode de Bradford.

El métode de quantificacio de proteines introduit per Bradford (1976) es basa en el canvi
que es produeix en I'espectre d’absorcié del colorant Coomassie, com a conseqiéncia de la
seva adsorcid sobre molécules proteiques. La unié a proteines estabilitza la forma blava del
colorant Coomassie de manera que la quantitat del complex format és una mesura de la
concentracié de proteina quan es llegeix I'absorbancia a una longitud d’ona de 595 nm. Aquest

meétode mostra una gran sensibilitat i amplis marges de linealitat.

Pel seu Us es van seguir les indicacions del fabricant (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad,

ref. 500-0006) i s’utilitza com a proteina patré I'albumina sérica bovina (Sigma ref. A7906).

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

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

Els gels d’acrilamida consten de dues fases, la fase apiladora i la fase separadora. La
concentracio d’acrilamida d’aquesta darrera fase es va decidir en funcié dels pesos moleculars
de les proteines a resoldre en el gel, oscil-lant entre el 5% per proteines d’alt pes molecular i el

15% per proteines molt petites.

Gel apilador:
Acrilamida 5%
Tris-HCI pH 6.8 0.12 M
SDS 0.1 %

Gel separador:

Acrilamida 5-15%
Tris-HCI pH 8.8 0.37 M
SDS 0.1%
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Per a la polimeritzacié de I'acrilamida i bisacrilamida s’utilitza un agent generador de
radicals lliures, persulfat amonic al 10%, i un catalitzador de la reaccié, TEMED, que es van

incloure en una proporcié de 125 uL i 7.5 uL per cada 10 mL de gel respectivament.
Les mostres de proteines es mesclen amb tamp6 de carrega i es desnaturalitzen bullint-
les durant 5 minuts. Finalment sén sotmeses a electroforesi (15 mA gel apilador i 30 mA gel

separador).

Tampo de carrega per proteines 2X (Laemmli Buffer):

Tris-HCI pH 6.8 50 mM
SDS 2%
Glicerol 10%
Blau de bromofenol 0.012%
B-mercaptoetanol 5%

Tampé d'electroforesi:

Tris-HCI pH 8.8 25 mM
Glicina 0.19M
SDS 0.1%

Com a patrons de pes molecular de proteines s’empra el marcador Prestained Protein
Molecular Weight Marker (Fermentas ref. SM0441).

7.4. Analisi de proteines per tincié de Coomassie Brillant Blue.

Després de lelectroforesi en gel de poliacrilamida-SDS, les proteines poden ser
visualitzades per tincié amb blau de Coomassie (Coomassie® Brilliant Blue R-250, Bio-Rad ref.
161-0400). El procés inclou la tincié del gel durant 30 minuts a temperatura ambient en solucié

de tincié i la posterior submersio en solucio de destincio.

Solucio de tincié:

Blau de Coomassie 0.025%
Metanol 40%
Acid acétic glacial 7%

Solucio de destincio:
Metanol 40%

Acid acétic glacial 7%
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7.5. Analisi de proteines per immunotransferéncia: Western blot.

En la técnica de Western blot, les mostres proteiques son fraccionades en un gel de
poliacrilamida-SDS i transferides a un suport solid per ser incubades amb anticossos especifics

que permeten la identificacié de proteines especifiques.

Després de I'electroforesi, el gel de poliacrilamida-SDS va ser col-locat en contacte amb
una membrana de PVDF (Immobilon-P, 0,45um, Millipore ref. IPVH00010), entre peces de
paper Whatman® 3MM i dues esponges humides en tampo de transferéncia. El conjunt es va
disposar, submergit en tampé de transferéncia, en un suport entre dos eléectrodes on el gel va
quedar en el catode i la membrana encarada a I'anode. La transferéncia es realitza en un Mini

Trans blot (Bio-Rad) durant un temps minim de 3 hores, a4 T i 120 mA.

Tampo de transferéncia

Tris 25 mM
Glicina 0.2M
Metanol 20% (v/v)

Per a la immunodeteccié de les proteines s’empra el kit EZ-ECL™ Western blotting
detection reagent (Reactiva ref. 20-500-120). Excepte en aquells casos on s’empraren
anticossos comercials i amb protocols especifics, es segui el protocol recomanat per la casa
comercial. Breument, un cop realitzada la transferéncia es va saturar la membrana amb PBS-T
(PBS1x amb 1% de Tween20) amb un 5% de llet en pols desnatada durant tota la nit i a 4C.
Seguidament, aquesta membrana fou incubada durant 1 hora amb I'anticos primari i una altra
hora amb el secundari, realitzant-se 3 rentats amb PBS-T entre les dues incubacions i abans

de la deteccio.

A continuacié es mostra una relacié dels anticossos utilitzats en aquest treball aixi com
la seva diluci6 i el blotto emprat (PBS-T = 1 % tween; TBS-T = 0.1 % tween)

Blogueig Ab primari dilucié Blotto Ab dilucié Blotto
secundari

PBS-T 5% AACS (1h) 1:1000 PBS-T 5%llet  Conill (1h)  1:5000 PBS-T 5% llet
llet (o/n)

PBS-T 5% GST (1h) 1:2000 PBS-T 5% llet Ratoli (1h)  1:2000 PBS-T 5% llet
llet (o/n)

PBS-T 5% Myc (1h) 1:200 PBS-T 5% llet Ratoli (1h)  1:2000 PBS-T 5% llet
llet (o/n)

PBS-T 5% HA (1h) 1:200 PBS-T 5% llet Ratoli (1h)  1:2000 PBS-T 5% llet
llet (o/n)

PBS-T 5% Flag (1h) 1:5000 PBS-T 5% llet Ratoli (1h)  1:2000 PBS-T 5% llet
llet (o/n)

TBS-T5% Aclys (o/n) 1:1000 TBS-T 5% BSA Conill (1h)  1:2500 TBS-T 5% llet
llet (1 h)
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Durant el procés dimmunodeteccio, I'anticos primari reconeix els punts antigénics
presents a la membrana i el secundari és un anticos que reconeix la cadena pesada del
primari. Aquest segon anticds va conjugat a una peroxidasa de rave (Amersham Biosciences,
ref. NA934V i ref. NA931V) que oxida el luminol, passant-lo d’'un estat relaxat a un estat excitat,

i en recuperar-se emet un tipus de llum que pot ser detectada per autoradiografia.

7.6. Inmunoprecipitacié de proteines.

7.6.1. Immunoprecipitacié de proteines a partir d’extractes totals.

La immunoprecipitaci6 de proteines permet la purificaci6 d’una proteina especifica
present en un extracte cel-lular mitjangant la utilitzacié6 d’'un anticds especific generat contra
aquesta o bé emprant un anticds contra una etiqueta a la que esta fusionada la proteina
d’interés. El complex anticdos-antigen és recuperat, posteriorment, mitjancant I'addici6 a
I'extracte cel-lular d’'una suspensié de proteina A o G conjugada a agarosa, gracies a I'afinitat
que presenten aquestes proteines a la regié constant de les immunoglobulines de gran nombre

d’espécies.

En aquest treball es dugueren a terme immunoprecipitacions en extractes totals de
proteina en cél-lules HelLa transfectades amb la construcci6 mycAACS amb anticossos contra
I'epitop myc i HA (emprat com a control negatiu) seguit de Western blot amb anticossos contra
acetil-lisina amb l'objectiu d’estudiar I'acetilacié de la proteina AACS. Aixi mateix, s’empra
'anticos contra acetil-lisina conjugat a proteina G agarosa per tal d'immunoprecipitar TAACS
acetilada i realitzar Western blot contra I'etiqueta myc. En ambdos casos, el tampd
d'immunoprecipitacié era suplementat, a més de amb PMSF i inhibidors de proteases, amb
NAM (10 mM) i TSA (5 uM) per tal d’inhibir les possibles proteines desacetilases presents
durant la immunoprecipitacié. Aquestes mateixes aproximacions es dugueren a terme per a

I'analisi de les diferents construccions mycAACS delecionades o amb Lys mutades.

També es cotranfectaren cél-lules HeLa amb els plasmidis mycAACS i flagHMGCS1 i es
realitzaren experiments de coimmunoprecipitacié amb I'anticds contra myc i posterior analisi per
Western blot amb I'anticds contra flag amb I'objectiu d’estudiar si ambdues proteines formaven

part d’'un mateix complex proteic.

En tots els casos es realitza Western blot amb I'anticds contra myc o bé contra AACS de

immunoprecipitat per tal de comprovar que la immunoprecipitacié era realitzada amb éxit.
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Generalment, s'immunoprecipitaren 500 pug d’extracte proteic obtingut en NP-40 buffer
(veure apartat 7.1) que eren diluits a una concentracié d’1 ug/uL amb PBS per tal de disminuir
la concentracié de detergents presents en el tampd. Préviament a la immunoprecipitacié es
dugué a terme un pre-rentat afegint 60 uL d’'una suspensi6é de proteina G-agarosa al 50 %,
deixant-ho rodar a 4 durant 1 hora. Després d’eli minar la proteina G per centrifugacié a 2000
rom 5 minuts, s’incuba I'extracte proteic amb I'anticds immunoprecipitant d’interés o bé amb
I'anticds control (o sérum preimmune) i es deixa rodant tota la nit a 4C. Els complexes eren
recollits amb 60 pL de proteina G (50% slurry) durant 2 hores i rentats 3 vegades amb PBS
fred. El pellet fou resuspés en 60 uL de tampo de carrega per a proteines (veure apartat 7.4) i
es bulli durant 10 minuts. Es centrifugaren les mostres i es recuperaren els sobrenedants;
s’empraren 30 uL per al Western blot control (contra AACS o bé contra myc) i 30 uL per al

Western blot objectiu de la immunoprecipitacio.

Relacié d’anticossos emprats per a immunoprecipitar:
Myc (130 ug).
HA (130 pug).
Acetil-lisina (12.5 ng).

7.6.2. Assajos d’immunoprecipitacié de cromatina (ChIPs).

La técnica d'immunoprecipitacié de cromatina constitueix una eina potent en I'estudi de la
interaccié de proteines amb seqiiéncies especifiques de DNA en I'entorn de cromatina in vivo.
Aquesta técnica implica la utilitzacio de formaldehid per a fixar, en les cél-lules intactes, els
complexes proteina-proteina i proteina-DNA, seguit de la immunoprecipitaci6 d’aquests
complexes amb anticossos especifics. El DNA associat a les proteines immunoprecipitades pot
ser analitzat, després de la reversio del crosslink i la purificacié d’aquest, per técniques de
Southern blot o PCR.

7.6.2.1. Obtencio de cromatina.

Es procedi a la fixacié o crosslink de les proteines entre elles i al DNA d'1x10° céllules
en cultiu en una placa de 100 mm de diametre, afegint un 1% de formaldehid al medi de cultiu i
incubant a 37 durant 10 minuts. Després d’enretir ar el medi i rentar les cél-lules amb PBS, es

continua realitzant tots els processos a 4T i les incubacions en gel.

Per a I'obtencié de cromatina per a la posterior immunoprecipitacié6 amb I'anticos contra
Sp1, es van recollir les cél-lules en PBS, es van centrifugar a 700g durant 4 minuts i van ser
resuspeses en 1,5 mL de soluci6 dobtencié de nuclis. Després dincubar 10 minuts,
s’homogeneitza emprant un homogeneitzador manual de vidre (10 cicles amb pistil tight). Es

van obtenir els nuclis per centrifugacié a 250g durant 10 minuts i foren resuspesos en 300 pL
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de tampo de lisi. Les mostres s’incubaren 10 minuts en gel abans de dur a terme el procés de

sonicacio6 de la cromatina.

Per a I'obtencié de cromatina per a la posterior immunoprecipitacié6 amb I'anticos contra
PPARY, es va seguir el protocol descrit per Hartmant et al. (2002). Es van recollir les cél-lules
en PBS, es van centrifugar a 700g durant 4 minuts i van ser resuspeses 200 pL de tampo de
lisi. Les mostres s’incubaren 20 minuts abans de dur a terme el procés de sonicacié de la

cromatina.

En el cas d'Sp1, es realitzaren 4 cicles de sonicacié de 10 segons al 50 % de poténcia
per tal de fragmentar el DNA fixat a les proteines, generant-se fragments de entre 200 i 800 pb.
En el ChIP de PPARYy es realitzaren 5 cicles de sonicacié de 10 segons al 90 % de poténcia.
Els extractes foren centrifugats a 13000 rpm durant 10 minuts i els sobrenedants diluits 10

vegades en tampo de diluci6é de cromatina.

Les preparacions de cromatina es poden conservar a -80T fins al seu analisi.

Solucio d’obtencio de nuclis per Sp1:

Pipes-KOH pH 8 5mM
KCI 85 mM
NP-40 0,5% (v/v)

Tampo de lisi per Sp1:

Tris-HCI pH 8 50 mM
SDS 1% (p/v)
EDTA 10 mM

Tampo de lisi per PPARY:

Tris-HCI pH 8 50 mM
SDS 1% (p/v)
EDTA 5mM

Tampo de dilucié de cromatina per Sp1:

Tris-HCI pH 8 16.7 mM
Triton X-100 1% (v/Iv)
EDTA 1.2 mM
NaCl 167 mM
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Tampo de dilucié de cromatina per PPARY:

Tris-HCI pH 8 20 mM
Triton X-100 1% (v/Iv)
EDTA 2 mM
NaCl 150 mM

Tots els tampons van ser suplementats amb inhibidors de proteases (Protease Inhibitor

Cocktail Sigma ref. P8340) de forma extemporania.

7.6.2.2. Immunoprecipitacié de proteines a partir de cromatina.

Es va sotmetre la cromatina a un pre-rentat amb 80 puL proteina G Agarosa/DNA esperma
de salmé (Upstate Biotechnology ref. 16-201) durant 1 hora a 4C. En aquest punt, es va
prendre una aliquota d’'un 1% de la cromatina (10 pL), que encara no ha estat sotmesa a
immunoprecipitacié, com a control o /nput. La immunoprecipitacié d’1 mL de cromatina es va
realitzar durant tota la nit amb 20 ug d’anticos contra Sp1 o 10 pg d’anticos contra PPARYy i la
quantitat equivalent, en cada cas, de sérum preimmune. A continuacié s’afegiren 60 uL de
proteina G Agarosa/DNA esperma de salmo i es continua la incubacié durant 4 hores més en el
cas d'Sp1 i 1 hora en el cas de PPARYy. Les boles d’agarosa foren recuperades per
centrifugacié i sotmeses a rentats consecutius de 5 minuts en plataforma oscil-lant. Per a Sp1
s’empra un unic tampd amb el que es dugueren a terme 4 rentats. Per a PPARY es realitzaren
rentats consecutius en un tamp6 de baix contingut en sals, un tampé d’elevat contingut en sals i

un tampé amb LiCl per a finalment dur a terme dos rentats més amb TE.

Tampo de rentat per Sp1:

Tris-HCI pH 8 20 mM
Triton X-100 0,1% (v/v)
EDTA 2mM
NaCl 150 mM

Tampo de baix contingut en sals (PPARY):

Tris-HCI pH 8.1 20 mM
Triton X-100 1% (viv)
SDS 0,1% (p/v)
EDTA 2 mM
NaCl 150 mM
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Tampo d’elevat contingut en sals (PPARY):

Tris-HCI pH 8.1 20 mM
Triton X-100 1% (vIv)
SDS 0,1% (p/v)
EDTA 2mM
NaCl 500 mM

Tampoé amb LiCl (PPARY):

Tris-HCI pH 8.1 10 mM
NP-40 1% (v/v)
Deoxicolat 1% (p/v)
EDTA 1mM
LiCl 250 mM

Tots els tampons van ser suplementats amb inhibidors de proteases (Protease Inhibitor

Cocktail, Sigma ref. P8340 ) de forma extemporania.

7.6.2.3. Purificacio del DNA i analisi per PCR.

El pellet obtingut fou incubat 2 cops amb 250 uL de tampd d’elucioé durant 15 minuts a
temperatura ambient per tal de recuperar els complexes DNA-proteina. Es van ajuntar els dos
eluits i es va revertir el crosslink entre proteines i DNA, de I'immunoprecipitat i de linput per

separat, incubant a 65T durant 4-16 hores en presé ncia de NaCl 0.3 M.

Tampod d’elucio:
SDS 1%
NaHCO; 0.1 M

Preparar al moment. No posar en fred

Les proteines van ser digerides amb proteinasa K, afegint 10 uL d’'EDTA 0.5 M, 20 puL de
Tris-HCI pH 6.5 1 M i 20 pg d’enzim durant 1 hora a 45°C. A continuacid, les mostres es
sotmeteren a una extraccié6 amb fenol:cloroform, seguida d’una precipitaci6 del DNA amb 2

volums d’etanol i 20 ug de glicogen. EI DNA va ser dissolt en 50 pL d’aigua i analitzat per PCR.

Els oligonucleotids emprats en I'amplificacié del promotor del gen AACS de ratoli foren:
DH916ChIP i 917ChIP (posicions -263/+15 respecte a l'inici de transcripcid) i les condicions
d’amplificacio les seglents: 95T 5 minuts, 35 cicles de 95T 30 segons, 60T 30 segons, 72T

30 segons i, finalment, 10 minuts a 72<T.
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Els oligonucleotids emprats en I'amplificacié de I'ex6 17 del gen AACS de ratoli foren:
DH969ChIP i 970ChIP i les condicions d’amplificacio les seguients: 95T 5 minuts, 35 cicles de
95T 30 segons, 55T 30 segons, 72T 30 segons i, f inalment, 10 minuts a 72<T.

8. OBTENCIO D’ANTICOSSOS.

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

S’obtingueren anticossos especifics contra la proteina AACS humana mitjangant la casa
comercial Sigma Genosys. Per aix0 s’encarrega la sintesi del péptid RLNYAENLLRHKENDC
conjugat a hemocianina de lapa amb el que s'immunitzaren dos conills diferents. El protocol

d'immunitzacié dut a terme fou el segient:

Dia 0: Obtencié de sérum preimmune, injeccié de I'antigen.
Dia 14: Injecci6 de I'antigen.

Dia 28: Injecci6 de I'antigen.

Dia 35: Sagnat del conill i obtenci6 del sérum 1.

Dia 42: Injecci6 de I'antigen.

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

Dia 56: Injeccio de I'antigen.

Dia 63: Sagnat final i obtencié del sérum 3.

Els sérums obtinguts foren analitzats mitjangant la técnica de Western blot.

8.2. Purificacié de les Immunoglobulines.

Les immunoglobulines presents en el serum precipiten quan aquest és mesclat amb un

45% de sulfat amonic.

S’afegi al sérum un volum de soluci6 de sulfat amonic saturat i es deixa en agitacié a 4T
durant tota la nit. Es centrifuga a 3000g durant 30 minuts i el pellet obtingut es va resuspendre
en 0.5 vegades el volum inicial de PBS1x. Posteriorment es dialitza contra PBS1x durant tota la
nit i es torna a centrifugar a 3000g durant 30 minuts, recollint, aquest cop, el sobrenedant.

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

Els sérums obtinguts s'analitzaren mitjangant Western blot emprant extractes proteics de

GST-AACS i de diferents linies cel-lulars disponibles en el laboratori.
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La figura M-1 mostra que el serum del conill produeix anticossos especifics contra 'AACS
humana, que no es detecta en el serum preimmune del mateix. Amb 'anticos contra la GST es
detecta tant ’TAACS recombinant (GST-AACS) com la glutatio-S-transferasa (GST).
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FIGURA M-1. Obtencié d’anticossos contra ’AACS humana |. S’analitzaren extractes
proteics de GST i de GST-AACS amb el seérum preimmune d’un conill, amb el sérum del conill
ja immunitzat (dilucié 1/10000) i amb 'anticos contra la GST (dilucié 1/2000). Es carregaren 10
ug de proteina en cada carril.

Malgrat 'AACS s’expressa en la majoria de linies cel-lulars (resultats no mostrats),
quan es du a terme la immunodeteccié amb I'anticos contra 'AACS obtingut en el laboratori no

es detecten els nivells endogens de la proteina i apareix una banda inespecifica:
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FIGURA M-2. Obtencié d’anticossos contra ’AACS humana Il. Western blot amb I'anticos
contra 'AACS (dilucié 1:1000) d’extractes proteics de diferents linies cel-lulars disponibles en el
laboratori; es carregaren 10 ug de proteina total en cada carril i s’empra com a control positiu la
linia cellular induible HeLa Tet-On AACS. S’indica amb una fletxa la banda corresponent a la
proteina AACS i amb asterisc una banda inespecifica.

9. EXPRESSIO | PURIFICACIO DE PROTEINES DE FUSIO.

L’expressi6 i purificacié de proteines de fusié permet I'obtencié de grans quantitats de
proteines eucariotes. Aquestes proteines, clonades en plasmidis especifics, s’obtenen
fusionades a proteines de facil purificacio. L'expressié d’aquests cDNAs es pot dur a terme en
cél-lules bacterianes o de llevat, segons el vector de clonatge.

Durant aquest treball es va clonar el cDNA de la proteina AACS humana i el cDNA de la
proteina HMGCS1 de hamster (Gil et. al. 1986) en el vector pGEX4T3. Posteriorment, es van
expressar i purificar, a partir de cél-lules bacterianes d’E.coli BL21, les proteines de fusié GST-
AACS, per al posterior assaig enzimatic, i les proteines GST-HMGCS1, GST-
PPARY (préviament clonada en el laboratori) i GST, per a la realitzacié d’experiments de GST

pull-down.

100



MATERIALS | METODES

9.1. Induccié dels cultius.

Una colonia aillada es va fer créixer en un pre-indcul de 50 mL de LB/ampicil-lina durant
tota la nit a 37<C. Al dia segient es dilui 1:50 en 500 mL de medi LB/ampicil-lina fresc i es deixa
créixer a 30T fins que assolis una O.Dgy de 1.6 (GST-AACS; GST-PPARYy i GST) o una
O.Dgop de 0.6-0.9 (GST-HMGCS1). En aquest punt es va iniciar la inducci6é de la proteina de
fusi6 afegint al medi IPTG (isopropil-a-D-tiogalactosidasa; AppliChem ref. A1008) 0.5 mM i
mantenint el cultiu a temperatura ambient. Aquesta inducci6 es va repetir 4 hores més tard i es

recolliren les cél-lules al dia segient.

9.2 Obtencio6 de proteines.

Les cél-lules es recolliren per centrifugacié (8000 rpm 15 min), es van resuspendre en 30
mL de tampd NETN (GST-AACS; GST-PPARYy i GST) o Tampo A (GST-HMGCS1) i finalment,
es lisaren per sonicacio (6-7 polsos de 30 segons, 90% poténcia). El sonicat fou centrifugat
(10000 rpm 10 minuts 4C) per eliminar les restes c el-lulars i s’inicia la purificacioé de la proteina

de fusio aprofitant la capacitat de la glutatié-S-transferasa (GST) d’unir-se al glutatié.

El sobrenedant de la centrifugacié del sonicat es va incubar durant minim 1 hora amb una
suspensio al 50% de resina glutatio-sefarosa (Amersham Biosciences, ref. 17-0756-01), seguint
les instruccions de la casa comercial. Després de rentar tres vegades la resina amb NETN, la
proteina purificada fou eluida de la glutati6-sefarosa mitjangant el tamp6 d’elucié durant 1 hora
a 4T en rotaci6. Finalment es dialitza contra una solucié de Tris-HCI 100 mM pH 7.2 durant 12
hores a 4C.

Tampd NETN:
Tris-HCI pH 8.0 20 mM
NaCl 100 mM
EDTA 1mM
Nonidet P-40 0.5%
Tampo A:
NazPO, pH 7.0 20 mM
EDTA 1mM
Glicerol 10%

Ambdos tampons es suplementaren extemporaniament amb inhibidors de proteasa
(Protease Inhibitor Cocktail, Sigma ref. P8340), PMSF 0.1 mM (Sigma ref. P7626), DTT 1 mM i
Trité 1%.

101



MATERIALS | METODES

Tampé d’elucié:
Tris-HCI pH 9.0 50 mM
Glutatié reduit 20 mM

10. ASSAIG AACS.

L’activitat AACS es va mesurar per la formacio de la forma endlica de I'acetoacetil-CoA a
303 nm i 30C (Stern et al, 1956), emprant un coeficient d’extinci6 molar aparent de
I'acetoacetil-CoA de 7.1x10° M™"-cm™.

ATP (Sigma ref. A7699) i CoA (Sigma ref. C3144) s’empraren com a les sals de Na o
Tris, i 'acetoacetat (Sigma ref. A8509) com a sal de Li, ja que els cations monovalents, Na",
Tris"i Li*, no afecten a I'activitat enzimatica sota les condicions experimentals assajades.

Les reaccions es van realitzar en un volum final de 500 pL.

Mescla de reaccio:

Tris-HCI pH 8.4 100 mM
MgCy, 2.5mM
KCI 50 mM
Acetoacetat 0.2 mM
CoA 0.05 mM
ATP 2 mM

Les reaccions es van incubar a 30C durant 3 minuts en cubeta de quars, s’afegi la
proteina recombinant i purificada GST-AACS (1ug) sobre la mescla de reaccio, es va mesclar i
es va mesurar I'absorbancia a 303 nm (UV-1603 spectrophotometer, Shimadzu) en el temps

indicat.

10.1. K, per acetoacetat.

La constant d’afinitat per 'acetoacetat (K,,) es va obtenir assajant la proteina GST-AACS
en preséncia de concentracions creixents d’acetoacetat (de 0.01 mM a 0.2 mM), mantenint
constant la concentraciéo d’ATP (2 mM) i de CoA (0.05 mM). El temps d’assaig va ser d’1 minut.

10.2. K, per ATP.

La constant d’afinitat per 'ATP (K,,) es va obtenir assajant la proteina GST-AACS en

preséncia de concentracions creixents d’ATP (de 0.05 mM a 2 mM), mantenint constant la

concentracié d’acetoacetat (0.2 mM) i de CoA (0.05 mM). El temps d’assaig va ser de 5 minuts.
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10.3. K, per CoA.

La constant d’afinitat pel CoA (K,) es va obtenir assajant la proteina GST-AACS en
preséncia de concentracions creixents de CoA (de 0.0025 mM a 0.2 mM), mantenint constant la

concentraci6 d’acetoacetat (0.2 mM) i d’ATP (2 mM). El temps d’assaig va ser de 20 segons.

Es van representar els inversos de la velocitat de cada punt d’assaig respecte als
inversos de concentracié de substrat (representacié de Lineweaver-Burk) per tal d’obtenir els

valors de K,
11. TRANSCRIPCIO | TRADUCCIO IN VITRO.

Els protocols de transcripcié i traduccié in vitro permeten I'obtencié de proteina
directament de plasmidis que contenen els cDNAs de les proteines a sintetitzar clonats
immediatament a continuacié dels promotors T7 o SP6 (descrits en els Apéndix). Aquestes
proteines transcrites i traduides in vitro s’empraren en experiments de GST pull-down, ja que
es va substituir la metionina freda de la mescla de reacci6 per [358]-metionina, obtenint-se

proteines marcades radioactivament.

Els kits emprats van ser TNT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation i TNT® SP6
Quick Coupled Transcription/Translation System (Promega, ref. L1170 i L2080,
respectivament), amb els que la transcripci6 (RNA polimerasa) i la traduccié (en lisats de
reticulocit de conill) es realitzen de manera sequencial i simultania en un sol tub. Les
incubacions es van realitzar, seguint les instruccions de la casa comercial, a 30T durant 90

minuts.

Reaccio de TnT (Reaccioé complerta Vf=50ulL):

DNA plasmidic 1 ug
Extracte de reticulocits 40 pL
Metionina 1L
Aigua lliures de nucleases q.s.p. 50 uL

12. ASSAIG DE GST PULL-DOWN.

Els assaigs de GST pull-down permeten descriure interaccions proteina-proteina in vitro,
estant una de les proteines fusionada a la glutatié-S-transferasa (GST). El métode es basa en
posar en contacte la proteina de fusi® amb una segona proteina i purificar els complexes
proteics formats entre ambdues, aprofitant la unié de la GST al glutatié. La preséncia o no de la
segona proteina unida a la proteina de fusid sera revelada mitjangant electroforesi en gel de

poliacrilamida-SDS seguit de fluorografia o Western blot.
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En aquest treball s’estudia la interaccié entre la AACS i la HMGCS1 aixi com de les

proteines Sp1 i PPARy mitjangant experiments de GST pull-down.

12.1. Reaccio6 d’uni6.

S’incubaren 10 pg de proteina de fusio indicades en cada cas amb 10 uL de proteina
traduida i transcrita in vitro en 1 mL de tampd d’unié durant 3 hores a 4T en rotacié. Passat
aquest temps, s’afegi a la mescla de reaccié 50 yL de resina glutatié sefarosa per la posterior

purificacio i s’incubaren durant 1 hora més a 4T e n rotacié.

Tampo6 d’unio (preparacié extemporania):

Llet desnatada 0.5%
DTT 1 mM
Inhibidors de proteases 1x

NETN qg.s.p. 1mL

12.2. Recuperacio dels complexes proteina GST i deteccio de la interaccié.

Es recolliren les mostres per centrifugaci6 a 2000 rpm durant 1 minut. La resina
obtinguda es va rentar a temperatura ambient amb NETN tres vegades i es va barrejar amb
tamp6 de carrega de proteines per poder ser resolta en un gel de poliacrilamida-SDS. La

interaccid va ser detectada per fluorografia.
12.3. Fluorografia.

Aquesta técnica s’utilitza per detectar proteines resoltes en un gel de poliacrilamida-SDS

marcades radioactivament amb [*°S]-metionina.

Després de I'electroforesi, es fixa el gel amb una solucié d’acid acétic al 7% durant com a
minim 1 hora i es deshidrata amb DMSO (dos rentats de 30 minuts). Seguidament, s’incuba
durant 3 hores amb una solucié de PPO al 20% en DMSO i finalment fou rehidratat amb aigua
durant 1 hora. El gel rehidratat es va mantenir durant 30 minuts submergit en una solucié de
glicerol 5%/metanol 30%, intentant minimitzar les possibilitats de trencament en sotmetre’l al

procés d’assecament (80C 120 minuts en un assecado r per buit de BioRad).

Alternativament, després del procés de fixacid, s’'incuba el gel en Amplify Solution (GE
Healthcare ref. NAMP100) durant 15-30 minuts per finalment ser incubat en una solucié de
glicerol 5%/metanol 30%, intentant minimitzar les possibilitats de trencament en sotmetre’l al

procés d’assecament (80C 120 minuts en un assecado r per buit de BioRad).
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Un cop sec, s’exposa el gel a una pel-licula autoradiografica amb pantalla intensificadora

(intensifying screen Sigma ref. Z37,425-3).

13. EXPERIMENTS DE PULL-DOWN AMB OLIGOS BIOTINILATS.

Aquesta técnica permet determinar si una proteina és capag¢ d’'unir-se a un fragment de
DNA conegut que es troba biotinilat. La biotinilacié permet recuperar els complexes proteics
associats al DNA a lincubar la mescla amb una resina amb avidina (KD interaccié avidina-
biotina = 10-15 M). La identitat de les proteines que formen part d’aquest complex proteic es

posa de manifest mitjangant SDS-PAGE i posterior analisi per Western blot.

Es realitzaren experiments de pull-down emprant els oligonucleotids biotinilats DH925 i
DH926 (coordenades -97/-33 respecte a l'inici de transcripcid), per tal d’estudiar el reclutament
de les proteines Sp1 i PPARy sobre aquesta seqiéncia. S’empraren els oligonucleotids
biotinilats Sp1-AACS-MutF i Sp1-AACS-MutR, com a control negatiu.

13.1. Annealing dels oligonucleétids biotinilats.

Per a la hibridacio dels oligonucleotids biotinilats, es realitza una incubaci6é de 5 ug de
I'oligonucledtid A i 5 ug de 'oligonucledtid B en preséncia de 3 uL de NaCl 5 M i TE pH 8.0 en
un volum final de 100 pL a 65T durant 10 minuts seguit d’'una incubaci6é a temperatura ambient

durant 20 minuts més.

13.2. Obtencio dels extractes proteics.

Després d’enretirar el medi i rentar les cél-lules amb PBS, es continua realitzant tots els
processos a 4T. Es recolliren les cel-lules en 300 pL de tampd HKMG i s’incubaren en gel
durant 20 minuts. Posteriorment foren sonicades realitzant 2 cicles de 30 segons cada un

(reposant 30 segons) i centrifugades a 14000 rpm durant 10 minuts i a 4C.

Tampé HKMG:
HEPES pH 7.9 10 mM
KCI 100 mM
MgCl, 5mM
Glicerol 10%
NP-40 0.5%

Es suplementa extemporaniament amb 1 mM DTT, inhibidors de proteases (Protease
Inhibitor Cocktail, Sigma ref. P8340) i PMSF 0.1 mM (Sigma ref. P7626).
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13.3. Reaccié d’unio de la proteina al DNA biotinilat.

Un cop equilibrada la resina TetralinkTM avidin Resin (Promega ref. V2591) amb tampd6
d’uni6 durant 1 hora a 4T, es realitza un pre-rentat mitjangant la incubacié de 200 ug
d’extractes proteics en un volum final de 500 uL (amb tampé HKMG) amb 40 uL de resina
durant 1 hora en plataforma rotatoria. Passat aquest temps es centrifuga a 1000 rpm durant 5
minuts i el sobrenedant s’incuba, durant tota la nit en agitacié amb 1 ug d’annealing d’oligos

biotinilats i 10 ug de polidldC per tal d’afavorir les unions especifiques.

13.4. Recuperacié dels complexes proteina-DNA biotinilat i identificacié de les

proteines implicades.

Les proteines unides al DNA foren recol-lectades amb 40 uL de resina (equilibrada)
durant 2 hores en agitacio i es realitzaren 4 rentats amb el tamp6é HKMG. Els complexes foren
dissociats mitjancant I'addici6 de 36 uL de tampé de carrega de proteines 2x i bullint les
mostres durant 5 minuts. Les proteines es van sotmetre a SDS-PAGE seguit de Western blot

amb els anticossos especificats en cada cas.

14. ANALISI DE LiPIDS: EXPERIMENTS D’INCORPORACIO DE '“C ACETAT A
COLESTEROL.

Aquesta técnica permet I'analisi de la sintesi de novo de colesterol, després d’incubar les
cel-lules en un medi lliure d’esterols i amb [1-14C] acid aceétic, i realitzar una extraccié de lipids
pel métode de Folch (1969). Finalment s’analitza el contingut lipidic mitjangant cromatografia en

capa fina i s’identifica la identitat del colesterol per addicié d’un patré.

Es realitzaren aquest tipus d’experiments en celllules HeLa Tet-On® i HelLa Tet-On
AACS amb la finalitat d’analitzar I'efecte de la sobreexpressié del gen AACS en la sintesi de
novo de colesterol a partir de cossos cetonics. Aixi mateix, es realitzaren experiments de
competicié del "*C acetat mitjancant la incubacioé de les cél-lules en concentracions creixents

d’acetoacetat i B-hidroxibutirat no marcats radioactivament.

14.1. Incubacié de les cél-lules amb [1-14C] acid acétic.

Es plaquejaren 0,5x10° céllules en plaques de 35 mm de diametre i al mati segtient es
substitui el medi de cultiu per un medi amb un 2% de sérum deficient en lipoproteines (Sigma

ref. S-5394) i 2 uCi de [1-14C] acetat sodic (sal sodica, 57 mCi/mmol, Amersham ref. B287).

Després de 24 hores, es recolliren les cél-lules per tal de dur a terme I'extraccio de lipids.
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14.2. Extraccio de lipids.

El métode d’extraccié de lipids és el descrit per Folch et al. (1969) i consisteix en
successives extraccions de lipids cel-lulars mitjangant una mescla de cloroform:metanol en

proporcio 2:1.

Es netejaren les cél-lules amb PBS i es recolliren en 1 mL de metanol: PBS (2:3). Es
centrifuga a 3000 g durant 10 minuts i es neteja el pellet amb 1 mL de PBS. Es repeti la
centrifugacio i es va resuspendre el pellet amb 200 uL NaCl 0.2 M i es congela rapidament en
N,. S’afegiren 700 uL de reactiu de Folch (cloroform:metanol en proporcié 2:1) i 50 uL KOH
0.1 M. Es vorteja realitzant tres polsos de 10 segons i es centrifuga a 2000 g durant 5 minuts.
La fase inferior o organica es neteja amb 200 uL d’una soluci6 de metanol:H,O:cloroform
(48:47:3) que es vorteja, realitzant tres polsos de 10 segons. Finalment es centrifuga 'emulsio
a 2000 g durant 5 minuts i es recolli la fase organica inferior, que es passa a un nou tub i que
fou evaporada en Speed Vac® Plus SC110A (Savant).

14.3. Sistema cromatografic.

Els lipids cel-lulars extrets foren resuspesos en 30 pL de cloroform i es separaren
mitjancant cromatografia en capa fina sobre silica gel TLC (Merck ref. 1.05748) en el solvent
éter de petroli:etil éter:acid acétic ( 80:20:1). La identitat del colesterol format es determina
emprant com a patré [14C] colesterol (NEN Products ref. NEC-018).

Les membranes foren exposades a plaques d’europi per al posterior escaneig emprant el
software STORM 840 Gel and Blot Imaging System (Amersham Biosciences) i es quantificaren
amb el programa Image Quant TL (Amersham Biosciences).

15. CULTIUS CEL-LULARS.

15.1. Linies cel-lulars establertes.

15.1.1. Condicions de cultiu.

Linia cel-lular Medi de cultiu Sérum

HepG2 MEM 10 % FBS
Hek293 DMEM 10 % FBS
Cos7 DMEM 10 % FBS
HelLa DMEM 10 % FBS
Mev-1 Ham’s F12 10 % FBS
3T3L1 DMEM 10 % FBS
3T3-F422A DMEM 10 % FBS
HIB-1B DMEM:F12 10 % FBS
CaCo-2 DMEM 10 % FBS
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Els medis de cultiu DMEM i MEM foren suplementats amb bicarbonat sodic (3 g/L i 2.19
g/L, respectivament) i tots els medis de cultiu amb L-glutamina (2 mM), antibiotics (100 U.l./ mL
penicil-lina G i 0.1 mg/mL d’estreptomicina; GibcoBRL ref. 15140-122 ) i 10% FBS. Les cel-lules
es van créixer adherides a una placa, a 37C i 5% CO,, en un incubador humidificat.
Periodicament les plaques es ftripsinitzaren a diferents dilucions, depenent del nimero de
cél-lules i del tipus cel-lular. Es va treballar en campana esteéril de flux laminar amb reactius i

material estérils.

15.1.2. Congelacié de cél-lules.

Les ceél-lules es conservaren congelades en nitrogen liquid. Un cop tripsinitzades i
centrifugades (1500 rpm 5 minuts), les cél-lules a congelar es van resuspendre en medi de
creixement suplementat amb 5-10% de Dimetilsulfoxid (DMSO), segons indicacions de 'ATCC.
El procés de congelaci6 es va realitzar en un criotub, disminuint la temperatura de les cél-lules

gradualment durant 2-3 dies, mantenint-les a -80C en un tanc d’isopropanol.

15.1.3. Descongelacié de cél-lules.

Les céllules es van descongelar a 37C, augmentant la temperatura rapidament. El
contingut d’un vial congelat de les linies amb qué es va treballar es va resuspendre en 10 mL
de medi de creixement fresc i es va afegir a una placa de 100 mm. El medi es canvia quan les

cél-lules s’adheriren (5-6 h) per tal d’eliminar el DMSO.

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

la majoria de linies cel-lulars.

15.1.4. Linia cel-lular 3T3L1.

La linia cel-lular 3T3L1 deriva de la linia cel-lular murinica 3T3, que fou obtinguda a partir
de cél-lules disgregades d’embrions de ratoli Swiss albino. Es tracta d’'una linia cel-lular
preadipocitaria, amb morfologia de fibroblast, capag¢ de diferenciar-se a adipocits blancs ja que
arresta el creixement de manera espontania quan arriba a confluéncia i pot ser induida a la
diferenciacio pel tractament amb hormones o drogues com ara la insulina, glucocorticoides o
isobutilmetilxantina (revisat per Spiegelman et al., 1993).
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15.1.4.1. Diferenciacio de ceél-lules 3T3L1.

48 hores després de que el cultiu assolis la confluéncia, la linia cellular fou induida a la
diferenciacio per addicié de medi de diferenciacio 1 (dia 0). Dos dies després es canvia el medi
a medi 2 (dia 2) i a dia 4 es mantingueren les cél-lules en DMEM 10%FBS. El medi de cultiu es

substitui per medi fresc cada 48 hores. La diferenciaci6é és complerta a dia 8.

Medi de diferenciacié 1:

DMEM suplementat amb 10% FBS, L-Glutamina 2 mM, antibidtics (estreptomicina 100
U/mL i penicil-lina 0.1 mg/mL)

insulina (Sigma ref. 11882) 5 ng/mL

Dex (Sigma ref. D4902) 0.25 uM

IBMX (Sigma ref. [7018) 0.5mM

Medi de diferenciacio 2:
DMEM suplementat amb 10% FBS, L-Glutamina 2 mM, antibidtics (estreptomicina 100

U/mL i penicil-lina 0.1 mg/mL)
Insulina 5 ug/mL

Medi de cultiu:
DMEM suplementat amb 10% FBS, L-Glutamina 2 mM, antibidtics (estreptomicina 100
U/mL i penicil-lina 0.1 mg/mL)

15.1.4.2. Tincio Oil Red O.

La tincié Oil Red O permet la tinci6 de lipids de les cél-lules per a la seva posterior
observacidé al microscopi optic. Permet distingir els vacuols lipidics presents als adipocits
diferenciats, essent doncs un index del grau de diferenciacidé que presenten les cél-lules.

Després de rentar les cél-lules amb isopropanol al 65%, s’incubaren durant 20 minuts en
solucié de tincié (solucié sobresaturada de Oil Red O (Sigma ref. O0625) en isopropanol al
65%). Després de realitzar un primer rentat amb isopropanol al 65% i de dos a tres més, amb
aigua destil-lada, s’observaren les cél-lules al microscopi optic.

15.2. Cultius primaris.

15.2.1. Cultiu primari de teixit adipos.

El teixit adipés blanc (TAB) emprat per a la generaci6é del cultiu primari es va obtenir a

partir del diposit subcutani de rates mascle de la soca Sprague-Dawley d’'uns 200 grams de pes
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i 6 setmanes de vida, mantingudes en unes condicions d’estabulacié estandard i alimentades
amb una dieta equilibrada de laboratori i aigua ad libitum. El protocol que es va seguir és una

adaptaci6 del descrit per Bjorntorp et al. (1978).

Préeviament a la dissecci6, els animals foren anestesiats mitjangant una injeccid
intraperitoneal d’'una mescla de ketamina (90 mg/Kg; Imalgéne 1000 (Merial)) i de xilacina (10
mg/kg; Rompum (Bayer Healthcare)). Un cop extret el TAB es disposa en una placa de Petri
amb 10 mL de solucié de rentat i es passa a treballar en campana. Es dugueren a terme dos
rentats més en la mateixa solucié i es realitza una digestid® mecanica del teixit amb tisores. El
teixit disgregat s’introdui dins un tub amb solucié de digestié préviament temperada (10 mL/ g
de teixit) i s’incuba a 37T en agitacié durant 1 h ora, realitzant-se una agitaci6 manual cada 10-
15 minuts. Passat aquest temps, el teixit, totalment disgregat, fou filtrat a través d’'una maia de
nil6 de 250 p i es centrifuga a 250g durant 10 minuts a temperatura ambient. El sobrenedant,
que contenia els adipocits blancs madurs i el medi de digestid, fou eliminat amb pipeta Pasteur.
El pellet, amb la fraccid estromal vascular, fou resuspés en 2 mL de DMEM. Es filtra i es
centrifuga aixi com s’ha indicat anteriorment i es resuspengué el pellet en 1 mL de tampé de lisi
per tal de lisar els eritrocits. Es torna a centrifugar i el pellet obtingut fou resuspés en el medi de
cultiu. Finalment es contaren les cél-lules per plaquejar-les a una densitat de 4.5 x10° céllules

per placa de 60 mm.

Solucio de rentat:

NaCl 0.135 M
KCI 4.7 mM
CaCl, 2.5mM
MgSO, 1.25 mM
Hepes 10 mM
NaH,PO, 25 mM
Na,HPO, 1.25 mM

afegir 1% (w/v) BSA extemporaniament (Sigma ref. A7906)

Solucio de digestio:

Soluci6 de rentat suplementada extemporaniament amb:
BSA 3.5% (w/v)
Glucosa (Sigma ref. G7528) 0.5 mg/mL
Colagenasa tipus I
(Sigma ref. C6885) 1 mg/mL

Solucié de lisi:

Tris 17 mM
NH,CI 0,83%
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Medi de cultiu:
DMEM suplementat amb 10% FBS, L-Glutamina 2 mM, antibidtics (estreptomicina 100
U/mL i penicil-lina 0.1 mg/mL), fungizona 1.25 pug/mL (Gibco ref. 15290-026).

15.2.1.2. Diferenciacié del cultiu.

48 hores després de que el cultiu assolis la confluencia, fou induit a la diferenciacié per
I'addicié de medi de diferenciacié 1 (dia 0). Dos dies després es substitui el medi de cultiu per
medi 2 i es mantingué el cultiu cel-lular en aquest medi fins al final de I'experiment, canviant el

medi per medi fresc cada 48 hores. La diferenciacioé és complerta a dia 8.

Medi de diferenciacio 1:
DMEM suplementat amb 10% FBS, L-Glutamina 2 mM, antibiotics (estreptomicina 100
U/mL i penicil-lina 0.1 mg/mL), fungizona 1.25 pug/mL (Gibco ref. 15290-026).

Insulina (Sigma ref. 11882) 10 pg/mL
Dex (Sigma ref. D4902) 0.25 uM
IBMX (Sigma ref. 17018) 0.5mM

Medi de diferenciacio 2:
DMEM suplementat amb 10% FBS, L-Glutamina 2 mM, antibiotics (estreptomicina 100
U/mL i penicil-lina 0.1 mg/mL), fungizona 1.25 pug/mL (Gibco ref. 15290-026).

Insulina 10 pg/mL

15.2.2. Obtencié d’hepatocits.

L’obtencié d’hepatdcits es realitza segons el protocol de Seglen et al. (1973). S’empraren
rates mascle de la soca Sprague-Dawley d’uns 200 grams de pes i 6 setmanes de vida,
mantingudes en unes condicions d’estabulacié estandard i alimentades amb una dieta

equilibrada de laboratori i aigua ad libitum.

Els animals foren anestesiats mitjangant una injecci6 intraperitoneal d’'una mescla de
ketamina (90 mg/Kg; Imalgéne 1000 (Merial)) i de xilacina (10 mg/kg; Rompum (Bayer
Healthcare)) i es realitza una laparotomia que permetés I'accés al fetge. Es va canular la vena
porta amb un catéter de 16G x 2” i es talla la vena cava inferior per tal d’iniciar un circuit a una
velocitat de 50 mL/min mitjan¢ant uns bomba peristaltica (Minipuls 3 Peristaltic Pump MP3 de
Wilson) amb diferents tampons temperats a 37° i sota constant oxigenacié (oxigen C-45; puresa
99.95% de Carburos Metalicos). Primerament, es perfusiona el fetge amb 500 mL de tampo6 1
amb I'objectiu de netejar el circuit sanguini; durant aquesta fase el fetge adquireix una tonalitat
blanquinosa. Posteriorment, es feren passar 500 mL de tampd 2, que conté col-lagenasa A de

tipus IV (Sigma ref. C5138), iniciant-se aixi la disgregaci6 del teixit. Es talla el fetge i es posa en
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un vas de precipitats amb 50 mL de tampéd 2, que continua essent oxigenat i es dugué a terme
una disgregacié mecanica amb I'ajut d’'unes pinces fins a obtenir una suspensié completament
térbola. Per tal de netejar i purificar les cél-lules vives, aquesta suspensio6 cel-lular fou filtrada a
través d’'una maia de nilé i fou sotmesa a tres centrifugacions seguides (1000 rpm 3 minuts a
4<C) resuspenent-se cada cop amb el tamp6 3. El pre cipitat final fou resuspés en medi de
diferenciacio i es sembraren 9x10° cél-lules per placa de 100 mm. A les 4 hores es substitui el

medi per medi de cultiu fresc i es mantingué en aquestes condicions durant tot I'experiment.

El cultiu d’hepatocits es pot mantenir durant 4-5 dies; passat aquest temps, les cél-lules
es desdiferencien a fibroblasts.

Tampo 1: medi equilibrat de sals de Hanks, lliure de calci i magnesi:

KCI 5.4 mM
KH,PO, 0.44 mM
NaCl 137 mM
Na,HPO, 0.33 mM
Extemporaniament es suplementa amb:
NaHCO; 4.2 mM
Hepes 20 mM
Glucosa 5.5 mM
EGTA 0.5mM

Tampo 2: medi L-15 de Leibovitz:

KCI 5.4 mM
KH,PO, 0.44 mM
MgCl,-6H,0 0.98 mM
MgSO,47H,O 0.81 mM
NaCl 137 mM
NaHPO, 0.33 mM
Extemporaniament es suplementa amb:
CaCl-2H,0 5 mM
Hepes 20 mM
GlucosA 5.5 mM
Colagenasa tipus IV 0.15 mg/mL
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Tampo 3: medi L-15 de Leibovitz:

Extemporaniament es suplementa amb:

CaCl-2H,0 1.3 mM
Hepes 20 mM
Glucosa 5.5 mM

Albumina Sérica Bovina fraccio V.. 1%
Préviament a la suplementacio, els tres tampons es gasejaren amb carbogen durant 20

minuts i s’ajusta el pH a 7.4

Medi de diferenciacio:

DMEM suplementat amb 10% FBS, L-Glutamina 2 mM, antibidtics (estreptomicina 100
U/mL i penicillina 0.1 mg/mL)

Glucosa 10 mM

Insulina (Sigma ref. 11882) 100 nM

Dex (Sigma ref D4902) 100 nM
Medi de cultiu:

DMEM suplementat amb 10% FBS, L-Glutamina 2 mM i antibiotics (estretomicina 100
U/mL i penicil-lina 0.1 mg/mL)

16. TRANSFECCIONS CEL-LULARS.

Els protocols d’introduccié de DNA en l'interior de les cél-lules eucariotes (transfeccio)
s6n molt variats i conceptualment molt diferents. En aquest treball es van emprar dos métodes
de transfeccio6 diferents depenent del tipus cel-lular: la formacié de precipitats de fosfat calcic i
DNA que poden ser incorporats per les cellules, i la creaci6 de complexes lipidics que

embolcallen el DNA i en faciliten la seva entrada.

16.1. Transfeccio transitoria.

L’estudi de la regulaci6é transcripcional de promotors per factors de transcripcid i/o
determinats tractaments es va dur a terme mitjancant transfeccions transitories de cellules
eucariotes. També es va emprar per a la sobreexpressié de la proteina AACS etiquetada amb
myc. La transfeccié transitoria permet la introduccié de DNA a linterior de cél-lules eucariotes
durant un periode de temps curt (2-3 dies) ja que no es forga de cap forma el manteniment del

DNA a les céel-lules durant les successives replicacions.
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16.1.1. Métode del fosfat calcic.

El métode del fosfat calcic (Wigler et al., 1977; Maitland et al., 1977) es basa en la
formacié de precipitats de DNA que poden ser internalitzats per la cél-lula. EI DNA coprecipita
amb el fosfat calcic, que I'engloba i facilita la seva entrada a la cél-lula fins al nucli. Un cop en el

nucli, els plasmidis utilitzen la maquinaria de la cél-lula per expressar els gens clonats.

El dia abans de I'experiment, es plaquejaren les cél-lules a una densitat de 0.5-1x10°
cel-lules/ pou de 35 mm (Multiwells 6 pous; NUNC, ref. 150239). Tots els punts de cada
experiment es van realitzar per duplicat. 2-3 hores abans de comengar la transfeccio, es canvia
el medi de cultiu i es prepararen els precipitats de la transfecci6 afegint la solucié A (DNA-clorur
calcic) gota a gota i en agitacié constant sobre la solucié B (HBS2x). En tot moment s’evita la
formacié de concentracions locals elevades de clorur calcic que provocarien la precipitacié
brusca del DNA i la reduccié de I'eficieéncia de transfeccio. Els precipitats formats foren incubats
a temperatura ambient durant 20 minuts, i posteriorment es van afegir, gota a gota, a la placa
que contenia les cél-lules a transfectar. 24 hores després de la transfeccio, es netejaren les
céllules amb PBS per tal d’eliminar els precipitats no internalitzats i s’afegi el medi de
creixement nou, que en determinats casos contenia lligants especifics (o vehicle). Al dia

seglent es recolliren les cél-lules i es procedi al seu analisi (veure apartat 16.3).

Solucio A (per plaques de 35mm):

DNA 3-5 Mg
CaCl, 2M 125 uL
Aigua qg.s.p. 125 uL

Solucio B (per plagues de 35mm):
HBS2x 125 uL

HBS2X (Hepes Buffered saline) pH 7.1:

HEPES pH7.1 50 mM
NaCl 280 mM
Na,HPO, 1.5 mM

PBS (Phosphat Buffered Saline) pH 7.1:

NaCl 137 mM
KCI 2.7 mM
Na;HPO, 4.3 mM
KH,PO,4 1.4 mM
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Generalment, s’empra el metode del fosfat calcic per a la transfeccié de la linia cel-lular
HepG2. En plaques de 35 mm es transfectaren 0.5 ug de plasmidi reporter, 1ug de plasmidi
d’expressio i 60 ng de plasmidi control de la transfeccié (pRL-CMV). La quantitat de DNA
transfectat a cada punt d’'un mateix experiment es va ajustar amb pBluescript SK+/- o vector

buit perqué sempre fos la mateixa.
16.1.2. Métode de formacié de liposomes.

Es basen en la formacié de complexes entre lipids cationics i DNA, que tenen afinitat per
la membrana, permetent aixi I'entrada en l'interior cel-lular. Els metodes de transfeccidé amb
reactius lipidics van ser utilitzats en aquelles linies que presentaven eficiéncies de transfeccid
baixes amb el métode del fosfat calcic, ja que ofereixen percentatges de transfeccid més

elevats, perd s6n més cars.
16.1.2.1. Lipofectamine™ LTX Reagent.

Les transfeccions amb Lipofectamine™ LTX Reagent (Invitrogen ref. 15338-100) es van

realitzar segons les indicacions de la casa comercial.

El dia abans de l'experiment, es plaquejaren les cél-lules a una densitat de 1x10°
cel-lules/placa de 100 mm (Cultek, ref. 430167). Es diluiren 10 ug de plasmidi a sobreexpressar
en 2.5 mL de DMEM lliure d’antibiotic i s’afegiren 19.5 uL de Lipofectamine”” LTX Reagent en
condicions d’esterilitat. La mescla de transfeccié s’'incuba durant 30 minuts a temperatura
ambient i s’afegi sobre el medi de cultiu de les cél-lules a transfectar. 12 hores després de la
transfeccio es canvia el medi de cultiu per medi fresc i es dugueren a terme tractaments amb
reactius especifics. 24 hores després del tractament es recolliren les cél-lules i es procedi a

I'analisi de la sobreexpressio de les proteines transfectades.
16.1.2.2. FUGENE®6.

Les transfeccions amb FUGENE®6 (Roche, ref. 18115075) es van realitzar segons les
indicacions de la casa comercial, preparant primer els complexes DNA-FUGENE®® i dipositant-

los, després, sobre les cél-lules a transfectar.

El dia abans de I'experiment es plaquejaren les cél-lules a una densitat determinada
depenent de la superficie de placa a transfectar (O.5-1x105 cél-lules/ placa de 35mm i 10°
cél-lules/ pou en placa de 12 pous). Tots els punts de cada experiment es van realitzar per
duplicat. Els complexes DNA-FUGENE®6 es prepararen a partir de dues solucions, A i B, que
contenien, respectivament, el DNA a transfectar i el FuGENE®6. La solucié B (reactiu lipidic +

medi de cultiu lliure de sérum) es prepara en condicions d’esterilitat i es va deixar reposar a
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temperatura ambient durant 5 minuts abans d’afegir-la sobre la solucié A (DNA). La mescla de
transfeccio s’incuba durant 20 minuts a temperatura ambient i s’afegi sobre el medi de cultiu de
les cél-lules a transfectar. 24 hores després de la transfeccid es tractaren les cél-lules amb
lligants especifics (o vehicle) i al dia seglient es recolliren les cél-lules i es procedi al seu analisi
(veure apartat 16.3).

Solucid A:
FUGENE®6 2.5 yL/ug DNA transfectat
DMEM lliure de sérum q.s.p 100 yL/cada 2 mL de medi de cultiu

Solucié B:
DNA 3-5 pg DNA

S’empra el reactiu comercial FUGENE®G per a la transfecci6é de les linies cel-lulars HIB-
1B i Hek293. En la linia cel-lular HIB-1B es segui el protocol descrit per Hondares et al. (2006).
En placa de 35mm (Multiwells 6 pous; NUNC, ref. 150239) es transfectaren 1.5 ug de plasmidi
reporter, 0.3 ug de plasmidi d’expressié i 50 ng de plasmidi control de la transfeccié (pRL-
CMV).

En el cas de les cel-lules Hek293 es segui el protocol descrit per Amemiya-Kudo et al.
(2000). En plaques de 12 pouets (Fisher Bioblock Scientific S.L., ref. B22421) es transfectaren
0.5 pg de plasmidi reporter, 0.5 pg de plasmidi d’expressi6 i 30 ng de plasmidi control de la
transfeccié (pRL-CMV). En ambdés casos, la quantitat de DNA transfectat a cada punt d’'un

mateix experiment es va ajustar amb pBluescript SK+/-.
16.2. Transfecci6 estable: BD'" Tet-On Gene Expression Systems.

El BD™ Tet-On Gene Expression system permet I'obtencidé d’elevats nivells d’expressiod
del gen d’interés, transfectat en cél-lules eucariotes, d’'una manera regulada per I'addici6 de

doxiciclina en el medi de cultiu (Gossen et al., 1995).

B. BD Tet-On™ System

ETA
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FIGURA M-3. Esquema del Tet-On gene expression system.
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Aquesta técnica es basa en els components reguladors de l'oper6é de resisténcia a
tetraciclina d’E. coli, on la proteina repressora Tet (TetR) reprimeix la transcripcié dels gens per
la unié a les sequeéencies de l'operd (tetO) en abséncia de tetraciclina. Aixi doncs, el sistema

consta de dos elements (TetR i tetO) que s’han optimitzat per a I'is en cél-lules de mamifer:

e Vector regulador pTet-On: inclou la regié codificant de la proteina reguladora
(rTetR), que es crea per reversié de la proteina repressora Tet (TetR) (Hillen et
al., 1994; Gossen et al., 1995). El vector pTet-On confereix resisténcia a

geneticina.

e Plasmidi resposta pTRE2Hyg: expressa el gen d’interés sota el control de

I'element de resposta a tetraciclina (TRE) i confereix resisténcia a higromicina.

Aixi, quan es crea una linia cel-lular doble estable, que conté el plasmidi regulador (pTet-
On) i el plasmidi de resposta (pTRE2Hyg-GenX), per addicié de doxiciclina en el medi de cultiu,

la proteina rTetR s’uneix al TRE, activant I'expressio del gen d’interés.

La linia cellular HeLa Tet-On® (Clontech ref. 632110) esta establement transfectada
amb el plasmidi pTet-On. El plasmidi pTet-On conté el gen neo', que codifica per a una proteina
kanamicina-neomicina fosfotransferasa, conferint resisténcia a I'antibiotic geneticina. Aquesta
linia cel-lular es va mantenir addicionant medi fresc amb antibiotic (geneticina 100 pug/ mL) cada
4 dies.

Per a la obtenci6 de la linia cel-lular HeLa Tet-On AACS es va transfectar el constructe
pTRE2hygAACS pel métode del fosfat calcic en la linia cellular HeLa Tet-On®. El plasmidi
pTRE2hygAACS conté el gen higromicina fosfotransferasa (HPT), conferint resisténcia a
I'antibiotic higromicina B, que és toxic per a cél-lules procariotes i eucariotes. El protocol que es
va dur a terme és idéntic al de la transfeccié transitoria excepte que a les 48 hores de la
transfeccio s’addiciona al medi de cultiu I'antibidtic higromicina a una concentracié de seleccio
(400 pg/mL) i l'antibidtic de seleccié de la primera estable a una concentracié de manteniment
(geneticina, 100 pg/mL). Cada 4 dies es canvia el medi de cultiu per medi fresc amb ambdos
antibiotics i després de 15 dies, les cél-lules no transfectades havien mort de manera que es
visualitzaren clons resistents que no estaven presents en una placa control on no s’havia
transfectat el plasmidi pTRE2HYgAACS. Aquests clons foren aillats, emprant cilindres de

clonatge, i transferits a noves plaques de cultiu.

La linia cel-lular HeLa Tet-On AACS es va mantenir addicionant medi fresc amb ambdos
antibiotics de seleccio (geneticina 100 pug/ mL i higromicina 200 pg/mL) cada 4 dies. Per tal
d’estudiar I'efecte de la sobreexpressié del gen AACS en la biosintesi d’esterols, es tractaren

les cel-lules amb Doxiciclina (1 ug/mL) durant 48 hores.
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16.3. Obtencié d’extractes nuclears i assaig dual d’activitat Luciferasa-Renilla.

En experiments de gen reporter les cél-lules transfectades, per qualsevol dels métodes
de transfecci6 descrits, van ser lisades en Passive Lysis Buffer (Promega, ref. E1941) per tal de
ser assajats amb el kit comercial Dual-Luciferase™ Reporter Assay System (Promega ref.
E1960), seguint les instruccions de la casa comercial. En general es van analitzar 10uL
d’extracte cel-lular amb 20uL de cada un dels reactius, segons indicacions de la casa
comercial. Es van obtenir aixi, els valors de luciferasa de Photinus pyralis (representativa de
I'activitat del promotor o de la regié promotora estudiada) i de Renilla reniformis (control intern
de transfecci6). Les mesures de luminescéncia es van realitzar en un lumindometre Sirius
(Berthold Detection System).

17. EXPERIMENTACIO ANIMAL.

En general sempre que no s’especifiqui, els animals emprats durant la realitzacié del
treball foren rates mascle de 200-250 g, alimentades ad libitum amb una dieta estandard i
mantingudes en unes condicions d’estabulacié constants (22T, 80-90% d’humitat relativa, cicle

de llum foscor 12:12).

Tots els protocols utilitzats han sigut préviament autoritzats pel Comité Etic de la

Universitat de Barcelona.

17.1. Estudi de I'expressié del gen Acetoacetil-CoA sintetasa (AACS) durant el

ritme circadiari en rates Sprague-Dawley adultes.

Es sacrificaren un total de 21 animals distribuits de la seglient manera:

Dia Grup experimental Sacrifici N° d’animals
Dia 1 Cto 8:00 h n=3
Dia 1 Ct4 12:00 h n=3
Dia 1 Ct8 16:00 h n=3
Dia 1 Ct12 20:00 h n=3
Dia 2 Ct16 24:00 h n=3
Dia 2 Ct20 4:00 h n=3
Dia 2 Ct24 8:00 h n=3

Un cop anestesiats els animals, es van extreure el teixit adipds blanc, el fetge i el cervell
que rapidament foren congelats amb N, liquid i guardats a -80C per al posterior process ament

i analisi de I'expressié del gen AACS.
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17.2. Estudi de l'expressiéo del gen Acetoacetil-CoA sintetasa (AACS) durant el

ritme circadiari en rates Sprague-Dawley adultes. Efecte de la realimentacié.

Els animals es dejunaren a les 8:00h, coincidint amb el canvi foscor/llum, durant 11,5
hores (just abans de linici de la fase fosca). Posteriorment, es dividiren en dos grups

experimentals, dejunats i realimentats, segons el seglient protocol experimental:

Dia Grup experimental Dejuni Realimentacié Sacrifici N° d’animals
Dia 1 Dejunats 8:00 h - 21:00 h n=3
Dia 1 Realimentats 8:00 h 19:30 h 21:00 h n=3

Un cop anestesiats els animals, es va extreure el fetge que rapidament fou congelat amb

N, liquid i guardat a -80C per al posterior processa ment i analisi de I'expressié del gen AACS.

17.3. Estudi de I'expressio del gen Acetoacetil-CoA sintetasa (AACS) durant el

ritme circadiari en rates Sprague-Dawley adultes. Efecte de I’'administracié d’insulina.

Els animals es dejunaren a les 8:00h, coincidint amb el canvi foscor/llum, durant 11,5
hores (just abans de linici de la fase fosca). Posteriorment, es dividiren en dos grups
experimentals, insulina i control, als que s’administra per via subcutania 2 U.l./Kg d’insulina

(Actrapid®, NovoNordisk) o bé I'equivalent en volum de sérum sali, respectivament.

Dia Grup experimental Dejuni Administracié Sacrifici N° d’animals

(19:30 h)
Dia 1 Control 8:00 h sérum sali 21:00 h n=3
Dia 1 Insulina 8:00 h 2 U.l/ Kgins 21:00 h n=3

Un cop anestesiats els animals, es va extreure el fetge que rapidament fou congelat amb

N, liquid i guardat a -80C per al posterior processa ment i analisi de I'expressié del gen AACS.

17.4. Estudi de I'expressio del gen Acetoacetil-CoA sintetasa (AACS) en resposta al

dejuni i realimentacié en rates Sprague-Dawley adultes.

Els animals es dejunaren a les 8:00h del dia 1 i es mantingueren dejunats durant 24
hores. Posteriorment, s’alimentaren amb dieta estandard ad libitum i foren sacrificats a

diferents temps segons el segiient protocol experimental:

Dia Grup experimental Dejuni Realimentaciéo Sacrifici N° d’animals

Dia 1 Control - - 8:00 h n=3
Dia 2 Dejunats 24 h - 8:00 h n=3
Dia 2 RA0.33 h 24 h 20 8:20 h n=3
Dia 2 RA1h 24 h 1h 9:00 h n=3
Dia 2 RA25h 24 h 2h 30’ 10:30 h n=3
Dia 2 RA5h 24 h 5h 13:00 h n=3
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Un cop anestesiats els animals, s’obtingué 1 mL de sang per puncié cardiaca per tal de
mesurar la concentracio de cossos cetonics en plasma. A continuacio, es van extreure el teixit
adip6s blanc, el fetge i el cervell que rapidament foren congelats amb N, liquid i guardats a -

80 per al posterior processament i analisi de I'e xpressio del gen AACS.

17.4.1. Determinacié de cossos cetonics en plasma.

Per a la determinacié de cossos cetonics en plasma s’empra el kit comercial Autokit 3-HB
(Wako Chemicals GmbH). El kit permet la mesura de 3-hidroxibutirat mitjangcant 'acoblament de
dues reaccions enzimatiques. En la primera reaccid, 'acetoacetat present en la mostra és
convertit a acetona per accié de I'enzim acetoacetat descarboxilasa. En la segona reaccié, el 3-
hidroxibutirat és oxidat en preséncia de I'enzim 3-hidroxibutirat deshidrogenasa i Tio-NAD".
Com l'acetoacetat present en la mostra ha sigut eliminat (reaccié 1), sols s’assaja el 3-

hidroxibutirat mitjangant la mesura espectrofotometrica de la taxa de Tio-NADH produit.

La sang, obtinguda per puncié cardiaca, fou mantinguda a temperatura ambient en tubs
que contenien agents que promovien la coagulacié (Blood tubes with serum clotting activator,
SARSTEDT ref. 32.329 PP). Un cop que la sang havia coagulat, es centrifuga a 4000 rpm

durant 10 minuts i el sobrenedant obtingut, el serum, es recolli i es guarda a -20C.

S’assajaren 40 pL de sérum diluit amb H,O en un volum final de 640 uL mesurant
'absorbancia a 405 nm a 37C (UV-1603 spectrophotometer Shimadzu) segons les indicacions
de la casa comercial. Breument, als 640 uL de sérum diluit i temperat a 37T s’afegiren 270 uL
de reactiu 1 i s'incuba durant 5 minuts a 37C. Passat aquest temps, s’afegiren 90 uL del
reactiu 2 i es mesura I'absorbancia als 6 i 8 minuts. La variacié de I'absorbancia entre ambdues
lectures son reflex de la produccié de tio-NADH i, mitjangant extrapolacié amb una recta patro,

de la concentraci6é de 3-hidroxibutirat present en el sérum.

17.5. Estudi de la regulacio del gen acetoacetil-CoA sintetasa (AACS) pel factor de

transcripciéo PPARY en rates Sprague-Dawley.

S’administra als animals oralment 10 mg/Kg de rosiglitazona (Alexis ref. 350-103) o el
volum equivalent de soluci6é salina durant 7 dies. 6 hores després de la darrera administracié

foren sacrificats. A continuacio es detalla el protocol experimental seguit:

Dia Grup experimental  Administracio Sacrifici N° d’animals
(10:00 h)
Dia 1-7 Control sérum sali Dia 7 16:00 h n=3
Dia 1-7 RSG 10 mg/ Kg RSG Dia 7 16:00 h n=3
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Un cop anestesiats els animals, es va extreure el teixit adipds blanc (dipdsit subcutani),
que rapidament fou congelat amb N, liquid i guardat a -80C per al posterior processament i

analisi de I'expressié del gen AACS.
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DETERMINACIO DELS PARAMETRES CINETICS DE LA
PROTEINA AACS HUMANA

En la década dels 80s, es purifica la proteina acetoacetil-CoA sintetasa (AACS)
a partir del bacteri Zoogloea ramigera 1-16-M (Fukui et al., 1982) i a partir de fetge de
rata (Ito et al., 1984). Quan I'enzim purificat, tant de bacteri com de rata, s’incuba amb
acetoacetat, ATP i CoA en preséncia de Mg i K*, els unics productes de la reacci6

formats foren acetoacetil-CoA, AMP i PP; en quantitats aproximadament equimolars.

No fou fins a I'any 2000 quan s’ailla el cDNA de rata (lwahori et al., 2000) i poc
després va aillar-se el cDNA huma (Ohgami et al., 2003), perd no es va comprovar

que aquests cDNAs predits codificaven per una proteina AACS funcional.
1. CLONATGE DEL cDNA DEL GEN AACS HUMA.

Amb l'objectiu de determinar la funcionalitat enzimatica de la sequéncia
publicada del cDNA del gen AACS huma i caracteritzar cinéticament I'enzim,
s’amplifica, aquesta sequéncia, a partir de DNA genomic de ceéllules Caco-2 (NM
023928; oligonucleotids DH 475 i DH 476) i es clona en el plasmidi d’expressio
pcDNAS3. Posteriorment, tal i com es detalla en I'apéndix, es subclona en el vector

pGEX4T3, produint-se una proteina de fusié amb la glutati6-S-transferasa.

2. EXPRESSIO | PURIFICACIO DE LA PROTEINA AACS
HUMANA RECOMBINANT.

L’expressié i purificacio de proteines de fusié permet I'obtencidé de grans
quantitats de proteines eucariotes. Aquestes proteines, clonades en plasmidis

especifics, s’obtenen fusionades a altres proteines de facil purificacio.

Es va expressar i purificar, a partir de céllules bacterianes d’E.coli BL21, la
proteina de fusi6 GST-AACS per al posterior assaig enzimatic. Per aixd, un cop que el
cultiu assoli una O.Dggg d’1.6, s’inicia la induccio de la proteina de fusié afegint al medi
IPTG 0.5 mM. Aquesta induccié es va repetir 4 hores més tard i es recolliren les

cél-lules després d’aproximadament 16 hores (veure materials i métodes seccio 9).
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FIGURA R-1. Expressio de la proteina AACS humana en E. coli. (A) Es mostra la tinci6é de
Coomassie d’un gel d’'SDS-poliacrilamida al 10% d’'un cultiu cel-lular d’E.coli BL21 transformat
amb el plasmidi pGEX4T3AACS (Ni = extracte proteic total no induit; T= extracte proteic total
induit; SB= sobrenedant; E1= eluit 1; D= proteina dialitzada). Es carregaren 10 ug de proteina
en cada carril (B) Comprovacié de la identitat de la proteina mitjangant transferéncia Western
amb I'anticds contra AACS (1:1000) i contra GST (1:2000) de les proteines purificades GST-
AACS i GST. Es carregaren 10 pg de proteina en cada carril.

La purificacié de la proteina es va comprovar per tinci6 amb Coomassie Blue
d'un gel de SDS-poliacrilamida i per Western blot (figura R-1). Aquesta proteina
correspon a I'AACS baix tres criteris: 1) Presenta el pes molecular esperat (98 KDa; 72
KDa de la proteina AACS humana i 26 KDa de la glutatié S-transferasa); 2) S’indueix
per IPTG; 3) Es reconeguda en experiments de transferéncia Western amb anticossos

especifics contra 'AACS.

3. ESTUDIS CINETICS AMB LA PROTEINA AACS HUMANA.

Els estudis cinétics de I'acetoacetil-CoA sintetasa s’han dut a terme tant amb
'enzim purificat com amb extractes citosolics, essent, en aquest darrer cas, I'assaig
de l'activitat AACS complicat, per la preséncia dels elevats nivells de I'acetoacetil-CoA
tiolasa. Per a l'assaig enzimatic de 'AACS a partir de la proteina purificada, s’han
emprat diferents aproximacions, totes elles espectrofotométriques, que consisteixen
en la mesura de I'acetoacetil-CoA produit a partir d’acetoacetat, en la mesura de la
conversié de NADH a NAD" i en la mesura de la produccié d’AMP (Fukui et al., 1982).
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En aquest treball es va assajar I'activitat AACS com a reflex de I'acetoacetil-CoA
produit, mesurant I'absorbancia a 303 nm i 30 °C (Stern et al., 1956), emprant un

coeficient d’extincié molar aparent de I'acetoacetil-CoA de 7.1x10° M™"-cm™.

ATP i CoA s’empraren com a sals de sodi o Tris, i 'acetoacetat com a sal de liti,
ja que els cations monovalents, Na*, Tris* i Li*, no afecten a I'activitat enzimatica sota
les condicions experimentals assajades. Per a assajar I'activitat acetoacetil-CoA
sintetasa, a més d’acetoacetat, ATP i CoA, es requereix un catié divalent (Mg®*, que es
pot reemplagar per Mn?*, Ca** o Ni?*) i un cati6 monovalent (K* substituible per Rb*,
NH,* o Cs") (Fukui et al., 1982).

Es van assajar 1 o 2 ug de proteina recombinant i purificada GST-AACS en un
volum final de 500 pL de tampé d’assaig i a pH 8.4 (veure materials i métodes seccid
10).

3.1. Determinacié de la K, per I’acetoacetat.

La constant de Michaelis-Menten per 'acetoacetat (K.,) es va obtenir assajant la
proteina GST-AACS en preséncia de concentracions creixents d’acetoacetat (de 0.01
mM a 0.2 mM) i mantenint constant la concentracié d’ATP (2 mM) i de CoA (0.05 mM).

El temps d’assaig va ser d’1 minut.

FIGURA R-2. Determinacié de la Km
per l'acetoacetat. Grafic representatiu
de la linealitzaci6é de Lineweaver-Burk on
0,75 - es mostra l'efecte de la concentracio
d’acetoacetat en la reaccid6 de
'acetoacetil-CoA sintetasa. 2 ug de
0,50 1 proteina GST-AACS foren assajats en el
tampo d’assaig suplementat amb ATP (2
mM), CoA (0.05 mM) i concentracions
creixents d’acetoacetat (0.01 mM; 0.02
mM; 0.03 mM; 0.04 mM; 0.05 mM; 0.1
<06 . : : mM; 0.2 mM) durant 1 minut.

-005 -003 000 003 005 008 0,110

1/[AA] (umol-')

1,00 1

1/V (min-mg-pmol-1)

0,25 -

La Km per l'acetoacetat de la proteina GST-AACS purificada a partir de 3 cultius

diferents assajats per duplicat és de 37.6 uM (z 6.1) (figura R-2).
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3.2. Determinacio de la K, per ’ATP.

La constant d’afinitat per 'ATP (K.,) es va obtenir assajant la proteina GST-AACS
en preséncia de concentracions creixents d’ATP (de 0.05 mM a 2 mM) i mantenint
constant la concentracié d’acetoacetat (0.2 mM) i de CoA (0.05 mM). El temps d’assaig

va ser de 5 minuts.

FIGURA R-3. Determinacio de la Km
per ’ATP. Grafic representatiu de la
linealitzaci6 de Lineweaver-Burk on es
mostra I'efecte de la concentracié d’ATP
en la reacci6 de [I'acetoacetil-CoA
sintetasa. 2 ug de proteina GST-AACS
foren assajats en el tampdé d’assaig
suplementat amb acetoacetat (0.2 mM),
CoA (0.05 mM) i concentracions
creixents d’ATP (0.05 mM; 0.075 mM,;
0.1 mM; 0.2 mM; 0.5 mM; 1 mM; 2 mM)
durant 5 minuts.

2,00

1/V (min-mg.pumol)

L-00.
\vAviv)

-0,010 -0,005 0,000 0,005 0,010 0015 0,020
1/[ATP] (umol-)

La Km per 'ATP de la proteina GST-AACS purificada a partir de 3 cultius
diferents assajats per duplicat és de 155.24 uM (£ 23.36) (figura R-3).

3.3. Determinacié de la K, pel CoA.

L’enzim AACS de rata és inhibit, a nivell proteic, pel coenzim A (Ito et al., 1984;
Bergstrom et al., 1985). Aquesta inhibicié per substrat és depenent del pH de manera
que elevades concentracions de CoA, desplacen el pH optim de I'enzim cap a un pH
meés acid, produint-se la supressio de l'activitat enzimatica. L'enzim AACS purificat a
partir de Z. ramigera no presenta inhibici6 per substrat, indicant que aquest
mecanisme de regulacié de l'activitat enzimatica és intrinsec de mamifers (lto et al.,
1987).

La constant d’afinitat pel CoA (K,) es va obtenir assajant la proteina GST-AACS
purificada en preséncia de concentracions creixents de CoA (de 0.0025 mM a 0.2 mM)
i mantenint constant la concentracié d’acetoacetat (0.2 mM) i I’ATP (2 mM). El temps

d’assaig va ser d’1 minut.
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FIGURA R-4. Determinacié de la Km pel CoA. Grafic representatiu on es mostra I'efecte de la
concentracié del CoA en la reaccié de I'acetoacetil-CoA sintetasa. 1 ug de proteina GST-AACS
fou assajat en el tampo6 d’assaig suplementat amb acetoacetat (0.2 mM), ATP (2 mM) i
concentracions creixents de CoA (0.0025 mM; 0.005 mM; 0.0075mM; 0.010 mM; 0.0125 mM,;
0.015 mM; 0.025 mM; 0.050 mM; 0.1 mM; 0.2 mM) durant 1 minut. La Km pel CoA es va obtenir
a partir de les concentracions de CoA de 0.0025 mM; 0.005 mM; 0.0075mM; 0.010 mM; 0.0125
mM i 0.015 mM. A concentracions superiors a 0.015 mM de CoA s’obté una corba d’inhibicié
pel substrat.

La Km pel CoA de la proteina GST-AACS purificada a partir de 3 cultius diferents
assajats per duplicat és de 2.3 uM (£ 1.5). A concentracions superiors a 15 uM de CoA

s’observa inhibicio de I'activitat enzimatica de 'AACS humana (figura R-4).
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UTILITZACIO DE COSSOS CETONICS PER A LA
COLESTEROGENESI

Existeix nombrosa bibliografia on es mostra que el fetge (Endemann et al., 1982;
Geelen et al., 1983; Bergstrom et al., 1984) i d’altres teixits periférics, com ara el teixit
adipés (Willliamson et al., 1985), el cervell (Patel et al., 1977; Yeh et al., 1977) i la
glandula mamaria (Robinson et al., 1978), tenen la capacitat d’'emprar cossos cetonics
com a substrats lipogénics, suggerint que I'acetoacetat podria estar actuant com un
transportador d’unitats acetil des del mitocondri cap al citoplasma, de manera analoga
i alternativa al citrat produit en el mitocondri, transferit al citoplasma i escindit per
'ATP citrat liasa (Watson et al., 1970).

En els treballs que fan referéncia al fetge, el tractament de rates o d’hepatocits
aillats de rata amb [3-"Clacetoacetat o D-B-hidroxi[3-'*C]butirat, i la posterior
quantificacié de *C incorporat a acids grassos i colesterol, reflex de la contribucié de
cadascun dels substrats a la biosintesi lipidica, indiquen que a nivell hepatic existeix

una incorporacié preferencial de cossos cetonics cap a la colesterogénesi.

La utilitzacio de l'acetoacetat per a la sintesi lipidica ve mitjancada per I'activitat
AACS, que activa I'acetoacetat a acetoacetil-CoA, primer intermediari citosolic de la via
del mevalonat. L’acetoacetil-CoA també pot ser escindit per accié de I'acetoacetil-CoA
tiolasa donant lloc a dos molécules d’acetil-CoA que poden contribuir a la biosintesi

d'acids grassos.

Un cop comprovat que la seqiiéncia publicada del cDNA de 'AACS codificava
per una proteina AACS funcional, s’analitza I'efecte de la sobreexpressio induida
d’aquesta proteina en la biosintesi lipidica, concretament sobre la sintesi de colesterol,

en el sistema cel-lular Hela.
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4. OBTENCIO D’UNA LINIA ESTABLE INDUIBLE PER
DOXICICLINA: BD™ Tet-On Gene Expression system.

El BD™ Tet-On Gene Expression system permet l'obtencié d’elevats nivells
d’expressié del gen d’interés, transfectat en cél-lules eucariotes, d’'una manera
regulada per I'addicid6 de doxiciclina en el medi de cultiu (Gossen et al., 1995). El
sistema consta de dos elements: el plasmidi regulador pTet-On, que inclou la regi6é
codificant de la proteina reguladora (rTetR), i el plasmidi resposta (pTRE2Hyg) que

expressa el gen d’interés sota el control de I'element de resposta a tetraciclina (TRE).

Es clona el cDNA que codifica per a la proteina AACS humana en el vector
pTRE2Hyg (veure apéndix) i es transfecta el constructe pel métode del fosfat calcic, en
la linia cel-lular HeLa Tet-On® (BD Biosciences), obtenint-se diferents clons de la linia
cel-lular HeLa Tet-On AACS.

A continuacié, es confirma la preséncia del constructe pTRE2HYgAACS integrat
en el genoma, mitjangant la técnica de la PCR, emprant els oligonucleotids pTREHyg
forward i DH 486 (figura R-5).

FIGURA R-5. Integracié del vector pTRE2HygAACS

en el genoma de les cél-lules HelLa Tet-On®.

Electroforesi en gel d’agarosa a I'1% on es mostra el
B 16 19 26 33 36 C+

producte de PCR (oligonucledtids pTREHyg forward i

DH 486) a partir de DNA gendmic dels clons 16, 19,
26, 33 i 36. S’empra com a control positiu el plasmidi
pTRE2HygAACS (C+) i com a negatiu H,0 (B).

Per provar la funcionalitat dels diferents clons, és a dir, la sobreexpressié del gen
AACS en resposta a doxiciclina, es tractaren les cél-lules amb I'antibiotic (1 ug/mL)
durant 48 hores i s’analitza I'expressié del gen AACS en termes d'mRNA i proteina
(figura R-6). En el panell superior (figura R-6A) s’observen dues bandes amb
mobilitats electroforétiques diferents, detectades després de la hibridaci6 amb una
sonda especifica contra 'AACS, que corresponen al gen endogen (3365 pb) i al
recombinant (2730 pb; 2050 pb d’insert AACS + 625 pb de la cua de poli A de la -
globina). Tant per la técnica de transferencia Northern com per transferéncia Western
s’observa una inducci6é del gen AACS després del tractament amb doxiciclina en els
clons 19 i 36, mentre que els clons 16, 26 i 33, malgrat hagin inserit el plasmidi

pTRE2HYgAACS en el genoma (figura R-5), no responen a I'antibiotic.
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FIGURA R-6. Analisi de la induccié de I'’expressié génica en la linia cel-lular HeLa Tet-On
AACS. Diferents clons de cel-lules HeLa Tet-On AACS foren tractats amb doxiciclina (+; 1 ug/
mL) o vehicle (-; DMSO) durant 48 hores. (A) 20 ug d’'RNA total foren analitzats per
transferéncia Northern emprant una sonda especifica contra 'AACS. Amb asterisc s’indica
I'mRNA corresponent a I'AACS endogena i amb fletxa a I'AACS recombinant. (B) 10 ug de
proteina total foren analitzats per transferénica Western utilitzant un anticds especific contra
I'’AACS (dilucioé 1:1000). Amb fletxa es mostra la banda corresponent a la proteina AACS i amb
asterisc, una banda inespecifica.

Els seglients experiments de cromatografia que es presenten en el treball es

dugueren a terme amb el clon 36 que s’anomenara, d’ara en endavant, HeLaAACS.

5. EFECTE DE LA SOBREXPRESSIO DEL GEN AACS EN LA
SINTESI D’ESTEROLS.

Per tal d’estudiar si la sobreexpressioé de la proteina AACS produia algun efecte
en la sintesi de novo d’esterols, cél-lules HeLa Tet-On® i HeLaAACS, préviament
tractades o no amb doxiciclina, foren incubades durant 24 hores en 2 % de sérum
deslipoproteinitzat i ['“Clacetat. Un cop comprovat, mitjangant la técnica de
transferencia Western, que s’havia produit la sobreexpressio de la proteina AACS per
I'addicié de doxiciclina en el medi de cultiu, es sotmeteren els extractes lipidics de les

cél-lules a cromatografia en capa fina i posterior autoradiografia.

Tant en la linia cellular HeLa Tet-On® com en HelLaAACS, s’observa un
increment de la sintesi de novo de colesterol després del tractament amb doxiciclina,
que és independent de la sobreexpressié de la proteina AACS (figura R-7). La major
incorporacié del ["*Clacetat a colesterol, observada quan es tractad amb l'antibiotic el
cultiu celllular HeLa Tet-On®, va dificultar els posteriors estudis realitzats amb

ambdues linies cel-lulars.
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FIGURA R-7. Efecte de la sobreexpressié de la proteina AACS en la sintesi d’esterols.
Cél-lules HelLa Tet-On® i HeLaAACS préviament tractades amb doxiciclina (+; 1 ug/ mL) o
vehicle (-; DMSQO) durant 48 hores, foren incubades en 2 % de sérum deslipoproteinitzat i
["*Clacetat durant 24 hores més. (A) Es sotmeteren 10 ug de proteina total a Western blot
contra 'AACS (dilucié 1:1000). Amb fletxa s’indica la banda corresponent a I'AACS i amb
asterisc, la banda inespecifica. (B) Autoradiografia corresponent a cromatografia d’extractes
lipidics de cél-lules HeLa Tet-On® i HeLaAACS. (Cho: colesterol pur marcat radioactivament,
que s’empra com a marcador; Dox: doxiciclina).

6. EFECTE DE L’ACETOACETAT EN LA SINTESI D’ESTEROLS.

L’acetoacetat, a través de l'enzim AACS, és transformat a acetoacetil-CoA,
primer intermediari citosolic en la sintesi de mevalonat. Amb I'objectiu de comprovar si
existia algun efecte en la sintesi de novo d’esterols pel tractament amb acetoacetat i la
sobreexpressié de la proteina AACS, céllules HelLa Tet-On® i HelLaAACS,
préviament tractades amb doxiciclina durant 48 hores, foren incubades durant 24
hores més en 2 % de sérum deslipoproteinitzat, ['*Clacetat i concentracions creixents
d’acetoacetat. Després de realitzar la cromatografia en capa fina dels extractes lipidics
de les cel-lules i la corresponent autoradiografia, es quantifica la incorporacié de

["“C]acetat a colesterol mitjancant el programa informatic /mage Quant TL (figura R-8).
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FIGURA R-8. Efecte de I'acetoacetat en la sintesi d’esterols en les linies cel-lulars HeLa
Tet-On® i HeLaAACS. (A) Cromatografia representativa d’extractes lipidics de cél-lules HelLa
Tet-On® i HeLaAACS tractades amb doxiciclina (Dox; 1 ug/ mL) durant 48 hores. Passat
aquest temps, les ceéllules s’incubaren en 2 % de sérum deslipoproteinitzat, [14C]acetat i
concentracions creixents d’acetoacetat (0; 0.05; 0.1; 0.5 i 1 mM) durant 24 hores més. Cho
indica colesterol pur marcat radioactivament, que s’empra com a marcador. (B) Quantificacio
de la radioactivitat incorporada a colesterol sintetitzat de novo amb el programa informatic
Image Quant TL (negre: HelLa Tet-On®; blanc: HeLaAACS). Es representen les unitats de
densitat optica (U.D.O.) en funcié de la dosi d’acetoacetat emprada de dos experiments
independents. El valor del control (no tractament) de la linia celllular HeLa Tet-On® es
representa com al 100% i la resta com a valors relatius a aquest.
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El senyal radioactiu corresponent al colesterol en la linia cel-lular HeLa Tet-On
AACS, en abseéncia de tractament amb doxiciclina, és menys intens que el observat
en les mateixes condicions en cél-lules HeLa Tet-On®. En ambdues linies cel-lulars
s’observa una disminucié del senyal radioactiu en afegir al medi de cultiu quantitats
creixents d’acetoacetat, essent aquesta disminucié superior en les cél-lules HelLa Tet-

On AACS (fins a un 50% d’inhibicio pel tractament amb 1 mM d’acetoacetat).

Aquest efecte podria ser degut a que I'acetoacetat no radioactiu, transformat en
acetoacetil-CoA mitjangant I'activitat AACS, estas contribuint a la sintesi de novo de
colesterol, disminuint el senyal radioactiu del colesterol per la competici6 amb el

['“C]acetat, transformat a acetil-CoA per I'enzim acetil-CoA sintetasa (ACS).

7. EFECTE DEL 3-HIDROXIBUTIRAT EN LA SINTESI
D’ESTEROLS.

El 3-hidroxibutirat abans de ser emprat per a la biosintesi de lipids és
transformat a acetoacetat en el mitocondri, per accid6 de I'enzim 3-hidroxibutirat

deshidrogenasa.

Per tal d’estudiar si el 3-hidroxibuirat té algun efecte en la sintesi de novo
d’esterols, cél-lules HeLa Tet-On® i HeLaAACS, préviament tractades amb doxiciclina
durant 48 hores, foren incubades durant 24 hores més en 2 % de sérum
deslipoproteinitzat, [“Clacetat i concentracions creixents de 3-hidroxibutirat. Després
de realitzar una cromatografia en capa fina dels extractes lipidics de les cél-lules i
autoradiografia, es quantifica la incorporacié de ['“Clacetat a colesterol mitjancant el

programa informatic Image Quant TL (figura R-9).

En ambdues linies cellulars assajades, no s’observen canvis en la sintesi de
novo de colesterol pel tractament amb 3-hidroxibutirat (figura R-9), indicant que aquest
compost no passaria a formar part de la via del mevalonat. Aquest efecte pot ser
degut a la ineficiéncia de la linia cel-lular assajada per transformar el 3-hidroxibutirat a

acetoacetat.
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FIGURA R-9. Efecte del 3-hidroxibutirat en la sintesi d’esterols en les linies cel-lulars
HeLa Tet-On® i HeLaAACS. (A) Cromatografia representativa d’extractes lipidics de cél-lules
HelLa Tet-On® i HeLaAACS tractades amb doxiciclina (Dox; 1 ug/ mL) durant 48 hores Passat
aquest temps, les ceéllules s’incubaren en 2 % de sérum deslipoproteinitzat, [ C]acetat i
concentracions creixents de 3-hidroxibutirat (0; 1; 5i 10 mM) durant 24 hores més. Cho indica
colesterol pur marcat radioactivament, que s’empra com a marcador. (B) Quantificacié de la
radioactivitat incorporada a colesterol sintetitzat de novo mitjangant el programa informatic
Image Quant TL (negre: HelLa Tet-On®; blanc: HeLaAACS). Es representen les unitats de
densitat optica (U.D.O.) en funcié de la dosi de 3--hidroxibutirat emprada. El valor del control
(no tractament) de la linia cel-lular HeLa Tet-On® es representa com al 100% i la resta de
valors relatius a aquest.
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ESTUDI DE LA INTERACCIO ENTRE LES PROTEINES
AACS | HMGCS1

L’eficiéncia del flux de compostos fisioldgics a través de varies vies metaboliques
ha portat a I'estudi de I'organitzacié enzimatica. La possible existéncia d’'un channeling
en les primeres etapes de la colesterogénesi ha sigut documentat en fetge i cervell de
rata (Geelen et al., 1983; Webber et al., 1979). Aixd implica que I'esquelet de quatre
carbonis de I'acetoacetat o bé la seva forma activa, I'acetoacetil-CoA, no s’equilibra
completament amb el pool de dos carbonis representat per l'acetat i I'acetil-CoA
(Miziorko et al., 1990). No obstant aixd, no s’ha demostrat la possible associacio fisica
dels dos primers enzims de la via de la colesterogénesi: ’AACS i 'THMG-CoA sintasa
citosolica (HMGCS1).

8. CLONATGE DEL cDNA DEL GEN HMGCS1 DE HAMSTER.

En el moment en que es va iniciar I'estudi de la interaccié entre les proteines
AACS i HMGCS1 no es disposava de la proteina GST-AACS soluble pero si s’havia
descrit un protocol per a I'obtencié de THMGCS1 recombinant (Misra et al., 1993). En
base a aquest treball, s’amplifica, amb els oligonucledtids DH 839 i DH 847, el cDNA
que codifica per a la proteina HMGCS1 de hamster a partir del plasmidi p53K-312 (Gil
et al., 1986) i es clona en el vector d’expressio procariota pGEX4T3 (veure apéndix),

produint-se una proteina de fusiéo amb la glutatié-S-transferasa.

9. EXPRESSIO | PURIFICACIO DE LA PROTEINA HMGCS1 DE
HAMSTER RECOMBINANT.

Es va expressar i purificar, a partir de céllules bacterianes d’E.coli BL21, la
proteina de fusi6 GST-HMGCS1. Es van créixer cél-lules bacterianes transformades
fins a una O.Dggg de 0.6-0.9 i s’inicia la inducci6 de la proteina de fusié afegint al medi
IPTG 1 mM. Es recolliren les cél-lules un cop el cultiu havia assolit una O.Dgog de 2.2 i
es purifica la proteina recombinant seguint el protocol descrit (Misra et al., 1993). El
rendiment i bon funcionament de la purificacié es van comprovar per electroforesi en
gel de SDS-poliacrilamida de les diferents fraccions obtingudes i posterior tinci6 amb

Coomassie Blue (figura R-10).
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FIGURA R-10. Expressié i purificacié de THMGCS1 de hamster en E.coli. (A) Tinci6 de
Coomassie d’'un gel d’SDS-poliacrilamida al 10% on s’analitzaren els extractes proteics
obtinguts a partir d’'un cultiu cellular d’E.coli BL21 transformat amb pGEX o amb
pGEX4T3HMGCS1 (Ni= no induit; T= extracte proteic total induit; SB= sobrenedant; P= pellet).
Es carregaren 10 pug de proteina en cada carril. (B) Tincié de Coomassie d’un gel d’SDS-
poliacrilamida al 10% on es carregaren 10 pug de proteines GST i GST-HMGCS1 un cop
purificades i dialitzades.

26+

Malgrat que la majoria de la proteina induida es localitza en la fraccié insoluble o
sediment (figura R-10A), incrementant el volum del cultiu procariota es va obtenir una
proteina HMGCS1 recombinant soluble (figura R-10B)

Aquesta proteina correspon a 'HMGCS1 baix dos criteris: 1) Presenta el pes
molecular esperat (79 KDa; 53 KDa de la proteina HMGCS1 i 26 KDa de la glutatio S-
transferasa); 2) S’'indueix per IPTG.

10. ANALISI DE LA INTERACCIO DIRECTA ENTRE LES
PROTEINES AACS | HMGCS1.

Amb [l'objectiu de comprovar si les proteines AACS i HMGCS1 podien
interaccionar fisicament es realitzaren experiments de GST pull-down (materials i
meétodes seccid 12) amb la proteina de fusi6 GST-HMGCS1 purificada d’'un cultiu

d’E.coli BL21 i la proteina AACS humana transcrita i traduida in vitro (TnT).
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FIGURA R-11. L'HMGCS1 no interacciona

1.2 3 4 5 86 amb la proteina AACS traduida i transcrita

TATNS + - A . in vitro. Assaig de GST pull-down en el que

i . . s'incubaren 10 ug de proteines GST (carrils 3

T"”‘;ﬁ ST i 4) 0 GST-HMGCS1 (carrils 5 i 6) amb TnT de

I'’AACS humana (carrils 2, 4 i 6) o de pcDNA3

GST-HMGCS1 - - - - * (NS; carrils 1, 3 i 5) marcats amb *°S.

Després de 4 hores de incubacié a 4°C i la

. purificaci6 amb sefarosa, es va resoldre

'assaig en un gel d’SDS-poliacrilamida al 10

% i es revela per fluorografia. Els carrils 1 i 2

representen el 10 % del volum del TnT de

pcDNAS3 i AACS, respectivament, emprats en
I'assaig.

[

+

Sota les nostres condicions experimentals, 'HMGCS1 no interacciona

directament amb la proteina AACS traduida i transcrita in vitro (figura R-11).

11. ESTUDI DE LA INTERACCIO A TRAVES D’UN COMPLEX
MULTIPROTEIC.

Donat que no es va poder demostrar una interacci6 fisica directa entre 'AACS i
'THMGCS1 ens vam plantejar la hipotesi que ambdues proteines poguessin estar
formant part d’'un complex multiproteic. Per tal de comprovar aquesta possibilitat es
dugueren a terme experiments de coimmunoprecipitacid de proteines en la linia

cel-lular Hel.a.

S’amplifica el cDNA que codifica per la proteina HMGCS1 humana
(NM_001098272; oligonucleodtids DH 1025 i DH 1026) a partir de DNA gendomic de
cél-lules HepG2 i es clona en el vector d’expressi6 pCMV5flag, produint-se una
proteina de fusié amb I'etiqueta flag. Per altra banda, tal i com es detalla en I'apéndix,
a partir de la construccid6 pGEX4T3AACS, s’etiqueta el cDNA que codifica per la
proteina AACS humana amb la proteina myc, mitjancant el subclonatge en el vector

d’expressié pcDNA3myc.

Es cotransfectaren ambdues construccions, juntament amb una combinacié de
vectors buits emprats com a controls, en la linia cel-lular HeLa. Després de 12 hores
de transfeccio, es substitui el medi de cultiu per un medi lliure d’esterols (DMEM +
serum deficient en lipoproteines + 10 uM de pravastatina) per tal de promoure la
colesterogénesi i, per tant, la formaci6 del hipotétic complex multiproteic. Passades 24
hores del canvi de medi es dugué a terme la immunoprecipitaci6 amb un anticos

especific contra myc i el posterior Western blot utilitzant un anticos especific contra

141



RESULTATS

l'etiqueta flag (per revelar la preséncia de proteina HMGCS1 en els
immunoprecipitats) o contra la propia proteina AACS (control de |la

immunoprecipitacio).

a-myc Input
HMGCS1 o ey | WBaflag
AACS 2 WB a-AACS
mycAACS - + . + o+ -
flagHMGCS1 + - + + - +
pcDNA3mMycC - - & - - *
pCMVSflag - ¥ - - ¥

FIGURA R-12. La proteina HMGCS1 no coimmunoprecipita amb la proteina AACS. Es
cotransfectaren cél-lules HeLa amb 6 pg dels plasmidis mycAACS i flagHMGCS1 o bé amb una
combinaci6 d'aquests i els plasmidis buits pcDNA3myc o pCMV5flag aixi com s’indica. 500 ug
d’extracte proteic foren immunoprecipitats amb 130 pg d’anticdos contra myc (o-myc). Es
carrega la meitat del immunoprecipitat per a la deteccié amb l'anticos contra flag (1:5000) i
I'altra meitat per a la deteccié amb anticds contra la proteina AACS (1:1000). En ambdos casos
es carrega un 1% de l'input (2.5 ng).

Quan es transfectaren les cél-lules HeLa amb la construcci6 pcDNA3mycAACS i
es dugué a terme la immunoprecipitacio amb I'anticds contra myc, es va enriquir la
quantitat de proteina AACS en el immunoprecipitat (figura R-12, panell inferior: WB o
AACS). No obstant aixo, THMGCS1 no va coimmunoprecipitar amb I'AACS (figura R-
12, panell superior: WB a-flag), indicant que ambdues proteines no estarien formant
part d’'un mateix complex multiproteic o dit complex seria inestable i es desfaria en les

condicions d’assaig descrites.

Per tal d’incrementar [l'estabilitat del complex, s’incubaren célllules Hela
transfectades amb les construccions pcDNA3mycAACS i pCMVHMGCS1flag en
presencia del crosslinker Di-(N-succinimidil) glutarat, que reaccionant amb amines
primaries, permet la unié covalent de proteines a pH fisiologic. Es realitza el mateix
procediment experimental que el descrit anteriorment i s’obtingueren els mateixos

resultat que en abseéncia del crosslinker (resultats no mostrats).

Aquests experiments mostren que ambdues proteines, AACS i HMGCS1, no
interaccionen ni in vitro ni in vivo, de manera que I'Us preferencial dels cossos cetonics
cap a la sintesi de colesterol, sota les nostres condicions experimentals, no pot

atribuir-se a I'existéncia d’'un channeling en les primeres etapes de la colesterogénesi.
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ACETILACIO REVERSIBLE DE LISINES

L’'acetilacié reversible de lisines és una modificacido posttraduccional molt
regulada, que és controlada per proteines desacetilases (HDACSs) i acetiltransferases
(HAT). Encara que la importancia de 'acetilacié reversible de lisines en histones (Vidali
et al., 1968; Grunstein, 1997) i d’altres proteines nuclears esta ben estudiada (revisat
per Kouzarides, 2000; Yang, 2004a/b) el paper de la modificacio proteica en el citosol

roman desconegut.

Generalment, I'acetilacio afecta a la unié de proteines al DNA, a les interaccions
proteina-proteina, a I'estabilitzacié proteica, a la localitzacié cel-lular i a l'activitat
enzimatica (Carron et al., 2003; Hallows et al., 2006; Schwer et al., 2006). A més,
'acetilacid6 de lisines esta intimament relacionada amb I'envelliment i diferents
processos patoldogics com ara el cancer, els desordres neurodegeneratius i les
malalties cardiovasculars (Blander et al., 2004; Carrozza et al., 2003; McKinsey et al.,
2004; Yang, 2004a/b). En particular, I'acetilacié té el potencial d’estar connectada amb
la restriccid caldrica i la longevitat, ja que l'activitat de Sirt1, I'ortdleg en mamifers de la
desacetilasa de llevats Sir2, és modulada per restriccié caldrica (Imai et al., 2000;
Cohen et al., 2004).

Aquesta diversitat en funcions fisioldgiques i cel-lulars implica I'existéncia d’un
gran ventall de proteines com a possibles substrats d’acetilacié de lisines (Kim et al.,
2006).

12. ESTUDI DE L’ACETILACIO DE LA PROTEINA AACS
HUMANA.

La tricostatina A (TSA) és un acid hidroxamic, producte de la fermentacio
d’Streptomyces, que bloqueja I'accés al centre actiu de les HDAC de classe | i Il,
inhibint la seva activitat a concentracions de l'ordre de nanomolar (Yoshida et al.,
1990). Per altra banda, la nicotinamida (NAM), producte de la reacci6 de desacetilacid
catalitzada per les desacetilases dependents de NAD®, és un inhibidor d’aquestes

proteines (revisat per Blander et al., 2004).
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Per provar si 'enzim AACS huma és diana de proteines acetiltransferases, es
dugueren a terme experiments dimmunoprecipitacid en la linia cel-lular Hela,
transfectada de manera transitoria amb la construcci6 pcDNA3mycAACS, per al
posterior analisi de I'estat d’acetilacio de la proteina mitjangant transferéncia Western
amb anticossos especifics contra acetil-Lys. 12 hores després de la transfeccio, es
tractaren les cél-lules amb inhibidors de proteines desacetilases (NAM i TSA) o
vehicle (DMSO) i 24 hores després dels tractaments es dugué a terme la
immunoprecipitacié de la proteina AACS humana amb un anticos especific contra
myc, en un tampé suplementat amb els anomenats inhibidors (5 uM TSA i 10 mM

NAM) aixi com es detalla en els materials i métodes (secci6 7.6).

IP o—Myc
NT mycAACS
- + - +  TSA/NAM
Acaacs [ ] WB AcLys
AACS --l‘
WB a-myc
Input -

FIGURA R-13. L’enzim AACS huma s’acetila in vivo. Cél-lules HelLa foren transfectades amb
10 ng de la construcci®6 mycAACS. 12 hores després de la transfeccid es mantingueren les
célllules en absencia (-) o preséncia (+) de TSA (0.3 uM) i NAM (10 mM) durant 24 hores.
S’'immunoprecipitaren 500 pg d’extracte proteic amb 130 ug d’anticos contra myc (a-myc)
durant tota la nit. Es dividi la meitat del immunoprecipitat per a la deteccié amb I'anticos contra
myc (1:200), on es carrega un 1% de linput (2.5 pg), i l'altra meitat, per a la detecci6 amb
'anticds contra acetil-Lys (AcLys; 1:1000). S’empraren cél-lules HelLa no transfectades (NT;
panell esquerra) com a control negatiu.

A la figura R-13 es mostra que I'enzim AACS huma s’acetila in vivo, ja que
l'acetilacié basal en la immunoprecipitaci6 de la proteina AACS, en abséncia del
tractament amb TSA i NAM, és promoguda pel tractament amb els inhibidors de
proteines desacetilases (panell superior). En els dos panells inferiors de la figura R-13

es mostren el Western blot control de la immunoprecipitacio i els inputs de la mateixa.

Degut a la dificultat que suposa treballar amb anticossos contra acetyl-Lys
comercials, obtinguts contra una cua de poli-Lys acetilades (i no especifics per a la
proteina AACS acetilada) es realitza el mateix experiment descrit anteriorment pero a
la inversa. Aixi, s’immunoprecipita la proteina AACS, expressada de manera
transitoria, amb anticossos contra Ac-Lys i s’analitza la preséncia de la proteina AACS
en el immunoprecipitat, mitjancant transferéncia Western amb anticossos especifics

contra I'etiqueta myc (figura R-14).
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FIGURA R-14. L’enzim AACS huma s’acetila in

vivo (ll). Es transfectaren cél-lules HeLa amb 10

IP AclLys ug de Ia‘ construccid6  pcDNA3mycAACS.
e S’empraren cél-lules HeLa no transfectades (NT)
com a control negatiu. 12 hores després de la
ACAACS e transfeccié es tractaren les cél-lules amb TSA (0.3

3 WB w-myc uM) i NAM (10 mM) durant 24 hores. 1 mg

NT WT

d’extracte proteic fou immunoprecipitat amb 12.5
ug d’anticos contra acetil-lisina (AcLys) i es dugué
a terme la detecci6 per Western blot amb I'anticos
contra myc (1:200). Es carrega un 1% de l'input

(10 pug).

Input

El resultat obtingut confirma que I'enzim AACS huma s’acetila in vivo ja que és
detectat en experiments de transferéencia Western contra myc després de la

immunoprecipitacié amb anticossos contra acetil-Lys (figura R-14).

13. IDENTIFICACIO DE LA Lys633 DE L’ENZIM AACS HUMA
COM A PUTATIU LLOC D’ACETILACIO.

En el centre actiu de la familia de proteines acil:CoA ligasa, formador d’AMP,
existeix un motiu conservat PX4GK on s’hi localitza un residu de Lys identificat com a

putatiu substrat d’acetilacio (Starai et al., 2002) (figura R-15).

Acs 00 D SLEXTRcEPE 1 MR 612
PrpE 583 S QLBX TR sEFIM LR 595
RAcs2Zp 628 RDLEBR TR SEPI T M R 640
luciferase s20 0 EVExGLTEEL DA 532
Grsh sog DEKMBL T e NEJE I DR 520
CepA Rl 270 DAL TaNER vD R 482
Ceph AZ 1490 DALEB L TAHENE I DR 1502
CephA A3 3022 DALELTTUNERE VDR 3034

FIGURA R-15. Motiu conservat que conté el residu de Lys acetilable en membres
representatius de la familia de proteines acil:CoA ligasa, formador d’AMP (adaptat de
Starai et al., 2002). Acs, acetil-CoA sintetasa (gi:16767525, S. enterica); PrpE, propionil-CoA
sintetasa (gi: 14917034, S. enterica); Acs2p, acetil-CoA sintetasa (gi: 6323182, Saccharomyces
cerevisiae); luciferasa (gi: 126635337, P. Pyralis); GrsA, gramicidin S sintetasa | (gi: 3334467,
Brevibacillus brevis), CepA, una de les tres subunitats que sintetitzen cloroeremomicina
(European Molecular Biology Laboratory nombres X98690 i S46968; gi: 7522085,
Amycolotopsis orientalis).

La Lys609 de I'Acs (Starai et al., 2002), la Lys592 de la propionil-CoA sintetasa
(Horswill et al., 2002), la Lys529 de la luciferasa (Lee et al., 1981; Branchini et al,,
2000) i la Lys517 de la gramicidina sintetasa 1 (Conti et al., 1997), s6n essencials per

a l'activitat catalitica d’aquests enzims.
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llarg de I'evolucié (figura R-16):

AACS H. sapiens
AACS X. tropicalis
AACS D. rerio
AACS C. elegans

El motiu PX4GK és present en la proteina AACS humana i es troba conservat al
AACS A, tumefaciens
AACS M. musculus

AACS R. norvegicus ! |

Consensus |IRLGLSARHV PXLILETKXI PYTISGKKVE VAVKQVIAGK XVEHRGAFSN

656
656
657
688
636
656
656

FIGURA R-16. El motiu PX4GK de I’AACS es troba conservat entre les diferents espécies.
Alineament de sequéncies multiple del motiu PX4GK (subratllat) de I'acetoacetil-CoA sintetasa
de diferents especies (CLC Sequence Viewer 4.6.1.). Es marca el putatiu lloc d’acetilaci6 amb
una fletxa. Homo sapiens (gi:74750446); Xenopus tropicalis (gi:123892212); Danio rerio
(9i:166198270); Caenorhabditis elegans (sur-5; gi:74965144); Agrobacterium tumefaciens (gi:
15159138), Mus musculus (gi:81904891); Rattus norvegicus (gi:81906806).

Per tal d’estudiar si el residu Lys633 era un substrat d’acetilacié de la proteina
AACS humana es muta aquest residu, mitjangant mutagénesi dirigida (oligonucleotids
KR-AACS-F i KR-AACS-R), a arginina (R, que posseeix una cadena lateral carregada
positivament mimetitzant aixi un residu de Lys no acetilat) i es realitza la mateixa

aproximacio experimental que en I'apartat anterior.

P NS a-myc Input

NT WT KR NT WT KR NT WT KR

AcAACS | ‘ 1 ' o H’ WB AcLys

AACS S == == | WBa-myc

FIGURA R-17. El residu Lys633 de la proteina AACS humana no s’acetila in vivo. Cél-lules
HelLa foren transfectades o no (NT) amb 10 ug de la construccié mycAACS wild type (WT) o
amb la construccioé que conté la Lys633 mutada a Arg (KR). 12 hores després de la transfeccid
es tractaren les cél-lules amb TSA (0.3 uM) i NAM (10 mM) durant 24 hores. 500 pg d’extracte
proteic foren immunoprecipitats amb 130 pg d’anticos contra myc (o-myc) o contra HA (NS)
durant tota la nit. En el panell superior es mostra la immunodeteccié amb I'anticos contra acetil-
Lys (1:1000) i en l'inferior, contra myc (1:200). Es carrega un 1% de l'input (2.5 ng).

En el Western blot contra acetil-Lys realitzat sobre els extractes
immunoprecipitats amb myc no s’observa una reducci6 de I'acetilacié en la construccio
mycAACSKR comparat amb la construccié wild type (figura R-17; panell superior).
Aquest resultat indica que el residu de Lys633 de I'enzim AACS huma, malgrat es trobi
dins d’'un motiu conservat en les proteines de la familia acil:CoA ligasa, formador

d’AMP, no és diana de proteines acetiltranferases.
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14. ALTRES PUTATIUS LLOCS D’ACETILACIO EN LA
PROTEINA AACS HUMANA.

Dels 41 residus de Lys presents en la seqiiéncia aminoacidica corresponent a la
proteina AACS humana, 19 d’ells estan predits com a putatius llocs d’acetilacié pel
programa informatic PAIL (sigles corresponents a I'anglés Prediction of Acetylation on

Internal Lysines) disponible en http://bioinformatics.lcd-ustc.org/pail (Liu et al., 2007).

El residu Lys634 de la proteina AACS humana, també conservat entre les
diferents espécies (figura R-16), és un dels predits com a putatiu lloc d’acetilacié de
manera que sobre la construcci®6 mycAACSKR, on s’havia mutat la Lys633, es muta la
Lys634 a Arg (oligonucledtids KKRR-AACS-F i KKRR-AACS-R), obtenint-se la
construcci6 mycAACSKKRR. Amb la construccié6 mycAACSKKRR es dugué a terme la

mateixa aproximacié que en 'apartat 12 d’aquest bloc de resultats.

P NS o-myc Input

NT WT KKRR NT WT KKRR NT WT KKRR

AACS | — —| WB c-myc

FIGURA R-18. El residu Lys634 de I’enzim AACS huma s’acetila in vivo. Cél-lules HelLa
foren transfectades o no (NT) amb 10 pg de la construccié mycAACS wild type (WT) o amb la
construccié que conté les Lys633 i Lys634 mutades a Arg (KKRR). 12 hores després de la
transfeccio es tractaren les cél-lules amb TSA (0.3 uM) i NAM (10 mM) durant 24 hores. 500 ug
d’extracte proteic foren immunoprecipitats amb 130 pug d’anticds contra myc (o-myc) o contra
HA (NS) durant tota la nit. Es dividi la meitat del immunoprecipitat per a la detecci6 amb
I'anticos contra myc (1:200) i l'altra meitat, contra acetil-Lys (1:1000). Es carrega un 1% de
linput (2.5 pg).

A la figura R-18 s’observa una reduccié de l'acetilacié en la construccio
mycAACSKKRR comparat amb la construccidé wild type (panell superior) de manera
que la Lys634 de I'enzim AACS és diana de proteines acetiltranferases. No obstant
aixo, no es produeix una abolicié total de I'acetilacio, suggerint que existeixen multiples

residus de Lys susceptibles de ser acetilats en la proteina AACS humana.

A continuacié, amb la finalitat d’eliminar altres putatius llocs d’acetilacié predits
pel programa informatic PAIL, es dugué a terme una delecidé de la regi6 COOH-
terminal de I'enzim AACS huma (de I'aminoacid 633 al 672) i s’assaja aixi com s’ha

descrit anteriorment.
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FIGURA R-19. L’extrem COOH-terminal de I’enzim AACS huma és diana de proteines
acetil transferases. Cél-lules Hela foren transfectades amb 10 ug de les construccions
mycAACS wild type (WT), la construccié que conté la Lys633 mutada a Arg (KR), la construccio
que conté les Lys633 i Lys634 mutades a Arg (KKRR) i la construccié mycAACS amb I'extrem
COOH-terminal delecionat (Dg3s672)- 12 hores després de la transfeccié es tractaren les
célllules amb TSA (0.3 uM) i NAM (10 mM) durant 24 hores. 500 ug d’extracte proteic foren
immunoprecipitats amb 130 ug d’anticos contra myc (o-myc) o contra HA (NS) durant tota la nit.
En el panell superior es mostra la immunodeteccié amb I'anticds contra acetil-Lys (1:1000) i, en
el inferior, amb I'anticds contra myc (1:200). Es carrega un 1% de l'input (2.5 ng).

WB AcLys

A la figura R-19 (panell superior) s’observa una reduccio superior de I'acetilacié
en la construcci6 mycAACSDg33 67, comparat amb la construccié mycAACSKKRR. Aixi,
malgrat no s’hagi aconseguit I'obtenci6 d'una construccid no acetilable, es pot
concloure que l'enzim AACS posseeix multiples llocs d’acetilacio, essent I'extrem
COOH-terminal de la proteina determinant per a que es doni aquesta modificacio

posttraduccional.
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CLONATGE | CARACTERITZACIO DEL PROMOTOR
DEL GEN AACS HUMA

1. CLONATGE DEL PROMOTOR DEL GEN AACS HUMA.

En el moment d'iniciar el present treball no existia bibliografia de I'acetoacetil-

CoA sintetasa relacionada amb la regulacio transcripcional.

Per tal d’estudiar la regulacié de I'expressié del gen AACS huma es clona la
regio promotora en el vector pGL3basic, que conté el gen reporter de la luciferasa de
la cuca de llum. Aixi mateix, es generaren varis constructes amb diferents versions del

mateix promotor que permetessin la caracteritzacié d’aquesta regio del gen.

S’analitza la sequUéncia gendmica corrent amunt del cDNA huma descrit i
s’amplificaren 1500 pb, just abans de l'inici de traduccié per tal d’evitar la formacio
d’'una proteina quimerica (oligonucleodtids DH781bis i DH782). Posteriorment, es clona
el fragment amplificat en el vector reporter pGL3basic, obtenint-se la construccié p-
1425 (-1425/+79 respecte a I'Inr consens) i es comprova que la seqiéncia clonada
coincidia amb la sequéncia publicada en el GenBank. A partir d’aquest constructe es
generaren delecions de I'extrem 5 (veure apéndix), obtenint-se les construccions
reporteres p-1034 (-1034/+79), p-809 (-809/+79) i p-291 (-291/+79).

Aquesta seqiiéncia genomica va ser analitzada amb el software PROSCAN

(versié 1.7), (http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/proscan/) que hi prediu un possible

promotor entre les posicions -345/+15, i amb el programa informatic TFSearch

(versi61.3) (www.cbrc.jp/research/db/TEFSEARCH.html), que localitza dos putatius

elements de resposta a SREBP, un DR4, un RORE, una E box i cinc caixes GC, que
han sigut estudiats en el present treball. Finalment, I'analisi amb el programa
informatic BLAST de I'NCBI revela la preséncia de dues seqliéncies Alu en el

promotor del gen AACS huma (figura R-20).
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GAGATCAGGE AGGCTCTGGA GOGGGTGCTC TCAGACCTGE GCTCACTCTT GTAATCCCAG CACTTITGGGA GGCCGAGGCG
SRE
GG ATCAC CTGA Tclr GACTTCAAGA CCACCCTGGC CAACATCGTC AARATCCCGTC TCTACAAAAR TGCAARRAATC
| DR4

AGCCGGGCTC GGTAGCTCALC GCCTGTAATT CCAGCACTIT GGGAGGCTGA GGCGGLCE @G CCGGGAGTTG
GAGACCAGCTC TGACCAACAT GGAARARAACCC TGTCTGTACT AARAAATACAAR AATTAGCCAG GCOGTGGTGGC ACATGCCTICT
AATCCCAGOT ACTCOAGAGDS CTCGAGGCAGE ASAATTGCTT TAACCTGGOA GATGGAGOTT GCCOTGTOGCC GAGATCTCGC
AATTGCACTC CAGCCTGGGT AACRAGAGCGE ARACTTCGTIC TCAAMRAARAC AAAACARACA ACAACAACAA CRARAAAARR
ARCACGAAAR ATTAGCTGOLE CATIATGGCE TOGTGCCTIGTA ATCCCAGCTA CTCAGGAGGC TOGRGGCAGGOGA GAATCGCITAO
AACCTGGGAA GOAGAGGTTA CAGTGAGCTG AGATTGGGAC ATTGCACTCC AGCCTGGGCG ACTGAGTGAG ACTCAAAAAR

RORE
AAARAAAAMG CTAAGOCGOCG GACGGGCOCCT TCCAGGTCAT| AGGTAGATAA GOGACAAATG CGCTGCATTCT TTTGASTITT

CAATTAGCCT CTGCAAAGGA GGCAATCAGE TOTGCATITA ACTCAGCAGA GGGGTGACTT TGAATAGAAT GGAGGCAGGT

TAGCCCTAAG CAGTTCCCAG CTTTITCITIT CCCTTTAGCT TAGTAGIGGS GCCCCAAGAT TTATTITCCT TTCACARATG

TETATTITGA TACCCATTGS CATACTATGT ATATTATTGT ATTATACTAT GACATTATCT TGTGTATGTA CACGATGTAC

TTATTTGITA ATCGTCTCCC GTCTITCCTCA CACCTGTACC CCTCCTCTCC TGTTGACAGA GAACAAGRAT TITGITITGT

TCGCTGCTST ATCCGCAAAG CTCCCARAGT CCTCCGAATG CCGCAGGCTC TCAGTAARAGA CCTGCAGGAR GAAATAGCGA

ATGRATGATG TN TA GGARACAGCS GGCTCGGACG CCTGGLCTTCT CCGGCTGCOC TAACSCCOCOIC CAGCTCOCCAGS
GC
TCACCTCCEE ¢ ST SAGCCCCCCT CACECCCACE CCOCCCGCCC GCCCECGCTE CAGCCCCCCOG
GC GC
CTQCCAGCAC TCACCCGACE CTTACAQCCC QOACCOCCCE COCTCCOAAGS COOQCCoCONT

GC

TOSAGGOGES SCCTCOEGEE COCOGCRTES GCCAAGOGGT CCGCAGGAGS COGOGGOEGC fﬂfFﬂAGTcﬂ CTTGTTICCCE
Inr

GCCGCCGCCE TCGCTGACCC AGCCCOGCCAG CCGCTCCTGA CCGTCGCTIC CTCCGGTCCC AGGT

FIGURA R-20. Seqiiéncia del promotor i extrem 5’ del cDNA del gen AACS huma. Detall
de la seqiéncia gendmica clonada (-1425/+79) a partir de DNA gendomic per PCR amb els
oligonucleotids DH781bis i DH782. S’hi detallen el promotor (gris) i dues sequéncies Alu (blau)
predits in silico, els dos SREs, el DR4 (putatiu LXRE), el RORE, la E box i I'lnr (enquadrats)
localitzats segons la correspondéncia amb els consensos, el cDNA (subratllat) i el possible inici
de transcripci6 (asterisc).

2. ACTIVITAT DEL PROMOTOR DEL GEN AACS HUMA.

Per tal de comprovar si el promotor predit in silico mostrava activitat, es van
realitzar experiments de transfecci6 transitoria de les construccions p-1425, p-1034, p-
809, p-291 i pGL3basic en la linia cel-lular HepG2.
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Activitat luciferasa
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FIGURA R-21. Activitat basal del promotor del gen AACS huma. Transfeccié transitoria de
la linia cel-lular HepG2 amb les construccions p-1425 (-1425/+79), p-1034 (-1034/+79), p-809
(-809/+79), p-291 (-291/+79) i pGL3basic. Es mostren els valors de luciferasa relatius a
pGL3basic i normalitzats per renilla (mitjana de 3 experiments + desviacié estandard).
Les construccions p-1425, p-1034, p-809 i p-291 mostren activitats relatives a
pGL3basic de 63.62 + 5.4, 21.20 + 5.46, 77.75 + 0.87 i 125.22 + 4.37 respectivament

(figura R-21).

3. IDENTIFICACIO DE L’EXTREM 5’ DE L’mRNA DE L’AACS
HUMANA.

Una marca de sequéncia expressada, també anomenada EST (acronim de
l'anglés expressed sequence tag), és un petit fragment de nucledtids transcrit i
processat, ja sigui un transcrit codificador de proteina o no (revisat per Nagaraj et al.,
2007).

Les ESTs s'obtenen per un procés de sequlienciacié a I'engros de llibreries de
cDNA. La sequencia resultant és un fragment d'entre 200 i 800 nucleoétids i de relativa
baixa qualitat, perd6 que déna molta informacié sobre les regions transcripcionalment

actives de qualsevol organisme.

Les ESTs constitueixen una eina fonamental en el descobriment de nous gens i
en la determinacié de seqliéncies géniques. La sequienciacio d'ESTs ha augmentat
rapidament en els ultims anys, i actualment hi ha més de 50 milions d’ESTs descrites i

disponibles a les bases de dades publiques.

En el present treball es realitza un alineament de la sequéncia promotora del gen
AACS huma clonada en el laboratori amb les diferents EST disponibles a la base de
dades del GenBank.
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FIGURA R-22. Percentatge d’ESTs que alineen amb una posicié6 determinada del
promotor de ’AACS. Es mostra el percentatge d’'ESTs de la base de dades del GenBank i la
sequéncia del promotor del gen AACS amb les que alineen.

Com s’observa a la figura R-22 la majoria (36%) de les ESTs disponibles a la
base de dades del GenBank localitzen l'inici de transcripcioé del gen AACS huma en el
nucledtid A, inclos dins de la seqiéncia (YYA.{NWYY) consens per a un Inr. A

continuacié es mostra en detall I'alineament majoritari obtingut:

Query 246 AGTCCCTTGTTCCCCGCCGCCGCCGTCGLTGACCCAGCC CGOCAGGL GCTCCTGACCGTCGCTTCCTCCGGTCCCAGGT 324

PErrrrrerrr e er e e e e re e e e e e e e e e e e e e e et e
Shjct 1 AT CCCTTGTTCCCCGCCGCCGC CEFTC GOTFACCCAGCC CECCAGGC GOTC CTFACCETCGCTTCOTCCHETCCCAGGT 79

FIGURA R-23. Alineament majoritari obtingut entre la seqiiéncia promotora clonada i
EST. Query i Sbjct indiquen la seqiiencia promotora introduida i 'EST de la base de dades del
GenBank, respectivament.

4. DESCRIPCIO DELS ELEMENTS NECESSARIS PER A
L’ACTIVITAT BASAL DEL PROMOTOR AACS HUMA.

La transcripcié génica en eucariotes és controlada per multiples factors, que
inclouen descondensaci® del Jocus, remodelaci® de nucleosomes, modificacio
d’histones, unié d’activadors i coactivadors transcripcionals als enhancers i promotors,
i reclutament de la maquinaria basal al promotor minim (revisat per Smale et al, 2003).
El promotor minim inclou elements del DNA que es poden estendre ~35 pb corrent
amunt i/o corrent avall de l'inici de transcripcid, i que sembla que interaccionen
directament amb components de la maquinaria basal. Sobre l'inici de transcripci6 del
promotor del gen AACS, predit per alineament amb les ESTs, s’hi localitza un putatiu
Inr (YYALNWYY), consens per huma, i una regio rica en sequéencies GC. A més,

aquest promotor manca de caixa TATA i del motiu DPE.
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Utilitzant com a motlle la construccioé p-291 es construi el vector reporter p-97 (-
97/+79) que inclou 4 caixes GC del promotor del gen AACS huma. Sobre aquesta
construccid, mitjangant la técnica d’overlapping extension, es muta el putatiu Inr (p-
97(M-Inr). Per tal d’estudiar la importancia de la regio rica en GC sobre I'activitat basal
del promotor, es realitza la construccio p-33 (-33/+79) que Unicament conté I'lnri 79
pb corrent avall. Finalment, i després d’haver observat que dita construccié no tenia
activitat basal, s’introdui una caixa TATA en la posici6 -33/-25 (p(TATA); Shatnawi et
al., 2007), amb Il'objectiu de conferir activitat a la construcciéo p-33 (figura R-24).
Aquestes construccions foren transfectades, de manera transitoria, en la linia cel-lular
HepG2.

A B
0,25
TCAGTCC
p-97 '|GCHGCHGCHGCIA%¢ 090 |
(3]
ACTCGAG é’
2 0,15 |
p-97(M-Inr) = GC f=f GC |l GC | GC =
=]
AATAATTAA E 010
2
sy 3
< *
0,05 -
p-33 _@_ o T
0,00 B e

p-97 p-97(M-Inr) p(TATA) p-33 pGL3basic

FIGURA R-24. Paper de I'Inr, de les caixes GC i de la TATA en l'activitat basal del
promotor de ’AACS huma. A: Representacié esquematica de les construccions reporteres.
B: Transfeccié transitoria de la linia celllular HepG2 amb les construccions reporteres
esquematitzades que contenen el promotor proximal de 'AACS huma, wt (p-97), amb el putatiu
Inr mutat (p-97(M-Inr)), la construccié sense caixes GC (p-33), amb una TATA box (p(TATA)) i
pGL3basic. Es mostren els valors de luciferasa normalitzats per renilla (mitjana de 3
experiments * desviacié estandard). (*p < 0.001 vs. p-97; **p no significatiu vs. p-33(TATA); 1p
no significatiu vs. p-33).

Aquests resultats (figura R-24) mostren que la seqiiéncia TCAGTCC constitueix
I'Inr del promotor del gen AACS ja que la mutacié del mateix disminueix I'activitat en
un 80%. L’activitat basal de la construccié p-33 és gairebé nul-la i semblant a la de
pGL3basic, mostrant la dependéncia de les caixes GC per a que tingui lloc la
transactivacié del promotor. A més, quan en aquest context s’introdueix una caixa

TATA, no s’observa increment significatiu de dita activitat.
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5. PAPER DE LES CAIXES GC EN EL PROMOTOR PROXIMAL
DEL GEN AACS HUMA.

Un elevat nombre de promotors manquen de seqiéncies TATA perd contenen
multiples caixes GC (Reynolds et. al, 1984). S’ha vist que aquestes caixes GC sén

necessaries perqué hi hagi una activitat promotora eficient (Blake et. al, 1990).

Amb l'objectiu d’aprofundir més en el paper de les caixes GC sobre l'activitat
basal del promotor del gen AACS huma es realitzaren delecions successives de
'extrem 5’ de la construccié p-291 (-291/+79), que conté 5 caixes GC, obtenint-se les
construccions p-97 (-97/+79), p-79 (-79/+79), p-66 (-66/+79), p-54 (-54/+79) i p-33 (-
33/+79) (figura R-25). Aquestes construccions foren transfectades, de manera

transitoria, en la linia cel-lular HepG2.

A B
p-201 GCHGCHGCHGC'—[I'; |
po7 —EHEHEHE {0 *
P78 5c Haoc H e Inr 3
p-GE GC GC Irf %
p-54 A T
p-33 —E— Tt
pGLIbasic T

0,00 0,10 0,20 0,30 040 0,50
Activitat luciferasa

FIGURA R-25. Activitat basal de les diferents delecions del promotor del gen AACS. A:
Representacié esquematica de les construccions reporteres. B: Transfecci6 transitoria de la
linia cel-lular HepG2 amb les construccions p-291 (-291/+79), p-97 (-97/+79), p-79 (-79/+79), p-
66 (-66/+79), p-54 (-54/+79), p-33 (-33/+79) i pGL3basic. Es mostren els valors de luciferasa
normalitzats per renilla (mitjana de 3 experiments * desviaci6 estandard). (*p < 0.05 vs. p-291;
**p < 0.005 vs. p-97; ***p < 0.001 vs. p-79; tp < 0.001 vs. p-66; t1p < 0.001 vs. p-54; tp no
significatiu vs. p-33).

A la figura R-25 s’observa que I'activitat reportera del promotor del gen AACS
huma és maxima en la construccid p-291, que conté 5 caixes GC. Aquesta activitat
disminueix progressivament a mesura que disminueix el nombre de caixes GC
presents en el promotor, essent minima en la construccié p-33, que és semblant a
lactivitat luciferasa observada per a pGL3basic, confirmant que les caixes GC

constitueixen elements fonamentals per a I'activitat basal d’aquest promotor.
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6. CARACTERITZACIO DELS LLOCS D’UNIO A Sp1.

S’han descrit varis factors que interaccionen amb les caixes GC, com ara, Sp1
(revisat per McKnight et al., 1986; Dynan et al., 1983), LSF (Kim et al., 1987), ETF
(Kageyama et al., 1989), GCF-1 (Kageyama et al., 1989) i AP2 (Mitchell et al., 1987).
En el present treball s’ha analitzat la interaccié del factor Sp1 amb les caixes GC del
promotor del gen AACS: in vitro, mitjancant pull-down amb oligos biotinilats i in vivo,

per la tecnica d'immunoprecipitacié de cromatina (ChIP).

Amb l'objectiu de determinar si Sp1 era capag¢ d’interaccionar in vitro amb la
sequéncia rica en GC del promotor del gen AACS, es realitzaren experiments de pull-
down amb oligos biotinilats, corresponents a les seqiiéncies Sp1-wt i Sp1-mut (figura
R-26A), que foren incubats amb extractes proteics de la linia cel-lular HIB-1B.
S’analitza la preséncia d’'Sp1 en els complexes proteics atrapats amb estreptavidina-

agarosa mitjancant transferéncia Western, emprant un anticos especific contra Sp1.

A

Sp1-wt 57 -CEEEAGEEC GERECC TGHAAGEEGECEGGGATTCRAGGC BEGEC CTG LGB CEEEECOTHEHEC-3

Spl-mint 5/ -CGGGAGT CTAGAGCT TG GAAGEG TC TAGAGATTCGATCTAGAGC CTGCEETC TAGAG CCTHGGC- 3

B Extracte
Wt Mut towm

FIGURA R-26. Reclutament d’Sp1 a través de les caixes GC del promotor de ’AACS. A:
esquema dels oligonucledtids emprats. Es detallen les sequéncies de les caixes GC en
negreta (Sp1-wt) i de les caixes GC mutades en negreta i subratllades (Sp1-mut). B: Assaig
de pull-down amb oligos Sp1-wt (WT) i Sp1-mut (Mut) biotinilats i extractes proteics de cel-lules
HIB-1B (200 ug). Els complexes atrapats amb streptavidina-agarosa foren sotmesos a SDS-
PAGE i posterior Western blot en front a un anticos especific contra Sp1 (dilucié 1:1000).

A la figura R-26B es pot observar que Sp1 interacciona amb una sonda que
conté la sequiéncia corresponent a les quatre caixes GC del promotor proximal del gen
AACS huma i que aquesta interaccié és nul-la quan s’incuben els extractes proteics

amb una sonda que conté les caixes GC mutades.

157



RESULTATS

Per tal d’analitzar si la proteina Sp1 interacciona in vivo amb el promotor del gen
AACS, es dugueren a terme experiments d'immunoprecipitacié de cromatina (ChIPs)
amb un anticos especific contra Sp1. S’empra com a control negatiu una regié distal

continguda a I'ex6 17.

A H.0 1gG Sp1 Input
Sp1-SITE —
EXO 17 [

FIGURA R-27. Sp1 interacciona amb el promotor proximal del gen AACS. A: Cromatina
aillada d’adipocits 3T3L1 fou immunoprecipitada amb I'anticds contra Sp1 o sérum preimmune
(lgG). EI DNA immunoprecipitat s’analitza per PCR amb oligonucledtids especifics del gen
AACS de ratoli. B: Regi6é del promotor amplificat i localitzacié dels oligonucleotids emprats.

8. EFECTE DE LA MITRAMICINA EN L’ACTIVITAT BASAL.

La mitramicina és una antibidtic que, en preséncia de Mg®, s'uneix a les
sequéncies riques en GC del DNA, impedint la uni6é de la proteina Sp1 (Van Dike et
al., 1983; Miller et al., 1987; Ray et al., 1989).

Es transfectaren cél-lules HepG2 amb la construccié reportera p-291, que conté
5 caixes GC, i s’'incuba el cultiu cel-lular amb concentracions creixents de I'antibiotic,
observant-se una disminucié significativa de l'activitat basal del promotor del gen
AACS en tractaments de 125 i 250 nM de mitramicina (figura R-28). Aquests resultats
confirmen que la unié d’'Sp1 a les caixes GC del promotor proximal del gen AACS

huma és essencial per a I'activitat basal del promotor.

150
125 FIGURA R-28. Repressio de lactivitat
luciferasa de la construccié p-291 pel
© 100 4 tractament amb mitramicina. Transfeccio
@ transitoria de la linia cel-lular HepG2 amb
g la construcci6 p-291 (-291/+79) en
& encia d traci ixents de
o preséncia de concentracions creixen
S mitramicina (0, 62.5, 125 i 250 nM). Es
® 50 1 mostra el % de repressidé respecte a la
situacié control (no tractament) normalitzat
25 1 per proteina (mitjana de 3 experiments *
desviacié estandard)( (*p < 0.05 vs.
0 - . . . control; **p < 0.005 vs. control).
0 62.5 125 250

nM mitramicina

158



RESULTATS

ESTUDI DE LA REGULACIO TRANSCRIPCIONAL DEL
GEN AACS PER LXR

Els LXRs (Liver X Receptor; LXRa i LXRB) sén receptors nuclears activats per
oxisterols (Janowski et al., 1996; Lehmann et al., 1997) que regulen una gran varietat
de processos fisioldogics com ara el metabolisme i transport del colesterol, lipogénesi,

gluconeogeénesi i inflamacioé (revisat per Tontonoz et al., 2003; Zelcer et al., 2006).

Els LXRs son factors de transcripci6 dependents de lligant que formen
heterodimers permissius amb RXR. Els elements de resposta a LXR (LXRE) estan
formats per dos repeticions directes del motiu hexanucledtid AGGTCA espaiats per 4
nucleodtids, anomenats DR4 (Willy et al., 1995). La disponibilitat d’agonistes sintétics
com ara T0901317 (Schultz et al., 2000; Repa et al., 2000) han permés l'estudi més

profund de les conseqliéncies metaboliques de I'activacidé d’LXR.

9. IDENTIFICACIO D’UN PUTATIU LXRE DINS D’UN ELEMENT
Alu EN EL PROMOTOR DEL GEN AACS HUMA.

S’analitza la seqliéncia promotora de -1425 a +79 del gen AACS huma amb el
software TFSearch (versio 1.3.) i es localitza un putatiu LXRE (-1342/-1327) idéntic al
descrit pel gen de 'ApoD (Hummasti et al., 2004). Aquest putatiu LXRE es troba
compreés dins d’'una de les dues seqliéncies Alu del promotor de 'AACS predites pel
programa informatic BLAST de I'NCBI (figura R-20).

Una sequiéncia Alu és un fragment de DNA d’aproximadament 300 pb que es
troba altament representat en el genoma dels primats (revisat per Batzer et al., 2002).
Pertany a la familia dels elements dispersos curts (SINE) i deriven del gen 7SL RNA,

que forma part del complex ribosomal (Ullu et al., 1984).

Inicialment els elements Alu foren considerats com a parasits del genoma, sense
cap efecte sobre la estabilitat ni I'expressié génica (Orgel et al., 1980). Actualment
pero, diferents linies d’evidéncia mostren que, mitjangcant els processos de
transposicio, recombinacio i expansid, els elements Alu han contribuit a I'evolucio del
genoma, constituint nous elements de regulacié per als gens veins (Brosius, 1999;
Tomilin, 1999).
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Per tal de provar la funcionalitat d’aquest putatiu LXRE i poder descriure el gen
AACS com a gen diana d’'LXR, es realitzaren assajos de gen reporter en la linia
cel-lular HepG2, cotransfectant la construccié reportera p-1425 i els receptors nuclears
LXRo i RXRo. S’empra el promotor del gen SREBP1c com a control positiu de
I'experiment (Repa et al., 2000).
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FIGURA R-29. LXRa regula P'activitat promotora del gen AACS huma. Transfeccid
transitoria de la linia cel-lular HepG2 amb les construccions reporteres p-1425 (-1425/+79),
pSREBP1c i pGL3basic, cotransfectades amb (+) o sense (-) els receptors nuclears LXRa. i
RXRo. 24 hores després de la transfeccid, es tractaren les cél-lules amb vehicle (DMSO) o
T0901317 (1 uM) i 9-cis retinol (1 uM) durant 24 hores. Es mostren els valors de luciferasa
normalitzats per renilla (mitjana de 3 experiments + desviacié estandard). *p <0.005 vs. control;
**p < 0.001 vs. control.

Com es mostra a la figura R-29 el promotor del gen AACS huma (-1425/+79) és
regulat per I'heterodimer LXRo/RXRo. En el grafic s’observa que els promotors dels
gens AACS i SREBP1c responen de manera diferencial al receptor nuclear LXRo. El
promotor d’'SREBP1c s’indueix per T0901317 sense I'addici6 exdogena d’LXRa,
indicant que els nivells de receptor endogens son suficients per la unié i activacié a
'element de resposta. A més, I'addici6 d’LXRa. ja promou la induccié del reporter i
aquesta és encara superior quan es tracten les cél-lules amb lligants. Al contrari,
I'activacié del promotor del gen AACS és dependent de I'addici6 tant de receptors com

de lligants.

Per tal de determinar si el putatiu LXRE (-1342/-1327) del promotor de 'AACS
era funcional i responsable de la induccié observada en la figura R-29, es realitzaren
delecions successives de la regidé 5’ de la construccié p-1425 que foren assajades en
experiments de transfeccié transitoria en la linia cel-lular HepG2 aixi com s’ha indicat

anteriorment.
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FIGURA R-30. El putatiu LXRE localitzat en el promotor del gen AACS no és funcional. A:
Esquema de les construccions transfectades. B: Transfeccio transitoria de la linia cel-lular
HepG2 amb les construccions reporteres p-1425, p-1034, p-97 i pGL3basic, cotransfectades
amb (+) o sense (-) els receptors nuclears LXRo i RXRa. 24 hores després de la transfeccio,
es tractaren les cél-lules amb vehicle (DMSO; -) o T0901317 (1 uM) i 9-cis retinol (1 uM) (+)
durant 24 hores. Es mostren els valors de luciferasa normalitzats per renilla (mitjana de 3
experiments + desviacié estandard). *p <0.01 vs. control no tractat.

Com es mostra a la figura R-30 el putatiu LXRE (posicions -1342/-1327 respecte
a I'lnr) localitzat dins d’'una seqiiéncies Alu del promotor del gen AACS huma no és
funcional, ja que en abséncia del mateix (construccié p-1034) es segueix observant
lincrement de [lactivitat luciferasa per la cotransfeccio amb LXRo/RXRo i el
tractament amb els lligants especifics. De fet, la construccidé p-97, que Unicament

conté les 4 caixes GC, també és activada per aquest receptor nuclear.

10. EXPRESSIO DEL GEN AACS EN RESPOSTA AL
TRACTAMENT AMB UN AGONISTA SINTETIC D’LXR.

Per provar la hipotesi que el gen AACS era diana d'LXR es tractaren cel-lules
HepG2 amb concentracions creixents de l'agonista sintétic d’'LXRa, T0901317, i
s’analitza I'expressié del gen AACS en termes d’'mRNA. S’empra una sonda especifica

contra el cDNA de la FAS com a control positiu (Joseph et al., 2003).
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FIGURA R-31. El gen AACS no s’indueix per
T0901317 en cél-lules HepG2. Cél-lules HepG2
foren incubades durant 24 hores amb
concentracions creixents de T0901317 (0.5; 1i 10
uM) o vehicle (DMSQO). Els nivells dmRNA de
'AACS i de la FAS (20 ug) s’analitzaren per
Northern blot. En el panell inferior es mostra la
tinci6 amb bromur d’etidi dels RNAs ribosomals
28S.

Com calia esperar, els nivells dmRNA del gen AACS no s’indueixen quan es

tracten ceél-lules HepG2 amb concentracions creixents de T0901317 ja que com es

mostra en la figura R-29, els nivells de receptor LXR endogen en aquestes cél-lules no

son suficients per a que es produeixi la transactivacié del promotor.

A continuacié, amb la finalitat de comprovar el resultat anterior en un model més

fisiologic, s’obtingué un cultiu primari d’hepatocits a partir de fetge de rata que es tracta

amb l'agonista d’'LXRo, T0901317. S’analitza I'expressié del gen AACS en termes

d’'mRNA i s’empra una sonda especifica contra el cDNA d’'SREBP-1 com a control

positiu. S’observa que, en aquest model cel-lular, el gen AACS tampoc s’indueix pel

tractament amb T0901317 (figura R-32), indicant que el gen AACS no és diana

d’LXRo.

T0901317 - +

MCSE“

SREBP-1

p-actina

FIGURA R-32. El gen AACS no s’indueix per
T0901317 en cultiu primari d’hepatocits.
Hepatocits aillats a partir de fetge de rata foren
incubats durant 16 hores en abséncia (-) o
preséncia (+) de T0901317 (10 uM). Els nivells
dmRNA de I'AACS i d'SREBP-1 (20 ug)
s’analitzaren per Northern blot i s’empra la sonda
especifica de f-actina com a control de carrega.
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ESTUDI DE LA REGULACIO TRANSCRIPCIONAL DEL
GEN AACS PER SREBP

L’homeostasi del colesterol és mantinguda a través d’una xarxa complexa de
programes transcripcionals. A nivell cel-lular, la sintesi de novo de colesterol i la
captacio de lipoproteines estan regulades a través d’'un feedback negatiu que respon a
elevats nivells intracel-lulars de colesterol. Aquesta via esta regulada per una familia
de factors de transcripci6 anomenada sterol regulatory element-binding proteins
(SREBPs) (Brown et al., 1997; 1999).

Els SREBPs es sintetitzen en forma de precursors ancorats a la membrana del
reticle endoplasmatic o del nucli; en condicions de deplecié de colesterol cel-lular, el
precursor pateix dues proteolisis consecutives i es genera un fragment NH,-terminal
soluble que es transloca al nucli. Aquest SREBP nuclear, que inclou el domini bHLH-
Zip, activa la transcripci6 de gens implicats en la biosintesi de colesterol i acids
grassos mitjancant la unié a elements SRE o E boxes presents en el promotor dels
gens diana (Wang et al., 1993; Kim et al., 1995).

Existeixen tres isoformes d'SREBPs: SREBP-1a, SREBP-1c i SREBP-2
(Yokoyama et al., 1993; Hua et al., 1993; Tontonoz et al., 1993), que s’expressen de

manera diferencial en els teixits (Shimomura et al., 1997).

L’AACS és un gen diana d'SREBPs com es dedueix en experiments de
transcriptomica, realitzats a partir de mostres de fetge de ratolins transgénics que
sobreexpressaven nSREBP-1a o nSREBP-2 o que tenien deficiéncia en tots els
SREBPs resultat de la deficiéncia de la proteina SCAP, que actua com a sensor
d’esterols i que és imprescindible per a que es processi la forma madura del factor de

transcripcié (Horton et al., 2003).
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11. EFECTE DE LA DEPLECIO D’ESTEROLS EN L’EXPRESSIO
DE L’AACS.

Per tal d’examinar I'efecte de la deplecio d’esterols cel-lulars sobre I'expressio del
gen AACS, s’incubaren cél-lules Cos7 en sérum deslipoproteinitzat (LDS). Com que
per a la majoria de gens sensibles al colesterol, els nivells dmRNA es veuen
disminuits pel tractament amb oxisterols (Kawabe et al., 1995), es tracta el cultiu
cel-lular, incubat en un 10 % de FBS o LDS, amb 25-hidroxicolesterol. S’analitzaren els
nivells d'mRNA del gen AACS per Northern blot i s’empra una sonda especifica contra

I’'HMG-CoA reductasa com a control positiu (Goldstein et al., 1990).

HMG-CoA
AACS reductasa
FBES LDS FBS LDS

25-0OHcha - *+ - #

36B4 | I

1 07 2 14 1 08 28 08

FIGURA R-33. Induccié de I'expressio de ’AACS en cél-lules Cos7 incubades en medi
lliure d’esterols. Cél-lules Cos7 foren incubades durant 24 hores en sérum fetal bovi (FBS) o
sérum deficient en lipoproteines (LDS) en abséncia (-) o preséncia (+) de 25-hidroxicolesterol (1
ug/mL). Els nivells d'mRNA de 'AACS i HMG-CoA reductasa (20 ug) s’analitzaren per Northern
blot, emprant la sonda especifica de 36B4 com a control de carrega. En la part inferior es
mostren les vegades d’induccié respecte al control (FBS no tractat) obtinguts per densitometria
mitjancant el software Image Quant TL.

Tal i com es mostra a la figura R-33, quan es mantenen les cél-lules en un medi
lliure d’esterols (LDS) es produeix un increment dels nivells dmRNA de I'AACS de 2
vegades mentre que el gen clau en la via del mevalonat, ’THMG-CoA reductasa,
s’indueix 2.8 vegades sota les nostres condicions experimentals. Aixi mateix, a la
figura R-33 s’observa que aquesta induccié de I'expressid de 'AACS i de THMG-CoA
reductasa provocada per la incubacié en LDS es reverteix quan es tracta el cultiu

cel-lular amb 25-hidroxicolesterol.
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Com que I'acumulacié de I'RNA d’'un gen pot venir donada per un increment de la
taxa de transcripcio i/o per la variacié en I'estabilitat de 'mRNA, s’avalua 'aportaci6 del
procés de transcripcié en la induccié de 'AACS per LDS, mitjangant el tractament de
ceél-lules Cos7 amb actinomicina D, que és un inhibidor de 'RNA polimerasa Il. Aixi
mateix, s’analitza si aquesta induccid necessitava de l'aportaci6 de nova sintesi

proteica mitjangant el tractament del cultiu cel-lular amb cicloheximida.

HMG-CoA

AACS reductasa
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g % q % 3 % q %
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FIGURA R-34. Analisi del mecanisme mitjangant el qual el sérum deslipoproteinitzat
indueix I’expressié del gen AACS. Cél-lules Cos7 foren incubades durant 24 hores en sérum
fetal bovi (FBS) o sérum deficient en lipoproteines (LDS). Passat aquest temps s’incubaren les
cél-lules en presencia d’actinomicina D (1 ug/mL), cicloheximida (10 ug/mL) o vehicle (etanol i
DMSO) durant 24 hores més. Els nivells dmRNA de I'AACS i de HMG-CoA reductasa (20 ng)
s’analitzaren per Northern blot, emprant la sonda especifica de 36B4 com a control de carrega.
En la part inferior es mostren les vegades d’induccié respecte al control (FBS no tractat)
obtinguts per densitometria mitjangant el software Image Quant TL.

A la figura R-34 (panell esquerre) s’observa que la induccioé de 'AACS per LDS
és abolida quan s’incuben les cél-lules en preséncia d’actinomicina D, indicant que
aquesta induccié es dbéna a través d’un mecanisme transcripcional. Per altra banda,
quan s’incuba el cultiu en FBS i es tracta amb cicloheximida, s’observa una
sobreexpressio del gen AACS que és superior a la observada pel tractament amb
LDS. Aquest efecte podria ser degut a que el colesterol present en el sérum entrés
dins la céllula i reprimis I'expressié de 'AACS d’una manera depenent de nova sintesi
proteica i que aquesta inhibicid es bloquegés per I'addicié de cicloheximida al medi de
cultiu. De fet, la induccié de I'expressié de 'THMG-CoA reductasa pel tractament amb
cicloheximida (figura R-34; panell dret) ha sigut descrita anteriorment (Choi et al.,
1993). El tractament amb cicloheximida quan s’incuben les cél-lules en LDS provoca
una disminucié de I'expressié dels gens AACS i HMG-CoA reductasa, indicant que la
induccié d’ambddés en medi lliure d’esterols requereix de nova sintesi proteica. En
resum, tant la repressio per colesterol com la induccié per abséncia del mateix en el

medi de cultiu requereixen de nova sintesi proteica.
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12. ASSAJOS DE GEN-REPORTER.

Amb [l'objectiu de localitzar les sequéncies responsables de la regulacié per
colesterol, s’analitza la sequéncia promotora del gen AACS amb el programa
informatic TFSearch i es localitzaren dos putatius SREs (-1341/-1331 i -1207/-1197

respecte a I'lnr) compresos dins de la primera seqiiéncia Alu (figura R-20).

Per tal de provar la hipotesi de que el promotor del gen AACS huma clonat era
diana d’'SREBPs, es realitzaren assajos de gen reporter en la linia cel-lular Hek293,
cotransfectant la construccié reportera p-1425 i les diferents isoformes nuclears i, per
tant, actives d’'SREBPs (SREBP-1a, -1c i -2). S’empra el promotor del gen HMGCS1
com a control positiu ja que conté tres SREs ben caracteritzats (Smith et al., 1988;
Jackson et al., 1995; Dooley et al., 1998). 5 hores després de la transfeccidé es
mantingueren les cel-lules en condicions d’inducci6 (10% LDS + 10 uM de
pravastatina) o repressio (10% FBS + 1 ug/mL de 25-hidroxicolesterol + 10 ug/mL de

colesterol) dels SREBPs endogens durant 16 hores més.
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FIGURA R-35. Les diferents isoformes d’SREBP no activen transcripcionalment el
promotor del gen AACS huma clonat. Transfeccio transitoria de la linia cel-lular Hek293 amb
les construccions reporteres p-1425 (-1425/+79), pHMGCS1 i pGL3basic cotransfectades
sense (-) o amb els vectors d’expressid nSREBP-1a, nNSREBP-1c i nSREBP-2. 5 hores després
de la transfeccio, es tractaren les cél-lules amb 1 ug/mL de 25-hidroxicolesterol i 10 pg/mL de
colesterol (repressio; figura A) o 10% LDS + 10 uM de pravastatina (inducci6; figura B) durant
16 hores més. Es mostren els valors de luciferasa normalitzats per renilla (mitjana de 3
experiments + desviacié estandard). *p no significatiu vs. control.
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Com s’observa a la figura R-35 cap de les isoformes testades d’SREBP
indueixen significativament el promotor del gen AACS de manera que els dos putatius
SREs localitzats en les posicions -1341/-1331 i -1207/-1197 respecte a [linici de
transcripcié no sén funcionals. Es mostra com el promotor del gen HMGCS1, que és
diana d’SREBPs, s’indueix més en condicions de repressio (figura R-35A) que en
condicions d’inducci6 (figura R-35B) ja que en condicions de repressio6 'activitat basal
del promotor és menor degut a qué els SREBPs endogens romanen ancorats a la

membrana del reticle endoplasmic i, per tant, estan reprimits.

A continuaci6 (figura R-36), es representen les activitats basals en preséncia (+) i
abséncia (-) d’esterols, reflex de la regulacié dels promotors de 'AACS i de THMGCSH1

pels SREBPs enddgens.
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FIGURA R-36. La regié6 promotora del gen AACS clonada no és regulada pels nivells
d’esterols endogens. Representacié de les activitats basals a partir del grafic anterior (figura
R-35). En blanc es mostren les activitats basals obtingudes a partir d’'un cultiu incubat amb 10%
de FBS i tractat amb 25-hidroxicolesterol (1 pug/mL) i colesterol (10 ug/mL) (supressio; esterols
+) i en negre, les activitats basals obtingudes a partir d’'un cultiu incubat amb 10% de LDS i
tractat amb pravastatina (10 uM) (induccid; esterols -). Es mostren els valors de luciferasa
normalitzats per renilla (mitjana de 3 experiments * desviacié estandard)

Com calia esperar, a la figura R-36 s’observa que el promotor del gen AACS, que
no es regula per cotransfecci6 amb les diferents isoformes d’SREBPs (figura R-35),
tampoc no es regula per la variacio de la concentracié d’esterols en el medi de cultiu i,

per tant, pels nivells d’'SREBPs endogens.
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ESTUDI DE LA REGULACIO TRANSCRIPCIONAL DEL
GEN AACS EN EL TEIXIT ADIPOS

El gen AACS s’expressa principalment en els teixits lipogénics com ara el cervell,
fetge i teixit adip6s (Endemann et al., 1982; Ito et al., 1986; Ohgamni et al., 2003). En
el teixit adipos blanc (TAB) de rata, la seva expressié podria estar relacionada amb
I'adipogenesi, concretament amb la biosintesi d’acids grassos durant aquest procés
(Yamasaki et al., 2005).

13. ANALISI DE L’EXPRESSIO DEL GEN AACS DURANT LA
DIFERENCIACIO ADIPOCITARIA.

13.1. Estudis realitzats en la linia cel-lular 3T3L1.

El sistema cel-lular de les 3T3L1 ha sigut ampliament emprat per a I'estudi de la
diferenciacié adipocitaria, permetent la disseccio dels processos moleculars i cel-lulars
que tenen lloc durant la transicié de I'estat de preadipocit fibroblastic a cél-lula madura
(Green et al., 1974; Green et al., 1975).

La diferenciacié adipocitaria és un procés multifactorial que requereix inhibicié
del creixement per contacte cél-lula-cél-lula, induccié hormonal per expansi6é clonal
mitotica (designat com a dia 0), parada del creixement (que es correspon a la
diferenciacié primerenca dels dies 1-3), acumulaci® de goticules lipidiques
(diferenciacio tardana, dies 4-6) i diferenciacié terminal (dia 7 i posterior) (revisat per
Gregoire et al., 1998). Durant la fase de creixement, els preadipocits soén
morfoldgicament semblants als fibroblasts. En la confluéncia, en canvi, la induccié de
la diferenciacié pel tractament amb un coctel d’hormones, provoca canvis drastics en
la forma de la céllula. Aixi, el preadipdcit adopta una forma esférica, acumula
goticules lipidiques, i progressivament adquireix les caracteristiques morfoldgiques i

bioquimiques de I'adipdcit blanc madur.
Per tal d’estudiar el paper del gen AACS en el teixit adipos, s’analitza I'expressio

del mateix en termes d’'mRNA durant I'adipogénesi en la linia cel-lular 3T3L1, emprant

una sonda especifica de PPARy com a marcador de diferenciacié (Tontonoz et al.,
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1994b). A continuacié, amb l'objectiu de comprovar que el cultiu cel-lular de 3T3L1
s’havia diferenciat correctament, es dugué a terme una tincié Oil Red O del mateix i es

visualitza en el microscopi de contrast de fase (figura R-37).
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FIGURA R-37. Analisi de I’expressi6 del gen AACS durant la diferenciacié adipocitaria en
la linia cel-lular 3T3L1. (A) Cél-lules 3T3L1 proliferants foren cultivades en DMEM suplementat
amb 10% de FBS fins que arribaren a la confluéncia. 2 dies després (dia 0), s'indui la
diferenciacié per addicié d’'un coctel d’hormones (veure material i metodes). Les ceél-lules es
recolliren en el temps indicat (dia 0, dia 2, dia 4, dia 6, dia 9 i dia 11). Els nivells dmRNA de
'AACS i de PPARY (10 pg) s’analitzaren per Northern blot. En el panell inferior es mostra la
tinci6 amb bromur d’etidi dels RNAs ribosomals 28S. (B) Es mostra una fotografia (20x
augments) a partir de microscopi de contrast de fase de céllules 3T3L1 a dia 11 de
diferenciacio fixades i tenyides amb Oil Red O.

Com es mostra a la figura R-37, el gen AACS és regulat durant I'adipogénesi.
Aixi, els nivells d'mRNA de 'AACS es detectaren en I'estat de prediferenciacio (dia 0),
s’incrementaren durant la diferenciacié primerenca, arribant a un maxim d’expressio
en el dia 6 i disminuiren progressivament durant la fase de diferenciacié terminal. Els
nivells dmRNA de PPARYy foren indetectables en el dia 0, s’incrementaren a partir del
dia 2 fins al dia 6, igual que el gen AACS, i disminuiren en la fase de diferenciacio

terminal.

13.2. Estudis realitzats en cultiu primari de teixit adipos de rata.

Amb la finalitat de validar els resultats obtinguts en un model més fisiologic,
s’obtingué un cultiu primari a partir de TAB del dipdsit subcutani de rata i s’analitzaren
els nivells d'mRNA de 'AACS durant I'adipogénesi. La deteccié de PPARy s’empra
com a marcador de diferenciacié adipocitaria (Tontonoz et al., 1994b). Aixi mateix, es

comprova la diferenciacio del cultiu mitjancgant tincié Oil Red O.
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DO D2 D4 D6 D8 FIGURA R-38A. Analisi de I'expressié del gen
AACS durant I'adipogénesi en cultiu primari
de rata. Les cél-lules estromals vasculars foren
aillades a partir del TAB del dipdsit subcutani de
rata. Un cop el cultiu assoli la confluencia,
s’inicia la diferenciacié del mateix (dia 0) aixi
com es detalla en els materials i métodes. Es
recolliren les cél-lules en el temps indicat (dia 0,
dia 2, dia 4, dia 6 i dia 8) i els nivells ’'mRNA de
'AACS i de PPARy (10 pg) s’analitzaren per
Northern blot; s’empra la sonda especifica de [3-
actina com a control de carrega.

FIGURA R-38B. Diferenciacié morfologica del cultiu primari de teixit adipés. Es mostren
fotografies a partir de microscopi de contrast de fase d’'un cultiu primari a dia 0 de diferenciacio
(A; 10x augments i B; 20x augments) i a dia 13 de diferenciacié (C; 10x augments i D; 20x
augments) fixat i tenyit amb Oil Red O.

El gen AACS es regula durant la diferenciacioé adipocitaria en cultiu primari de
teixit adipds coincidint amb els resultats publicats per Yamasaki et al., 2005. Aixi, els
nivells dmRNA de I'AACS es detectaren en l'estat de prediferenciacio (dia 0),
s’incrementaren durant la diferenciacié primerenca (dies 2-4), arribant a un maxim
d’expressié en el dia 4 i disminuiren progressivament en les fases de diferenciacio
tardana i terminal (figura R-38A). Els nivells dmRNA de PPARYy s’'incrementaren dels
dies 2 al 6 i disminuiren en la fase de diferenciacié terminal (figura 38A). A la figura R-
38B s’observa una gran acumulacioé de goticules lipidiques en I'adipocit madur (i no en
el preadipocit) tenyides pel colorant.
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14. L’AGONISTA DE PPARy, ROSIGLITAZONA, INDUEIX
L’EXPRESSIO DEL GEN AACS.

14.1. Estudis realitzats en la linia cel-lular 3T3-F422A.

PPARY és el factor de transcripcié clau implicat en I'adipogénesi (Tontonoz et al.,
1994b; Chawla et al., 1994). Per provar la hipotesi que el gen AACS era diana de
PPARYy es tractaren preadipocits (dia 2) i adipocits (dia 9) de la linia cel-lular 3T3-
F422A amb concentracions creixents de I'agonista de PPARY, rosiglitazona, i s’analitza
I'expressio del gen AACS. S’empra una sonda especifica de adipocyte fatty acid-

binding protein (aP2) com a control positiu (Tontonoz et al., 1994a).
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FIGURA R-39. Tractament del cultiu 3T3F422A amb rosiglitazona. Preadipodcits (A) i
adipocits (B) de la linia cel-lular 3T3F422A foren incubats durant 24 hores amb concentracions
creixents de RSG (0; 0.1; 1 i 10 uM) o vehicle (DMSOQO). Els nivells dmRNA de 'AACS i d’aP2
(10 pg) s’analitzaren per Northern blot, emprant la sonda especifica de -actina com a control de
carrega. Es mostra la representacio de la quantificacié obtinguda pel software Image Quant TL
dels valors dmRNA de 'AACS i d’aP2 en preadipdcits (A) (blanc) i en adipdcits (B) (negre)
normalitzats i assignant el valor del 100% al control (no tractament).
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A la figura R-39 s’observa una molt lleu induccioé dels nivells d'mRNA del gen
AACS pel tractament amb rosiglitazona, que es dona unicament en I'adipocit (B). En
canvi, la induccié de I'expressié d’aP2, gen ben caracteritzat com a diana de PPARYy,
és un ordre de magnitud superior a la observada per 'AACS i es dona en els dos

estats de diferenciacié (preadipocit i adipocit).

14.2. Estudis realitzats in vivo.

Amb l'objectiu de determinar si I'activaci6 de PPARYy afecta I'expressio del gen
AACS in vivo, es tractaren rates mascle amb rosiglitazona durant 7 dies (10 mg/Kg/d).
L’expressié de 'AACS fou analitzada en termes d'mRNA en el dipodsit subcutani del

TAB, mitjancant la técnica d’'RT-PCR en temps real.

FIGURA R-40. Efecte del
tractament amb rosiglitazona
sobre I’expressio de I’AACS en
TAB de rata. Rates mascle adultes
(n = 4 per grup) foren tractades
diariament durant 7 dies amb RSG a
una dosi de 10 mg/Kg/d o vehicle.
L'RNA total fou extret a partir del
diposit subcutani, retrotranscrit a
cDNA i analitzat per RT-PCR en
temps real amb Tagman. Es mostra
'expressi6 del gen AACS per
animals individuals normalitzada
Control RSG amb 36B4.
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Com es mostra a la figura R-40 sobre la variabilitat individual, el tractament amb
rosiglitazona incrementa els nivells dmRNA de 'AACS en el teixit adipoés de rata in

Vivo.

15. PPARY PROMOU L’EXPRESSIO DEL GEN AACS A NIVELL
TRANSCRIPCIONAL.

Per tal de determinar si el gen AACS és transcripcionalment activat per PPARY,
es transfectaren cél-lules HIB-1B amb la construccid reportera p-1425 i els vectors
d’expressidé dels factors de transcripci6 PPARYy i RXRo. 24 hores després de la
transfeccié es tractaren les cél-lules amb el lligant especific de PPARy (RSG 10 uM) o
vehicle (DMSO) durant 24 hores més.
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FIGURA R-41. Resposta a PPARy del promotor del gen AACS huma. Transfeccio

transitoria en la linia cel-lular HIB-1B amb la construccié reportera p-1425 (-1425/+79)
cotransfectada amb (+) o sense (-) els vectors d’expressié d’RXRa i PPARYy aixi com s'indica
en el grafic. 24 hores després de la transfeccid, es tractaren les cél-lules amb rosiglitazona
(RSG; 10 uM) o vehicle (DMSO) durant 24 hores més. Es mostren els valors de luciferasa total
normalitzats per renilla (mitjana de 3 experiments + desviacié estandard).*p<0.005 vs. control
no tractat.

A la figura R-41 es mostra que la rosiglitazona actua sobre el gen de 'AACS
mitjangant I'activacié depenent de lligant I'heterodimer PPARYRXRo. Aixi, el
tractament amb rosiglitazona, en abséncia de PPARY, promou I'activitat promotora del
gen AACS, probablement degut als nivells endogens de PPARYy de les cél-lules. Quan
el cultiu cel-lular és cotransfectat amb I'heterodimer PPARY/RXRa en abséncia de
ligant, no s’observa induccié de l'activitat luciferasa, mentre que en preséncia de

rosiglitazona, I'activitat reportera del gen AACS s’incrementa 4 vegades.

16. LA REGIO RICA EN GC DEL PROMOTOR DEL GEN AACS
ES RESPONSABLE DE L’ACTIVACIO TRANSCRIPCIONAL
PRODUIDA PER PPARY.

Els PPAR son factors de transcripcio dependents de lligant que heterodimeritzen
amb RXR per tal d’'unir-se als elements de resposta dels seus gens diana (PPRE). Els
PPRE estan formats per dues repeticions directes del motiu hexanucledtid AGGTCA
espaiats per 1 nucleotid, anomenats DR1 (Dreyer et al., 1992; Kliewer et al., 1992;
Tugwood et al., 1992).

S’analitza la regié promotora de -1425 a +29 del gen AACS amb el software
TFSearch i no es localitza cap sequiéncia consens corresponent a un element de
resposta a PPAR, suggerint I'existéncia d’'un mecanisme independent de PPRE com a

responsable de I'activacio de I'expressid del gen AACS per PPARY.
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Amb [l'objectiu d’identificar les sequéncies reguladores importants per a la
inducci6 del gen AACS per PPARY, es realitzaren delecions successives de la regié 5’
de la construccid p-1425 i es dugueren a terme experiments de transfeccio transitoria
en la linia cel-lular HIB-1B, cotransfectant I'heterodimer PPARY/RXRa i tractant les

cél-lules amb 10 uM de rosiglitazona.
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FIGURA R-42. Localitzacié de la resposta a PPARY del promotor del gen AACS huma.
Transfeccié transitoria en la linia cel-lular HIB-1B amb les construccid reporteres p-1425 (-
1425/+79), p-291 (-291/+79), p-97 (-97/+79), p-79 (-79/+79), p-66 (-66/+79), p-54 (-54/+79), p-
33 (-33/+79) i pGL3basic combinades amb o sense la transfeccié dels vectors d’expressio
dRXRo i PPARY. 24 hores després de la transfeccid, es tractaren les cél-lules amb
rosiglitazona (RSG; 10 uM) o vehicle (DMSO) durant 24 hores més. Es mostren els valors de
luciferasa total normalitzats per renilla (mitjana de 3 experiments * desviacié estandard).
*p<0.001 vs. control (no tractament).

A la figura R-42 es mostra que la construccié reportera p-33, que no conté la
sequéncia rica en GC del promotor del gen AACS huma, és la Unica que no s’indueix
per la transfecci6 amb PPARY, suggerint que PPARY promou l'activacié del gen AACS

a través de les caixes GC.

17. INTERACCIO DIRECTA PROTEINA-PROTEINA ENTRE
PPARY| Sp1.

Diferents articles han descrit una interaccid directa entre PPARy i Sp1
(Sugawara et al. 2001; 2002; Sassa et al., 2004). Amb la finalitat de reproduir aquests
treballs, es realitzaren experiments de GST pull-down amb la proteina de fusié GST-
PPARYy expressada i purificada a partir d’'un cultiu d’E.coli BL21 i la proteina Sp1

transcrita i traduida in vitro (TnT).
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FIGURA R-43. Interaccié proteina-proteina entre PPARY i Sp1. Assaig de GST pull-down
emprant 10 ug de proteines GST (carril 2) o GST-PPARYy (carrils 3 4) i TnT d’'Sp1 marcat amb
%S, En el carril 4, la mostra fou incubada en preséncia de 10 uM de rosiglitazona. El carril 1
representa el 10 % del volum del TnT d’Sp1 emprat en l'assaig. Després de 4 hores
d’'incubacié a 4°C i la purificaci6 amb sefarosa de les proteines unides, es va resoldre en un gel
d’SDS-poliacrilamida al 10 %, que es tenyi amb colorant de Coomassie per comprovar la
integritat de les proteines recombinants. Posteriorment es revela el resultat per fluorografia.

Com s’observa a la figura R-43, quan s’incuba GST sola amb el ThT d’'Sp1
marcat amb **S, no s’observa interaccié entre ambdues proteines (carril 2). En canvi,
quan s’incuba la proteina de fusi6 GST-PPARy amb el TnT d'Sp1, s’observa una
interaccio directa proteina-proteina entre PPARY i Sp1 (carril 3) i aquesta interaccié no
és mes intensa quan s’incuba PPARYy i Sp1 en preséncia de rosiglitazona (carril 4).
Aquests resultats suggereixen que PPARY, in vitro, interacciona fisicament amb Sp1 de

manera independent de lligant.
18. CARACTERITZACIO DELS LLOCS D’UNIO A PPARY.

Com ja hem demostrat anteriorment (figura R-26 i R-27), Sp1 s’uneix a la regio
rica en GC del promotor del gen AACS. En el present treball també ens hem plantejat
si PPARY era capag¢ d’interaccionar amb aquesta sequéncia, modulant aixi I'expressio
de 'AACS.

Per tal de determinar si PPARY s’uneix a la regio rica en GC del promotor de
I'AACS in vitro, es dugueren a terme experiments de pull-down amb oligos biotinilats,
incubant aquests oligonucleotids, corresponents a les seqiiéncies Sp1-wt i Sp1-mut,

amb extractes proteics de la linia cel-lular HIB-1B, transfectades transitoriament amb
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la construccid6 HA-PPARY. A continuaci6, s’analitza la preséncia de PPARY en els
complexes proteics atrapats amb estreptavidina-agarosa, mitjangant transferéncia

Western emprant un anticos especific contra 'etiqueta HA.

A

Sp1-wmt 57 -CEGEABGECREEECC TG GAA GGG CEREEATTCGAGGCBEGRCCTHCEEBECREEECCTEGEC—1

Spl-mit 57 -CeeeAGT CTAGAGCC TEGAAGEETC TARAGATT CEATCT ARARC CTHCRETC TAGAG CCTGEG -3

B

Exiracta

Wt Mut wow

PPARy | =

FIGURA R-44. Reclutament de PPARYy a través de les caixes GC del promotor del gen
AACS huma. A: esquema dels oligonucleotids emprats. Es detallen les seqiéncies de les
caixes GC en negreta (Sp1-wt) i de les caixes GC mutades en negreta i subratllades (Sp1-mut)
B: Assaig de pull-down amb oligos Sp1-Wt (WT) i Sp1-mut (Mut) biotinilats i extractes proteics
de cel-lules HIB-1B (200 ng) transfectades amb la construcci6 PPARy-HA (10 ug). 24 hores
després de la transfeccio, es tractaren les cel-lules amb 10 uM de rosiglitazona durant 24 hores
meés. Els complexes atrapats amb estreptoavidina-agarosa foren sotmesos a SDS-PAGE i
posterior Western blot en front a un anticos contra HA (dilucié 1:200).

A la figura R-44 es pot observar que PPARY interacciona amb una sonda que
conté la sequiéncia corresponent a les quatre caixes GC del promotor proximal del gen

AACS huma i que dita interaccié és practicament nul-la quan s’incuben els mateixos

extractes proteics amb una sonda que conté les caixes GC mutades.

Per tal d’analitzar si la proteina PPARY interacciona in vivo amb el promotor del
gen AACS, es dugueren a terme experiments d'immunoprecipitacié de cromatina,
ChlIPs, amb un anticos contra PPARY. En aquest cas, s’empra com a control negatiu
una regio6 distal continguda a I'exd 17 del gen AACS i com a control positiu s’amplifica
la regié promotora del gen OLR1, compresa entre els nucledtids -382 a -192, on s’ha
descrit I'existéncia d’'un PPRE funcional (Chui et al., 2005). Tal com es mostra a la

figura R-45, PPARY es troba associat al promotor proximal del gen AACS.
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FIGURA R-45. PPARYy interacciona amb el promotor proximal del gen AACS. A: Cromatina
aillada de celllules 3T3L1 a dia 6 de diferenciacié fou immunoprecipitada amb un anticos
contra PPARY o serum preimmune (IgG). El DNA immunoprecipitat s’analitza per PCR amb
oligonucleotids especifics del gens AACS i OLR1 de ratoli. B: Regié del promotor amplificat i
localitzacio dels oligonucleotids emprats.

En conjunt, aquests resultats suggereixen que PPARy, a través de les
sequeéncies riques en GC del promotor proximal i mitjangant la interaccié amb Sp1, és

capag d’activar transcripcionalment el gen AACS.

19. LA UNIO D’Sp1 A LES CAIXES GC NO ES DEPENENT DE
ROSIGLITAZONA.

Per tal de provar si el tractament amb [l'agonista especific de PPARY,
rosiglitazona, afecta a la unié de la proteina Sp1 a les caixes GC del promotor
proximal del gen AACS huma, es realitzaren experiments de pull-down amb oligos
biotinilats, incubant els oligonucleotids, corresponents a les seqliiéncies Sp1-wt i Sp1-
mut, amb extractes proteics de la linia cel-lular HIB-1B transfectades o no amb la
construccié6 HA-PPARYi amb abséncia o preséncia de tractament amb rosiglitazona.
L’analisi d’'Sp1 en els complexes proteics indica que la unié d’Sp1 a les caixes GC del
promotor del gen AACS és independent de la preséncia de PPARY, aixi com del

tractament amb rosiglitazona (figura R-46).

FIGURA R-46. La uni6 d’Sp1 a les caixes GC és

independent del tractament amb rosiglitazona.

ik Assaig de pull-down amb oligos Sp1-Wt (WT)

Wt Todal biotinilats i extractes proteics de céllules HIB-1B

RSG/IPPARY - + - =+ (200 ng) transfectades o no amb la construccio
' PPARy-HA (10 pg) i tractades amb 10 uM de

Sp1 uul rosiglitazona o vehicle durant 24 hores aixi com
s’indica a la figura. Els complexes atrapats amb

estreptoavidina-agarosa foren sotmesos a SDS-

E PAGE i posterior Western blot en front a un anticos
contra Sp1 (dilucié 1:1000). En el panell inferior es

mostra la comprovacié de la transfecci6 amb la

construcci6 PPARy-HA mitjangcant Western blot en
front a HA (1:200).

PPARY
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20. EFECTE DE LA MITRAMICINA EN LA TRANSACTIVACIO
DEL PROMOTOR DEL GEN AACS HUMA PER PPARY.

Per provar que Sp1 estava implicat en la induccié del gen AACS per PPARY, es
realitzaren experiments de transfecci6 transitoria en la linia cel-lular HIB-1B, incubant
les céllules en preséncia de mitramicina i cotransfectant amb I'heterodimer
PPARYRXRa. No es va transfectar el vector d’expressio d’Sp1 ja que els nivells
endogens de la proteina en les cél-lules HIB-1B sén elevats (figura R-26 i R-46).
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FIGURA R-47. Sp1 esta implicat en la induccié6 del gen AACS huma per PPARYy.
Transfeccié transitoria en la linia cel-lular HIB-1B amb la construccié reportera -1425 (-
1425/+79) cotransfectada amb o sense els vectors d'expressi6 d’'RXRo i PPARyi amb
tractament amb rosiglitazona (RSG; 10 uM) o vehicle (DMSO) i/o mitramicina (MM; 100 nM) o
vehicle (etanol). Es mostren els valors de luciferasa total normalitzats per renilla (mitjana de 3
experiments + desviacié estandard).*p<0.001 vs. abséncia de tractament amb mitramicina.
L’activitat basal del promotor del gen AACS disminueix pel tractament amb
mitramicina ja que la uni6 d’Sp1 a la regi6 rica en GC del promotor proximal és
essencial per al funcionament d’aquest promotor (figura R-28). Per altra banda, en la
figura R-47 s’observa que el tractament amb mitramicina disminueix l'activacié del
promotor produida per la cotransfecci6 amb I'heterodimer PPARYRXRo i pel
tractament amb rosiglitazona, indicant que el factor de transcripcié Sp1 esta implicat

en la inducci6 del gen AACS per PPARY.
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1. PATRO D’EXPRESSIO DEL GEN AACS EN RATES.

En els teixits extrahepatics de mamifers, I'acetoacetat és activat a acetoacetil-
CoA per I'enzim succinil-CoA:3-oxoacid CoA-transferasa (EC 2.8.3.5.; SCOT) i emprat
com a font d’energia pel mitocondri (Tildon et al., 1972b; Robinson et al., 1980). Per
altra banda, en el citosol dels teixits lipogénics, 'enzim AACS activa l'acetoacetat a
acetoacetil-CoA, que és emprat per a la biosintesi de colesterol i acids grassos
(Endemann et al., 1982).

Per tal d’aprofundir en el paper fisiologic del gen AACS es realitza un patré
d’expressio per transferéncia Northen amb mostres d’RNA obtingudes a partir de rates
mascles sacrificades en el temps circadiari 4 (CT 4) i CT 12 (on CT 0 és la fase
luminica subjectiva que s’inicia a les 8:00 h, i CT 12 és la nit subjectiva que s'’inicia a
les 20:00 h).
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FIGURA R-48. Patr6 d’expressié del gen AACS en rata. S’analitzaren els nivells d'mRNA del
gen AACS per transferéncia Northern en diferents teixits de rates mascles sacrificades a CT 4
(A) i a CT 12 (B). Es carregaren 20 ug d’'RNA total. En ambdés casos s’empra la sonda
corresponent al cDNA de 36B4 com a control de carrega.

Els nivells d’expressié del gen AACS sbén elevats en teixits lipogénics perd
I'expressio en teixit adipés marré (TAM) i fetge, unicament es detecta en les mostres
obtingudes durant la fase fosca (CT 12) de manera que existeix un patré d’expressio

diferencial que és depenent de I'hora del dia en qué es sacrificaren les rates.
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2. RITME CIRCADIARI.

El metabolisme intermediari esta subjecte a variacions ritmiques, basades en
I'adaptacio evolutiva de 'organisme al seu ambient. L'oscil-lacié génica durant el ritme
circadiari s’ha observat no sols en el nucli supraquiasmatic (Weaver et al., 1998) sin6
també en diferents teixits periférics, on aproximadament el 5-10% del transcriptoma

esta subjecte a oscil-lacio circadiaria (Albrecht et al., 2003).

Per provar la hipotesi que el gen AACS es regula durant el ritme circadiari en
fetge, s’analitza I'expressié del mateix en termes d’'mRNA, en rates sacrificades cada 4
hores, durant un periode de 24 hores, mantingudes en un cicle de llum/foscor de 12:12
i alimentades ad libitum. També s’analitza I'expressio d’'SREBP-1, ja que s’ha descrit

que es regula durant el ritme circadiari en fetge, jugant aixi un paper central en el

control de les variacions dilirnes en el metabolisme dels seus gens diana (Brewer et
al., 2005).
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FIGURA R-49. Expressié ritmica del gen AACS i SREBP-1 en fetge. (A) Northern blot
representatiu del gen AACS i SREBP-1. Es van extreure mostres de fetge cada 4 hores en
rates mascles (n= 3) mantingudes en un cicle llum/foscor 12:12 i alimentades ad libitum. Es
carregaren 20 pg d’'RNA total. L'RNA de 36B4 s’inclou com a control de carrega. (B)
Quantificaci6 de 'mRNA dels gens AACS (negre) i SREBBP-1 (vermell) durant el ritme
circadiari per densitometria emprant el programa informatic Image Quant TL. El valor
d’expressi6 maxim es representa com al 100%. Les corbes representen el % d’'mRNA
normalitzat respecte als temps circadiaris (on CT 0 és la fase luminica subjectiva que s’inicia a
les 8:00 h, i CT 12 és la nit subjectiva que s'inicia a les 20:00 h)

Els nivells dmRNA del gen AACS en fetge son indetectables durant la fase
luminica, s’incrementen rapidament en [linici de la fase fosca i disminueixen
gradualment fins a assolir el nadir en CT 24. Aixi mateix, els nivells d’'SREBP-1
mostren una expressié diaria ritmica amb un pic d’expressioé en la primera etapa del

periode de foscor, coincidint amb la major activitat dels rosegadors (figura R-49).
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Altres teixits on 'AACS s’expressa abundantment sén el teixit adipés blanc (TAB)
i el cervell (Ito et al., 1986) de manera que també s’analitza I'expressio del gen AACS,

en termes d'mRNA, durant el ritme circadiari en aquests teixits.
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FIGURA R-50. Analisi de I'expressié del gen AACS en TAB i cervell durant el ritme
circadiari. Northern blot representatiu del gen AACS en TAB (diposit subcutani) (A) i en cervell
(C). Es van extreure mostres cada 4 hores en rates mascles (n= 3) mantingudes en un cicle
llum/foscor 12:12 i alimentades ad libitum. Es carregaren 10 ug i 20 ug d’'RNA total en TAB i en
cervell, respectivament. L'RNA de 36B4 s’inclou com a control de carrega. B: L’'RNA total extret
a partir del diposit subcutani de TAB fou retrotranscrit a cDNA i analitzat per RT-PCR a temps
real amb sonda Tagman especifica per al gen AACS. D: Quantificaci6 de 'mRNA del gen
AACS durant el ritme circadiari en cervell per densitometria de Northern blot emprant el
programa informatic Image Quant TL. El valor d’expressié maxim es representa com al 100%.
Les corbes representen el % d’'mRNA normalitzat amb 36B4 respecte als temps circadiaris (on
CT 0 és la fase luminica subjectiva que s’inicia a les 8:00 h, i CT 12 és la nit subjectiva que
s’inicia a les 20:00 h).

A la figura R-50 s’observa com I'expressié del gen AACS en teixit adipds blanc
(TAB) esta sota control del ritme circadiari amb un patré6 semblant a I'observat en el
fetge, encara que de menor intensitat ritmica. En canvi, en el cervell no s’observa

ciclacié, indicant que I'efecte del ritme circadiari sobre el gen AACS és teixit especific.

183



RESULTATS

3. ESTUDI DE LA REGULACIO DEL GEN AACS PER PGC1a.

PGC-1a és un coactivador transcripcional que regula el metabolisme energétic
adaptatiu en diferents teixits (Leone et al., 2005; Lin et al., 2005). S’ha descrit que
'expressio dels gens BMAL i CLOCK es veu induida en hepatocits que
sobreexpressen el factor PGC-1a mitjangant adenovirus recombinants (Liu et al.,
2007). A més, dels 335 gens descrits que ciclen en fetge (Panda et al., 2002), 47
s’indueixen més d’1.8 vegades per la sobreexpressiéo de PGC-1a en el mateix sistema
cel-lular, amb la maxima expressi6 de la majoria d’aquests gens durant l'inici de la fase

fosca.

Com que el gen AACS es regula durant el ritme circadiari, mostrant un pic
d’expressié a linici de la fase fosca, coincidint amb el patré de ritmicitat descrit per
PGC-1a (Liu et al., 2007), es va voler comprovar si I'expressié del gen AACS estava
sota control d’aquest cofactor. Aixi, s’analitzaren els nivells dmRNA de I'AACS,
mitjangcant la técnica de Northern blot, en hepatocits de rata infectats amb MOI
creixents de I'adenovirus de GFP (Ad-GFP) i de PGC-1a (Ad-PGC1a).

Ad-GFP Ad-PGC1a
FIGURA R-51. Efecte de Ila
IR | sobreexpressié de PGC-1a. sobre
I’expressi6 del gen AACS.
Hepatocits aillats a partir de fetge de
rata foren infectats amb quantitats
creixents dels adenovirus de GFP

(Ad-GFP) i PGC-1a (Ad-PGC1a)
PGC1a _ (0.2; 0.5; 1; 2; 5 MOI) i s’incubaren
durant 48 hores. 20 ug d’RNA foren
sotmesos a Northern blot emprant
una sonda especifica del gen AACS

36B4 e W@ hae e i de PGC10o. S’empra la sonda 36B4
com a control de carrega.

PGC-1a no promou I'expressié del gen AACS a cap de les MOI testades (figura
R-51) de manera que no es pot atribuir la variacio de I'expressié del gen AACS durant
el dia a aquest coactivador, malgrat que ambdds posseeixin el mateix patro

d’expressioé ritmica.
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4. ESTUDI DE LA REGULACIO DEL GEN AACS PELS
RECEPTORS NUCLEARS RORa | Rev-erba.

Els receptors nuclears orfes Rev-erbo. i RORa estan implicats en el control del
funcionament del rellotge circadiari (Ueda et al., 2002; Preitner et al., 2002; Sato et al.,
2004; Yin et al. 2006). Ambdos receptors reconeixen elements de resposta semblants
encara que tenen activitats transcripcionals oposades (Giguére et al., 1999) de manera
que mitjangant la uni6é als dos ROREs presents en el promotor del gen BMAL, Rev-

erbo inhibeix la transcripcié del mateix mentre que RORGa, I'activa.

Mitjancant el software TFSearch (versio 1.3) es localitza un putatiu RORE en el
promotor del gen AACS huma en les posicions -757/-744 respecte a linici de
transcripcié. Per tal d’atribuir I'expressio ritmica del gen AACS en fetge a la
sobreexpressio de RORa/Rev-erb-a, es realitzaren assajos de gen reporter en la linia
cel-lular HepG2, cotransfectant la construccié reportera p-1425 (-1425/+79) i els
vectors d’expressid dels factors RORo i Rerv-erbo. S’empra el promotor del gen

apoClll com a control positiu (Coste et al., 2002).
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FIGURA R-52. RORa i Rev-erba no regulen I'activitat promotora del gen AACS huma.
Transfeccié transitoria de la linia cellular HepG2 amb les construccions reporteres p-1425 (-
1425/+79), pApoClll (-1408/+24) i pGL3basic cotransfectades amb els receptors nuclears
RORw i Rev-erba. Es mostren els valors de luciferasa normalitzats per renilla.

Com es mostra a la figura R-52 la regi6 promotora del gen AACS huma
estudiada (-1425/+79 respecte a I'inici de transcripcid), no és regulada pels receptors
nuclears orfes RORa. ni Rev-erba, suggerint que el putatiu RORE predit in silico no és

funcional.
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En canvi, el promotor del gen ApoClll, emprat com a control positiu, s’indueix
quan es cotransfecta amb el vector d’expressi6 de RORa i es reprimeix per la

cotransfeccié amb Rev-erbo..

5. RESTRICCIO TEMPORAL DEL MENJAR | RITME CIRCADIARI.

Una de les funcions principals dels oscil-ladors circadiaris en les cél-lules
hepatiques és I'anticipaci6 i adaptacio a les condicions fisioldgiques necessaries per al
processament del menjar (Damiola et al., 2000). Els rosegadors sén animals nocturns,
que consumeixen mes d’'un 80% del menjar durant la fase fosca, si estan mantinguts
sota un cicle de llum:foscor 12:12 i si el menjar és ofert ad libitum. Aixi, els fetges de
ratolins alimentats exclusivament durant la nit o ad libitum mostren el mateix patré

d’expressid génica.

Amb la finalitat d’elucidar si el zenit observat per I'expressié del gen AACS i la
induccié d’SREBP-1 en l'inici de la fase fosca era atribuible a la dieta, es van dividir les
rates en dos grups experimentals: un grup d’animals disposava de menjar i I'altre no
en tenia durant la transicié entre la fase luminica i la fase fosca (materials i métodes

secci6 17.2). Tots els animals foren sacrificats en CT 13.
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FIGURA R-53. La restriccio temporal del menjar altera el patré d’expressié ritmic dels
gens AACS i SREBP-1c en el fetge. Rates mascles (n =3 per grup) foren dejunades durant la
fase luminica i a CT 11.5 es mantingueren dejunades o es realimentaren durant 1h 30 min. A
CT 13 es sacrificaren els animals i ’'RNA total extret a partir del fetge fou retrotranscrit a cDNA i
analitzat per real-time RT-PCR amb sonda Tagman especifica per al gen AACS (A) i SREBP-
1c (B). En el grafic s’assigna el valor del 100% a 'mRNA normalitzat amb 36B4 del grup de
rates que no disposen de menjar i la resta de valors es representen relatius a aquest. Es
mostren els valors de dos experiments independents.
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Com ja s’ha descrit anteriorment (Damiola et al., 2000; Stokkan et al., 2001), el
menjar constitueix un Zeitgeber dominant per a la ritmicitat génica en fetge. Aixi, a la
figura R-53 es mostra que I'increment de I'expressié dels gens AACS i SREBP-1c en
l'inici de la fase fosca sols es déna en aquelles rates que han disposat de menjar

durant la transicié entra la fase luminica i fase fosca.

6. INSULINA | RITME CIRCADIARI.

La ritmicitat en el fetge podria respondre a diferents senyals que estan
directament associats amb el menjar com ara el gust, la distensié de I'estomac,
lincrement de metabdlits o els canvis en els nivells d’hormones com ara la insulina
(Kuriyama et al., 2004) o la corticosterona (Le Minh et al., 2001).

Per provar la hipotesi que la manca d’induccié a l'inici de la fase fosca dels gens
AACS i SREBP-1c per no disponibilitat de menjar durant la transicié llum-foscor, es
podia compensar amb I'administracié d’'insulina, es van dividir les rates en dos grups
experimentals: en el CT 11.5 a un grup s’injecta 2 mU/Kg d’insulina i a I'altre, el volum
equivalent de sérum fisiologic. Els animals foren sacrificats a CT 13 (materials i

meétodes seccio 17.3).
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FIGURA R-54. L’administracio d’insulina recupera part de la induccié dels gens AACS i
SREBP-1c durant I'inici de la fase fosca en rates que no disposen de menjar durant la
transicié llum-foscor. Rates mascles (n =3 per grup) foren dejunades durant la fase luminica i
a CT 11.5 s’injectaren 2 mU/kg d’insulina (ins) o bé I'equivalent en sérum fisioldgic (SF). Es
sacrificaren els animals a CT 13 i 'RNA total extret a partir del fetge fou retrotranscrit a cDNA i
analitzat per real-time RT-PCR amb sonda Tagman especifica per al gen AACS (A) i SREBP-
1c (B). En el grafic s’assigna el valor del 100% a 'mRNA normalitzat amb 36B4 del grup de
rates tractades amb serum fisiologic i la resta de valors es representen relatius a aquest.

A la figura R-54 es mostra com I'administracié d’insulina just abans de l'inici de la
fase fosca (CT 11.5) pot recuperar part de I'expressié dels gens AACS i SREBP-1c en

fetge de rates que no disposen de menjar durant la transicié llum-foscor.
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7. EXPERIMENTS DE REALIMENTACIO DURANT LA FASE
LUMINICA.

Amb l'objectiu d’estudiar I'efecte del dejuni i la realimentacié sobre I'expressio
dels gens AACS i SREBP-1c durant la fase luminica, quan I'expressié d’ambdés gens
és minima (figura R-49), es van dividir rates en sis grups experimentals (n=3). El
primer grup d’animals fou alimentat ad libitum i sacrificat a CT 1. En aquest mateix
instant, la resta de grups d’animals foren dejunats durant un periode de 24 hores (de
CT1 a CT1 del dia segient) i un grup fou sacrificat (dejuni). La resta d’animals foren
realimentats amb una dieta estandard i sacrificats a diferents temps durant la fase
luminica (CT 1.33; CT 2; CT 3.5i CT 6, després de 20 minuts, 1 hora, 2.5 hores i 5
hores de realimentacid, respectivament) (materials i meétodes secci6 17.4).
S’analitzaren els nivells dmRNA de 'AACS i d’'SREBP-1c en fetge mitjangant la

técnica de la RT-PCR en temps real.
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FIGURA R-55. Patr6 d’expressié dels gens AACS i SREBP-1c durant el dejuni i
realimentacié. Rates mascles (n =3 per grup) foren alimentades ad libitum (control), dejunades
durant 24 hores (dejuni) i realimentades, després d’un dejuni de 24 hores durant 0.33, 1,2.5i 5
hores. L'RNA total extret a partir del fetge fou retrotranscrit a cDNA i analitzat per RT-PCR en
temps real amb sonda Tagman especifica per al gen AACS (A) i SREBP-1c¢ (B). En el grafic
s’assigna el valor del 100% a I'mRNA normalitzat amb 36B4 del grup de rates control (no
dejunades) i la resta de valors es representen relatius a aquest.

Els nivells dmRNA de 'AACS i d’'SREBP-1c disminueixen durant el dejuni i
s’incrementen de manera gradual amb la realimentaci6é. No obstant aixd, és Unicament
després de 5 hores de realimentacié que s’assoleixen els valors del control (figura R-
55). En canvi, quan es realimenten els animals just abans de l'inici de la fase fosca (CT
11.5; figura R-53), quan el “comportament del menjar” s’inicia, la induccié (de 4

vegades) dels gens AACS i SREBP-1c es dona en tan sols 1 hora i 30 minuts.
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Aquests resultats podrien estar indicant que, malgrat el menjar constitueix un
Zeitgeber dominant per a la ritmicitat génica en fetge, existeix un mecanisme de
regulacié depenent del rellotge molecular (Damiola et al., 2000; Stokkan et al., 2001).
Una segona opcié per explicar els resultats obtinguts podria ser que els animals no

haguessin menjat, ja que com tots els rosegadors, les rates s’alimenten durant la nit.

Per descartar la possibilitat de que les rates no haguessin ingerit menjar durant el
periode de realimentacié s’analitzaren els nivells de cossos cetonics en plasma, reflex
de I'estat d’alimentacié dels animals, i I'expressié del gen HMGCS2, que constitueix el

major punt de control de la cetogénesi.
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FIGURA R-56. Mesura de cossos cetonics i analisi de I’expressio del gen HMGCS2 durant
el dejuni i realimentacié. Mesura de cossos cetonics totals en sérum (A) i quantificacié de
I'mRNA (20 ug) en fetge del gen HMGCS2 relatiu a 36B4 per densitometria de Northern blot
emprant el programa informatic Image Quant TL (B), de rates alimentades ad libitum (control),
dejunades durant 24 hores (dejuni) i realimentades, després d’un dejuni de 24 hores, durant
0.33,1,2.5i 5 hores.

Com s’observa a la figura R-56, després de 24 hores de dejuni els cossos
cetonics s'incrementen drasticament i retornen al valor del control en sols 20 minuts de
realimentacio, indicant que després d’'un periode de dejuni prolongat (24 hores), les
rates mengen encara que sigui durant I'inici de la fase luminica. Els nivells d'mRNA del
gen HMGCS2 s’incrementen pel dejuni i disminueixen d’'una manera més gradual que
els nivells de cossos cetonics, suggerint I'existéncia d’'un mecanisme post-traduccional

adjacent de regulacio6 de 'activitat d’aquest enzim.

189



RESULTATS

A continuacié s’analitza I'expressié del gen AACS en termes d’'mRNA durant el

dejuni i realimentacié en el teixit adipdés blanc (TAB) i en cervell.
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FIGURA R-57. Analisi de I'expressié del gen AACS en teixits extrahepatics durant la
realimentacié dilirna. Rates mascles (n = 3 per grup) foren alimentades ad libitum (control),
dejunades durant 24 hores (dejuni) i realimentades, després d’'un dejuni de 24 hores durant
0.33, 1, 2.5i 5 hores, respectivament. (A) L'RNA total extret a partir del TAB fou retrotranscrit a
cDNA i analitzat per RT-PCR en temps real amb sonda Tagman especifica per al gen AACS
(B) Quantificacié de 'mRNA (10 ug) en cervell del gen AACS relatiu a 36B4 per densitometria
de Northern blot emprant el programa informatic /Image Quant TL. En el grafic s’assigna el valor
del 100% a I'mRNA normalitzat amb 36B4 del grup de rates control (no dejunades) i la resta de
valors es representen relatius a aquest.

A la figura R-57 no s’observen canvis a nivell d'mRNA de 'AACS en teixit adipds
blanc (TAB) ni en cervell pel dejuni i realimentacié dilrna, suggerint que la regulaci

transcripcional del gen AACS durant aquesta situacio fisioldgica és teixit especifica.
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1. DETERMINACIO DELS PARAMETRES CINETICS DE LA
PROTEINA AACS HUMANA.

Com no existien dades que demostressin l'activitat enzimatica de la sequéncia
predita del cDNA del gen AACS huma (Ohgami et al., 2003), en el present treball hem
demostrat que aquesta seqiiéncia publicada en el GenBank (NM 023928) codifica per
una proteina funcional. Per aix0, s’ha clonat aquest cDNA en el vector pGEX4T3 i s’ha
expressat i purificat a partir d’'un cultiu d’E. coli BL21, obtenint-se una proteina de fusio
amb la glutatié-S-transferasa (figura R-1A). Un cop comprovada la identitat de la
proteina per transferéncia Western amb anticossos especifics contra 'AACS (figura R-
1B), s’ha assajat i determinat les caracteristiques cinétiques de la proteina GST-AACS,
mitjangant la mesura espectrofotométrica de l'acetoacetil-CoA produit, essent les
constants de Michaellis-Menten (Km) de 37.6uM, 155.24uM i 2.3 uM per
I'acetoacetat, 'ATP i el CoA, respectivament (figures R-2, R-3 i R-4).

En iniciar aquest treball, existien publicades les constants cinétiques de la
proteina AACS purificada a partir del bacteri Zoogloea ramigera 1-16-M (Fukui et al.,
1982) i a partir de rata (Ito et al., 1984). En el cas del bacteri, s’han obtingut unes Km
de 76 uM, 33 uM i 91 uM per I'acetoacetat, I'ATP i el CoA, respectivament, mentre que
en rata, les Km so6n de 8 uM, 60 uM i 10 uM per I'acetoacetat, 'ATP i el CoA,

respectivament.

Malgrat la gran similitud (89.3 %) de les sequiéncies aminoacidiques entre '’AACS
humana i la de rata, les Km obtingudes s6n molt diferents (37.6 uM versus 8 uM).
Aquestes diferéncies podrien reflectir: a) Diferéncies en el métode d’assaig emprat, ja
que en la determinacié de les constants cinétiques de rata s’assaja a pH 6.5-7.4
mentre que en el present treball, 'assaig s’ha dut a terme a pH 8.4. De fet, la mesura
de la constant d’afinitat de 'AACS per I'acetoacetat a partir d’extractes citosolics de
fetge de rata a pH 8.1 és de 54 uM (Bergstrom et al., 1982), valor més semblant a
I'obtingut per nosaltres en a la determinacié de la Km de I'enzim AACS huma. b)
Alteracié dels parametres cinétics de I'AACS degut a l'assaig d'una proteina
recombinant amb la glutati6-S-transferasa. c) Diferéncies intrinseques entre la proteina
AACS humana i la de rata.
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L’enzim AACS huma és inhibit a 15 uM de CoA (figura R-4) mentre que I'enzim
de rata mostra inhibicié pel CoA a concentracions superiors a 50 uM (lto et al., 1984;
Bergstrom et al., 1985). Aquest mecanisme de regulacié de I'activitat enzimatica de
'AACS és intrinsec de mamifers ja que I'enzim purificat a partir de Z. ramigera no

pateix inhibicié per substrat (Fukui et al., 1982).

Els estudis cinétics de l'acetoacetil-CoA sintetasa també s’han dut a terme en
extractes citosolics de rata, donant lloc a valors d’activitat enzimatica molt dispars,
depenent del tipus d’assaig i de les condicions fisioldgiques en les que es trobava
I'animal. No obstant aix0, en diferents teixits periférics on coexisteixen ambdos enzims
responsables de la utilitzacid de cossos cetonics (SCOT i AACS), s’ha vist que
l'activitat enzimatica de I'SCOT és, generalment, més de 10 ordres de magnitud
superior a l'activitat AACS, suggerint que en termes quantitatius, 'AACS no és
important per a la utilitzaci6 de cossos cetonics, coincidint amb el paper principal
d’aquests com a substrats energétics. Ara bé, quan la taxa de cetogénesi és baixa o
intermeédia, 'activitat AACS podria ser d’'importancia qualitativa en el fraccionament de
cossos cetonics entre el citosol i el mitocondri, ja que I'afinitat per I'acetoacetat de
'enzim AACS és molt superior a la de I'enzim SCOT de rata (Km 0.7 mM) (Robinson
et al., 1980), i 'increment en l'activitat enzimatica de 'AACS promou la incorporacio

directa de 'acetoacetat a la biosintesi lipidica.

Cal destacar que degut a la gran capacitat cetogénica del fetge, la funcié dels
cossos cetdnics com a substrats energétics en teixits periférics no queda compromesa
per I'activitat AACS. S’ha descrit que I'activitat de TAACS (0.048 unitats/ g/ de fetge a
30°C) (Ito et al., 1984) és una décima part del valor de cetogénesi maxima (48 umol/h/
per g de teixit a 25°C) obtingut en fetges perfundits amb acids grassos (Soling et al.,
1966; Williamson et al., 1968) i una cinquantena part de l'activitat de 'HMG-CoA
sintasa mitocondrial de fetge (2.2 unitats/ g de fetge a 25°C) (Williamson et al., 1968),
fet que fa pensar que aquest organ te prou capacitat per a proporcionar cossos
cetonics tant per a la produccio d’energia com per a la lipogénesi (hepatica i

extrahepatica).
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2. UTILITZACIO DE COSSOS CETONICS PER A LA
COLESTEROGENESI.

Un cop comprovat que la sequéncia publicada del cDNA del gen AACS huma
codificava per una proteina funcional, s’ha analitzat I'efecte de la sobreexpressio
d’aquesta proteina en la biosintesi lipidica, concretament en la colesterogénesi,
mitjangant la generaci6é d’'un sistema induible BD™ Tet-On Gene Expression system

en cél-lules Hel a.

Sorprenentment, l'addici6 de doxiciclina en el medi de cultiu promou la
lipogénesi tant en la linia cel-lular HeLa Tet-On® com en linia cel-lular HeLaAACS
(figura R-7). Aquest efecte en la inducci6 de la biosintesi lipidica, independent de la
sobreexpressié de la proteina AACS, ha dificultat la interpretacio de les dades, de
manera que tots els experiments s’han dut a terme comparant la linia cel-lular
HeLaAACS amb la HelLa Tet-On®, ambdues tractades amb doxiciclina. No obstant
aixo, el sistema Tet-On ha sigut amplament emprat per a I'estudi de gens relacionats
amb el metabolisme lipidic, com per exemple per a I'estudi de apolipoproteina A-IV
(Lu et al., 2005) o SREBP-1c (Wang et al., 2003), sense que s’hagi descrit cap

anomalia pel tractament amb I'antibidtic.

El ['“CJacetat, per acci6 de I'acetil-CoA sintetasa (ACS), és transformat a acetil-
CoA, que pot incorporar-se a la biosintesi d’acids grassos o bé, per acci6é de la tiolasa
citosolica, ser transformat a acetoacetil-CoA, intermediari directe de la via del
mevalonat. En tots els experiments assajats, el senyal radioactiu, reflex de la sintesi
de novo de colesterol a partir de [“Clacetat, és menys intens en les cél-lules
HeLaAACS que en les cél-lules HeLa Tet-On® (figures R-7, R-8 i R-9), suggerint que
la sobreexpressié de la proteina AACS promou I'activacié de I'acetoacetat endogen a
acetoacetil-CoA, que competeix amb [l'acetil-CoA radioactiu per a la sintesi de
colesterol, diluint el senyal radioactiu. Quan s’incuben les cél-lules en preséncia
d’acetoacetat, aquesta diluci6 del senyal radioactiu és depenent de la seva
concentraci6 (figura R-8). Aquest efecte s’observa en ambdues linies cel-lulars, degut
probablement als nivells d’expressi6 d’'mRNA enddgens de 'AACS detectats en les
céllules HelLa Tet-On® (figura R-6), encara que és superior en les cel-lules
HeLaAACS, on s’observa fins a un 50% de reduccié de colesterol radioactiu pel

tractament amb 1 mM d’acetoacetat.
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La capacitat del B-hidroxibutirat per contribuir a la sintesi lipidica ha sigut
descrita per diferents autors (Yeh et al., 1977; Robinson et al., 1978; Endemann et al.,
1982; Willliamson et al., 1985). No obstant aixo, I'addicié d’aquest compost en el medi
de cultiu no afecta la incorporacio de ["CJacetat a lipids ni en les cél-lules HelLa Tet-
On® ni en les celllules HeLaAACS (figura R-9), reflex d’alguna anomalia de la linia
cel-lular en el transport del B-hidroxibutirat cap a I'interior de la cél-lula o cap a l'interior
del mitocondri, on per accié de I'enzim [-hidroxibutirat deshidrogenasa, el B-
hidroxibutirat ha de ser convertit a acetoacetat abans de ser emprat per a la biosintesi
lipidica. Aquestes dades també podrien ser reflex d’alguna deficiéncia en l'activitat -

hidroxibutirat deshidrogenasa de la linia cel-lular HeLa.

Aquest bloc confirma que l'acetoacetil-CoA, fruit de la reaccié catalitzada per
'enzim AACS, esta actuant com un transportador d’unitats acetil des del mitocondri
cap al citoplasma, de manera analoga i alternativa a la via de 'ATP citrat liasa
(Watson et al., 1970). La contribucié d’'ambdés enzims a la biosintesi lipidica ha sigut
estudiada mitjangant I'is d’inhibidors especifics, com ara I'hidroxicitrat, de 'enzim ATP

citrat liasa (Endemann et al., 1981).

3. ESTUDI DE LA INTERACCIO ENTRE L’AACS | L’HMGCS1.

Diferents estudis mostren que en fetge i cervell de rata I'acetoacetil-CoA, fruit de
la reacci6 catalitzada per 'AACS, és incorporat de manera preferencial cap a la sintesi
de colesterol (Webber et al., 1979; Endemann et al., 1982; Geelen et al., 1983). Aixo
implica que I'esquelet de quatre carbonis de I'acetoacetat o bé la seva forma activa,
I'acetoacetil-CoA, no s’equilibra completament amb el pool de dos carbonis representat
per I'acetat i I'acetil-CoA. Una de les hipotesis que explicarien aquest fet és la possible
existéncia d’interaccions (channeling) entre els primers enzims de la via de la
colesterogénesi, és a dir, entre TAACS i 'THMGCS1 (Miziorko et al. 1990).

Amb l'objectiu d’estudiar si 'AACS i 'THMGCS1 estan interaccionant directament
in vitro, s’ha clonat el cDNA que codifica per a la proteina HMGCS1 de hamster en el
vector pGEX4T3 i s’ha expressat i purificat aquesta proteina en cél-lules E. coli BL21
(figura R-10). Els experiments de GST pull-down amb la proteina de fusi6 GST-
HMGCS1 i la proteina AACS humana transcrita i traduida in vitro mostren que, sota les
nostres condicions experimentals, ambdues proteines no es troben interaccionant de

manera directa (figura R-11).
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Per descartar que la interaccié fos indirecta, a través de la formacié d’'un complex
multiproteic, s’han dut a terme experiments de coimmunoprecipitacié de les proteines
AACS i HMGCS1 humanes en la linia cellular HelLa, tractada amb agents
hipocolesterogenics per tal d'incrementar el flux de biosintesi de colesterol, obtenint-se

resultats negatius (figura R-12).

En conjunt, aquests experiments indiquen que els enzims AACS i HMGCS1 no
interaccionen ni directa ni indirectament. L’Us preferencial de I'acetoacetil-CoA per a la
colesterogénesi podria ser un reflex de: a) Regulacié sincronitzada d’ambdés enzims,
juntament amb I'HMG-CoA reductasa, per moduladors de la sintesi de colesterol
(Bergstrom et al., 1984). De fet, I'acetoacetil-CoA tiolasa, enzim responsable d’establir
I'equilibri entre I'acetoacetil-CoA i el pool d’acetil-CoA, no es regula sempre de manera
sincronitzada amb els enzims colesterogénics (Balasubramaniam et al., 1977,
Bergstrom et al., 1984). b) Caracteristiques cinétiques dels enzims implicats en la
utilitzacié de I'acetoacetil-CoA en el citosol. Aixi, malgrat que el valor de la Vmax de la
reaccid catalitzada per la tiolasa és molt superior al valor de la reaccié catalitzada per
'THMGCSH1, el valor de la Km de la tiolasa per I'acetoacetil-CoA és molt superior al de
'THMGCS1 (50 uM versus 2 uM) (Middleton et al., 1973b; Clinkenbeard et al., 1975a/b)
i és dos ordres de magnitud superior a la seva concentracio en el citosol (0.26 nmol/g
d’hepatocits per pes; Menahan et al., 1981), fet que determina que el flux de
I'acetoacetil-CoA per a la biosintesi d’acids grassos, que implica la reacci6 catalitzada

per la tiolasa, estigui molt limitat per la disponibilitat de substrat.

4. L’ACETILACIO REVERSIBLE DE LISINES.

En aquest treball hem identificat a la proteina AACS humana com a una nova
diana d’acetilacié (figura R-13 i R14). La lisina compresa en el motiu PX4GK, localitzat
en el centre actiu de la familia de proteines acil:CoA ligasa, formador d’ AMP, ha sigut
identificada com a un putatiu substrat d’aquesta modificacié posttraduccional (Starai et
al., 2002). Sorprenentment, la Lys633 localitzada en el motiu PX4GK de la proteina
AACS humana, conservat al llarg de I'evoluci6 (figura R-16), no constitueix un lloc
d’acetilacid, ja que la seva substitucio per un residu d’Arg (construccié KR) no provoca

canvis en 'estat d’acetilacié de la proteina (figura R-17).
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L’analisi de la seqliéncia aminoacidica de la proteina AACS humana revela la
preséncia d’altres residus de lisina com a putatius llocs d’acetilacid, entre ells la
Lys634 que també es troba conservada entre les diferents espécies (figura R-16). La
substitucié de la Lys634 per Arg (construccié KKRR) provoca una disminucié de I'estat
d’acetilacié de la proteina (figura R-18) perd no I'aboleix totalment, suggerint que en
'enzim AACS huma existeixen multiples residus de lisina susceptibles de ser acetilats.
De fet, la deleci6 de I'extrem COOH-terminal de la proteina AACS humana (dels
aminoacids 633 a 672) provoca una disminucioé encara superior a I'acetilacié detectada
en el constructe KKRR (figura R-19), indicant que aquesta regié és determinant per a
'estat d’acetilacio d’aquesta proteina, encara que no es pot descartar la possibilitat

d’altres residus de lisina acetilables en I'extrem NHy-terminal.

La localitzacié especifica dels residus de lisina acetilables de la proteina AACS
humana, incompleta fins al moment, és de gran interés per a I'estudi de I'impacte
d’aquesta modificacié en la funcidé de I'enzim, ja que l'acetilacié de lisines no sols
neutralitza la carrega positiva sin6 que també incrementa la hidrofobicitat i mida de la
cadena lateral de 'aminoacid, produint canvis conformacionals que donen lloc a canvis

en la funcié bioldgica que varien d’una proteina a una altra (Glozak et al., 2005).

En general els diferents processos d’acetilacié es poden classificar en tres grups:
a) L’acetilacié té lloc en un o pocs residus de lisina i funciona com un simple canvi
on/off de la funci6 de la proteina. En son exemples I'acetil-CoA sintetasa (Starai et al.,
2002) i I'dxid nitric sintasa (Mattagajasingh et al., 2007) llur acetilaci6 inactiva I'enzim.
b) L’'acetilaci6 té lloc en agrupacions de residus de lisina que formen paquets
carregats, essent el niumero de residus acetilats (i no pas l'acetilacid6 d’'una lisina
individual) important per a la funcié bioldgica. En aquest cas, I'acetilacié multiple
provoca un efecte de tipus calibrador o sensor. Per exemple, la cortactina és acetilada
en 10 residus de lisina localitzats en el seu domini repetitiu, essent l'acetilacié
d’almenys una lisina de cadascuna d’aquestes repeticions suficient per a la unié de I'F-
actina (Zhang et al., 2007). c) L’acetilacié interacciona amb altres modificacions
posttraduccionals llur efecte és exercit de manera especifica de residu, establint un
codi d’informacié molecular en la seqliéncia aminoacidica (revisat per Yang, 2005).
Concretament, I'estabilitzacié i activacié de la proteina p53 té lloc com a conseqliéncia

de multiples modificacions posttraduccionals (Appella et al., 2000).
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5. CARACTERITZACIO DEL PROMOTOR DEL GEN AACS
HUMA.

En aquest treball s’ha clonat el promotor del gen AACS huma en el vector
reporter pGL3basic (de -1425 a +79 respecte a l'inici de transcripcid) amb la finalitat
de caracteritzar els elements necessaris per a que es produeixi I'activitat basal i
estudiar la seva regulacio transcripcional per factors de transcripcid implicats en

’lhomeostasi lipidica:

e LXR; que regula 'homeostasi del colesterol i estimula la sintesi d’acids

grassos (Tontonoz et al., 2003; Zelcer et al., 2006).

o SREBPs; implicats en ’lhomedstasi del colesterol i la lipogénesi (Brown et
al., 1997; 1999).

e PPARY; que regula una xarxa de gens que promouen la sintesi lipidica i
el seu emmagatzament en adipocits (Tontonoz et al., 1994b; Chawla et
al., 1994).

L’analisi de la seqiiéncia génica clonada revela que el promotor del gen AACS
huma manca de caixa TATA i del motiu DPE, i conté un putatiu /Inr consens de
mamifers. A més, els primers 200 pb del promotor proximal sén rics en seqliéncies
GC, coincidint amb els consens d’unié per a proteines Sp1. En les regions més distals
d’aquest promotor s’hi localitza un DR4, dos putatius SREs, un putatiu RORE i una E

box (figura R-20), que es comentaran al llarg de la discussio.

Després de comprovar que el promotor clonat (construccié p-1425) te activitat
reportera, s’ha delecionat I'extrem 5’ del mateix amb l'objectiu d’estudiar les regions
importants per a la regulacié transcripcional. En la construccié p-1034 (-1034/+79)
s’observa una disminuci6 de l'activitat basal respecte a p-1425, que es recupera en la
construccié p-809 (-809/+79) (figura R-21). Es en la regidé promotora compresa entre -
1425 a -1034 on es localitzen un DR4 i dos putatius SREs, que malgrat no sén
funcionals per a LXRa ni SREBP (figures R-35 i R-30), podrien ser importants per a la
uni6 d’alguna proteina activadora no identificada capa¢ de contrarestar la pérdua
d’activitat basal produida per la unié d’algun inhibidor en la regié compresa entre -
1034 a -809.
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Per altra banda, s’ha identificat I'extrem 5’ de ’'mRNA del gen AACS mitjangant
BLAST de la sequéncia promotora estudiada amb les diferents ESTs disponibles a la
base de dades del GenBank (figura R-22), localitzant I'inici de transcripciéo en el
nucleodtid A, comprés dins de la seqiiéncia (YYA.{NWYY) consens per a Inr (Lo et al.,
1996). L'element iniciador o Inr s’ha descrit com a un element del promotor minim
funcionalment similar a la caixa TATA, que solapat directament sobre linici de
transcripcio, dirigeix l'inici de la sintesi dRNA cap a un nucledtid en concret
(normalment I'adenosina del consens YYA.{NWYY) (revisat per Smale et al., 2003).
No obstant aix0, I'existéncia d’altres alineaments majoritaris en posicions +3 i +8
(figura R-22) no descartaria la possibilitat d’inicis de transcripcié alternatius en el gen
AACS huma aixi com recentment, mitjangcant RACE 5’, s’han descrit en el gen AACS
de ratoli (Hasegawa et al., 2008). Precisament, una de les caracteristiques que
s’atribueixen als promotors que manquen de caixa TATA, de motiu DPE i que
contenen regions riques en sequéncies GC, és el fet de tenir multiples inicis de

transcripcié (Juven-Gershon et al., 2008).

L’Inr localitzat en les posicions -2/+5 del promotor del gen AACS huma és
funcional, aixi com mostren els experiments de transfeccié transitoria amb la
construccid p-97(M-Inr) on la mutacié d’aquest motiu suposa una pérdua de l'activitat
reportera respecte a p-97 (figura R-24). Diferents estudis han confirmat que el factor
TFIID especificament interacciona amb I'lnr i que aquesta interaccié és necessaria per
al reclutament de la resta de components de la maquinaria basal (Smale et al., 2003).
No obstant aix0, I'activitat basal de la construccié p-97(M-Inr) és superior a la de la
construccié p-33, fent que no es pugui descartar la possibilitat de que les caixes GC,
amb cooperaci6 amb altres seqiéncies, puguin jugar un paper en la unid i
estabilitzacié de diferents components de la maquinaria basal, com ara TFIID, sobre el
promotor proximal del gen AACS. Aquest és el cas del promotor d’AdML on, després
de la mutacié de I'lnr, no es perd la totalitat de l'activitat transcripcional, ja que es
donen interaccions corrent avall que compensen la pérdua d’interaccié entre TFIID i
I'Inr (Emami et al., 1997).

Encara que s’hagin descrit diferents factors de transcripcié que interaccionen
amb les caixes GC, en el present treball ens hem centrat en la interaccié de la
proteina Sp1 amb les caixes GC del promotor del gen AACS, demostrat aquesta
interaccio in vitro, mitjangant pull-down amb oligos biotinilats (figura R-26) i in vivo, per

la técnica d’immunoprecipitacié de cromatina (ChIP) (figura R-27).
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Els experiments de transfeccio transitéria amb construccions del gen reporter luc
sota el control de diferents versions del promotor de ’AACS huma, en les que s’han
delecionat les caixes GC de manera consecutiva, revelen la importancia de les caixes
GC i, per tant, d’'Sp1 en la mediaci6 de I'activitat basal d’aquest promotor (figura R-25).
Aixi, l'activitat luciferasa és maxima en la construccid p-291 (-291/+79) amb 5 caixes
GC i disminueix progressivament a mesura que disminueix el numero de caixes GC
presents en el promotor. Els experiments de transfeccidé transitoria realitzats en
preséncia de mitramicina (figura R-28) constitueixen una evidéncia més de la
importancia del factor de transcripcié Sp1 en I'activitat basal del gen AACS huma. En
els promotors sense caixa TATA, rics en seqléncies GC, s’ha postulat que Sp1 un cop
unit a les caixes GC recluta TFIID, provocant I'estabilitzacié de TBP en la regi6 -30 i
afavorint 'acoblament del complex de preiniciacioé sobre el promotor (Pugh et al., 1991;
Hoey et al., 1993; Gill et al., 1994; Chiang et al., 1995).

S’ha descrit que la caixa TATA i I'lnr poden actuar sinergisticament quan ambdés
elements es localitzen a 25-30 pb un de I'altre (O’Shea-Greenfield et al., 1992; Emami
et al.,, 1997). No obstant aix0, la introduccié d’'una caixa TATA en la posicié -30 del
constructe p-33 (p(TATA)) no suposa un increment significatiu de I'activitat luciferasa
(figura R-24), suggerint, un altra cop, la dependéncia de la preséncia de les caixes GC
en el promotor del gen AACS huma per a que es doni I'activitat basal. De fet, altres
estudis on es combina el clonatge de la caixa TATA i/o I'Inr amb o sense 6 llocs d’unié
per al factor Sp1 d’SV40 mostren que la taxa de transcripcid és molt feble en els
constructes que contenen la caixa TATA o I'lnr, que s’incrementa per la combinacié
d’ambdds motius, perd que unicament s’obtenen elevats nivells de transcripcié quan,
corrent amunt de la caixa TATA, de I'lnr o d’ambdoés, s’insereixen els llocs d’unid per a

la proteina Sp1 (Smale et al., 1990).

6. ESTUDI DE LA REGULACIO TRANSCRIPCIONAL DEL GEN
AACS PER LXR.

L’analisi de la sequéncia del gen AACS huma, mitjangant el programa informatic
TFSEarch, revela la preséncia d’'un DR-4 (putatiu LXRE) en les posicions de -1342 a -
1327 respecte a I'Inr. Aquest DR-4 es troba comprés dins d'una de les dues
seqiéncies Alu o altament repetitives del promotor del gen AACS predites pel
programa informatic BLAST de I'NCBI (figura R-20). Les seqliéncies repetitives

contenen elements de resposta a hormones (HREs) amb elevada freqiiéncia,
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especificament DR-4, DR-2 i variants d'IR-3/IR-17, suggerint que aquestes seqliéncies
podrien constituir elements regulatoris importants (Norris et al., 1995; Vansant et al.,
1995; Babich et al., 1999; Laperriere et al., 2007). Concretament, en el promotor del
gen LXRa huma es localitzen tres LXREs, dos dels quals es localitzen dins d’una
sequéncia Alu (Li et al., 2002).

Els experiments de transfeccié transitoria mostren que el gen AACS huma és
regulat transcripcionalment per I'heterodimer LXRo/RXRa (figura R-29), essent la
induccié de lactivitat reportera depenent tant de la cotransfecci6 amb ambdés
receptors nuclears com de I'addici6 dels seus lligants. Sorprenentment, els assajos de
gen-reporter, on s’han transfectat diferents versions amb I'extrem 5 delecionat del
promotor del gen AACS huma juntament amb I'heterodimer LXRo/RXRa,, suggereixen
que el putatiu LXRE localitzat en el promotor estudiat no és funcional i que la resposta
del gen AACS a LXRo mapeja a les caixes GC del promotor proximal (figura R-30). La
sequéncia de 'LXRE descrit pel gen de 'ApoD huma és idéntica a la sequéncia del
motiu DR-4 localitzada en el promotor del gen AACS huma. A més, els assajos de
retardacié en gel confirmen la capacitat de I'heterodimer LXRo/RXRo. per a unir-se a
aquest element i experiments de transfeccio transitoria, transfectant el gen reporter luc
sota el control de tres copies en tandem d’aquest motiu LXRE, mostren que aquest
reporter és activat per la transfeccié amb LXRo/RXRo de manera dependent de lligant
(Hummasti et al., 2004).

Com calia, en cél-lules HepG2 tractades amb un agonista especific d'LXR no es
promou l'increment dels nivells d'mRNA del gen AACS (figura R-31), ja que els nivells
d'LXR endogens d’aquesta linia cellular no sén suficients per a que tingui lloc
I'activacié del reporter del promotor de 'AACS en preséncia de T0901317 (figura R-
29). Seria interessant estudiar si la sobreexpressié d’LXRo en aquesta linia cel-lular,
mitjangant adenovirus recombinants o bé per la creaci6 d’una linia estable del receptor
nuclear, provoca algun efecte en I'expressié del gen AACS. El tractament d’'un cultiu
primari d’hepatodcits de rata, que constitueix un model més fisioldgic que la linia
cel-lular HepG2, amb T0901317 tampoc promou I'expressio del gen AACS (figura R-
32). No obstant aixd, s’han de prendre en consideracié les diferéncies
interespecifiques en la regulacio transcripcional d’'un determinat gen, ja que el gen
LXRo huma és activat per LXR mentre que els seus homolegs en rata o ratoli no estan

sotmesos a regulacioé per aquest receptor nuclear (Laffitte et al., 2001a; Li et al., 2002).
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| al contrari, 'LXRE del promotor de CYP7a1 de ratoli no es troba conservat en
humans (Chiang et al., 2001).

En conjunt aquest bloc suggereix que el gen AACS no és diana d’'LXRao. i que en
experiments de transfeccio transitoria on hem forgat el sistema, LXR podria estar
activant I'expressié d’algun gen que controla la transcripcié de 'AACS a través de les
caixes GC del seu promotor. El putatiu LXRE, capa¢ d’unir [I'heterodimer
LXRo/RXRa in vitro (Hummasti et al., 2004), en el context del promotor del gen AACS
no és funcional. Li i col-laboradors (2002) classifiquen aquests LXREs com a elements
de tipus Il que, al contrari dels LXREs de tipus |, son selectius per a LXRa, unint-lo
molt feblement, i no sén responsables de mitjangar I'autoregulacié transcripcional del

promotor d’LXRa huma..

7. ESTUDI DE LA REGULACIO TRANSCRIPCIONAL DEL GEN
AACS PER SREBP.

L’expressié del gen AACS esta sotmesa a regulacio pels nivells d’esterols
intracel-lulars de manera paral-lela a I'expressié de 'HMG-CoA reductasa (figura R-
33). Els SREBPs es sintetitzen en forma de precursors ancorats a la membrana del
reticle endoplasmatic i en condicions de depleci6 de colesterol cel-lular, aquest
precursor pateix dues protedlisis consecutives i es genera un fragment NH,-terminal
soluble que es transloca al nucli, on activa la transcripcio dels seus gens diana (Wang
et al.,, 1993; Kim et al., 1995). Aixi, a l'incubar cel-lules Cos7 en sérum deficient en
lipoproteines (LDS) es promou la forma nuclear i, per tant, activa dels SREBPs,
condicions en les que es produeix un increment dels nivells dmRNA de I'AACS.
Aquest experiments corroboren observacions anteriors on es descriu que l'activitat
enzimatica i els nivells de proteina de 'AACS s’indueixen pel tractament de rates amb
agents hipocolesterogenics (Bergstrom et al., 1984; Iwahori et al., 2000). A més, com
per a la majoria de gens sensibles al colesterol (Kawabe et al., 1995), els nivells

d’'mRNA de 'AACS es veuen disminuits pel tractament amb 25-hidroxicolesterol.

Per tal d’elucidar el mecanisme mitjancant el qual el cultiu en medi lliure
d’esterols promou I'expressid de 'AACS, s’han incubat les cél-lules en preséncia
d’actinomicina D o cicloheximida (figura R-34), inhibidors de 'RNA polimerasa Il i de la
sintesi proteica, respectivament. El tractament de les cél-lules control (FBS) amb

actinomicina D provoca una disminuci6 significant de I'expressié de 'AACS, suggerint
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que aquest gen s’esta transcrivint activament en les cél-lules. Sorprenentment, quan
s’incuba el cultiu en seérum fetal bovi (FBS) en preséncia de cicloheximida, es produeix
la inducci6 de I'expressié del gen AACS de manera superior a la induccié que promou
el tractament amb sérum deficient en lipoproteines (LDS). Aquest efecte de I'antibiotic
ha sigut descrit anteriorment pel gen de 'lHMG-CoA reductasa (Choi et al., 1993) i
podria ser reflex de que el colesterol present en el sérum entrés dins la cél-lula i
promogués I'expressié d’alguna proteina inhibidora de 'AACS i que aquesta inhibici
es bloquegés per I'addicidé de cicloheximida al medi de cultiu. Per altra banda, la
induccié de 'AACS per la deplecié d’esterols és abolida quan s’incuben les cél-lules
en preséncia d’actinomicina D i cicloheximida, indicant que aquesta induccié ve

donada per un mecanisme transcripcional i que requereix de nova sintesi proteica.

Malgrat que les tres isoformes d’'SREBPs (-1a, -1c i -2) s’expressen de manera
diferencial en els teixits i activen grups de gens implicat en processos metabolics
diferents (Shimomura et al., 1997), els experiments de transcriptoma publicats per
Horton i col-laboradors (2003), mostren que en fetge de ratolins transgénics la
sobreexpressié d'nSREBP1a o nSREBP-2 provoca un increment dels nivells dmRNA
de 'AACS de 5.6 i 6.1 vegades, respectivament, mentre que la deficiencia de la
proteina SCAP, reflex de la deficiéncia de la forma madura dels SREBPs endogens,
provoca una disminucié dels nivells d'mRNA de 'AACS del 60%. Es per aquest motiu
que s’han dut a terme experiments de transfeccid transitoria mitjangant la
cotransfeccié de la construccidé p-1425 amb les tres isoformes d’'SREBPs (figura R-
35), a partir dels quals es dedueix que els putatius SREs localitzats en el promotor del
gen AACS huma (posicions -1341/-1331 i -1207/-1197 respecte a I'lnr) no sbén
funcionals. A més, la incubacié de les cél-lules transfectades amb el constructe p-1425
en un medi supressor (FBS + 25-hidroxicolesterol) o inductor (LPS + pravastatina) del
processament dels SREBPs endogens, no te cap efecte sobre [lactivitat
transcripcional, indicant que en aquesta regié promotora no existeixen seqieéncies

responsables de la regulacié del gen AACS huma per esterols (figura R-36).
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8. ESTUDI DE LA REGULACIO TRANSCRIPCIONAL DEL GEN
AACS EN EL TEIXIT ADIPOS.

El patr6 d’expressié del gen AACS en diferents teixits de rata mascle mostra que
els seus nivells d'mRNA sbén significativament superiors en TAB (figura R-48)
comparat amb altres teixits examinats, suggerint que 'AACS juga un paper important

en el teixit adipos in vivo.

El gen AACS es regula durant la diferenciacié adipocitaria en la linia cel-lular
3T3L1 i en cultiu primari de TAB (figura 37 i 38) coincidint amb el descrit anteriorment
(Yamasaki et al., 2005; Hasegawa et al., 2008). L'adipogénesi implica la regulacio
temporal de lexpressid d'un determinat conjunt de gens. En ambddés models
estudiats, 3T3L1 i cultiu primari, els nivells dmRNA de 'AACS es detecten en l'estat
de fibroblast (dia 0) i s'incrementen gradualment durant la diferenciacié primerenca,
fins assolir el maxim d’expressié en els dies 4/6 després de la inducci6 de la
diferenciacié, suggerint que la regulacié de I'expressio d’aquest gen esta sota el

control d’algun factor de transcripcié adipogénic.

El receptor nuclear PPARYy és el factor de transcripcio clau en la diferenciacio
adipocitaria, ja que la seva expressid és necessaria i suficient per a la induccié
d’aquest procés (Tontonoz et al., 1994b; Rosen et al., 2006). De fet, fins al moment no
s’ha descobert cap altre factor de transcripcié que promogui I'adipogénesi en abséncia
de PPARYy (Tontonoz et al., 1994b). No obstant aixd, encara no es coneixen tots els
factors de la senyalitzacié corrent avall d’aquest receptor nuclear que contribueixen a
la formaci6 de I'adipocit. En el present treball s’ha identificat el gen AACS com a un

nou gen diana de PPARYy.

El tractament de célllules 3T3-F422A amb [l'agonista sintetic de PPARYy,
rosiglitazona, promou I'expressié del gen AACS, encara que només ho fa feblement
en l'estat d’adipocit (dia 9 de diferenciacid) (figura R-39) aixi com anteriorment ha
sigut descrit pel gen Rev-erba (Fontaine et al., 2003). Aquest fet no és atribuible a la
manca d’expressio de PPARYy en la cél-lula preadipocitaria, ja que el tractament amb
rosiglitazona promou I'expressio del gen aP2 tant en I'estat fibroblastic com en I'estat
d’adipocit. No obstant aixd, tampoc reflexa una manca de regulacié de I'expressié de

I'AACS pel receptor nuclear; més bé, podria suggerir que PPARY regula I'expressié del
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gen AACS d'una manera no canodnica i que per a que es dugui a terme aquesta
induccié es necessita daltres factors i/o coreguladors no presents en l'estat de

preadipocit.

In vivo, el tractament de rates amb rosiglitazona promou I'expressié de 'AACS
en TAB (figura R-40), on resultats de Yamasaki i col-laboradors (2007) mostren que
I'alimentacié de rates amb una dieta rica en greix també promou I'expressié d’aquest
gen. Es important destacar que Unicament s’'incrementen els nivells d'mRNA de
'AACS en rates llur obesitat ha sigut induida per la dieta i no en rates genéticament
obeses (Zucker fatty), ja que aquest model de regulacié és paral-lel al descrit per a
PPARYy (Vidal-Puig et al., 1996), suggerint un cop més que I'expressid del gen AACS

esta sota el control de PPARY.

En aquest treball s’han utilitzat cél-lules HIB-1B, per a dur a terme els
experiments de transfeccio transitoria aixi com els assajos de pull-down amb oligos
biotinilats degut a la dificultat de la linia cel-lular 3T3L1 per a ser transfectada. L’analisi
de la regié promotora del gen AACS de -1425 a +79 no revela la preséncia de cap
motiu PPRE. No obstant aixd, el gen AACS és transcripcionalment activat per PPARY,
(figura R-41), suggerint la implicacié d’un altre factor de transcripcié que mitjanci
aquesta activacié. Aquest candidat podria ser Sp1, com es dedueix a partir
d’experiments de transfecci6 transitoria de constructes amb delecions consecutives de
'extrem 5 del promotor de 'AACS huma, on l'eliminacié de les caixes GC aboleix la
resposta a PPARy(figura R-42). Una altre evidéncia que implica al factor de
transcripci6 Sp1 sén els experiments de transfeccié transitoria en preséncia de
mitramicina, on es produeix una disminucié de l'activacié per PPARya l'incubar en

preséencia d'aquest antibiotic (figura R-47).

En aquest estudi s’han identificat 5 caixes GC, ubicades en les posicions de -291
a -54 del promotor del gen AACS huma, que estan implicades en I'activitat basal del
promotor (figura R-25) i en I'activacié per PPARYy (figura R-42). La importancia relativa
de cadascuna d’aquestes caixes GC en I'activacié per PPARYy s’hauria de determinar
mitjangant experiments de mutagénesi dirigida de cada motiu en concret, encara que
podria ser que cadascun d’aquests llocs d'unié actués de manera cooperativa en

I'activacioé del receptor nuclear, aixi com s’ha descrit pel gen HSL (Deng et al., 2006).
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Diferents treballs descriuen la capacitat dels factors de transcripcié de la familia
Sp per interaccionar amb els receptors nuclears i regular aixi I'expressié genica
(revisat per Safe et al., 2004). Concretament, PPARYy i Sp1 interaccionen fisicament de
manera directa (figura R-43), fet que pot suposar I'activacié de determinats gens, com
ara p21 i HSL (Hong et al., 2004; Deng et al., 2005), o la inhibicié6 d’altres, com per
exemple la follistalina, el receptor de l'angiotensina Il i el receptor de tromboxa
(Sugawara et al., 2001; 2002; Necela et al., 2008). El context génomic del promotor
deu ser un factor determinant a I’hora de decidir quins receptors nuclears es recluten a
través d'Sp1 i si aquest reclutament suposa el reclutament de proteines coactivadores

o corepressores de la transcripcio.

Els experiments de pull-down amb oligos biotinilats, corresponents als quatre
motius d'unié a Sp1 de I'extrem 3’ del promotor del gen AACS huma, mostren que
PPARY interacciona in vitro amb aquesta sequéncia, essent dita interacci6
practicament nul-la quan s’'incuba amb una sonda que conté les caixes GC mutades
(figura R-44). Com cal esperar, la interaccid6 que s'observa és indirecta, ja que la
seqiiéncia corresponent al motiu PPRE és totalment diferent a la de la caixa GC i
assajos de retardacié en gel amb sondes corresponents a les caixes GC indiquen que
PPARy és incapag d’interaccionar amb aquesta sequéncia ni com a
monomer/homodimer ni com a heterodimer amb RXRo (Sugawara et al., 2001; 2002;
Deng et al., 2005), mentre que Sp1 s’acomplexa amb el DNA, coincidint amb els
nostres resultats (figura R-26), suggerint que la unié de PPARY a la regio rica en GC
del promotor proximal de I'AACS és mitjangada per la proteina Sp1. A més, els
experiments de coimmunoprecipitacié de cromatina mostren que, in vivo, tant PPARYy
com Sp1 es troben associats al promotor proximal del gen AACS de ratoli de manera
especifica (figura R-45 i R-27), ja que aquesta associacio no es detecta en la regio

distal continguda a I'ex6 17.

El mecanisme mitjancant el qual PPARYregula I'expressié génica a través de la
proteina Sp1 no esta elucidat i existeixen varies possibilitats descrites en la
bibliografia: a) La unié d’'Sp1 a les caixes GC és alterada per I'activaci6 de PPARY,
que impedeix la seva uni6é (Sugawara et al., 2001; 2002) o bé la promou (Deng et al.,
2005), inhibint o activant I'expressio génica, respectivament. b) Sassa i col-laboradors
(2004) descriuen un efecte dual de PPARy de manera que els seus lligants

suprimeixen la unié al DNA de les proteines Sp1 i Sp3 mentre que el receptor nuclear
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no activat, en abséncia de lligant, promou la unié d’'Sp1 a les caixes GC. c) L’activacié
de PPARY no provoca canvis en la capacitat d’'unié d’Sp1 al DNA pero disminueix els
nivells de O-glicosilacio de la proteina, disminuint aixi I'activitat transcripcional d’Sp1 i

reprimint I'expressié génica (Chung et al., 2006).

Sota les nostres condicions experimentals, el tractament amb rosiglitazona: a)
No promou la interaccié entre PPARYy i Sp1 (figura R-43). b) No afecta a la unié d’Sp1
al DNA, com es dedueix a partir dels experiments de pull-down amb oligos biotinilats
(figura R-46). c) No afecta a la uni6 d’'Sp1 ni de PPARy al promotor proximal del gen
AACS, com es dedueix a partir dels experiments de Ch/IP de céllules 3T3L1
diferenciades (resultats no mostrats). Aquests resultats podrien suggerir que Sp1 esta
unit a les caixes GC del promotor proximal del gen AACS, reclutant a PPARY, i que en
abséncia de lligant o en preséncia del mateix, promou el reclutament de proteines
repressores (NCoR o SMRT) o activadores (HDAC o p300) de la transcripcio,

respectivament.

Yamasaki i col-laboradors (2005) suggereixen que I'expressio del gen AACS en
el teixit adipds esta relacionada amb la proporcié d’unitats acetil-CoA per a la
biosintesi d’acids grassos durant la diferenciacié adipocitaria tardana, quan es
produeix la iniciacié del diposit de goticules lipidiques. Aquest fet ve suportat per: a)
La baixa expressio de 'HMG-CoA reductasa, enzim limitant de la colesterogénesi, en
el teixit adip6s. b) El patrdé d’expressio dels gens AACS i ACC-1, que son semblants
durant la diferenciacié adipocitaria. c) El pic d’expressié de 'AACS que té lloc durant

els dies 4/6 de diferenciaci6, quan s’observa una acumulacié de goticules lipidiques.

Alternativament, s’ha relacionat a Sur-5, 'homoleg en C.elegans del gen AACS,
amb la via de senyalitzacié per Ras (Gu et al., 1998). Diferents estudis mostren un
paper antagonic de Ras en la diferenciacié adipocitaria (Houseknecht et al., 1996;
Font de Mora et al., 1997). Especificament, Ras promou l'activaci6 de MAPK que
debilita el procés d’adipogenesi en cél-lules 3T3L1 (Font de Mora et al., 1997) i la
sobreexpressid de Ha-Ras en teixit adipds provoca una disminucié de la massa de

greix en ratoli (Houseknecht et al., 1996).
Aixi, futurs estudis amb un RNA antisentit especific de TAACS que mostrin la

contribucié d’aquest gen al procés de la diferenciacié adipocitaria, serien de gran

interes.
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9. RITME CIRCADIARI.

S’ha analitzat I'expressié del gen AACS en diferents teixits de rates mascle i aixi
com ha sigut descrit per diferents autors, 'AACS s’expressa principalment en els teixits
lipogénics (Buckley et al., 1973; Yeh et al., 1977; Ohgami et al., 2002; Yamasaki et al.,
2005) (figura R-48). Sorprenentment, els nivells d'mRNA de 'AACS en fetge presenten
un patroé d’expressio diferencial depenent de si els animals han sigut sacrificats durant
la fase luminica o la fase fosca, suggerint que la seva expressié esta sotmesa a

regulacié circadiaria.

L’analisi en fetge dels nivells dmRNA de 'AACS al llarg del dia mostra un patrd
d’expressié ritmic, paral-lel al descrit per a l'activitat enzimatica (Bergstrom et al,,
1982). ElI gen AACS no s’expressa en aquest teixit durant la fase luminica i es
produeix el zenit d’expressié a l'inici de la fase fosca, (figura R-49), coincidint amb el
periode de maxima activitat dels rosegadors. En el TAB I'expressié del gen AACS esta
sotmesa a control pel ritme circadiari amb un patré semblant a I'observat pel fetge,
encara que de menor intensitat ritmica (figura R-50 A i B). En canvi, en el cervell no
s’observa ciclacié en I'expressio del gen AACS (figura 50 C i D), indicant que I'efecte
del ritme circadiari és teixit especific. Aquesta especificitat tissular de la regulacio
circadiaria ja ha sigut descrita anteriorment i es podria explicar com a una regulacio,
per part dels oscil-ladors periférics, de la transcripcié d’'un conjunt de gens rellevants
per a la funcié d’'un 6rgan (Panda et al. 2002). De fet, la majoria dels gens regulats
circadiariament participen en les principals funcions de I'drgan i molts d’ells catalitzen
les reaccions limitants de les respectives vies, resultant en una coordinacié temporal
del comportament i de la fisiologia que permet I'adaptacié optima de I'organisme al seu
ambient (Panda et al. 2002).

En el fetge, el factor de trascripci6 SREBP-1 regula una gran quantitat de gens
implicats en la lipogénesi i en 'homeostasi del colesterol (Pai et al., 1998; Magafia et
al., 2000; Amemiya-Kudo et al., 2002; Horton et al., 2002a/b). En aquest organ tant la
taxa de transcripcié com la d’activacié d'SREBP-1 es modula durant el ritme circadiari,
jugant un paper central en el control de les variacions dilirnes en el metabolisme dels
seus gens diana (Brewer et al., 2005). L’analisi de I'expressié temporal d’'SREBP-1 en
fetge revela I'existéncia d’un patrd ritmic, amb un increment dels nivells d'mRNA a

l'inici de la fase fosca i el zenit d’expressié en el CT 16 (figura R-49). SREBP-1 podria
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ser un candidat responsable de I'oscil-lacié ritmica de I'expressioé del gen AACS ja que:
a) Es produeix un increment en I'expressié d’'SREBP-1 en el CT12, que podria ser
suficient per a l'activacio de la transcripcio de 'AACS en el mateix temps circadiari, ja
que els nivells dmRNA d’'SREBP-1 en fetge sén un ordre de magnitud superiors als de
'AACS (resultats no mostrats). b) El zenit de la corba d’activacié proteolitica d’'SREBP-
1 es produeix just a l'inici de la fase fosca (Brewer et al., 2005), coincidint amb la
maxima expressidé de I'AACS. c) L'especificitat de teixit en I'expressioé circadiaria de
I'AACS podria explicar-se per I'oscil-lacié de proteines reguladores que s’expressen de

manera abundant en el teixit adipos i en el fetge, com ara SREBP-1c.

En el present treball també s’ha estudiat la possibilitat de que altres factors de
transcripcidé, com PGC1a i els receptors nuclears orfes Rev-erbo i RORa, directament
implicats en el control del rellotge circadiari (Ueda et al., 2002; Preitner et al., 2002;
Sato et al., 2004; Yin et al. 2006; Liu et al., 2007), regulessin 'oscil-lacié temporal de
'expressio del gen AACS. Els nostres experiments mostren que el putatiu RORE
localitzat en el promotor de 'AACS huma (posicions -757/-744 respecte a l'inici de
transcripcidé) no és funcional (figura R-52) i que la sobreexpressié del coactivador

transcripcional PGC-10. no provoca canvis en I'expressié del gen AACS (figura R-51).

Sols un petit grup de gens s6n diana directa dels factors de transcripcié del
rellotge molecular (Panda et al., 2002). No obstant aixd, no es pot descartar que el gen
AACS es moduli directament per I'heterodimer BMAL/CLOCK ja que en el seu
promotor (posicions -293/-288) es localitza un motiu E box de consens perfecte (figura
R-20). Aixi, futurs experiments que provin la funcionalitat d’aquest motiu i estableixin el
mecanisme molecular, mitjangant el qual es regula I'expressié del gen AACS durant el

ritme circadiari, serien de gran interes.

Una de les funcions principals dels oscil-ladors circadiaris en les cél-lules
hepatiques és l'anticipacié i adaptacié a les condicions fisioldgiques necessaries per al
processament del menjar, essent aquest el Zeitgeber dominant per a la ritmicitat
génica en fetge (Damiola et al., 2000; Stokkan et al., 2001). D’acord amb aquest fet,
quan les rates no disposen de menjar durant la transicié llum-foscor, no es dona
l'increment dels transcrits de 'AACS i d’'SREBP-1c a l'inici de la fase fosca (figura R-53
AiB). A més, part de la induccié de I'expressié d’ambdés gens a l'inici de la fase fosca
és atribuible a la insulina, ja que la seva administracié en abséncia de menjar i abans
de la transicio llum-foscor, promou I'expressioé de 'AACS i d’'SREBP1c (figura R-54 A i

B). SREBP-1c podria ser responsable de mitjangar la regulacié de I'expressio de
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'AACS en fetge en aquestes situacions fisiologiques ja que el patré d’expressio
d’ambdods gens és paral-lel i en aquest organ SREBP-1c és el principal factor de
transcripcié que mitjanga ’homeodstasi de la insulina i del menjar (Horton et al., 19983;
Shimomura et al., 1999; Bennett et al., 2000; Stoeckman et al., 2002). Encara que la
construccid reportera p-1425 (-1425/+79) no es regula per la cotransfecci6 amb
SREBP-1c (figura R-35) no es pot descartar I'existéncia de sequiéncies reguladores

corrent amunt o avall de la regié promotora clonada.

Quan es realimenten els animals just abans de l'inici de la fase fosca, moment en
que s’inicia “el comportament del menjar” (CT 11.5; figura R-53) la induccié (de 4
vegades) dels gens AACS i SREBP-1c es dona en tan sols 1 hora i 30 minuts, mentre
que en la realimentacié dilrna s’assoleixen els valors del control, quan I'expressio
d’ambdés gens és baixa (CT 0; figura R-49), després de 5 hores de realimentacio
(figura R-55 A i B). Aquest efecte diferencial en I'expressio dels gens AACS | SREBP-
1c dependent de la fase del dia (inici de fase luminica o final de la mateixa) en qué els
animals han disposat de menjar suggereix I'existéncia d’'un mecanisme de regulacio
dependent de rellotge molecular ja que, com es dedueix a partir de la mesura dels
nivells de cossos cetdnics en plasma, durant la realimentacié diiirna els animals han
ingerit menjar (figura R-56A). La disminucio dels cossos cetdnics circulants en tan sols
20 minuts de realimentacio: a) No es pot atribuir a I'increment de I'expressié del gen
AACS en fetge, ja que els seus nivells d'mRNA en aquest grup experimental romanen
semblants als del grup dejunat (figura R-55A). b) Suggereixen [l'existéncia d’un
mecanisme de regulacié posttraduccional de l'activitat enzimatica de 'HMGCS2, com
ara l'estat de succinilacié (Lowe et al., 1985), perqué es produeix la disminuci6 gradual
dels seus nivells dmRNA (figura R-56B). c) Suggereixen la induccié rapida d’altres
proteines consumidores de cossos cetonics en els teixits periférics. d) No descarten
I'existéncia d’'altres proteines implicades en la sintesi de cossos cetonics llur expressio

disminueix rapidament en el fetge.

Finalment, sota les nostres condicions experimentals, no s’observen canvis a
nivell de 'mRNA de 'AACS durant el dejuni i realimentacié ditirna ni en TAB ni en
cervell (figura R-57 A i B), indicant que la regulaci6é transcripcional del gen AACS

durant aquesta situacio fisiologica és teixit especifica.
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El cDNA descrit per al gen AACS huma codifica per a una proteina
funcional amb activitat AACS, essent les Km de I'enzim recombinant
37.63, 2.3 155.24 uM per a I'acetoacetat, el CoA i 'ATP, respectivament.

La sobreexpressié de I'acetoacetil-CoA en el sistema induible BD™ Tet-
On Gene Expression system promou la biosintesi de colesterol. No
obstant aixd, aquest fet no és atribuible a la interaccié funcional entre les
proteines AACS i HMGCS1.

L’acetoacetil-CoA sintetasa s’acetila en multiples lisines in vivo.

El promotor del gen AACS huma manca de caixa TATA i presenta un Inri
5 caixes GC, que uneixen el factor de transcripcié Sp1, importants per a

I'activitat basal del gen.

El gen AACS no és diana d’LXR. Encara que la seva expressié es modula
per la disponibilitat d’esterols a través d’un mecanisme directe, els dos

putatius SREs de la regi6 promotora clonada no sén funcionals.

L’expressié del gen AACS s’indueix durant la diferenciacié adipocitaria,
essent responsable d’aquesta induccid, al menys en part, el receptor
nuclear PPARY, que activa transcripcionalment aquest gen a través de les
caixes GC del promotor proximal de 'AACS i mitjancant la interaccié amb
Sp1.

En rates, el gen AACS s’expressa principalment en teixits lipogénics.

L’expressio en TAB i fetge ve determinada pel ritme circadiari. .
L’expressi6 del gen AACS es regula en experiments de dejuni i

realimentacié aixi com per 'administracié d’insulina. Aquesta regulacié és

paral-lela a la observada per a SREBP-1c.
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1. ABREVIATURES.

Ab
AACS
AcAc
ACC1
Ac-AACS
Ac-Lys
ACO
ACS
ActD
ADD1
AF1
AF2
AIM
AMP
Apo
Ap2

AP-2
APS
Arg
ATCC
atm
ATP
bHLH
BLAST
BMAL
p-OHB
BSA
Btd

T

Ci
cDNA
C/EBP
CETP
ChiP
Cho
ChREBP
CHX

APENDIX

Anticos

Acetoacetil-CoA sintetasa

Acetoacetat

Acetil-CoA carboxilasa

Acetoacetil-CoA sintetasa acetilada

Acetil Lisina

Acil-CoA oxidasa

Acetil-CoA sintetasa

Actinomicina D

Adipocyte determination and differentiation factor-1 (SREBP-1c)
Regié d’activacié no depenent de lligant
Regié d’activacié dependent de lligant
Apoptosis inhibitor expressed by macrophages
Adenosina monofosfat

Apolipoproteina

Proteina adipocitaria unidora d’acids grassos
(adipocyte fatty acid-binding protein)
Activator protein-2

Persulfat amonic

Arginina

American Type Culture Collection
Atmosferes

Adenosina trifosfat

Domini basic hélix-volta-helix

Basic Local Alignment Search Tool

Brain and muscle Arnt-like protein
B-hidroxibutirat o 3-hidroxibutirat

Albumina bovina sérica

Domini Buttonhead

Graus Celsius

Curie

DNA copia

CCAAT/enhancer-binding protein

Proteina transferidora d’esters de colesterol
Immunoprecipitacié de cromatina

Colesterol

Carbohydrate responsive element-binding protein

Cicloheximida
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CIAP
CMVv
CoA
cpm
CPT
CRY
CT
CTE
Cyp27
D

DBD
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
Dox
DPE
DR
DTT
E. coli
EDTA
ER
Erk
EST
ETF
FABP
FAS
FAT/CD36
FATP

FBS
FFA
GCF~1
GFP
GST
GTF
HAT
HBS
HDAC
HDL

APENDIX

Fosfatasa alcalina de vedella

Citomegalovirus

Coenzim A

Comptes per minut

Carnitina palmitoil transferasa

Criptocrom

Temps circadiari

Extensio carboxi-terminal

Colesterol 27 hidrolasa

Dia

Domini d’unié a DNA

Dulbecco’s modified Eagle’s medium

Dimetilsulfoxid

Acid desoxiribonucleic

Desoxiribonucleotid trifosfat

Doxiciclina

Downstream promoter element

Repeticio directa

Ditiotreitol

Escherichia coli

Etilendiaminotetracetat

Repetici6 eversa

Extracellular signal-regulated kinase

Marca de seqliiéncia expressada (expressed sequence tag)
EGFR-specific transcription factor

Proteina d’uni6 a acids grassos (Fatty acid binding protein)
Acid gras sintasa (Fatty acid synthase)

Translocasa d’acids grassos (Fatty acid translocase)
Proteina transportadora d’acids grassos

(Fatty acid transport protein)

Sérum bovi fetal

Acids grassos lliures

GC factor

Green fluorescent protein

Glutatio-S-Transferasa

Factor de transcripcio general (General transcription factor)
Histona acetil transferasa

Tampd Hepes (Hepes-Buffered Saline)

Histona desacetilasa

Lipoproteina d’alta densitat
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HEPES
HMG-CoA
HMGCS1
HMGCS2
HRE

HSL

IBMX

kb
kDa
Km
KKRR
KR
LB
LBD
LCAD

LCAS

LDL
LDLR
LDS
LPL
Lys
Luc
LXR
LXRE

mA
MAPK

APENDIX

Acid N-(2-hidroxietil)-pirenacina-N’-2-etanosulfonic
3-Hidroxi-3-metilglutaril coenzim A
3-Hidroxi-3-metilglutaril coenzim A sintetasa citosolica
3-Hidroxi-3-metilglutaril coenzim A sintetasa mitocondrial
Element de resposta a hormona

Lipasa sensible a hormona (Hormone sensitive lipase)
Isobutilmetilxantina

Immunoglobulina

Interleuquina

Element Iniciador

Insulina

Insulin-induced gene protein

Immunoprecipitat

Isopropil-B-D-tiogalactopirandsid

Repeticid inversa

Kilo (107%)

Lisina

Kilobase

Kilodalton

Constant de Michaelis-Menten

Substitucié de dos residus de lisina per arginina
Substitucié d’'un residu de lisina per arginina

Medi de cultiu Luria-Bertrani

Domini d’unié a lligant (Ligand binding domain)
Acil-CoA deshidrogenasa de cadena llarga
(Long-Chain Acyl-CoA Dehydrogenase)

Acil-CoA sintetasa de cadena llarga

(Long-Chain Acyl-CoA Synthetase)

Lipoproteina de baixa densitat

Receptor d’LDL

Serum deslipoproteinitzat

Lipoproteina lipasa

Lisina

Gen de la luciferasa de Photinus pyralis

Liver X Receptor

Element de resposta a LXR

mili (10°®)

miliampers

Proteina quinasa activada per mitogen

(Mitogen-Activated Protein Kinase)
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MCAD

mg
MEM
min
mL
MM
MOl
MOPS
mU

mut

ng
pL
uM

NAD+
NADH
NAM
NB
NcoR
NEFA
ng

nm
NR
NRRE
NS
NSQ
NT
nSREBP
0.D,
o/n
ORF
OLR
PACAP

PAIL
pb
PBS
PBS-T
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Acil-CoA deshidrogenasa de cadena mitjana
(Medium-Chain Acyl-CoA Dehydrogenase)
miligram

Minimum Essential Medium

minut

mililitre

Mitramicina

Multiplicitat d’infeccid

Acid 3-(N-morfoli) propanosulfonic

miliunitat

Mutat

micro (10°°)

microgram

microlitre

micromolar

nano (10°°)

Nicotinamide adenina dinucleotid

Nicotinamida adenina dinucledtid reduit
Nicotinamida

Northern blot

Nuclear receptor co-repressor

Acid gras no esterificat

nanogram

nanometre

Receptor nuclear

Element de resposta a receptors nuclears

No especific

Nucli supraquiasmatic

No transfectat

Sterol-requlatory element-binding protein forma nuclear
Densitat optica a la longitud d’ona subindexada (A)
Durant la nit (over night)

Marc obert de lectura (Open Reading Frame)
Receptor d’LDL oxidades (oxidized LDL receptor 1)
Polipeptid activador de I'adenilil ciclasa pituitaria
(Pituitari adenylate cyclase-activating polypeptide hormone)
Prediction of Acetylation on Internal Lysines
Parells de bases

Tampod fosfat sali

Tamp6 fosfat sali suplementat amb Tween
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PCR
PDK4
PEPCK
PER
PGC-1
PLTP
PMSF
PPAR

PPRE
PVDF
q.s.p.
R

RAR
ref.
RIP140
RNA
RNAsa
ROR
RORE
rpm
RSG
RT
rTetR
RXR
SCAP
SCD-1
SCOoT
Ser
SHARP1
SINE
SMRT
Sp
SRC-1
SRE
SREBP
SSC
SV40
S1P
S2P
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Reacci6 en cadena de la polimerasa
Quinasa de la piruvat deshidrogenasa
Fosfoenolpiruvat carboxilasa

Period

PPARYy coactivator factor-1

Proteina transferidora de fosfolipids
Fenilmetilsulfonil fluorur

Receptor activat per proliferadors de peroxisomes
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor)
Element de resposta a PPAR

Difluorit polivinilidina

Quantitat suficient per

Arginina

Receptor de I'acid retinoic (Retinoic Acid Receptor)
Referéencia

Receptor interacting protein-140

Acid ribonucleic

Ribonucleasa

Retinoic acid-related orphan receptor
Element de resposta a ROR

Revolucions per minut

Rosiglitazona

Temperatura ambient (room temperature)
Proteina repressora Tet reversa

Retinoid X Receptor

SREBP cleavage-activating protein
Stearoil-CoA dessaturasa
Succinil-CoA:3-oxoacid CoA transferasa
Serina

SMRT/HDAC 1-Associated repressor protein
Elements dispersos curts

Silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors
Specificity protein

Coactivador dels receptors d’esterols-1
Element de resposta a SREBP
Sterol-regulatory element-binding protein
sali-citrat sodic

Virus 40 de simi (Simian Virus 40)

Site-1 protease

Site-2 protease
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TAB
TAM
TAE
TAF
TBP
TBS
TBS-T
TE
TEMED
TetR
tetO
Tm
TNF
nT
TR
TRE
TRAP220
TRH
Tris
TSA
TZD
UCP
u.D.O.
U.lL
USF
UTR
uv
VLCAD

VLCAS

vs.
wWB

wt

X-gal

Z. ramigera
9-cisRA
25-OH cho
36B4

Teixit adipds blanc

Teixit adipés marré

Tris-acetat-EDTA

Factors associats a TBP (TBP-associated factors)
Proteina d’unié a TATA (TATA binding protein)
Tampd sali

Tamp6 sali suplementat amb tween

Tris-EDTA

N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina

Proteina repressora Tet

Operador Tet

Melting temperature

Factor de necrosi tumoral (Tumor necrosis factor)
Transcripcié i traduccio in vitro

Receptor de ’hormona tiroidal

Element de resposta a tetraciclina

Thyroid hormone receptor associated protein-220
Tracte retinohipotalémic
Tris-hidroximetil-aminometa

Tricostatina A

Tiazolidinediona

Proteina desacobladora (Uncoupling protein)
Unitats de densitat optica

Unitats internacionals

Upstream stimulatory factor

Regié transcrita i no traduida

Raig ultraviolat

Acil-CoA deshidrogenasa de cadena molt llarga
(Very Long-Chain Acyl-CoA Dehydrogenase)
Acil-CoA sintetasa de cadena molt llarga

(Very Long-Chain Acyl-CoA Synthetase)

versus

Western blot

Salvatge (Wild type)

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside

Zoogloea ramigera
9-cis retinol
25-hidroxicolesterol

Fosfoproteina acidica ribosomal PO
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2. OLIGONUCLEOTIDS.

APENDIX

A continuacio es detallen els oligonucleodtids emprats durant el present treball. Els llistats

corresponen a les seqieéncies, genomiques o de cDNA, amb les que hibriden. En minuscules

s’indiquen els nucleotids que no corresponen a la seqiéncia original, en negreta s’indiquen els

que generen dianes de restriccio i subratllats, els que introdueixen mutacions. Quan es mostra

la posicio, aquesta fa referéncia al inici de transcripcié. F i R indiquen forward i reverse,

respectivament.

2.1. Oligonucleotids que hibriden amb vectors.

T3
T7
SP6
cMV
pGEX
pTRE
GL2
RV3

ATTACCCCTCACTAAAGGGA
TAATACGACTCACTATAGGG
GATTTAGGTGACACTATAG
CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG
CGCCTGGAGACGCCATCC
CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA
CTAGCAAAATAGGCTGTCCC

2.2. Homolegs a la seqiiéncia gendomica del gen AACS huma.

oligonucledtid R del promotor T3

oligonucledtid F del promotor T7

oligonucleotid R del promotor Sp6
oligonucleoétid F del promotor CMV
oligonucleotid F dels vectors pGEX
oligonucleotid F del vector pTRE2Hyg
oligonucleotid R dels vectors pGL3

oligonucleotid F dels vectors pGL3

Nom Posicié Seqiiéncia (5°- 3’) Diana
DH 782 +62/+79 R cccaagcttACCTGGGACCGGAGGAAG Hindlll
DH 781b -1425/-1407 F ggaagatctGAGATCAGGGAGGCTCTGG Bglll
DH 832 -810/-797 F actcgagctecGGGCGACTGAGTGA Sacl
DH 916 -97/-77 F cttagagctCGGGAGGGCGGGGCCTGGAAG Sacl
DH 896 -79/-61 F cttagagctcAAGGGGGCGGGGATTCGAG Sacl
DH 917 -66/-48 F cttagagctcTTCGAGGCGGGGCCTGCGG Sacl
DH 918 -54/-36 F cttagagctcCCTGCGGGGCGGGGCCTGG Sacl
DH 901 -34/-20 F actcgagctCCAAGCGGCCCGCAG Sacl
DH 960 -20/+23 F GGAGGCGGCGGCGGCCGTactcgagCTTGTTCCCCGCC

GCCGC
DH 961 -20/+23 R GCGGCGGCGGGGAACAAGCtcgagtACGECCGCCGCCE

CCTCC
DH 971 -24/+2 F gagctcaataattaaCGCAGGAGGCGGCGGCGGCCGTT  Sacl

CAG
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2.3. Homolegs a la seqiiéncia del cDNA de ’AACS huma.

Nom Posicié F/IR Seqiiéncia (5’- 3’) Diana
DH 475 +145/165 F cgcaagcttGCCGCCATGTCCAAGGAGGAG Hindlll
DH 476 +2156/2177 R cagtctagAGTCTGACTCAGAAGCCCTGCA Xbal
DH 486 +682/702 R GGACGTGGAGCTCCAGATGGC

KR +2030/2065 F CGTATACGCTCAACGGCAgaAAAGTGGAAGTTGCCG

KR +2030/2065 R CGGCAACTTGCACTTTtcTGCCGTTGAGCGTATACG

KKRR +2036/2065 F CGCTCAACGGCAgaAgAGTGGAAGTTGCCG

KKRR +2036/2065 R CGGCAACTTCCACTcTtcTGCCGTTGAGCG

AACS-D +1953/1967 F GCATTCCGCTGGGGG

AACS-D +2028/2046 R ctcgagtcaGCCGTTGAGCGTATACGGG Xhol

2.4. Oligonucleotids emprats en experiments de ChIP.

Nom Gen Espécie Posicié F/IR Seqiiéncia (5’- 3’)

DH 916ChIP AACS ratoli -264/-243 F GAATGAACGAACGAACGAGGG
DH917ChIP AACS ratoli -4/+15 R CCACAGCGCGAGACTGAAC

DH 969ChIP AACS  ratoli exo 17 F GAAGCCTTCGATGAGGTGG

DH 970ChIP AACS ratoli ex6 17 R GGAATGCCTCGGGTCTCC
OLR-A-F OLR1 ratoli -382/-361 F TGAACAAACAAGTCGAACCATC
OLR-A-R OLR1 ratoli -213/-192 R TGTGGGTGGGGAGAATTATATC

2.5. Oligonucleoétids emprats en experiments de pull-down.

Els oligonucleodtids emprats en aquest tipus d’experiments presenten una molécula de

biotina en els seu extrem 5’.

Sp1 Wt: conté la regié compresa entre -97 i -34 del promotor del gen AACS. En negreta

es mostra la seqiiéncia corresponent als llocs Sp1. B indica biotina.

5’-B-CGGGAGGGCGEGGGCCTGCGAAGGGGGCGGGGATTCGAGGCGGEGGCCTGCGEGGGCGEGGGCCTGGGC-3

3’- GCCCTCCCGCCCCGGACCTTCCCCCGCCCCTAAGCTCCGCCCCGGACGCCCCGCCCCGGACCCG-B-5
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Sp1 Mut: com la sonda anterior, conté la regié compresa entre -97 i -34 del promotor del
gen AACS pero amb els 4 llocs d’unié a Sp1 mutats, indicats en minuscula i subratllats. B

indica biotina.

5-B-CGGGagtctagagcCTGGAAGggt ctagagaTTCgatctagageCTGCggt ctagagecCTGGGC-37

3’- GCCCtcagatctcgGACCTTCccagatctctAAGectagatctcgGACGecagatctcgGACCCG-B-5

2.6. Altres oligonucleotids.

Nom Gen Posicié F/R Seqiiéncia (5°- 3’) Diana

DH 999 36B4 rata +74/+90 F caccgaattcATGCCCAGGGAAGACAG EcoRI

DH 1000 36B4 rata +1005/1024 R tgtggaattcTTAGTCGAAGAGACCGAA EcoRI

TC

DH 931 AACSrata +109/+128 F ATGTCCAAGCTGGCACGGCT

DH 932 AACSrata +2109/2128 R TTCAGAAGTCCTGCAGCTCA

DH 839 HMGCS1 -15/+3 vs. F tcgagtcgacCACAGCTCTTTCAGCATG Sall
hamster traduccid

DH 847 HMGCS1 1561/1577 R agctgeggecgcACCCCACAAAGCTCTT  Notl
hamster vs. traduccid A

DH 1025 HMGCS1 +208/+228 F gctagaattcaATGCCTGGATCACTTCC EcoRlI
huma TTTG

DH 1026 HMGCS1 +1745/1770 R cgceggtaceTTAATGTTCCCCATTACT  Kpnl
huma AATGACAG

3. CONSTRUCCIONS.

3.1. Plasmidis reporters luc amb el gen AACS huma.

p-1425: construccié que conté el promotor del gen AACS huma (-1425/+79). Obtinguda
per amplificaci6 de DNA gendmic de cél-lules HepG2 amb els oligonucledtids DH 781b i DH
782 (Hindlll), clonada en pGEMT, digerida amb Sacl i Hindlll, i subclonada en pGL3basic.

p-1034: construccié que conté el promotor del gen AACS huma (-1034/+79). Obtinguda

mitjancant digestié de la construccié p-1425 amb I'enzim Bglll i posterior relligacié del vector.
p-809: construccié que conté el promotor del gen AACS huma (-809/+79). Obtinguda a

partir de la construccié p-1425, per amplificacié amb els oligonucleotids DH 832 (Sacl) i DH 782

(Hindlll) i subclonada en pGL3basic en les dianes de restriccié Sacl i Hindlll.
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pP-291: construccidé que conté el promotor del gen AACS huma (-291/+79). Obtinguda
mitjancant digestié de la construccié p-1034 amb I'enzim Bglll, fill in, segona digesti6 amb

I'enzim Eco72l i relligacio.

p-97: construccié que conté el promotor del gen AACS huma (-97/+79). Obtinguda a
partir de la construccié p-1425, per amplificacié amb els oligonucleotids DH 916 (Sacl) i DH 782

(HindlIl) i subclonada en pGL3basic en les dianes de restriccié Sacl i Hindlll.

p-79: construccié que conté el promotor del gen AACS huma (-79/+79). Obtinguda a
partir de la construccié p-1425, per amplificacié amb els oligonucleotids DH 896 (Sacl) i DH 782

(Hindlll) i subclonada en pGL3basic en les dianes de restriccié Sacl i Hindlll.

p-66: construccié que conté el promotor del gen AACS huma (-66/+79). Obtinguda a
partir de la construccié p-1425, per amplificacié amb els oligonucleotids DH 917 (Sacl) i DH 782

(HindlIl) i subclonada en pGL3basic en les dianes de restriccié Sacl i Hindlll.

p-54: construccié que conté el promotor del gen AACS huma (-54/+79). Obtinguda a
partir de la construccié p-1425, per amplificacié amb els oligonucleotids DH 918 (Sacl) i DH 782

(Hindlll) i subclonada en pGL3basic en les dianes de restriccié Sacl i Hindlll.

p-33: construccié que conté el promotor del gen AACS huma (-33/+79). Obtinguda a
partir de la construccié p-1425, per amplificacié amb els oligonucleotids DH 901 (Sacl) i DH 782

(HindlIl) i subclonada en pGL3basic en les dianes de restriccié Sacl i Hindlll.

p-97(M-Inr): construccié que conté el promotor del gen AACS huma (-97/+79) amb el
putatiu /nr mutat, obtinguda mitjangant la técnica overlapping extension. Per aix0, es dugueren
a terme dos PCR, a partir de la construccié p-97, amb les parelles d’oligonucledtids DH 916/
DH 961 i DH 960/ DH 782. Els oligonucledtids DH 960 i DH 961 son solapants i contenen el
putatiu /nr mutat, de manera que els productes de PCR foren ajuntats i sotmesos a una altra
amplificaci6 amb els oligonucledtids DH 916 i DH 782 amb dianes Sacl i Hind lll,

respectivament, emprades per al subclonatge en el vector pGL3basic.

p-33(TATA): construccié que conté el promotor del gen AACS huma (-24/+79) amb una
caixa TATA (AATAATTAA; Shatnawi et al., 2007) en la posici6é -33/-25. Obtinguda a partir de la
construccio p-33, per amplificacié amb els oligonucleodtids DH 971 (Sacl i caixa TATA) i DH 782

(HindlIl) i subclonada en pGL3basic en les dianes de restriccié Sacl i Hindlll.
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3.2. Altres plasmidis reporters luc.

PSREBP1c: promotor del gen SREBP1c de ratoli (de -2600 a +1, respecte del inici de
traduccid) en el vector pGL2 (Hasty et al., 2000). Cedit pel Dr. Shimano.

PHMGCS1: seqieéencia nucleotidica de -528 a +31 del gen de la HMG-CoA sintasa

citosolica de hamster clonada en el vector pGL3basic.

pApoClll: promotor del gen ApoClll huma (-1408/+24) clonat en el vector pGL3 basic
(Coste et al.,, 2002). Cedit pel Dr. J.C. Rodriguez (Dept. Bioquimica i Biologia Molecular,

Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona).

3.3. Construccions amb el cDNA del gen AACS huma.

pPcDNA3AACS: conté el cDNA del gen AACS huma (NM 023928) amplificat a partir de
cél-lules Caco-2 amb els oligonucleotids DH 475 i DH 476, que inclouen les dianes Hindlll i

Xbal, respectivament, emprades per al clonatge en el vector pcDNAS3.

PGEX4T3AACS: conté el cDNA del gen AACS huma clonat en fase amb la glutati6-S-
transferasa. Aquest constructe es va obtenir mitjangant la digesti6 de pcDNA3AACS amb els
enzims Hindlll i Xbal i posterior fill in per a 'obtencié del cDNA amb extrems roms. El vector

pGEX4T3 fou digerit amb I'enzim de restriccié Smal i, finalment, vector i insert foren lligats.

PTRE2HygAACS: conté el cDNA del gen AACS huma. Aquest constructe es va obtenir
mitjancant la digesti6 de pcDNA3AACS amb els enzims Hindlll i Xbal i posterior fill in per a
I'obtencié del cDNA amb extrems roms. El vector pTRE2Hyg fou digerit amb I'enzim de

restricciéd EcoRYV i, finalment, vector i insert foren lligats.

pcDNA3mycAACS: conté el cDNA del gen AACS huma clonat en fase amb l'etiqueta
myc. Aquest constructe fou obtingut pel subclonatge del cDNA del gen AACS, producte de la
digestio de pGEX4T3AACS amb els enzims de restricci6 EcoRl i Notl, en les dianes EcoRlI i

Notl del vector d’expressio pcDNA3myc.

pcDNA3mycAACSKR: construccié idéntica a I'anterior perd amb la Lys 633 mutada a
Arg mitjancgant la técnica de mutageénesi dirigida emprant els oligonucleodtids KR fordward i KR

reverse.
pcDNA3mycAACSKKRR: construccio idéntica a pcDNA3mycAACS amb les Lys 633 i

Lys 634 mutades a Arg mitjangant la técnica de mutagénesi dirigida emprant els oligonucledtids
KKRR fordward i KKRR reverse.
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pcDNA3mycAACSD633-672: conté el cDNA del gen AACS huma delecionat de
I'aminoacid 633 al 672. Per aixd, emprant com a motlle la construccié6 pcDNA3AACS i amb els
oligonucleotids AACS-D forward i reverse, es dugué a terme un PCR llur amplicé fou clonat en
el vector pGEMT. Aquest constructe es digeri amb els enzims Bsml i Xhol i es subclona el
cDNA en el vector pGEX4T3AACS, digerit previament amb Bsml i Xhol. Finalment, s’allibera el
cDNA del gen AACS amb les dianes EcoRlI i Xhol que fou subclonat en el vector pcDNA3myc

digerit també, de manera prévia, amb els mateixos enzims.

3.4. Altres plasmidis d’expressio.

pPRC-CMVSp1: plasmidi que conté el cDNA del factor de transcripcié6 Sp1 de rata i que
permet 'obtencié de la proteina Sp1 transcrita i traduida in vitro a través del promotor T7, cedit

pel Dr. Suske (Marburg).

pJCXR8: plasmidi d’expressio que conté el cDNA del gen RXRa huma en el vector
pCDMS8, cedit pel Dr. R.M. Evans (Salk Institute, San Diego, USA).

LXRou: plasmidi d’expressio que conté el cDNA del gen LXRa huma en el vector pSG5,

cedit pel Dr. J. Lehmann (Glaxo Wellcome Research, North Carolina, USA).

nSREBP1a: plasmidi d’expressié que conté el cDNA que codifica per a la forma nuclear
de la proteina SREBP1a humana en el vector pCMV5, cedit pel Dr. J.C. Rodriguez (Dept.

Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona).

nSREBP1c: plasmidi d’expressié que conté el cDNA que codifica per a la forma nuclear
de la proteina SREBP1c¢c humana en el vector pcDNA 3.3., cedit pel Dr. Shimano (Universitat de
Tsukuba, Tsukuba, Japo).

nSREBP2: plasmidi d’expressié que conté el cDNA que codifica per a la forma nuclear
de la proteina SREBP2 humana en el vector pCMV5, cedit pel Dr. J.C. Rodriguez (Dept.

Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona).

PPARY: plasmidi d’expressié que conté el cDNA del gen PPARY2 de ratoli en el vector
pSVSport, cedit pel Dr. B.M. Spiegelman (Harvart Medical School, Boston, USA).

hRORGq: plasmidi d’expressié que conté el cDNA del gen RORao huma en el vector pSG5,

cedit pel Dr. J.C. Rodriguez (Dept. Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat de Farmacia,

Universitat de Barcelona).
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hReverba: plasmidi d’expressié que conté el cDNA del gen Reverbo huma en el vector
pSG5, cedit pel Dr. J.C. Rodriguez (Dept. Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat de

Farmacia, Universitat de Barcelona).

PGEX4T3HMGCS1: conté el cDNA del gen HMGCS1 de hamster clonat en fase amb la
glutatio-S-transferasa. Aquest constructe es va obtenir mitiangant PCR a partir del plasmidi
pS3K-312 (Gil et al., 1986) amb els oligonucledtids DH 839 i DH 847, que contenen les dianes

de restriccié Sall i Notl, respectivament, emprades per al clonatge en el vector pGEX4T3.

pCMV5flagHMGCS1: conté el cDNA del gen HMGCS1 huma clonat en fase amb
I'etiqueta flag. Aquest constructe es va obtenir mitjangant PCR a partir de cDNA de cel-lules
HepG2 amb els oligonucledtids DH 1025 i DH 1026, que contenen les dianes de restriccié

EcoRI i Kpnl, respectivament, emprades per al clonatge en el vector pCMV5flag.

HA-PPARY: cedit per la Dra. C. Caelles (Institut de Recerca Biomeédica (IRB), Barcelona).

GST-PPARY: conté el cDNA del gen PPARY2 huma en el vector pGEX4T2 (Barrero et al.,
2003).

3.5. Sondes emprades en experiments de Northern Blot.

AACS huma: fragment especific de 2 Kb obtingut per digestié6 amb els enzims Hindlll i
Xbal del plasmidi pcDNA3AACS.

AACS de rata: fragment especific de 2 Kb obtingut per digesti6 amb els enzims Apal i
Notl del plasmidi pGEMTAACSrat. Aquest constructe conté el cDNA del gen AACS de rata
(AB026291; Yamasaki et al., 2005), amplificat, amb els oligonucledtids DH 931 i DH 932, a
partir de cDNA de fetge de rata.

aP2 de ratoli: fragment especific de 850 pb obtingut per digesti6 amb I'enzim BamHI del
constructe paP2. Cedit per la Dra. Giralt. (Dept. Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat de

Biologia, Universitat de Barcelona).

B-actines humanes: fragment especic de 700 pb obtingut per digesti6 amb els enzims
Hindlll i EcoRI del plasmidi pUCp-actina.

FAS de rata: fragment especific de 800 pb obtingut per digestié amb I'enzim HindlIl del

constructe pUC12FAS Cedit per la Dra. Giralt. (Dept. Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat

de Biologia, Universitat de Barcelona).
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HMG-CoA Sintasa de rata: fragment especific de 2 Kb, obtingut per digestié amb I'enzim
HindlIIl del plasmidi pPBSK-SMR.

HMG-CoA reductasa de hamster: fragment especific de 0.6 Kb obtingut per digesti6
amb I'enzim Pst | del clon de cDNA pRed-227 (Chin et al.,1984).

SREBP-1 huma: fragment especific de 1.4 Kb obtingut per digestié amb I'enzim Sall del
constructe pPCMV7SREBP1c-436 (ATCC 99636).

PGC1a: fragment especific de 2.5 Kb, obtingut per digestié6 amb els enzims Notl-EcoRI
del plasmidi pSV2-PGC1.

PPARY de ratoli: fragment especific de 800-900 pb obtingut per digestié amb els enzims
EcoRl i Bglll del constructe pSG5PPARY. Cedit per la Dra. Giralt. (Dept. Bioquimica i Biologia

Molecular, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona).

36B4: fragment especific de 950 pb obtingut per digestio amb I'enzim EcoRI del plasmidi
pGEMT36B4. Aquest constructe conté el cDNA del gen de la fosfoproteina acidica ribosomal
PO de rata (X15096; Akamine et al., 2007), amplificat amb els oligonucledtids DH 999 i DH
1000 a partir de cDNA de fetge de rata.
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