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1. ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS AMINOACIDICA ENTRE
DIFERENTES CARNITINA ACILTRANSFERASAS

Con el objetivo de determinar los aminoacidos der1zP implicados en la
sensibilidad al malonil-CoA, se realizé un estudionparativo entre las secuencias de
la familia de carnitina aciltransferasas de disgnbrganismos obtenidas del banco de
datos GenBank. Utilizando el algoritmo SequenceSpwacel de alineamiento de
secuencias, se identificaron cinco putativos anuiolod conservados (las coordenadas
en CPT1A de rata: TAY, As® Ala*® Mef® y Cy$%) comunes en las carnitina
aciltransferasas inhibibles por malonil-CoA (CPT1C{T) y ausentes en las no-
inhibibles por malonil-CoA (CPT2 y CrAT), que paaini participar en la sensibilidad
del enzima a este inhibidari(rillas, 2003. Dentro de estos aminoacidos, presentamos
el estudio realizado con la G8de CPT1A de rata.

El alineamiento de secuencias proteicas dddara 1, muestra la conservacion de
17 aminoacidos, dentro de ellos el residuc®®ys

C

CPT1A rata 600 vIR|s[c]t m[E s c Nn[F V 616
CPT1A humana 600 VIR s|c|T T EscpDF Ve
CPT1Araton 600 VIR s|c|T T EscMF Ve

I CPT1A cerdo 599 v's clt T/E s cMEFVes

i cPTiB rata 600 VIR s|c|T s Es T AF Vo616
=Y CPT1B humana 600 VIR s|c|T s Es T AlF V616
< WA cPTiBraten 600 VIR s|c|T N'E's A A[F V616
Q @ coT rata 450 VIR s|c|T viE AV RWC 466
E Bl COT humana 450 M[R s|c|T VE AV RWC 466
< [l COT bovina 450 VIR Plc|T VIE AV RWC 466
EcpTzraua 496 YIRIP ASs I FTKRCS 512
=N CPT2 humana 496 Y[RIP AsVYTKRCSSIL
=} cPT2 ratén 496 YCPASIFTKRCSS512
& CrAT rata 464 I R[S AsTDIS L AIFV 480
)| CrAT humana 464 Y TSASRDSL T F V480
S| CrAT raton 464 Y[RIs A s 1 DS L AF V 480

Figura 1: Alineamiento mdultiple de secuencias proieas de dieciséis carnitina
aciltransferasas de mamiferos.Las secuencias han sido obtenidas del banco des dat
GenBank. El alineamiento se ha realizado con gjrproa ClustalWW y EMBOSS-Alignvér
Métodos, seccion 8 CPT1A: carnitina palmitoiltransferasa hepéti€2PT1B: carnitina
palmitoiltransferasa muscular; COT: carnitina ootlransferasa; CrAT: carnitina
acetiltransferasa. El asteriscg (ndica la posicion de la CY8 conservada en los enzimas
inhibiles por malonil-CoA. Los nimeros de accesbaalco de datos son los siguientes: CPT1A
de rata (LO7736); CPT1A humana (L39211), CPT1A aérr (AF017175), CPT1A de cerdo
(AF288789), CPT1B de rata (D43623), CPT1B humar&yd22), CPT1B de raton (NM009948),
COT de rata (U26033), COT humana (AF168793), COAnao(U65745), CPT2 de rata (J05470),
CPT2 humana (U09648), CPT2 de ratén (NM009949),TCuA rata (AJ620886), CrAT humana
(X78706) y CrAT de ratobn (NM007760). Se han coldeeéos aminoacidos segun el grado de
conservacion.
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Para determinar el papel de la &§sen la inhibicion por malonil-CoA,
reemplazamos este aminoacido por su homologo kinalapresente en la misma
posicion en CPT2 y CrAT.

1.1 Generacion del mutante CPT1A C608A y expresion €8. cerevisiae

El cADN de CPT1A salvaje (CPT1A wt) habia sido pmewente clonado por
nuestro grupo y subclonado (nt 54-2701) en el pdsrpBluescript, dando lugar al
plasmido pBSL-CPT1A wt Kubi, 200). Para los experimentos de expresion, el
fragmento de CPT1A (nt 103-2701) que incluia laisacia codificante, fue subclonado
en el plasmido de expresion para levaduras pYES2@illas, 2002.

El mutante CPT1A C608A se obtuvo utilizando el paimiento de mutagénesis
dirigida basado en la técnica de PCR asimétricaciQchange” yer Métodos, seccion
1). El plasmido pYES CPT1A wt fue utilizado como uh®lpara la mutagénesis dirigida
de Cy$8°® a Ala utilizando los oligonucle6tidos CPT1A C60f&k.y CPT1A C608A.rev
(ver Apéndice 3. Se confirmo la incorporacion de la mutacion desey la ausencia de
mutaciones adicionales mediante secuenciacion ldeimpdo obtenido pYES CPT1A
C608A.

El plasmido de expresion pYES 2.0 expresa CPT14 élagontrol de secuencias de
activacion y promotoras d& cerevisiag/ del gen GALL, lo que produce una elevada y
regulada transcripcion. Se transformaron los pldssde expresion pYES CPT1A wty
PYES CPT1A C608A en la levaduf cerevisiagun organismo carente de actividad
CPT endogena, lo que facilita la interpretacion lde cinéticas de las enzimas
expresadas, mientras que en células de mamifempieesta presente la actividad
endogenaKrown, 1994N. Tras la obtencion de fracciones mitocondrialesesradura,
se hizo un ensayo comparativo de actividad enzia&tntre CPT1A C608A y CPT1A
wt. La mutacion de la cisteina a alanina no produja diferencia significativa en la
actividad enzimatica respecto al enzima salMaigura 2A).

Para el andlisis por Western Blot de la expres®@BT1A wt y CPT1A C608A, se
han utilizado anticuerpos policlonales dirigidostta los aminoacidos 317-430 de
CPT1A de rata, que fueron cedidos por la Dra. Brps. El analisis por Western Blot
indica que las proteinas se expresan con el tamsferado y con niveles similares de
expresion Figura 2B).
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Figura 2: Actividad de las formas transformadas deCPT1A y su inmunodeteccién. A
Actividad relativa de CPT1A wt y CPT1A C608A exmdas en levadura. Las actividades se
han representado tomando como referencia la aativiel enzima salvaje correspondiente. Los
ensayos de actividad enzimética se realizaron qgande extractos proteicos de levaduras. Los
datos (mediag D.E.) se han tomado de Tabla 1. B) Se muestra un analisis de Western Blot
de uno de los extractos mitocondrialesdeerevisia®btenidos. 5Qug de extractos proteicos
mitocondriales se aplicaron a cada carril de gepridéeinas SDS-PAGE vy la flecha indica la
posicién migratoria y la masa molecular de CPT1A.

1.2 Analisis cinético del mutante CPT1A C608A

Los experimentos cinéticos realizados con el mat@RT1A C608A muestran una
cinética estandar de saturacion hiperbdlica tipohslelis-Menten tanto cuando se varia
la concentracién de carnitina frente a una conaer@n constante del segundo sustrato
palmitoil-CoA (135uM), como cuando el sustrato que variaba era el ip@lfCoA y se
mantenia constante la concentracion de carnit4@0aM (Figura 3).
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Figura 3: Analisis cinético de CPT1A expresada salfjfe y mutante C608A. Fracciones
mitocondriales aisladas de levaduras que conte@iaig de proteina y que expresaban
CPT1A salvaje ¢, ¢) 0 el mutante C608Ac( ¢) fueron ensayadas para la actividad CPT1A,
bien en presencia de concentracion fija de caelifitoncentraciones crecientes de palmitoil-
CoA (A), o bien en presencia de concentracion fija demipail-CoA y concentraciones
crecientes de carnitin®). Los resultados se presentan como la media &sedd.E.) de tres
experimentos independientes.

La Tabla 1 muestra los valores cinéticos aparentes deyKVmax para los dos
sustratos ensayados. El mutante CPT1A C608A peasenina Knpp para el sustrato
carnitina de 51,aM frente a una Kypp de 117uM del enzima salvaje, es decir, que la
Kmgpp del enzima mutado para la carnitina es 2,3 ve@®ngue la del enzima salvaje,
indicando que la proteina mutada en esta posicddnafanina es mas afin para este
sustrato. La Ky, para el palmitoil-CoA variaba poco comparada amlél enzima
salvaje (24,3M frente a 20,1uM, respectivamente). En el caso del valoMdeaxgpp
se observa un cambio ligero (1,3 veces menor gem2ia salvaje) para el sustrato
palmitoil-CoA y no se observa cambio significatipara el sustrato carnitina. La
Vmaxspp del mutante para la carnitina es 23,7 nmol/minde@roteina y la de la salvaje
es de 26,8 nmol/min.mg de proteina. Para el sospamitoil-CoA, laVmax,,, de la
proteina mutada es de 67,5 nmol/min.mg y la dert#ema salvaje es de 50,2
nmol/min.mg Figura 3 y Tabla 1).
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. palmitoil-CoA carnitina
c Actividad " v " v
epa ma m
P (nmol/min.mg) Mepp Xapp Mapp AXapp
(LM) (nmol/min.mg) (UM) (nmol/min.mg)
CPT1A wt 47,4 £ 3 20,1+3 50,23 11725 267

CPT1A C608A 47,15 24,3+2 67,5+9 516+4 23,75

Tabla 1: Actividad CPT1A y pardmetros cinéticos delas enzimas salvaje y mutada,
expresadas en levaduraExtractos mitocondriales de levadura expresandd1&Pwt o
mutante C608A (fig de proteina) se ensayaron para la actividad @tiziany se calcularon las
constantes cinéticas. Los resultados se expresao ¢t@s mediast D.E. de al menos tres
experimentos independientes con diferentes preijpaescproteicas.

1.3 Inhibicién por malonil-CoA de CPT1A C608A

Se analiz6 la sensibilidad a malonil-CoA del mwai@PT1A C608A y los
resultados de inhibicion se compararon con losedegima sin mutarFigura 4). La
inhibicion por malonil-CoA a concentraciones entrey 200 pM muestra pequefios
cambios para el valor de Jg¥especto al de la proteina salvaje. El valor dg p@ra el
mutante es de 27,5 UM y es de 12,3 uM para el ensmivaje. Este resultado nos
indica que la mutacién de C¥8a alanina disminuye la sensibilidad del enzima jsar
inhibidor fisiolégico en 2,2 veces.

—A— CPT1A salvaje
100 —A~ CPT1A C608A

80

60

40

20

% Actividad remanente

0 50 100 150 200
Malonil-CoA ( uM)

Figura 4: Efecto del malonil-CoA en la actividad del enzima BT1A salvaje y del mutante
C608A. 6 ug de extractos proteicos mitocondriales de dife®eixpresiones en levadurale
cerevisiaeexpresando CPT1A salvajd § o mutante C608AA) se ensayaron para la actividad
CPTL1A en presencia de concentraciones crecientembbmil-CoA (de 1 a 200 uM). Los datos
son la media relativa de los valores control ereacis. de malonil-CoA (100%). Se muestran
las medias de tres a cuatro experimentos indepeadie
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1.4 Importancia del residuo Met®® en la sensibilidad a malonil-CoA de CPT1A
de rata

Del estudio realizado anteriormente por nuestrop@ren la comparacion de
secuencias proteicas de la familia de carnitindransferasas y del alineamiento de
estas secuencias, se reporté la implicacién deluesviet®® uno de los cinco residuos
conservados, como el mas critico para la sensabliledmalonil-CoA de CPT1A de rata.
El mutante CPT1A M593S produce un aumento en [@eeftia catalitica del enzima
para el sustrato carnitina y ademas, es critica [@asensibilidad al malonil-CoA. Este
resultado se confirmé también por la mutacién de Bet®® a otros dos aminoécidos:
alanina y acido glutdmico. Ambos mutantes mostrabbaa disminucion en la
sensibilidad a malonil-CoA similar a la provocadar gl mutante M593SMorillas,
2003.

Decidimos mutagenizar este aminoacido por otros wadisminosos y cargados
como la arginina y la lisina. Se generaron los mie& CPT1A M593R y CPT1A
M593K por el procedimiento de mutagénesis dirigiddizando el plasmido pYES
CPT1A wt como molde y los oligonucledtidos corresfientes a cada mutacion,
CPT1A M593R.for, CPT1A M593R.rev y CPT1A M593K.f@PT1A M593K.rev yer
Apéndice 2. Expresamos los plasmidos resultantes en célgldsvadura y analizamos
la actividad enzimatica y el efecto del malonil-CeA las fracciones mitocondriales de
cada mutante. Los mutantes se expresaron con @ftarasperado y con niveles
similares al del enzima salvaje. Sin embargo, nqwdo detectar actividad en el
mutante M593R por lo que no fue posible determelagfecto inhibidor del malonil-
CoA en este mutante. En cuanto al segundo mut@RELA M593K, se perdié un 80%
de actividad enzimatica con respecto al enzimaagalffigura 5A). El analisis de las
cinéticas de inhibicibn muestra que este mutantelske con dificultad en el rango de
concentraciones de inhibidor ensayadas (1-100 gidhdo la actividad residual a 100
UM de 70% Figura 5B). El valor de 1G, para este mutante fue > 2001

Estos resultados confirman en parte la implicaciteh residuo Met® en la
sensibilidad al malonil-CoA del enzima CPT1A dearat
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Figura 5: Actividad enzimatica de CPT1A salvaje, mtantes M593K y M593R y su
inhibicion por malonil-CoA. A) Actividades relativa de CPT1A wt, CPT1A M593R y QAT
M593K sobreexpresadas en levadura y su inmunodéted@s actividades se han representado
tomando como referencia la actividad del enzimaagal correspondiente. Los ensayos de
actividad se realizaron con | de extractos proteicos expresando CPT1A. Se rauast
andlisis de Western Blot de uno de los extractdasaoindriales obtenidos. 3@ de proteina se
aplicé a cada carril y la flecha indica la posicibigratoria y la masa molecular de CPTBA.
Perfil de inhibicion del mutante M593K en preserdgaconcentraciones crecientes de malonil-
CoA (1-100 uM). Los datos son la media relativasavalores control en ausencia de malonil-
CoA (100%).

2. MODELO 3-D DE LA PROTEINA CPT1A

Los modelos estructurales del dominio carboxi-teahde CPT1A de rata y humana
fueron construidos utilizando procedimientos de etmj@ por homologia. Este
procedimiento esta basado en el alineamiento nelltig las secuencias de aminoacidos
de CPT1 y de las estructuras cristalograficas dentlembros de la familia de carnitina
aciltransferasas, COT de raton unida a acilcamiimtrada PDB; 1XL8)J0gl, 200}y
CPT2 de rata (entrada PDB; 2H4TF)s(ao, 200). Estos modelos en 3-Dimensiones (3-
D) de CPT1A humana y de rata incluyen los residiesde 159 hasta 773 y fueron
generados utilizando el servidor SWISS-MODEL. Pasteente sus estructuras fueron
comprobadas con el programa WHAT-CHECK. En Hmura 6 se muestra el
alineamiento multiple de secuencias de diferentegmeas CPT1A y CPT1B junto con
la secuencia de aminoacidos del molde, COT de 1@¥h8B). Ademas, se indica la
estructura secundaria de CPT1A de rata (CPT1A_R&T Isa numeracion de las
hélicesa y las hojag en el propuesto modelo fue realizada siguienchmiaeracion del
molde.
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H8

CPT1A_RAT_ss

1XL8_B_ss
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CPT1A_MOUSE
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Figura 6: Alineamiento multiple de secuencias de flirentes carnitina aciltransfrasas.Las
secuencias de aminoacidos de CPT1B humana (CPT1BANY), raton (CPT1B_MOUSE) y
de rata (CPT1B_RAT) y CPT1A humana (CPT1_HUMAN}ora(CPT1A MOUSE) y de rata
(CPT1_RAT) y la estructura 1XL8_B (enzima COT d&mq del “Protein Data Bank”, se
alinearon de la forma descrita enaglartado Métodos, seccion 8.2Los elementos de la
estructura secundaria (ss) de 1XL8_B han sido nashesrcomo se indica en Jogb(!, 200).

Se muestran asimismo los elementos de estructwandaria pertenecientes al modelo
estructural obtenido para el enzima CPT1A de tdtdélicea; E, hojap).

A continuacién se muestran enHimura 7 los modelos 3-D obtenidos de CPT1A
de rata y humana que estan basados en la estriibterde sustratos del enzima COT
de raton (1XL8_B). El modelo estructural de CPTJArdta representado en forma de
cintas presenta 21 hélicesy 22 hojasp y el modelo estructural de CPT1A humana
presenta 24 hélicasy 23 hojag} (Figura 7A y 7B). En estos modelos 3-D de CPT1A
generados se pudo localizar la putativa posicidrsakstrato palmitoil-CoA en el canal
catalitico Figura 7C y 7D). La localizaciéon del sustrato carnitiféiqura 7E y 7F) en
el modelo estructural de CPT1 fue posible graciasraparaciones de su localizacién
con la descrita en los cristales de COT, CrAT y EPT
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Figura 7: Representacion del modelo estructural d€PT1A de rata y humana. A) y B)
Representacion en forma de cintas de los residuosahdo el esqueleto de CPT1A de rata
(hojasp en amarillo y hélices. en azul claro) y humana (hojfsen gris y hélices. en rosa),
respectivamente. Se representan los sustratosicarfverde) y palmitoil-CoA (rojo) y también

el residuo catalitico, la Hi€ (negro).C) y D) Representaciones de la superficie electrostatica
del modelo propuesto para CPT1A de rata y humama etosustrato palmitoil-CoA. La
superficie esta coloreada de acuerdo con los patescelectrostaticos (negativo en rojo y
positivo en azul).E) y F) Representaciones de la superficie electrostaticdosl modelos
propuestos para CPT1A de rata y humana mostrargis#hto carnitina en el centro catalitico.

En la Figura 8A se muestran los residuos que segun nuestro maedédoian
implicados en la catalisis 0 en la union de la iti@anal bolsillo catalitico. La molécula
de carnitina se une en una conformacion tal emdasg grupo carboxilo esté dirigido en
direccion opuesta a la del grupo hidroxilico. Bioside unién de la carnitina esta
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formado por las hojagl, p15-17 y los residuos de las hélice§, ald y a22.
Coincidiendo con lo reportado en la literaturaresiduo Hié"® establece un puente de
hidrégeno con el grupo 3-hidroxilo de la carnitimajentras que el ASp, que
presumiblemente estabiliza la carga positiva dealaitina, estd mas proximo a la
carnitina que la H€® La carga positiva de AT en la hélicei22 que corresponderia a
la Arg®® en COT descrita por Cronin y sus colaborador&sor(in, 1997
probablemente interacciona con la carga negatiVgrd@o carboxilo de la carnitina.
Uno de los atomos de oxigeno del grupo carboxil@aarnitina formaria un puente de
hidrégeno con los hidroxilos de los residuos®{yy Ala>®* (315), mientras que el otro
atomo de oxigeno, formaria un puente de hidrégencethidroxilo de TH? (316), tal
como se ha descrito en el enzima CrAT de raiénl( 200). Ademas, los aminoacidos
del tripéptido SEF>Thr*®-Sef®” se encuentran cerca de la carnitina y puedercipearti
en la union de este sustrato al centro catalititimbién en la estabilizacion del estado
transitorio de la reaccion descrito por Cronin g sallaboradoresi{onin, 1997

En laFigura 8B se muestran los residuos que estan a una distaeciar de 5 A
del fragmento CoA del sustrato palmitoil-CoA. Estosluyen los aminoacidos Gfl?,
Asp®’, Lel’, Ser®, Lys™®y Lys®® que han sido descritos por sus interacciones con
varios atomos del fragmento CoA del acil-CoA eremtima CrAT {ogl, 2003; Wu,
2009. Los residuos Asp’ y GIur* estabilizarian el grupo pantoténico del CoA y las
Lys®® y Lys*® interactuarian con el grupo 3'-fosfato del ciclaripa del CoA, igual
como ha sido propuesto para CrAWI((illas, 2004; Jogl, 2003 La mutaciéon de la
Lys®®® a Ala induce una disminucion de la actividad erioa y de la afinidad para el
sustrato palmitoil-CoA Norillas, 2009. Ademas, se sugirio que los residuos
conservados de G y GIu*®® estan implicados en la interaccion con el acil-G@A
que sus mutaciones causan una disminucién sigtivéicdel valor aparente deniKpara
el palmitoil-CoA y una disminucion o una pérdidaatade la actividad enzimatica de
CPT1A (Napal, 2003: Treber, 20)3En cuanto a los residuos Aty GILP* y Arg®®
forman parte de una secuencia muy conservada RTEjO&Restaria implicada en la
union del acil-CoA, formando una estructura comiplara un bolsillo donde se fijaria
dicho sustrato.

En un estudio previo realizado por nuestro grup@repuso un modelo 3-D para el
posicionamiento del palmitoil-CoA en un canal hfdlbco de CPTI1A [(lorillas,
2009). En el presente estudio, se utilizaron técni@a®dckingin silico més refinadas,
permitiendo asi la rotacion libre de la cadena galhdel palmitoil-CoA. El nuevo
modelo de posicionamiento del palmitoil-CoA indiqpze la extension del grupo acil del
palmitoil-CoA esta incluido en un canal hidrofébidefinido por la hélicell2 y la hoja
14 (Figura 8C).
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Figura 8: Localizacion de los residuos proximos ak centros de union de la carnitina y del
CoA en el modelo estructural de CPT1A de rataRepresentacion en forma de cintas de los
residuos formando las hojagamarillo), las hélices (azul) y en forma de bolas y varillas, las
moléculas de palmitoil-CoA (marrén) y de carnit{aaul oscuro), sugiriendo sus localizaciones
putativas en el centro activd) Residuos implicados en la catalisis o en la udéta carnitina
en su bolsillo.B) Posicion de algunas lisinas lejanas del centrovaadhvolucradas en la
actividad, y localizaciéon de otros residuos imalics en la interaccién con el CoA del acil-
CoA. La Hid” catalitica (negro) esta indicada en ambas repwsenes, como punto de
referenciaC) Dockingin silicode una molécula de palmitoil-CoA en el canal Hidgloao de la
proteina formado por la héliagl2 y la hojapl4. El residuo catalitico y la carnitina estan
también indicados.
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3. LOCALIZACION DEL MALONIL-CoA EN EL MODELO ESTRUCTUR AL
DE CPT1A

3.1 Docking de malonil-CoA en CPT1A humana

Para obtener un modelo molecular de la interaceritne el inhibidor fisiologico
malonil-CoA y la proteina CPT1A humana, se reatimarestudios de Docking
utilizando los programas “Autogrid”, “Autodock” yHex” (ver Métodos, seccion 8)5
Para ello fue necesario utilizar las coordenadaéntensionales de la molécula de
malonil-CoA (obtenidas del PDB, entrada 1hnj, l&ruedura 3-D de la proteinp—
cetoacil-acil carrier sintasa lll), y el modelorastural del centro catalitico de CPT1A.
Se generaron y analizaron las mejores solucionggramnnos de menor energia y la
menor distancia macromolecular del compliejesilico de las putativas posiciones del
inhibidor.

La representacion simultanea de las moléculas wstato palmitoil-CoA y del
inhibidor malonil-CoA en la superficie del modele €PT1A humana, propone un
modelo de competicion entre ambas moléculas porigho sitio, pero con diferentes
lugares de union. Este primer sitio de union deihidor corresponderia al sitio de
entrada del acil-CoA y fue llamado “sitio A” (paghsitio de alojamiento del CoA en el
canal catalitico). También se pudo predecir y imaalun segundo sitio putativo de
union del inhibidor en el lado opuesto al sitio e canal catalitico. Este segundo sitio
fue llamado “sitio O” (para el sitio opuesto al @3A). LaFigura 9 muestra en detalle
las interacciones entre carnitina y las partes nialale las moléculas de malonil-CoA,
lo que nos indica que los aminoacidos alrededoesia zona, posiblemente, estarian
implicados en la afinidad y/o sensibilidad de latpina hacia ambas moléculas.
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Figura 9. Representacion de los dos sitios de uniéde malonil-CoA en el modelo
estructural de CPT1A humana. Seccion longitudinal de la estructura CPT1A ilastio el
centro catalitico de CPT1A y los dos sitios putaivde unién del inhibidor malonil-CoA
representado en forma de bolas y varillas: “sitieA color verde y “sitio O” en color amarillo.
Se representa en el modelo la localizacion de Ussratos palmitoil-CoA (en color marrén
claro) y carnitina (en color azul claro) y se irdi@mbién la posicion del residuo catalitico
His*”®. La molécula de carnitina en el centro activo eletima ilustra las interferencias con
ambas orientaciones del malonil-CoA. El inserto stizeen detalle las interacciones predichas

entre carnitina y las partes malonilo de las mdé&cde malonil-CoA.
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La Tabla 2 resume la lista de los residuos posiblemente aagts en la union del
malonil-CoA al enzima CPT1A humana. Estos amina#ciestan a una distancia menor
de 4 A de la molécula de malonil-CoA del sitio Abien del sitio O. También se
muestran los aminoacidos presentes en el bols#ltaccarnitina y que posiblemente
influyen en su alojamiento en el canal catalitico.

Residuos de contacto con malonil-CoA Residuos de contacto con malonil-CoA

del “sitio A” del “sitio O”

Bolsillo de “sitio A” Bolsillo de “sitio O”

la carnitina Canal del CoA la carnitina Canal del CoA
Tyr 241 LySSSG Tyr 241 IIeZ4O Leu539
His473 LySS6O HiS473 Ar9243 LeuS4O
Asp477 SeFGS Asp477 G|y244 Trp682
A|a478 Asp567 A|a478 ArgZ45 Se'685
Tyr 589 GIUSQO Tyr 589 G |y246 Phélz
Ala*>* His®* Ala*>®* Leut*® Gly™?
Ser® Met®*? Thr 02 Asr?? Pro’**
Met®? GIn®® Arg®®® Ser*? Val™*
Thr %2 Pro® Serr® Lys™®
Thro® GIn®®*
Serr¥ GIn®%?
Thre®

Tabla 2: Definicion de los sitios de union del matal-CoA. Los residuos localizados en el
modelo estructural de CPT1A humana han sido atasifis segun sus posibles interacciones y
contactos con la molécula de carnitina y malonik@kl| sitio A, o bien con malonil-CoA del
sitio O. Se marca en negrita los residuos locatigaeh el sitio catalitico del enzima y que
contactan con ambas posiciones del inhibidor emoelelo 3-D propuesto en iagura 9.

3.2 Docking de malonil-CoA en CPT1A de rata

Utilizando los mismos procedimientos de analisisDdeking para la localizacion
del inhibidor malonil-CoA en el modelo estructurdé CPT1A humana, hemos
comprobado si el posicionamiento del inhibidor esidservado en el nuevo modelo
estructural de CPT1A de rata. En este caso, igual apurre en CPT1A humana,
malonil-CoA se une a dos sitios opuestos en ehemzi

En el nuevo modelo estructural de CPT1A de ratdiz@mos un Dockingn silico
de una molécula de malonil-CoA en el sitio A. Erfrigura 10A y 10B se representa la
posicion de los aminoacidos que coincidieron ea cain los descritos en Teabla 2
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para CPT1A humana. Ademas, se localizaron los uesidmnplicados en la union de
malonil-CoA al enzima descritos en la bibliogradipor nuestro grupo de investigacion.
Estos residuos validan el posicionamiento del mb@oA en el sitio A del nuevo
modelo de CPT1A de rata.

Se analizaron también por Docking los residuos dgfenen el canal de union del
malonil-CoA en el sitio O de CPT1A de rata. Eggura 10C y 10D muestra los
residuos de CPT1A de rata que coincidieron conléseritos anteriormente enTabla
2 para CPT1A humana. Estos 26 aminoacidos estan distaacia menor de 4 A de la
molécula de malonil-CoA. Como se observa erfrigura 10D, la estructura de este
sitio presenta una forma de embudo en la regioximpedal bolsillo de la carnitina.
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Figura 10. Representacion de los sitios A 'y O de idm del malonil-CoA en el modelo
estructural de CPT1A de rata. A) B) y C) Secciones longitudinales de la estructura CPT1A
de rata ilustrando el centro catalitico de CPT1lAnEibidor malonil-CoA (verde) y el sustrato
carnitina (azul) estan representados en forma s lyovarillas y se indica también la posicion
del residuo catalitico HI& (negro) como punto de referenci&) y B) Se representan los
aminoacidos implicados en el sitio A de union dellanil-CoA. C) y D) Se representan los
residuos implicados en el sitio O de union delbidor. D) Seccion inferior de la estructura
presentada e, girada 90°, indicando los residuos en forma dasbformando el canal de
entrada del malonil-CoA en el sitio O (residuosape$ (rosa); cargados (lila) y el resto,
apolares como Pro y Gly (magenta).
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4. ANALISIS FUNCIONAL DE LOS SITIOS “A” Y “O”. MUTAGEN ESIS DE
Arg?® Trp®®? Y Met®®® Y SU RELACION CON LA SENSIBILIDAD AL
MALONIL-CoA

4.1 Caracterizacion cinética de los mutantes CPT1A R243y CPT1A W682A

Con el objetivo de comprobar y apoyar nuestro nwdstructural, se mutaron dos
aminoécidos arginina 243 (X)) y triptéfano 682 (Trff?) de la lista de residuos de
CPT1A de rata que hemos visto anteriormente porhsasdlogos tirosina y alanina
presentes en CPT2. Se eligieron dichos residucgupoestan conservados en ambas
isoformas de CPT1A y CPT1B de rata, raton y hunsamsibles a malonil-CoA y que
no estan presentes en la isoforma insensible anih&loA, CPT2. La Arg* es un
aminoéacido cargado positivamente y en el modeluastral este residuo esta muy
cerca del grupo -OH en el acido pantoténico depgrmalonilo del malonil-CoA
(Figura 11). ElI cambio de la arginina por un aminoacido pelarcargado como la
treonina puede modificar las caracteristicas elstiticas de la zona alrededor de este
residuo, impidiendo la localizacion correcta ddiiloidor malonil-CoA. En cuanto al
triptéfano es un aminoacido de gran tamafio que euiorecer un mejor
posicionamiento del malonil-CoA comparado al propmrado por la alanina.
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Figura 11. Representacion del posicionamiento dedaesiduos de Ar§*y Trp®2en el sitio

O de unién del malonil-CoA en CPT1A de rataA) y B) Representacion de la superficie
electrostatica del sitio O. Se indica la posiciénas residuos ARG®y Trp*® en forma de bolas

y se muestra también el inhibidor malonil-CoA ennfa de bolas y varillasC) y D)
Representacion del sitio O de union de malonil-@o&orma de cintas. Se indican los residuos
de Arg®y Trp®® en forma de bolas (naranja) y la molécula de nila@oA (verde), el residuo
catalitico Hi§"® (negro) y el sustrato carnitina (azul) en formaddkas y varillas.

4.1.1 Generacion de los mutantes y expresiols ecerevisiae

Los mutantes CPT1A R243T y CPT1A WG682A se obtuvientilizando el
procedimiento de mutagénesis dirigida. El plasnp¥&cS CPT1A wt fue utilizado
como molde con los oligonucleétidos correspondgerde cada mutacion, CPT1A
R243T.for, CPT1A R243T.rev y CPT1A W682A.for, CPTI¥682A.rev Apéndice
2). Los plasmidos obtenidos fueron pYES CPT1A R2¢3IYES CPT1A W682A. Se
confirmd la incorporacion de la mutacion deseadda yausencia de mutaciones
adicionales mediante la secuenciacion de los ptissrabtenidos.
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Las levaduras transformadas con los plasmidos geegi¥n salvaje o mutados se
crecieron en medio liquido y tras la obtenciénageftacciones mitocondriales, se llevo
a cabo un ensayo comparativo de actividad enzienétitre CPT1A wt, CPT1A R243T
y CPT1A W682A. Tal y como se esperaba, no se detactividad en la cepa de
levadura control, transformada con el vector vacéomutacion de arginina a tirosina
no produjo ningun cambio significativo en la aaail enzimatica respecto al enzima
salvaje Figura 12A). Sin embargo, la mutacién del triptéfano a alanmmodujo una
pérdida casi total de la actividad enzimatica. Estedida de actividad no significa
necesariamente que este residuo esté implicad@ @atélisis ya que se encuentra
alejado del centro activo del enzima CPT1 y prafraleinte, la causa de la perdida de
actividad puede ser debida a que este residucieestaplicado en el mantenimiento
estructural de la proteina. El analisis por Wesilot de la expresion de CPT1A wt,
CPT1A R243T y CPT1A W682A indica que las proteirasexpresan con el tamafio
esperado y con niveles similar€sgura 12B).

A
100 L
2 801
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>
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Wt R243T W682A
CPT1A
B

S - o0

Figura 12: Actividad y Western Blot de las proteina expresadas CPT1A salvaje y
mutantes.A) Actividad relativa de CPT1A wt, CPT1A R243T y CFAITWW682A expresadas en
levadura. Las actividades se han representado tim@omo referencia la actividad del enzima
salvaje correspondiente. Los ensayos de actividaithética se realizaron cornu§ de extractos
mitocondriales de levaduras que expresaban CPTa#dhtos (medias D.E.) se han tomado
de la Tabla 3. B) Analisis representativo de Western Blot de uno loge extractos
mitocondriales obtenidos. Se aplicaronygg0de proteina a cada carril del gel. La flechadadi
la posicion migratoria y la masa molecular de CPT1A
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4.1.2 Analisis cinético de CPT1A salvaje y mutantes

Se analizé el comportamiento cinético del mutanBI TA R243T. Este mutante
mostraba una cinética estandar de saturacion lileatipo Michaelis-Menten, similar
al observado para el enzima salvaje, cuando sabaata concentracion de carnitina
frente a una concentracion constante del segurstcasu palmitoil-CoA (13uM). Lo
mismo ocurria cuando el sustrato que variaba sugetdracion era el palmitoil-CoA,
mantenidndose constante la concentracion de car@td0QuM (Figura 13).

100 4

80

60 -

40 4

% de actividad

20 1

—A— CPT1A salvaje —8— CPT1A salvaje
0 —/— CPT1A R243T | | —O— CPT1A R243T

0 20 40 60 80 100 0 100 200 300 400 500 600
Palmitoil-CoA ( uM) Carnitina ( uM)

Figura 13: Analisis cinético de CPT1A salvaje y munte R243T.Extractos mitocondriales
de levaduras (g de proteina) que expresaban CPT1A salvajee] 0 el mutante CPT1A
R243T (A, o) fueron ensayados para la actividad CPT1A, biepresencia de concentracion
fijla de carnitina (400uM) y concentraciones crecientes de palmitoil-Co®), (o bien en
presencia de concentracion fija de palmitoil-CoB5LM) y concentraciones crecientes de
carnitina B). Los resultados se presentan como la media (sedaE.) de tres experimentos
independientes.

Se calcularon los valores cinéticos aparentes ey KKmax para los dos sustratos
ensayados. Como se puede observar €ralda 3, estos valores cinéticos aparentes
para los dos sustratos no presentaban cambiogicagjnDs en el mutante respecto al
enzima salvaje. Estos resultados nos indican queutacién de Argf* a Thr no afecta
la afinidad del enzima mutado para sus sustrattzswa@locidad de la reaccién.
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o palmitoil-CoA carnitina
c Actividad ” v ” v
epa m ma
P (nmol/min.mg) mapp a)%pp mapp *app
(UM) (nmol/min.mg) (UM) (nmol/min.mg)
CPT1A wt 60,4+7,8 36+04 34,1+94 59,7+25649+7,1
CPT1A R243T 59,8+8,4 70+£2,2 36,3+6,9 56 3% 70,6 £10,3
CPT1A W682A 1,7+0,7 nd nd nd nd

Tabla 3: Actividad CPT1A y parametros cinéticos delas enzimas salvaje y mutadas.
Extractos mitocondriales de levadura (@ de proteina) expresando CPT1A wt y mutantes
CPT1A R243T y CPT1A W682A se ensayaron para laidetil enzimatica y se calcularon las
constantes cinéticas. Los resultados se expresao ¢t@s medias D.E. de al menos tres
experimentos independientes con diferentes prepaes proteicas. nd: parametro no
determinado.

Respecto al mutante resultante de la mutaciéon pf&?&r Ala fue imposible realizar
un analisis cinético ya que no presentaba sufieiaatividad.

4.2 Sensibilidad a malonil-CoA de los mutantes CPT1A RIBT y CPT1A R243T-
A478G

Se analiz6 la sensibilidad a malonil-CoA del mwa@PT1A R243T y los
resultados de inhibicion se compararon con losdeima sin mutarHigura 14A). La
inhibicién producida por malonil-CoA a concentraws crecientes de 1 a 100 uM no
fue lo efectivo que esperabamos. El valor dg para el mutante es de 38,4 uM frente a
7,3 UM para la forma salvaje. Este resultado ndicanque la mutacién de A a
alanina disminuye la sensibilidad del enzima paraBibidor fisiolégico en 5,3 veces.

Anteriormente nuestro grupo habia mostrado quesiiuo Al4’® estaba implicado
en la pérdida de la sensibilidad de la proteina X2PTVorillas, 200). Cuando se
mutaba a Gly, aumentaba el valor dggl@e 3,2 veces respecto a la forma salvaje. En
nuestro nuevo modelo estructural, este residusiastantactando con ambos sitios A 'y
O de unién del malonil-CoAT@bla 2). Con el fin de conseguir un mutante de CPT1A
mas insensible al malonil-CoA, hemos generado éledonutante CPT1A R243T-
A478G ya que el primer residuo Afgse localiza en la base de la entrada del malonil-
CoA del sitio O y el segundo Al% en el bolsillo de la carnitina.

El plasmido que contiene el doble mutante CPT1A :24478G se obtuvo
utilizando el procedimiento de mutagénesis dirigithzando como molde el plasmido
PYES CPT1A R243T y los oligonuclettidos CPT1A A478Gy CPT1A A478G.rev
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(Apéndice 2. Una vez obtenido el plasmido pYES CPT1A R243T8@, se confirmo
la incorporacion de la mutacion deseada y la aisethle mutaciones adicionales
mediante la secuenciacion del plasmido obtenidaca®sformaron los plasmidos de las
enzimas salvaje y mutado separadamente en célaldsvdduraS. cerevisiagy se
crecieron en medio liquido, tal y como se ha dasanteriormente.

Se analiz6 la actividad CPT1A de extractos mitocahes que contienen el enzima
CPT1A doblemente mutada. Se observé una pérdid@%een la actividad especifica
del mutante CPT1A R243T-A478&igura 14B) que no habia sido observado en los
mutantes simples. También se llevaron a cabo easi#g/anhibicion del doble mutante
por malonil-CoA a concentraciones entre 1 y 100 géVl inhibidor. El valor de 16
para el mutante fue >150 uM frente a 7,3 UM pardotena salvaje, un aumento
estimado de 20 veces que era superior al de losmeastindividuales.

—8— CPT1A salvaje
100 | - CPT1A R243T 100
—-O— CPT1A R243T-A478G

80 1 80

60 -
60 -

40

% Actividad vs wt

40 -

20

% Actividad remanente

Wt R243T-A478G

CPT1A

0 20 40 60 80 100 *ﬂ 88kDa

Malonil-CoA ( pM)

Figura 14: Efecto del malonil-CoA en la actividad del enzima ET1A salvaje y mutantes
CPT1A R243T y CPT1A R243T-A478GA) 6 ug de extractos mitocondriales 8ecerevisiae
expresando CPT1A salvaje)( mutante CPT1A R243T0) y doble mutante CPT1A R243T-
A478G (o), se ensayaron para actividad CPT1A en preserec@dcentraciones crecientes de
malonil-CoA (de 1 a 100 pM). Los datos son la mediativa a los valores control en ausencia
de malonil-CoA (100%). Se muestran las mediasatedrcuatro experimentos independientes a
partir de extractos proteicos de diferentes expnes en levadur®) Actividad relativa de ¢ig

de extractos proteicos de levaduras sobreexpre€aR@aA wt y CPT1A R243T-A478G. Las
actividades se han representado tomando como meferéa actividad del enzima salvaje
correspondiente. Se muestra un analisis de WeBtetrde uno de los extractos mitocondriales
obtenidos. 5Qug de proteina se aplicé a cada carril y la flecldica la posicion migratoria y la
masa molecular de CPT1A.
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4.3 Sensibilidad a malonil-CoA y a CoA-SH de los mutaris de M593S

El mutante M593S en CPT1A de rata casi abolio teibdidad del enzima frente a
malonil-CoA pero quedaba un 20% de actividad rediduas altas concentraciones de
malonil-CoA ensayadasM(rillas, 2003. Con el objetivo de llegar a una total
insensibilidad del enzima CPT1A al malonil-CoA, lemconstruido dos dobles
mutantes de M593S: R243T-M593S y A478G-M593S qukipa dar lugar a un efecto
inhibidor sumatorio al observado por las mutaciands/iduales.

Los mutantes CPT1A R243T-M593S y CPT1A A478G-M598S obtuvieron
utilizando el procedimiento de mutagénesis dirigidas plasmidos pYES CPT1A
R243T y pYES CPT1A A478G fueron utilizados como desl para la mutagénesis
dirigida de Met®® a Ser utilizando los oligonucleétidos CPT1A M5388y CPT1A
M593S.rev Yer Apéndice 9. Se confirmo la incorporacion de la mutacion désey la
ausencia de mutaciones adicionales mediante seauaigmcde los plasmidos resultantes
PYES CPT1A R243T-M593S y pYES CPT1A A478G-M593Saslta transformacion
de los plasmidos en células de levadura se ankizaxrtividad enzimatica de cada
mutante. No se observo ningun cambio significaimda actividad especifica de cada
mutante respecto al enzima salvaje (60,4 + 7,8 54,1 y 58,2 + 2,6 nmol.mihmg*
para CPT1A wt, CPT1A R243T-M593S y CPT1A A478G-MS9Respectivamente).
Los dobles mutantes presentaron una sensibilidatalanil-CoA muy alterada. De
hecho, estos mutantes se inhibieron con dificuitiacel rango de concentraciones de
inhibidor ensayadas (1-100 uM), siendo la activi@RiT1 residual de 70-75% a 100
UM de inhibidor Figura 15). Este resultado no era el esperado ya que norsegaio
una insensibilidad del enzima del 100% hacia ebidbr malonil-CoA. Sin embargo,
los valores de I para cada doble mutante en Ri&se mantuvieron superiores a 200
uM.
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Figura 15: Efecto del malonil-CoA en la actividad del enzima BT1A salvaje y mutantes.

A) 6 ug de extractos mitocondriales 8ecerevisiaeexpresando CPT1A salvaje y mutantes se
ensayaron para la actividad CPT1A en presenci@aesatraciones crecientes de malonil-CoA
(1-100 uM). Los datos son la media relativa a laknes control en ausencia de inhibidor
(100%).B) Se muestra un analisis representativo de WestkEahd® uno de los extractos
mitocondriales obtenidos. 3y de proteina CPT1A salvaje (1), R243T-A478G (4% -
M593S (3), A478G-M593S (4) y M593S (5) se apliadada carril y la flecha indica la posicion
migratoria y la masa molecular de CPT1A.

Los resultados de ldsguras 5 y 15n0s indican que la actividad residual observada
en los mutantes dobles o simple de M593S probalnienes debida a la presencia del
CoA-SH o cualquier molécula unida al CoA en el emtodel enzima. Para comprobar
esta hipotesis, realizamos ensayos de inhibiciGGRIELA salvaje y mutante M593S en
presencia de concentraciones crecientes de CoA-SH.

En laFigura 16 se observa que el enzima salvaje se inhibe eempriasdel CoA-
SH con una Igy de 89,55 uM y a altas concentraciones (100 pMytavidad residual
es de un 40%. El mutante CPT1A M593S se inhibeQ% & altas concentraciones de
CoA-SH, igual que lo observado en el caso de l@iclbn por malonil-CoA. Este
resultado sugiere que, dado que el propio CoA @loibnactiva en parte la actividad
CPT1A, no se podra en ningun caso conseguir umasitslidad completa del enzima
hacia su inhibidor malonil-CoA. Por tanto, se puedasiderar que CPT1A mutada en
el residuo M593 es completamente insensible abidbr, y que cualquier mutante que
incluya la mutacién de esta M&ttendra un perfil de inhibicién similar al de langile
mutacion de M593S.
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Figura 16: Efecto del CoA-SH en la actividad del enzima CPT1lAalvaje y mutante
M593S. Perfil de inhibicion del mutante M593S en presardg concentraciones crecientes de
CoA-SH (1-100 uM). Los ensayos de actividad enZitaate realizaron con g de extractos
proteicos de levadura que expresaban CPT1A salvagetante M593S. Los datos son la media
relativa a los valores control en ausencia de CBAZ®0%).

5. EL SUSTRATO CARNITINA Y EL INHIBIDOR MALONIL-CoA
COMPITEN POR EL MISMO SITIO EN EL CENTRO ACTIVO DEL
ENZIMA

La posicion de las moléculas de carnitina y mal@oA en el modelo predicho de
CPT1A Figura 9) indica que estas moléculas podrian competir lpawaioén en los dos
sitios de union del malonil-CoA, sitio A y sitio ®@ara examinar esta hipotesis, hemos
comparado los resultados descritos en la biblitgyrafspecialmente las medidas de
cinéticas de inhibicién y de afinidad para el ststrcarnitina. Asi, recogimos los
valores de IG para la inhibicion de CPT1 por malonil-CoA y loslares de Ky, del
sustrato carnitina.

Estos datos fueron clasificados en tres apartamisias, expresion en levadura
Pichia pastorisy expresion en levadui@. cerevisiagpy representados en Rgura 17
como valores logaritmicos de C(eje de ordenadas) frente a los dewjg para la
carnitina (eje de abcisas).

I. Tejidos: higado de rata, higado fetal humano, dorae rata, higado de conejillo

de indias, musculo esquelético humano, de ratapedteo y corazén de perro
(McGarry, 1983 (Figura 17A).
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ll. Expresion en la levaduia pastoris CPT1A salvaje de rata y de cerdo y también
CPT1B humanahi, 1999; Shi, 2000; Esser, 1996; Nicot, 2001; ,Zb997)
(Figura 17B, triangulos blancos).

[ll. Expresion erSS. cerevisiagMorillas, 2001; Morillas, 2003; Lopez-Vinas, 2007
gue hemos clasificado en dos subgrupos:

a) Proteinas salvajes y mutantes cuya sensibilidad aonihCoA no
cambiaba: CPT1A wt, CPT1B wt, CPT1A T314S, CPT1/5484, CPT1A
C608A y CPT1A R243THigura 17B, cuadros negros).

b) Todos los mutantes que perdieron la sensibilidadabonil-CoA: CPT1A
H277A, CPT1A A478G, CPT1A M593S y CPT1A T314S-N46AD78G-
M593S-C608A Figura 17B, cuadrados blancos).

A

1 Tejidos

@ log IC,; = 2,74 — 1,56 log Km
(R2 =0,96)

log IC 5, malonil-CoA

log K., carnitina

Expresién en S. cerevisiae

2 o log IC5, = 5,77 — 1,65 log Km
(R2 =0,90)

m log IC;, = 3,80 — 1,37 log Km
(R2 =0,91)

0 05 1 15

log IC ¢, malonil-CoA

Expresion en P. pastoris

A log IC5, = 2,62 - 1,40 log Km
(R2 =0,89)

log K, carnitina

Figura 17: Representacion doblemente logaritmica déa relacion de los parametros
cinéticos de 1G, para malonil-CoA y Km para carnitina. A) Los datos se obtienen de la
actividad CPTL1 en tejidos descritos en la lite@tB) Los datos se tomaron de la expresion de
cADN de CPT1 salvaje o mutantes expresado$’epastoriso enS. cerevisiaetambién
tomados de la literatura.
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En todas las representaciones se obtuvo una lewa mdicando que hay una
correlacion inversa entre ambos parametros cirgticas correspondientes ecuaciones
de cada Plot estan representadas éfigara 17. En todos los casos se observa que las
ecuaciones lineales tienen un valor de pendierite €h37 y -1,65 independientemente
de:

- La expresion de cADNs ha sido en dos especiesdifes de levadura.
- La expresion de cADNs de ambas isoformas de CPPI1& y CPT1B.
- Se tomaron varios tejidos de animales y variosrosgaos.

- Ladiversidad de laboratorios que han realizad@tssayos.

El valor de la media de estas pendientes se catout@ sigue:

Alog ICs¢ malonil-CoA

— =-1,49+0,13
Alog Km carnitina

El valor de la pendiente nos indica que probableéenas dos moléculas de malonil-
CoA y carnitina se unen una cerca de la otra eeneima CPT1 y sugiere que una
produce la repulsion de la otra en el centro datali

Con el objetivo de examinar como el sustrato camaninterfiere en la inhibicion de
CPT1 por malonil-CoA, se ensayo la actividad engitady de inhibicion por malonil-
CoA del enzima salvaje CPT1A sobreexpresadaSercerevisiagen presencia de
concentraciones crecientes del sustrato carnitio@, 400, 800 y 1600 puMr{gura 18).
Las curvas de inhibicion tienen un perfil similatre si, pero la inhibicion disminuye
cuando se incrementa la concentracion de carnltogyvalores de I§ de la inhibicion
por malonil-CoA aumentaron progresivamente al audaretas concentraciones de
carnitina, indicando que este sustrato impedirizbiaacion correcta del inhibidor en el
centro catalitico. Estos valores de inhibicion elacionan con los valores de actividad
especifica del enzima en cada concentracion déioar(Tabla 4).
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&~ 100 uM
-0~ 400 pM
—4A— 800 uM
-0~ 1600 puM

100+

80

60

40

% Actividad remanente

20

Malonil-CoA ( uM)

Figura 18: Efecto del malonil-CoA en la actividad @l enzima CPT1A salvaje en presencia
de concentraciones crecientes de carnitin&g pg de extractos proteicos mitocondriales de
diferentes expresiones en levadura fueron ensayzatasla actividad CPT1A en presencia de
concentraciones crecientes de malonil-CoA (de D@ dM) y de carnitina (100, 400, 800 y
1600 uM). El inserto muestra los detalles de inhibiciobagas concentraciones del inhibidor.
Los datos son la media relativa a los valores obetn ausencia de malonil-CoA (100%). Se
muestran las medias de tres a cuatro experimamepéndientes.

Carnitina ACtiViC!?d ICs0 malonil-CoA
G omolminmgy *M
CPT1A wt 100 39,1+4,1 4,1+£0,7
400 65,8 +£6,4 7,3+0,5
800 70,7+ 3,1 135+1,6
1600 74,3+1,8 18,7+ 0,5

Tabla 4: Actividad CPT1A salvaje e inhibicion por malonil-CoA a concentraciones
crecientes de carnitina.6 pg de extractos proteicos mitocondriakes levadura expresando
CPT1A wt fueron ensayados para la actividad y tebinion por malonil-CoA en presencia de
50 uM de palmitoil-CoA y concentraciones crecientescdmitina. Se calcularon la actividad
especifica y la I del enzima. Los resultados se expresan como ld&s¥eD.E. de al menos
tres experimentos independientes con diferentggmmaeiones proteicas.
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5.1 Analisis cinético de la competicion entre el sustta carnitina y el inhibidor
malonil-CoA

Para definir el tipo de inhibicion que ejerce mal@oA respecto al sustrato
carnitina en el enzima CPTI1A, realizamos experiogentinéticos en los cuales
variabamos las concentraciones de carnitina (dea 2600 uM) en presencia de
concentraciones crecientes de malonil-CoA (10, 3®@uM) y a una concentracion
fija de 50uM del sustrato palmitoil-CoA. El enzima muestraéticas de saturacion
estandar para el sustrato carnitina a cada corogirdel malonil-CoAKigura 19A).

La representacion de Lineweaver-Burk para la adatiCPT1A salvaje en cada
concentracion de malonil-CoA fue lineal. Este Plas ha permitido calcular los valores
aparentes de iy Vmax del sustrato carnitin&igura 19B). Observamos cambios en
la actividad intrinseca del enzima y en la eficianzatalitica definida como el ratio
Vmax/Km. El aumento de las concentraciones de malonil-@@8lujo una disminucion
en la eficiencia catalitica lo que indica que diera CPT1A disminuye su preferencia
por el sustrato carnitina cuando aumenta la cormgoh de malonil-CoATabla 5).
Esta reduccion es debida a su vez a la disminudgbdwalor deVmax y al incremento
del valor de Kn de la carnitina, siendo este ultimo el factor qes varia.

La representacion de Lineweaver-Burk, definida cdo (eje de ordenadas) en
funcién de 1/[carnitina] (eje de abcisas) para ddavalad CPT1A en las diferentes
concentraciones de malonil-CoA, da una serie deafilrectas que se cruzan en un
punto del segundo cuadrante a la izquierda delléjepero por encima del eje
1/[carnitina] Figura 19B). La representacion de los Plots secundarios, ipetsed
resultantes de la representacion de Lineweaver-Buakte a la concentracion del
inhibidor [I], da una linea recta que cruza ha@aidquierda del eje de ordenadas
(pendientes del Plot primario) y del eje de abc{gagura 19C). La representacion de
Dixon, definida como 1/v (eje de ordenadas) en itunde [I] (eje de abcisas), da
también una linea recta que cruza hacia la izqaidedl eje de ordenadas (1/v) y del eje
de abcisas ([I])Kigura 19D).
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Figura 19: Andlisis cinéticos de CPT1A salvaje exgsada para el sustrato carnitina en
presencia de diferentes concentraciones de malo@bA. Fracciones mitocondriales aisladas
de levadura (1Qug de proteina) fueron ensayadas para la actividddl8 salvaje de ratad)
Representacion de Michaelis-Menten de la actividRd 1A versus concentraciones crecientes
de carnitina (de 20 a 8Q0M) en presencia de diferentes niveles de maloni-C@aM (¢ ), 10

uM (0), 50 uM (A) y 100uM (A). B) Representacion de Lineweaver-Burk de las cinéticas
presentadas em\. C) Plot secundario de los datos cinéticos presentagtiosB. D)
Representacion de Dixon a una concentracion fi0fM de carnitina y 5@M de palmitoil-
CoA. Se muestran las medias de dos experimentepémdientes a partir de extractos proteicos
de diferentes expresiones de CPT1A salvaje enleaad
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, Actividad Carnitina Eficiencia
Malonil-CoA i »
M) especifica K Mepp VM@, catalitica
(nmol/min.mg) (M) (nmol/min.mg) Vmaxgpd K Mgy
CPT1A wt 0 65,8 £ 6,4 75,6 £ 0,6 65,4+4,4 0,86
10 42,2 +14,3 80,9+4,4 40,1+ 135 0,49
50 22,9+115 102,9+8,0 22,9+10,0 0,22
100 7,26 0,21 nd nd nd

Tabla 5: Pardmetros cinéticos de CPT1A expresada ers. cerevisiae Fracciones
enriquecidas en mitocondrias (10 de proteinapbtenidas tras la sobreexpresion de CPT1A
salvaje en levadura fueron ensayadas en presateidgerentes concentraciones de malonil-
CoA y carnitina. Los resultados se expresan cormsomadiast D.E. de dos experimentos
independientes con diferentes preparaciones pasteid: parametro no determinado.

Estos resultados cinéticos son compatibles coninim@icion mixta y como su
nombre indica, puede ser considerada como una aezclinhibicion competitiva e
inhibicion no competitiva pura. Los datos cinétigmn compatibles con el modelo
cinético con un solo centro de union para el irdobi(l). En este tipo de inhibicion, se
presentan dos procesos por los cuales el inhilpidede unirse al enzima libre (E) y al
complejo enzima/sustrato (ES) con diferentes adithé.

Esquema 1
Km
E+S ES
+ +
I I
. ! .
Ki | oKi
El+S™ ~ ESI
akKm

En este contexto aparecen dos constantes de idnmbici y oKi = K;. Ambas
constantes pueden ser calculadas segun las sggiféninulas:

I =10

Ki =—— IZW

[E1]
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Ki: representa la constante de disociacion del deymmenzima/malonil-CoA y es un
indicador de la afinidad del enzima por malonil-CoA
K,: representa la constante de disociacion del agmphzima/sustrato/inhibidor (ESI).

Las ecuaciones de Lineweaver-Burk para una intdibionixta pueden ser definidas
como sigue:

1 Km 1

1. PRALL IV
V. Vmax,, Vmax,, [S]

V max,,, = m y Km,,, = Km X —I)

Una inhibicibn mixta puede ser lineal o hiperbdligaviene definida por las
representaciones secundarias de: a) Dixofmaik,, frente a [I] Figura 19D) y b) de
las pendientes MpfVmaxy, frente a [I] Figura 19C). Dado que estas
representaciones nos dieron lineas rectas y noblolag, esto indica que la inhibicién
gue ejerce malonil-CoA sobre el enzima CPT1A es inhéicion mixta lineal con
respecto al sustrato carnitina. También, observamnesal aumentar la [l], v =0 (a 100
uM de malonil-CoA, practicamente se consigue v =8)p implica necesariamente que
la inhibicion es lineal. Por tanto el esquema @aiétorresponde a una inhibicion mixta
lineal, ya que el complejo ESI no es cataliticaraesficaz. En caso de que se tratara de
una inhibicién mixta hiperbdlica, el complejo ESleaficaz pero menos que ES.

El valor deoKi (K,) fue obtenido de la interseccion de la recta egjeelde abcisas
([1), cuando representamos el grafico deVriihx,, en funcion de [I, lo que
corresponde a la representacion de Dixon dfidara 19D. Este valor de K= oKi es
de 13,2 + 1,4uM. En cuanto al valor de Ki, fue obtenido cuandpresentamos las
pendientes del Plot primario (representacion dewaaver-Burk) en funcién de [l]. El
punto de corte de la recta con el eje de abcismsesponde al valor de Ki que es de
10,6 + 0,8uM (Figura 19C). Los valores obtenidos para ¥ oKi indican que el valor
dea es mayor a 1 (en nuestro case, 1,24).

Sin embargo nuestros resultados cinéticos son émdaimpatibles con otro modelo
cinético que implica la union de | en dos centrdsrentes del enzima. Los datos
presentados en este trabajo y descritos por ottoses en la bibliografia, indican que
hay dos sitios de union de malonil-CoA en el enzi@RT1. Podemos relacionar
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nuestros datos cinéticos con los modelos estrdetubasados en dos sitios de union

de malonil-CoA.

El primer modelo se observa en el esquema 2 y siinisien una mezcla de una
inhibicion competitiva pura y una inhibicidon no cpetitiva:

Esquema 2
Competitivo«— E|

!

Km
+ S<+=—= ES
+
[

] ac

| + S==—= ESI
oKm

Ki

Me=—+m+—

No competitiv(+—

El | se une a dos centros que son mutuamente @xasug se une con diferente
afinidad en cada uno de ellos. La ecuacion de idddcseria la siguiente:

Donde:

i
Vma)(app :% y K%p = Kmx ( Ki l ﬂjl

1+— 1+—
aKi aKi

En este caso, l¥max,, es idéntica a la de la expresion para la inhihicidxta
lineal con un solo centro de unién del |, que acaismde ver. La representacion de

Dixon, 1IMmaxp, frente a [I] da una lina rect&igura 19D) que cruza en un punto del
eje de abcisas ([l]). Esta interseccion correspaidelor deaKi (K;) que es igual a

13,2 + 1,4uM. En cuanto a la pendiente, seria igualnlfVmaxpp
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KMy, __Km +[|]mex[1+V]
Vmax,, Vmax Vmax xKi

La representacion de las pendient@s,}yVmax,, frente a [I] da también una linea
recta Figura 19C) pero en este caso, la interseccion de la rectéh g de abcisas ([1])
no es igual a la Ki aparente sino ay/kad/(1+y) aparente que es igual a 10)d. Sia =
1, tendremos un valor aparente de Ki = 13,2 y poahto,y = 4,16.

El segundo modelo se muestra en el esquema 3 isttdasen una mezcla de una
inhibicion competitiva y una inhibicidbn acompetdiypura:

Esquema 3
Km K2
E+S<+=—== ES=—= E+P
+ +
I I
wl o
El ESI

| |

Competitivo Acompetitivo

En este caso, el | se une a dos centros de talrangoe su unidon a uno de los
centros excluye la unién de S, pero la unién desegundo centro, solo es posible si se
ha unido S. La ecuacién de velocidad seria la sigei

Donde:

\ maxapp =
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Asi, la Vmaxypp s también idéntica a la de la expresion parahibicion mixta
lineal con un solo centro de unidn del I. Una reprgacion de Yimaxpp frente a [I] da
una lina rectaKigura 19D) que cruza en un punto del eje de abcisas ([I§taE
interseccion corresponde al valor de Ki que esligud3,2 + 1,4uM. En cuanto a la
pendiente seria igual any/VMmaXxapp

Kmx (1 + lJ
Kmapp B Ki

V max,,, V max

La representacion de las pendientes,}y Vmaxg, frente a [I] da también una linea
recta Figura 19C) pero en este caso, la interseccion de la reced eje de abcisas ([l])
no es igual a la Ki aparente ni ayl&i/(1+y) aparente sino a iKi aparente que es igual
a 10,6uM y en este casp= 0,80. Es decir que malonil-CoA se une con mimsdad en
el centro en el que se excluye la union del S.

Hasta ahora y con nuestros datos cinéticos presenteo podemos decir cual de los
dos esquemas (2 o 3) se adapta mejor a CPT1A, gaanuoos modelos apoyan los
datos cinéticos obtenidos para los valores g,y Vmax,,p €n las concentraciones de
malonil-CoA y carnitina ensayadas.
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CPT1B

ESTUDIOS DE ESTRUCTURA-FUNCION
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En este apartado de la tesis comentaremos otudi@srealizados en la isoforma
muscular de CPT1 de rata y que son diferentes ardabzados y comentados
anteriormente en CPT1A.

Hemos reportado por primera vez un modelo estraicB8:D de CPT1B de rata
que esta basado en los cristales de COT de rat@RT2 de rataJogl, 2005; Hsiao,
2006. Este modelo es muy parecido al de la isoformaatiea, CPT1A. También,
trataremos de cambiar la especificidad de sustratositina y palmitoil-CoA vy
determinar los aminoacidos implicados en la seliddn a malonil-CoA en CPT1B de
rata.

6. MODELO 3-D DE LA PROTEINA CPT1B

Los modelos estructurales del dominio carboxi-teghide CPT1B de rata y
humana fueron construidos utilizando procedimien®snodelaje por homologia. Este
procedimiento esta basado en alineamiento muldiplas secuencias de CPT1 y de las
estructuras cristalograficas de dos miembros dantlia de carnitina aciltransferasas,
COT de ratdén unida a acilcarnitinao@!, 200y y CPT2 de rataHsiao, 200). Estos
modelos 3-D de CPT1B humana y de rata incluyemdsgluos desde 161 hasta 772 y
fueron generados utilizando el servidor SWISS-MODEé&guidamente sus estructuras
fueron comprobadas con el programa WHAT-CHECK. &Rigjura 20 se muestra el
alineamiento multiple de secuencias de diferentegmes CPT1A y CPT1B junto con
la secuencia de aminoacidos del molde COT de @¥h8 B). Ademas, se indica la
estructura secundaria de CPT1B de rata (CPT1B_RAT La numeracion de las
hélicesa y las hoja$ en el propuesto modelo fue realizada sin cambagdél molde.
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Figura 20: Alineamiento multiple de secuencias deif@rentes carnitina aciltransfrasas.Las
secuencias de aminoacidos de CPT1A humana (CPT1AN)Maton (CPT1A_MOUSE) y
de rata (CPT1_RAT) y CPT1B humana (CPT1B_HUMAN)Ona(CPT1B_MOUSE) y de rata
(CPT1B_RAT) y la estructura 1XL8 B (enzima COT @#on) del “Protein Data Bank”, se
alinearon de la forma descrita enaglartado Métodos, seccion 8.2Los elementos de la
estructura secundaria (ss) de 1XL8_B han sido nashesrcomo se indica en Jogb(!, 200).

Se muestran asimismo los elementos de estructwandaria pertenecientes al modelo
estructural obtenido para el enzima CPT1B de tat&élicea; E, hojap).

En la Figura 21 se muestran los modelos 3-D obtenidos de CPT1Batiey
humana que estan basados en la estructura dela&@Di de ratdn libre de sustratos
(1XL8_B). Como en el caso de los modelos 3-D de IZPde rata y humana que
hemos comentado anteriormenfRegultados, seccion )2 pudimos localizar en los
modelo 3-D de CPT1B de rata y humana la putatiscgin de los sustratos palmitoil-
CoA y carnitina en el canal catalitico de cada nmdEstos modelos pueden ser
representados de diferentes formas, bien por ciota®r superficie de solvatacion
accesible.
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A B

Palmitoil-CoA y
e " \ ’

Figura 21: Representacion del modelo estructural d€PT1B de rata y humana. A) y B)
Representacion en forma de cintas de los residuosahdo el esqueleto de CPT1B de rata
(hojasP en naranja y hélices en amarillo) y humana (hojsen azul claro y hélices en gris).

Se representan también en forma de bolas y vahlifasustratos carnitina (rojo) y palmitoil-
CoA (azul).C) y D) Representaciones de la superficie electrostaticendéelo propuesto para
CPT1B de rata y humana respectivamente mostrandasgtrada del sustrato palmitoil-CoA.
La superficie esta coloreada de acuerdo con lanpiaties electrostaticos calculados (negativo
en rojo y positivo en azul) y F) Representaciones de la superficie electrostatcosl
modelos propuestos para CPT1B de rata y human&atespnente mostrando el sustrato
carnitina en el centro catalitico.
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7. RESIDUOS IMPLICADOS EN EL CENTRO ACTIVO

Se ha aceptado ampliamente que una histidinaresidlio catalitico principal en la
familia de las carnitina aciltransferasas. Estaidiiga critica ha sido mutada por otro
aminodcido en varias proteinas de la familia corRGZ; CPT1A, COT y CrAT de rata
(Brown, 1994a; Morillas, 2001; Morillas, 2000; Conte, 200) y en todos los casos, la
mutacion abolié completamente la actividad del mazilLa posicidbn que ocupa dicha
histidina estd estrictamente conservada entre ttmosniembros de la familia y el
residuo homélogo a esta histidina en CPT1B deesta Hi§" tal como se observa en
el alineamiento representativo de secuencias deticar aciltransferasas de mamiferos
(Figura 22).

7.1 LaHis*?y el Asg"’’intervienen en la catélisis

Estudios previos por el grupo del Dr. McGarry detrasen que uno de los dos
residuos Asp® y Aspg*® es importante para la catalisis en CPT2 de ratav(n,
19949. Ademas, en la estructura cristalografica deireazZCrAT humana se mostro la
presencia de un Gltf en la posicion ocupada por el A&pen CPT2. Dicho aminoacido
interaccionaria con la histidina catalitica fsen CrAT humana) favoreciendo la
catalisis (Vu, 2003. La importancia de este residuo acidico en laliséd ha sido
confirmada también por nuestro grupo. La mutaciéhnathinoacido Asf’ en CPT1A
de rata y la del G’ en CrAT de rata correspondientes a la posicionAdef’® en
CPT2, produjeron una pérdida de actividad en amdra@mas [lorillas, 2004,
Cordente, 200/ En CPT1B de rata, el aminoacido ortélogo del’Glde CrAT es el

Asp*’’ (Figura 22).
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Figura 22: Alineamiento multiple de secuencias pr&icas de carnitina aciltransferasas de
mamifero. Las secuencias fueron obtenidas del banco de G&nBank. El alineamiento se
realizé con el programa ClustalWM¢todos, seccion 82 Se representan las secuencias
protéicas de: CPT1A de rata, raton y humano; CPdd.Bata y humano; CPT2 de rata, ratén y
humano; COT (OCTC) de rata, humano y bovino y C(BACP) de humano, ratén y rata. Los
residuos han sido coloreados segun sus consereacidambién se indican las posiciones del
residuo catalitico, la histidina (Hi§ en CPT1, Hi¥? en CPT2, Hi¥’ en COT y Hié* en
CrAT) y el residuo conservado Asp/Glu (ASpen CPT1, Asfi® en CPT2, Asp* en COT, y
GIu**" en CrAT).

La posicién del putativo residuo catalitico Hfen el modelo estructural de CPT1B
de rata indica que este aminoacido esta situads espacio muy cercano al atomo de
azufre del sustrato acil-CoA, lo que ofrece unalieapidn estructural a su necesaria
presencia para la catalisis. El examen de los uesictercanos al sitio catalitico,
relacionados en el espacio con la histidina catal@ proximos al atomo de azufre de la
molécula del acil-CoA, mostré la presencia de atronoacido en la proximidad y que
podria estar implicado también en la catélisise Essiduo esta a una distancia de 3
aminoacidos de la Hi&y se trata del ASp’ (Figura 23).

{ P §

(Gl i

Figura 23. Modelo estructural de CPT1B de rata.Representacion con cintas del modelo
propuesto para CPT1B de rata. Se representanjesh@aranja), las hélicas(amarillo) y los
sustratos carnitina (rojo) y palmitoil-CoA (azul) @rma de bolas y varillas. Se muestran los
residuos cataliticos: Hi€ (negro) y Asp’’ (verde) cercanos al bolsillo del sustrato caraitin

117



Resultados

Para definir el papel de la Hi€y el Asg’’ en la actividad catalitica del enzima

CPT1B de rata, cada aminoacido fue mutado indiWwdeate a alanina. La alanina es
un aminoacido con cadena lateral no polar y podaemwimosa (un grupo metilo) lo cual
la diferencia claramente de una histidina y un d@a aminoacidos de cadenas
laterales voluminosas con carga. Se utilizo elmplde pYES CPT1B wt como molde
para la obtencion de los mutantes CPT1B H473A y XBPD477A utilizando los
oligonucledtidos correspondientes a cada mutaci©oR,T1B H473A.for, CPT1B
H473A.rev y CPT1B D477A.for y CPT1B D477A.reddéndice 9. Se confirmo la
incorporacion de la mutacion deseada y la auselgciautaciones adicionales mediante
secuenciacion de los plasmidos obtenidos. Ambosnptios se transformaron en
células de levadur@. cerevisiae

Tras la obtencidén de los extractos mitocondrialesada mutante, se procedio al
analisis de las actividades enzimaticas y al asddsr Western Blot de la expresion de
CPT1B salvaje y mutada, usando anticuerpos espesifinti-CPT1B cedidos por el Dr.
Zammit (Van der Leij, 200). Dichos anticuerpos reconocen el fragmento delues
259-760 del extremo carboxilo terminal de CPT1Bata.

La actividad enziméatica fue abolida en el mutant’ 3R, confirmando el papel
clave de la Hi¥* en la catdlisis. También la mutacién de K$@ alanina causé una
pérdida total de la actividad catalitica, sugirerglie este aminoacido desempefia un
papel esencial en la actividad enzimatiegra 24A). Ambos mutantes de CPT1B se
expresan con el tamafio esperado y con nivelesgtes&n similares a los del enzima
salvaje Figura 24B), indicando que la abolicion de la actividad noligada a los
niveles de expresion de proteina. Dada la tottd 8¢ actividad, fue imposible realizar
ensayos cinéticos con estos mutantes.
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Figura 24. Actividad relativa de CPT1B salvaje y snple mutantes CPT1B H473A y
CPT1B D477A y su inmunodeteccion. A)as actividades se han representado tomando como
referencia la actividad del enzima salvaje corredmmte. Los ensayos de actividad enzimatica
se realizaron con pg de extractos mitocondriales de levadura. Lossdstm la medias D.E.

de al menos tres experimentos independieB)eSe muestra un Western Blot representativo de
uno de los extractos mitocondriales obtenidosu@@e proteina fueron fraccionados mediante
SDS-PAGE y sometidos a inmunodeteccién usandouwsmpos especificos. La flecha indica la
posicién migratoria y la masa molecular de CPT1B.

8. RESIDUOS IMPLICADOS EN LA UNION DE LA CARNITINA

Se han descrito distintos aminoacidos implicadotaamion del sustrato carnitina
en la carnitina octanoiltransferasa (COT) y en tdina acetiltransferasa (ChAT)
(Cronin, 1997a; Cronin, 19%8Si tenemos en cuenta las coordenadas de CPTi&aje
dichos residuos corresponderian a: AtgTh"®? GIL*® y Thi*. Estos residuos estan
completamente conservados en la familia de lastraraciltransferasas y cambiados
por Asn, Val, Asp y Asn respectivamente en ChATnose muestra en el alineamiento
de secuencias proteicas dé-igura 25A.

Con el objetivo de confirmar nuestro modelo estmaitde CPT1B de rata, hemos
localizado estos residuos y calculado las distaneiatre ellos y la molécula de la
carnitina Figura 25B). Todos estos residuos se encuentran a una destawenor de 6
A de la carnitina, lo que explicaria su importanaida hora de alojar este sustrato.
También quisimos cambiar la especificidad del stistcarnitina a colina en CPT1B de
rata. Para ello se obtuvieron mutantes CPT1B R66SNPT1B TET602-604VDN.
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A
CPT1B RATA 591 614 645 664
CPT1B RATON 591 614 645 664
CPT1B HUMANO 591 614 645 664
CPT1A RATA 591 614 645 664
CPT1A RATON 582 605 636 625
CPT1A HUMANO 591 614 645 664
CPT2 RATA 488 511 544 563
CPT2 RATON 488 511 544 563
CPT2 HUMANO 488 511 544 563
Ccor RATA 441 464 495 514
Caor HUMANO 441 464 495 514
CrAT RATON 455 478 509 528
Cr AT HUMANO 452 475 506 525
ChAT RATA 452 470 503 522
ChAT RATON 453 471 504 523
ChAT HUMANO 556 579 612 631
ChAT CERDO 453 471 504 523

A i G 2T

almitoil-CoA
o BIL iy ikl
& SpM s

Figura 25. Residuos implicados en la unién de la gdtina a CPT1B de rata. A)
Alineamiento multiple de secuencias proteicas daitiaa aciltransferasas de mamiferos. Las
secuencias han sido obtenidas del banco de datd3aBGle El alineamiento se ha realizado con
el programa ClustalWMétodos, seccion 8)2 Las secuencias incluidas fueron las de los
enzimas CPT1B de rata, raton y humano; CPT1A de raton y humano; CPT2 de rata, ratdn
y humano; COT de rata y humano; CrAT de raton ydnory ChAT de rata, ratén, humano y
cerdo. Los residuos estan coloreados segun susrean®nes. Las posiciones de los residuos
implicados en la unién de la carnitina se indican fltechasB) Representacion por cintas del
modelo propuesto para el entorno catalitico de ®Pdé& rata. Se representan las hdjas
(naranja), las hélicea (amarillo) y los sustratos carnitina (rojo) y pébit-CoA (azul) en
forma de bolas y varillas. Se muestran tambiérrdegluos cataliticos: HiS (negro) y Asp’”
(verde) y los amino&cidos involucrados en la uiéta carnitina en el bolsillo catalitico.
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8.1 Cambio de especificidad de carnitina a colina delnzima CPT1B

El mutante simple CPT1B R655N, el triple mutanteTCB TET602-604VDN vy el
cuadruple mutante CPT1B R655N-TET602-604VDN se wibton utilizando el
procedimiento de mutagénesis dirigida. Por ellajtdzo el plasmido pYES CPT1B wt
como molde para la mutagénesis dirigida de®®rg Asn y de Thr-Glu-Thr 602-604 a
Val-Asp-Asn y también los oligonucleétidos corresgientes a cada mutaciéon, CPT1B
R655N.for, CPT1B R655N.rev y CPT1B TET602-604VDNM.fdCPT1B TET602-
604VDN.rev Apéndice 2. En el caso del cuadruple mutante CPT1B R655N6R2T
604VDN, se utilizé6 el plasmido pYES CPT1B TET60248®N como molde. Se
confirmé la incorporacion de la mutacidon deseaddayausencia de mutaciones
adicionales en cada caso mediante secuenciacilas gé&smidos obtenidos.

El sistema de expresion elegido fue el de la lensadkl cerevisiae Tras la
transformacion en células de levadura y la obtend®los extractos mitocondriales de
cada mutante, se procedié al analisis de las datiéis enzimaticas y al andlisis por
Western Blot de CPT1B salvaje y mutantes.

La generacion del cuadruple mutante elimina laangarte de las interacciones
entre el enzima y el grupo carboxilato de la caraitLos resultados cinéticos con el
simple, triple y cuadruple mutante mostraron unammeta abolicion de la actividad
enzimatica cuando los sustratos utilizados fueradmipoil-CoA y carnitina,
confirmando el papel clave de estos residuos emién del sustrato carnitina. Tal
como muestra el resultado por Western Blot, todesriutantes de CPT1B se expresan
con el tamafio esperado y con niveles de expregidifages a los del enzima salvaje
(Figura 26A).

También se analizé la actividad enzimatica de CPT&HB/aje y mutantes
utilizando una mayor concentracion de proteinay@0y como sustratos el palmitoil-
CoA ab50uMylacolinaal mMya 10 mM. A pesar de que laléaula de la colina es
mas pequefia que la de carnitina, observamos quaspe detecta actividad del enzima
salvaje y no se observa ninguna actividad en losames de CPT1BF{gura 26B).
Este resultado indica que no hemos podido transfor@PT1B en una colina
palmitoiltransferasa.
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Figura 26. Actividad relativa de CPT1B salvaje y mtantes. A) Los ensayos de actividad se
realizaron con g de extractos mitocondriales de levadura en pogsale 50uM palmitoil-
CoA y 1 mM carnitina durante 4 min a 309). Actividad enzimatica en presencia de 50
palmitoil-CoA y dos concentraciones de colina (10ymM) como sustrato. Se utilizé 6 veces
de concentracion de proteina comparadakoB) Se muestra un Western Blot representativo
de uno de los extractos mitocondriales obtenidda @epresion de CPT1B salvaje (1), CPT1B
R655N (2), CPT1B TET602VDN (3) y CPT1B R655N-TETHMN (4). 30ug de proteina se
aplicé a cada carril y la flecha indica la posicmigratoria y la masa molecular de CPT1B.
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9. CAMBIO DE ESPECIFICIDAD DE CPT1B HACIA ACILES-CoA DE
CADENA CORTA

Las carnitina aciltransferasas catalizan el cambio de grupos acil del CoA a la
carnitina. Los miembros de la familia pueden ser clasificados en la base a su seleccion
hacia el sustrato acil-CoA. El estudio de los aminoacidos implicados en la union del
sustrato acil-CoA y el posicionamiento del grupo acil en el centro activo del enzima era
de gran interés después de la descripcion de la estructura cristalografica del enzima
CrAT de raton. El enzima CrAT es muy activa hacia aciles-CoA de cadena corta (C,
hasta Cs) pero no hacia aciles-CoA de cadena media (Cg hasta Ci,) o larga (C;4 hasta
Cig). El analisis y el estudio de dicha estructura cristalografica reveld que la parte acetil
de la molécula acetilcarnitina est4 dirigida hacia un canal hidrofobico del enzima (Jogl,
2003). Este canal esta ocupado parcialmente por la cadena lateral del residuo Met™**, un
aminodcido conservado solamente en CrAT y que esta sustituido por una glicina en las
otras carnitina aciltransferasas (CPT1, CPT2 y COT). Nuestro grupo confirm6 que el

. 564
residuo Met

mutado a una glicina era critico para la especificidad del enzima CrAT
de rata hacia el sustrato acetil-CoA. El mutante CrAT M564G permitio alojar aciles-
CoA de cadena media, convirtiendo el enzima CrAT de rata en COT. El aminoacido
Met** bloquea la entrada de aciles-CoA de cadena media o larga al sitio catalitico del
enzima CrAT. Ademas, cuando se mutaba la glicina en COT de rata por la metionina
(mutante COT G553M), el enzima COT mutado se convertia en CrAT permitiendo solo

alojar aciles-CoA de cadena corta (Cordente, 2004; Cordente, 2006).
9.1 Papel del tripéptido GGG en la especificidad del sustrato acil-CoA

El anélisis del alineamiento multiple de secuencias proteicas de miembros de la
familia de las carnitina aciltransferasas muestra que la Met’®* presente en CrAT de rata
le corresponde la glicina 710 en CPT1A y CPT1B de rata. Esta glicina forma parte de
un grupo de tres residuos de glicinas "GGG’"' completamente conservados en las
CPT1 (A y B) y cambiados por VMS o VMF en CrAT y por QGV en COT (Figura 27).
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CPT1A RATA 653 Rl
CPT1A RATON &74 R
CPT1A HUMANA &3 R
CPT1B RATA 653
CPT1B HUMANA &&3 R
CPT2 RATA I3-1
CPT2 RATON sza
CPT2 HUMANA széa
OCTC RATA 540
OCTC HUMANA =40
OCTC BOVI NO s4n
CACP HUMANA =:zno
CACP RATON =551
CACP RATA [ 01 = T [ AKTDC

IPQFQICHFDPEQYPINHLGMCE
IFOSQIRMFDPEQOHPMNHL GAIGE

Figura 27: Alineamiento multiple de secuencias pr&icas de carnitina aciltransferasas de
mamifero. Las secuencias de aminoacidos de los enzimadiparaciltransferasas han sido
obtenidas del banco de datos GenBank. El alineamin realiz6 con el programa ClustalW
(Métodos, seccion 8)2 Se muestran las secuencias de los enzimas tienamn aciles-CoA
de cadena media y de cadena larga como sustrd@d<€:ACde rata, ratén y humano; CPT1B de
rata y humano; CPT2 de rata, raton y humano; y QOTTC) de rata, humano y bovino.
También se muestran los enzimas que utilizan sastcartos: CrAT (CACP) de humano, raton
y rata. Los residuos han sido coloreados segurauservaciones. La posicion del tripéptido
putativamente implicado en la unién del sustratbGmA estd indicada mediante flechas vy
cuadros.

Con el fin de conocer que importancia tienen edi&s glicinas en el
posicionamiento del sustrato palmitoil-CoA en etiera CPT1, realizamos un estudio
de Docking entre el sustrato palmitoil-CoA y amlissformas de CPT1 humana tal
como se descibe en el apartddiétodos, seccion 8.4y 8.5

El resultado del analisis de Docking indica queddena alifatica del &cido graso de
la molécula del palmitoil-CoA se introduce en unsbim hidrofobico definido por la
héliceal2 y la hoja$1l4 en ambas isoformas de CPT1 humana, igual queeoen el
caso del Docking de este sustrato en CPT1A de kat&igura 28 muestra como el
grupo palmitoil se acomoda en el bolsillo hidrofithiEl grupo palmitoil no forma una
linea recta con el grupo CoA sino que se doblaamtd del putativo residuo catalitico
His*"® hacia una regién hidrofébica. Esto es posibleperen la zona de la curvatura,
después de la hojpl4 residen los tres residuos consecutivos de gliflifcGG™
descritos anteriormente y que son suficientemeat@igios para permitir que la cadena
de hidrocarbonos entre en el bolsillo. En estarfigee indican también los residuos
localizados dentro de un rango de 4A alrededorgdepo palmitoilo. Los residuos
hidrofébicos en la hélicel2 se localizan en el mismo lado de la hélice fowoael
canal hidrofébico y apuntan hacia los tres residdesglicina, localizados de forma
idéntica en ambas isoformas de CPT1 humana.
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Carnitina Carnitina

Palmitoil-CoA

Figura 28: Dockingin silico del sustrato palmitoil-CoA en el modelo 3-D del ¢#ro activo

del enzima CPT1 humana. A)Modelo propuesto para el alojamiento del grupangallo de

la molécula de sustrato palmitoil-CoA en el cerawativo del enzima CPT1B humanB)
Modelo de Docking del sustrato palmitoil-CoA en ARThumana. En ambos casos se indican
las posiciones del sustrato carnitina y el residamlitico Hi8"® (en color lila) y también las
estructuras secundarias de la hétit2 y las hoja$l13 yp14. La cadena hidrocarbonada de la
molécula del sustrato se localiza en el bolsilldrdfiobico presente en el centro activo del
enzima. Se indican los tres residuos de glicing jdespués de la hofd 4 y los demas residuos
formando este canal hidrofébico.

Teniendo en cuenta toda esta informacion, nos gioms convertir el enzima
CPT1B de rata en una pseudo-CrAT o pseudo-COT, ndatdos tres residuos
consecutivos de glicina también conservados en BRiElLrata por sus homdlogos en
CrAT y COT de rata.

9.2 Cambio de especificidad de longitud de sustrato d6CoA del enzima CPT1B

Se obtuvieron los dos triples mutantes CPT1B GGGMIY/MF y CPT1B
GGG709-711QGV utilizando el plasmido pYES CPT1B edmo molde para la
mutagénesis dirigida de Gly-Gly-Gly 709-711 Val-Miie y la de Gly-Gly-Gly 709-
711 GIn-Gly-Val y los oligonucleétidos corresponmdies a cada mutacion, CPT1B
GGG709-711VMF.for, CPT1B GGG709-711VMF.rev 'y CPT1BGG709-
711QGV.for, CPT1B GGG709-711QGV.rev. Se han obtengkparadamente los
plasmidos que sobreexpresan las proteinas mutadBELB GGG709-711VMF
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(CPT1B-CrAT) y GGG709-711QGYCPT1B-COT). Se confirmé la incorporacion de
las mutaciones deseadas y la ausencia de mutaciade@sonales mediante
secuenciacion de los plasmidos obtenidos.

Dado que nuestro interés es conocer los aminoacigad&ados en la especificidad
del enzima CPT1B para la longitud de la cadenasdstrato acil-CoA, decidimos
convertir CPT1B de rata en una pseudo COT o psé@udd. Por ello, utilizamos un
nuevo sistema de expresion de levadGracerevisiaeque carece del ge@AT2
endogeno (FY2&cat2 (MATa trpl ura3 Acat2:LEU2)). La ausencia de actividad
carnitina acetil y aciltransferasa en la cepa d3A¢at2 facilita la interpretacion de los
estudios cinéticos de las proteinas sobreexpresadas

Se transformaron las células de levadura con ksnptos pYES CPT1B GGG709-
711VMF y pYES CPT1B GGG709-711QGV y también los spi@dos control
expresando CrAT, CPT1A y CPT1B salvajes de rata.oBtevieron los extractos
mitocondriales de cada mutante y de cada enzimajsadeparadamente, y se procedid
al analisis de las actividades enzimaticas y dlisiegpor Western Blot de las proteinas
expresadas.

Utilizamos el método radiométrico para estudiar aletividad enzimética con
sustratos de aciles-CoA de cadena larga y med@edgs hasta @. Para el analisis de
la actividad enzimatica de sustratos de aciles-deAcadena corta y media desde C
hasta G utilizamos el método fluorimétricowér Métodos, seccion b

La Figura 29 muestra el resultado de la actividad de las ditee enzimas
ensayadas. Tal y como era de esperar, el ensaiponetrico de las diferentes enzimas
con sustratos de aciles-CoA de cadena media y fatgsstra que solamente CPT1A y
CPTA1B tienen actividad desdeg Rasta Gs, con una actividad maxima ensCMientras
que los dos mutantes triples de glicina no muestimaguna actividad con sustratos que
van desde ¢ hasta Gg (Figura 29A). Por otro lado con el ensayo fluorimétrico en el
que se analizo la actividad de los distintos engisevajes y mutantes sobre aciles-
CoA de cadena corta, se observo que ninguno deipdes mutantes de CPT1B era
activo Figura 29B). La falta de actividad de estos mutantes de CPId.Bs debida a
una bajada en la expresion de las proteinas yalqaealisis por Western Blot en la
Figura 29C muestra los niveles y el tamafio de expresion aigslal enzima salvaje.
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Estos resultados nos indican que CPT1B es un enziny especializado respecto a
la especificidad del sustrato acil-CoA y que el bende las glicinas por sus analogos
en CrAT y COT no es suficiente para redisefiar pe@fcidad.
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Figura 29: Actividad carnitina aciltransferasa de QAT salvaje, CPT1A salvaje, CPT1B
salvaje y sus mutantes. A Actividad relativa de los enzimas ensayados gométodo
radiométrico. Los ensayos de actividad enzimatiearealizaron con 1Qug de extractos
proteicos de levadura incubados conuidacil-CoA y 1 mM carnitina durante 10 min a 30°C.
B) Actividad relativa de los enzimas ensayados poréodo fluorimétrico. Se ensayaron g
de extractos proteicos de levaduras incubados @@M5acil-CoA y 1,5 mM carnitina durante
10 min a 30°C.C) Se muestra un Western Blot representativo de dmdos extractos
mitocondriales obtenidos de la expresion de CPTaBage y mutantes CPT1B-CrAT y
CPT1B-COT. 3Qug de proteina se aplicé a cada carril y la flecldéca la posicion migratoria y
la masa molecular de CPT1B.
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10.RESIDUOS DE CPT1B RELACIONADOS CON LA SENSIBILIDAD A
MALONIL-CoA

279 483

10.1 Histidinas implicadas en la sensibilidad a maloniloA: His“"”y His

Nos interesabaonocer los aminoacidos determinantes de la inteénaalel enzima
con malonil-CoA. Estudios previos llevados a cabo muestro grupo de comparacion
de secuencias entre las isoformas de las carr@tifmansferasas sensibles a malonil-
CoA e isoformas insensibles, mostraron que dosduesi de histidina estaban
conservados so6lo en las formas sensibles a maladil-(\Viorillas, 2003. El estudio
realizado sobre el enzima COT de rata mostré guelds histidinas (H&! y His**9)
afectaban a la inhibicion por malonil-CoA. Un dolmeitante de estos residuos era
totalmente insensible al malonil-CoA lo que confitma la importancia implicita de
estas histidinas en COM(rillas, 2000. Sin embargo, los residuos homélogos a estas
histidinas en el enzima CPT1A de rata @isy His*®*® mutados a alanina no
presentaron cambios en la sensibilidad del enzimalanil-CoA ya que este inhibidor
inhibia por igual al enzima salvaje que a los emzirsimples o doblemente mutados
(Morillas, 2003.

En el presente estudio, nos interesaba conocepel pde estos residuos de histidinas
en el caso de CPT1B de rata y ver si este enzintareporta de forma parecida a la
forma hepética de CPT1 o al enzima COT. Mutagenizalas dos histidinas HiS y
His**® en CPT1B de rata y comprobamos la accién del ritlebmA en el enzima
mutado.

Se generaron las proteinas simples mutantes d&’ islis*®® y el doble mutante
His*"®-His**® y se expresaron en levadura. El plasmido pYES ®PWiLfue utilizado
como molde para la mutagénesis dirigida de lag’HjsHis*®® a alanina utilizando los
oligonucledtidos correspondientes a cada mutaci©oR,T1B H279A.for, CPT1B
H279A.rev y CPT1B H483A.for, CPT1B H483A.rev. Igugle en el caso de la
mutacion de la histidina catalitica, se eligié lanina por ser un residuo con cadena
lateral no polar y poco voluminosa (un grupo métila cual lo diferenciaba claramente
de una histidina, aminoacido con una cadena late@lminosa y cargada
positivamente. En el caso del doble mutantéBidis*®® se utiliz6 el plasmido pYES
CPT1B H279A como molde para la mutagénesis dedargta histidina. Se obtuvieron
separadamente los plasmidos sobreexpresando lesnai® mutantes CPT1B H279A,
CPT1B H483A y CPT1B H279A-H483A. Se confirmd ena@adso la incorporacion de
la mutacién deseada y la ausencia de mutacionemaalies mediante secuenciacién de
los pldsmidos obtenidos.
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De nuevo elegimos como sistema de expresion &l tevaduraS. cerevisiaeTras

la transformacion de las células de levadura csmplasmidos, se obtuvieron fracciones
enriguecidas en mitocondrias que sobreexpresan BER&lvaje y mutantes. En los
ensayos de actividad de estas fracciones se obsea@ctividad especifica similar
entre las fracciones mitocondriales de levaduraespresando CPT1B salvaje y
mutantes. La actividad intrinseca de estas praefueron de 16,09 + 1,02, 17,45 +
0,68, 16,41 + 1,01 y 16,82 + 1,3 nmol.mimg" de proteina para CPT1B salvaje,
CPT1B H279A, CPT1B H483A y CPT1B H279A-H483A, resipeamente. De hecho,
los niveles de expresion eran similares en todeschsos y las proteinas tenian la
misma masa molecular como se deduce del analisd/pstern Blot [Figura 30A).

Se realizé a continuacion, experimentos de intdbicle CPT1B salvaje y mutada
utilizando concentraciones crecientes de maloni@atre 0,02 y 10 uM. El perfil de
inhibicion de los simple mutantes y el del dobletante fue idéntico al enzima sin
mutar y no se observo diferencias significativasosrvalores de 163 calculados para los
enzimas mutados comparado al enzima salvaje (&,@B@03 uM)(Figura 30B). Estos
resultados estan en concordancia con los obtepigesamente por nuestro grupo en el
caso de la isoforma hepética de CPT1 de idtaifas, 2002.
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Figura 30. Analisis de Western Blot y efecto del nianil-CoA en los variantes
recombinantes de CPT1B expresadas er$. cerevisiae.A) Se muestra un analisis
representativo de Western Blot de uno de los extsamitocondriales obtenidos de la
transformacion en células de levadura con el ve@oio (1), los plasmidos expresando CPT1B
wt (2), CPT1B H279A (3), CPT1B H483A (4) y CPT1B FeA-H483A (5). 30ug de proteina
se separaron por gel SDS/PAGE vy la flecha indiga#acion migratoria y la masa molecular de
CPT1B. B) Efecto de concentraciones crecientes de malonil-QiA 0,02 a 1QuM) en la
actividad CPT1B wt«), CPT1B H279A &), CPT1B H483A A) y el doble mutante CPT1B
H279A-H483A ). Los datos son la media relativa a los valorestrob en ausencia de
malonil-CoA (100%). El inserto representa en detéds curvas de inhibicion de la actividad
CPT1B a las concentraciones mas bajas de maloail-Co

Dado que disponiamos de un nuevo modelo estru@tDafle CPT1B de rata basado
en las informaciones de los nuevos cristales de @@PT2, quisimos localizar estas
dos histidinas en este modelo. Eigura 31 muestra que ambos residuos se encuentran
alejados del centro activo de CPT1B y del putattemtro de unién del inhibidor
malonil-CoA. La informacion aportada por el mode®BD nos sugiere que
posiblemente, estas dos histidinas no participati@imente en la actividad o unién del
inhibidor, al menos de forma directa.
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Figura 31. Localizacion de las histidinas putativarante implicadas en la sensibilidad del
enzima CPT1B hacia malonil-CoA.Representacion por cintas del modelo propuesto glara
entorno catalitico de CPT1B de rata. Se represédasanojag3 en color naranja y las hélices
en amarillo y también se representa el sustratoitoax (rojo) y el inhibidor malonil-CoA
(magenta) en forma de varillas. Se han localizadesiduo catalitico H€® (negro) y también
los residuos HiE®y His'™,

10.2 La Met***en CPT1B esta implicada en la sensibilidad a malérCoA

Dada la importancia de la M&t en la sensibilidad de la isoforma hepatica de CPT1
(Morillas, 2003, esto nos condujo a iniciar una serie de experiasepara comprobar
el papel de este residuo aminoacidico en la isafomuscular de CPT1. Como se
observa en laFigura 32, el alineamiento de secuencias de varias carnitina
aciltransferasas muestra que este residuo est&rgads en los enzimas sensibles a
malonil-CoA (CPT1A, CPT1B y COT) y esta reemplazaowr una serina en los
enzimas insensibles a malonil-CoA (CPT2 y CrAT)r letlo, llevamos a cabo la
mutacién de la metionina de CPT1B de rata, *fepor una serina, su homélogo en
CPT2, tal y como se habia realizado anteriormemta ssoforma hepatica de CPT1.
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Figura 32: Alineamiento multiple de secuencias pr&icas de carnitina aciltransferasas de
mamifero. Las secuencias se han obtenido del banco de @atuBank. El alineamiento se ha
realizado con el programa ClustalWw y EMBOSS-AII@RPT1A: carnitina palmitoiltransferasa
hepatica; CPT1B: carnitina palmitoiltransferasa coler; COT: carnitina octanoiltransferasa;
CrAT: carnitina acetiltransferasa. El asterisEpifdica la posicién de la M&E conservada en
los enzimas regulados por malonil-CoA. Se han ealiw los aminoacidos segun sus
conservaciones.
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El residuo de M&P* se localiza en el modelo estructural del dominite@ninal de
CPT1B, en el centro activo del enzima cerca ddratwscarnitina (a una distancia de
6,3 A) y de la molécula del malonil-CoA en el si#io(a una distancia de 1,03 A)
(Figura 33). Es interesente la localizacion en este modelondgante natural humano
P479L Brown, 200) que presenta una sensibilidad a malonil-CoA disidia mientras
que la actividad CPT1 no se veia seriamente afecfad mantiene un 21,6% de
actividad residual). La Pt6 se localiza cerca dal centro activo del enzimeata hacia
el canal de union del sustrato acil-CoA, a unaadisa de 5,14 A del grupo CoA del
sustrato palmitoil-CoA y del inhibidor malonil-Coén el sitio A, y en frente de la
Met°®® a una distancia de 4 Aigura 33).

Malonil-CoA ,L‘:\‘ //' //jif |

(sitio A)

Figura 33. Representacion del sitio A de unién dehalonil-CoA en el modelo estructural

de CPT1B de rata Seccion longitudinal de la estructura de CPT1Bade ilustrando el centro
catalitico de CPT1B vy el sitio A, putativo de unidal inhibidor malonil-CoA. El inhibidor
(lila) y la molécula del sustrato carnitina (roggtan representados en forma de varillas y se
indica también la posicion del residuo catalitide*H como punto de referencia. Se indican los
residuos de Mét® y el mutante natural humano Procercanos uno del otro y del centro de
union del malonil-CoA en el sitio A.

10.2.1 Generacién del mutante CPT1B M593S y expresios.amerevisiae

El plasmido pYES CPT1B wt fue utilizado como mopdea la mutagénesis dirigida
de la Met®® a serina por el método de PCR asimétrico utilipalod oligonucleétidos
CPT1B M593S.for y CPT1B M593S.rev. Se ha obtenidd e plasmido que
sobreexpresa la proteina mutada CPT1B M593S. Sirmonla incorporaciéon de la
mutacion deseada y la ausencia de mutaciones adiefomediante secuenciacion del
plasmido. Tras la transformacion de células dedexaS. cerevisiagon este pladsmido
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y la obtenciéon de fracciones enriquecidas en mitddas, se realizO un ensayo
radiométrico comparativo de actividad enzimaticee@PT1B wt y CPT1B M593S.

La mutacion de la metionina a serina no produjocambio significativo en la
actividad enzimatica respecto al enzima salvijgufa 34A). El andlisis por Western
Blot de CPT1B wt y CPT1B M593S indica que las pirtds se expresan con el tamafio
esperado y con niveles similares de exprediigu¢a 34B).

100 -

80 -

60 -

% Actividad vs wt

Wt M593s

CPT1B

— — |<—88kDa

Figura 34: Actividad de las formas transformadas deCPT1B y su inmunodeteccion. A)
Actividad relativa de CPT1B wty CPT1B M593S sobi@esadas en levadura. Las actividades
se han representado tomando como referencia ladactidel enzima salvaje correspondiente.
Los ensayos de actividad enzimatica se realizavarbqg de extractos proteicos de levaduras.
B) Analisis representativo de Western Blot de untodeextractos mitocondriales obtenidos de
la expresion de CPT1B salvaje y mutante CPT1B M53BSig de proteina se aplic6 a cada
carril y la flecha indica la posicién migratoridaymasa molecular de CPT1B.

10.2.2 Inhibicién por malonil-CoA del enzima mutado en Rt

Se analizé la sensibilidad a malonil-CoA del muwa@PT1B M593S y los
resultados de inhibicion se compararon con losedeima sin mutar. En IRigura 35
se observa que el mutante CPT1B M593S presentaamsibilidad a malonil-CoA muy
alterada. De hecho, este mutante se inhibe cooutl#d comparado con la proteina
salvaje en el rango de concentraciones de inhidsayado (0,02 - AM), siendo la
actividad residual a 4#tM de concentracion de malonil-CoA del orden del 4®Para
valores superiores a 1M, la curva de inhibicion del mutante M593S se galaon la
del enzima salvaje. La kgde la proteina mutada es de 0,710 £ 04240 Comparando
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con la 1Gp de 0,030 + 0,00uM de la proteina salvaje, hay un incremento de 23,6
veces. Estos resultados confirman que este resistidoimplicado en la inhibicién por
malonil-CoA en CPT1B wt de rata, igual que lo eatah la isoforma hepética de CPT1
(Morillas, 2003.
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Figura 35. Efecto del malonil-CoA en la actividad dl enzima CPT1B salvaje y mutante
M593S.6 g de extractos de levadura que expresaban CPT{Be#) o el mutante M593S
(@) se ensayaron para la actividad CPT1B en presdediantidades crecientes de malonil-CoA
(0,02 - 10uM). Los datos son la media relativa a los valor@strol en ausencia de malonil-
CoA (100%) de tres curvas obtenidas a partir dergliftes extractos proteicdsl inserto
representa en detalle la curva de inhibicion dactividad CPT1B a concentraciones bajas de
malonil-CoA.

10.2.3 Andlisis cinético del mutante CPT1B M593S

Para caracterizar mejor el mutante CPT1B M593S3lesaron acabo una serie de
experimentos cinéticos que permitieron calcular susstantes cinéticas. EI mutante
CPT1B M593S muestra una cinética estandar de saiarhiperbdlica tipo Michaelis-
Menten igual al que presenta el enzima salvaje gatzos sustratogigura 36).

La mutacion M593S provoca un ligero cambio en lalbores aparentes denkKy
Vmax de ambos sustratos. Los valores degipara el sustrato carnitina variaban de
667,1 uM (CPT1B wt) a 617,4uM (mutante M593S). Esta mutacion no afecta la
actividad enzimética y afecta ligeramente, auquéodea no significativa, la afinidad
del enzima para el sustrato palmitoil-CoAnis, de 21,6uM y 25,2uM para el mutante
y el wt respectivamentd &bla 6).
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Figura 36: Andlisis cinéticos de las proteinas expsadas de CPT1B wt y mutante CPT1B
M593S. Mitocondrias aisladas de levaduras (§ de proteina) que expresaban CPT1B
salvaje 0, A) o mutante CPT1B M593%( A) fueron ensayados rediometricamente para la
actividad CPT1B, bien en presencia de concentraijande palmitoil-CoA (135uM) y
concentraciones crecientes de carnitidd ¢ bien, en presencia de concentracion fija de
carnitina (1 mM) y concentraciones crecientes dbmipail-CoA (B). Los resultados se
presentan como la media (mediaB.E.) de tres experimentos independientes.

Actividad KMgpp (uM) VmaXgpp (nmol/min.mg)
(nmol/min.mg) Carnitina Palmitoil-CoA  Carnitina  Palmitoil-CoA
Salvaje 40,7 £5,8 667,1 + 29,0 252+2,0 11,180 49,7+ 3,6
M593S 39,6 £3,8 617,4+99,5 21,6+2,8 11,8+4,3 38,2+3/4

CPT1B

Tabla 6. Actividad y pardmetros cinéticos de los eimas CPT1B salvaje y mutada
expresadas en levadurab6 pg de fracciones mitocondriales de levadura expoes&PT1B
salvaje o0 con la mutacion de metionina se ensayadiométricamente para medir la actividad
enzimatica y los parametros cinéticos. Los resafiagk expresan como las mediaB.E. de
tres experimentos independientes con diferentgmpeiones proteicas.
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ACCION DEL C75 Y CERULENINA SOBRE CPT1A Y CPT1B

136



Resultados

11.C75 NO AFECTA LA ACTIVIDAD DE NINGUNA DE LAS DOS
ISOFORMAS DE CPT1

En la busqueda de compuestos farmacologicos irdrésddel apetito, C75 ha
adquirido un papel relevante en los Uultimos afiate Eompuesto es un derivado de
cerulenina, compuesto natural inhibidor de la #d#ig de la acido graso sintasa (FAS)
(Thupari, 200). C75 (4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofurano-8ido carboxilico) es
un inhibidor sintético y estable de FAS y se hacd&sque puede actuar a nivel del
sistema nervioso central reduciendo la ingesta nival periférico estimulando la
actividad CPT1 y la oxidaciéon de palmitato, conédadio a una rapida y profunda
pérdida de peso debido a la reduccion de la massagen ratonesl jupari, 2002;
Yang, 200%. Cuando C75 inhibe FAS, se incrementan los nsvdkemalonil-CoA, uno
de los sustratos del enzima. Esta subida en letasivle malonil-CoA deberia inhibir la
actividad CPT1, pero paradojicamente se ha dedoritontrario, es decir, activacion de
CPT1 en tejidos periféricos como higado y tejidipasb.

Debido a la importancia del higado y del musculelemetabolismo energético y en
la oxidacion de acidos grasos, hemos querido estetliefecto del C75 en la actividad
de ambas isoformas de CPT1. Para ello, se incubasofmacciones mitocondriales de
levadura sobreexpresando CPT1A y CPT1B de rataconoentraciones crecientes de
C75 tal como se ha descrito en el apartdtfiodos, seccion 5.1.1La Figura 37
muestra que C75 no tiene ningun efecto activadbresGPT1A o CPT1B expresadas
en levadura en el rango de concentraciones esasliad

1201 E CPT1A
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Figura 37: Analisis de las actividades CPT1A y CPTR salvajes en presencia de
concentraciones crecientes de C7%:racciones enriquecidas en mitocondrias aisladas de
levadura (g de proteina) sobreexpresando CPT1A salviii¢ ¢ CPT1B salvaje £:) fueron
ensayadas separadamente para la actividad enamBtievio al ensayo, se preincubaron las
proteinas durante 5 min con C75.
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12.SINTESIS DE C75-CoA A PARTIR DE C75

12.1 C75 es sustrato del enzima acil-CoA sintetasa

Muchos farmacos son solo activos tras ser metamtz en el organismo. Una de
estas transformaciones es la que llevan a calariB€oA sintetasas que utilizan como
sustratos diversos xenobioticos transformandoldsrevado de CoA. Asi, el inhibidor
irreversible de CPT1, etomoxir, necesita ser tiansado a etomoxir-CoA/(eis, 199}
para ser activo. Por este motivo se parti6 de fgothsis de que C75 podia ser
metabolizado a C75-CoA y una vez convertido en exivddo CoA, podia tener un
mayor efecto sobre la actividad CPT1.

Para ello se activim vitro C75 a C75-CoA y como control de activacion etomaxi
etomoxir-CoA, incubandolos separadamente con coenzh, ATP y la acil-CoA
sintetasa d€®seudomonas sfver Métodos, seccidén 6)1 Para confirmar si C75 habia
reaccionado con el coenzima A para dar lugar a ©JA; se realiz6 un analisis por
espectrometria de masas MALDI-TOF en el modo negatipositivo yer Métodos,
seccion 7.1 Este estudio confirmoé la presencia de un contpusdsl tamafio esperado
para el producto C75-CoAcigura 38A, pico de 1020,4 Da), indicando asi, que C75 es
sustrato del enzima acil-CoA sintetasa. El mismaligis se llevd a cabo con etomoxir
como control Figura 38B, pico de 1064,0 Da). El resto de los picos obskrsan el
espectro corresponden a la matriz usada en elsenadl CoA-SH en exceso 0 a
productos que provienen de su fragmentacion.
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Figura 38. Espectro de MALDI-TOF del C75-CoA y etonoxir-CoA. Los espectros se
obtuvieron directamente a partir de la mezcla deefrcion de activacion del C75-CoA o
etomoxir-CoA usando un sistema Voyager-DE-RP deliagBiosystems con DHB (10 mg/ml
en agua:metanol 1:1) tal y como se ha descrito |empartadoMétodos, seccion 7.1La
deteccién se llevdo a cabo en modo negati&dp. Se sefiala el producto C75-CoA que
corresponde al pico de 1020,4 B3.El producto etomoxir-CoA corresponde al pico 64,0

Da.
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El tamafio molecular del producto C75-CoA confirmu@ da formacién del tioester
con el CoA-SH era posible bien, abriendo el ardkofurano o bien, uniéndose al grupo
metileno (CH) y no a través del grupo carboxilico que hubienaportado la pérdida
de una molécula de agua. Eggura 39 muestra las dos posibles estructuras quimicas
del C75-CoA que corresponden a la masa moleculnma por MALDI-TOF. No
podemos confirmar con certeza cual de estas dosafose produce durante la sintesis
del C75-CoA, aunque el entorno nucleofilico de laléoula, sugiere que la forma
cerrada sea la mas probable.

En cuanto al producto etomoxir-CoA, su tamafio mdécconfirmd que el enlace
con CoA-SH se produce por apertura del epoxido u m@vés del grupo carboxilico,
que hubiera comportado la pérdida de una moléailagiia y por lo tanto otra masa
molecular. LaFigura 39 muestra la estructura del etomoxir-CoA que corredpa la
masa molecular obtenida por MALDI-TOF. También,representa en esta figura la
molécula de cerulenina y malonil-CoA.

(0] o o O

Hic A
3 \/\/\/\)‘\#NHZ Ho S-CoA
(0]
) Malonil-CoA
Cerulenina
(o] (o]
@ )ro @ o /
OH OH
o o S-CoA
Etomoxir Etomoxir-CoA
HOOC S-CoA
H_,,C\/\/\/\_K
HOOC CH © ©
& 2 C75-CoA (a)
HiCo o~ o < CH,
0 HOOC (o]

H3C\/\/\/\-" S-CoA
OH

C75-CoA (b)

Figura 39. Estructuras quimicas propuestas para dérentes compuestosSe muestran las
estructuras quimicas del inhibidor fisiolégico d®TQ, malonil-CoA y las de cerulenina,
etomoxir y C75. También se han dibujado las posilestructuras para los derivados CoA,
C75-CoA y etomoxir-CoA de acuerdo con las masasoubdres obtenidas por MALDI-TOF
para estos compuestos.
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12.2 Las mitocondrias de higado y de mduasculo de rata trsforman
cuantitativamente C75 en C75-CoA

Con el objetivo de comprobar que C75-CoA se pro@xcévq incubamos C75 con
fracciones mitocondriales frescas obtenidas de uddiscde higado de rata en presencia
de CoA-SH. La produccion del C75-CoA se analizétgrasrmente por el método de
HPLC-MS/MS {er Métodos, seccion 7.2y 7.3.3

Previo a este estudio, se realizé en primer lugaanalisis de deteccién de aciles-
CoA por la técnica de HPLC-MS/MS. Para confirmacoymprobar que el sistema de
deteccion de aciles-CoA con este método funcioemads inyectado en el HPLC-
MS/MS un patron de aciles-CoA de tamafios conocydde concentracion de 10 ppm
cada uno; €CoA, G-CoA, Go-CoA y CeCoA. Como muestra l&igura 40A, se
pudo detectar la salida por tiempo de retenciotaecolumna Gg de cada acil-CoA
basandonos en la masa molecular de cada uno.

A continuacion tomamos como muestra control o estata activacion del C75 a
C75-CoA y chequeamos la deteccidn de este estanglactandolo directamente en el
HPLC-MS/MS y apoyandonos en los resultados delisiagirevio por MALDI-TOF.
Con estas condiciones cromatograficas optimash&s/o el espectro del estandar C75-
CoA en los experimentos en mofidl scan(barrido completo, MS) y los experimentos
en tandem (MS/MS). El tiempo de retencién del Co&Gue de 13,94 minKigura
40B). El analisis con el barrido completo y en modsifdo de este estandar dio un ion
[M + H]" a m/z 1022,5, correspondiente a la molécula peatardel C75-CoA. Este
resultado confirma lo obtenido por el analisis d&LdI-TOF, en el cual no se produce
una pérdida de una molécula de agua al formated €§5-CoA.

La inyeccién del ion [M + H] m/z 1022,5, en el modmn scanmuestra la
siguiente composicion de iones: una fragmentac@iod am/z515,6 que se asigna al
grupo pantoténico del C75 y un ion a m/z 428,1 cueesponde al ion adenosino 3'-
difosfato Figura 40C).

Finalmente, la produccion del derivado CoA establéas muestras de mitocondrias
frescas aisladas de musculo o de higado de ratdddas con C75, se analizd por
HPLC-MS/MS. Para chequear la formacién del C75-Ce\jnyecto el estandar C75-
CoA en el modo MRM rultiple reaction monitoring monitorizando la transicion
1022,5/515,6 para ofrecer una maxima sensibili@ano resultado de este andlisis, se
confirmé la formacién del C75-CoA en dichas muestia tiempo de retencidon del
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C75-CoA fue de 13,78 mirF{gura 40D) y de 14,10 minKigura 40E) en las muestras
mitocondriales de higado y de musculo de rata otispenente. Ambos tiempos de
retencion de C75-CoA se corresponden con el estdngectado so6lo en el HPLC-
MS/MS.

Estos resultados sugieren fuertemente que el deriv@oA del C75 puede
producirse en mitocondrias frescas aisladas d#otejiLa activacion de C75 a C75-CoA
esta probablemente mediada por la accion de lasideadi de las enzimas de cadena
media- 0 cadena larga-acil-CoA sintetasas, presestela cara citoplasmica de la
membrana mitocondrial externa y que estan implieaael metabolismo de los acidos
grasos y xenobidtico¥(iights, 2000).
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Figura 40. Analisis por HPLC-MS/MS de C75-CoA formalo en mitocondrias de musculo

e higado de rata. A)Espectro del tiempo de retencién de los aciles-C@Atamafio y
concentraciéon conocidos utilizados como controfleieccionB) El espectro se obtuvo a partir
de la inyeccidén directa del estandar C75-C@A. Espectro del estdndar C75-CoA en el
experimento en tandem (MS/MS) y en el modo de amiim positivo. EI mayor ion de
fragmentacion a m/z 515,6 corresponde al grupoopamito de C75 y el ion a m/z 428,1
corresponde al ion adenosino 3" -difosf&pMRM de transicion 1022,5/515,6 del C75-CoA en
el sobrenadante de las muestras mitocondrialesaede musculo de rata incubadas con 0,5
umol de C75.E) MRM de transicion 1022,5/515,6 de C75-CoA en direpadante de las
muestras mitocondriales frescas de higado denashadas con 0gimol de C75.
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13.C75-CoA INHIBE LAS DOS ISOFORMAS DE CPT1

Debido al importante papel que juega el musculelenetabolismo energético y en
la oxidacion de &cidos grasos, hemos querido estwaiefecto del C75-CoA en la
actividad de ambas isoformas de CPihlvitro ein vivo. Este andlisis se llevo acabo en
mitocondrias de levadura sobreexpresando CPT1ATdBPen mitocondrias obtenidas
de las lineas celulares: célulaglel pancreas de rata (INS(823/13)) y linea celd&r
musculo esquelético de rata (L6E9) y también erocoitdrias aisladas de distintos
tejidos murinos.

13.1 C75-CoA muestra caracteristicas de un inhibidor denioén lenta a CPT1A

Para estudiar el efecto del C75-CoA sobre la aldtViCPT1 hemos preincubado a
diferentes tiempos una concentracion fija de C7B-C80 uM), de enzima CPT1A
sobreexpresada en levadurau y los sustratos carnitina (4@®1) y palmitoil-CoA
(50 uM). En las condiciones del ensayo para la activi@RiI1A, el enzima y el
inhibidor se preincubaron durante varios tiempgs,(Q, 3 y 5 min) a 30°C antes del
inicio de la reaccion enzimatica con la adiciorialmezcla de reaccion.

En la Figura 41 se observa que en ausencia de C75-CoA el enzinfd ACBe
inactiva siguiendo una cinética monofasica, ungkinsaida exponencial con un valor
aparente de la constante de inactivadifvact = 0,067 mitl. En presencia de C75-
CoA, la cinética de inactivacion es bifasica (doddéa exponencial), es decir que hay
una inactivacién inicial muy rapid&igact del orden de 3,5-4 mith seguida de una
etapa mas lenta con ukiact inferior en 2 ordenes de magnitud. Solo seol una
fuerte disminucién de la actividad del enzima CPThasta el 90% después de 5 min
de incubacion con el inhibidor. Lo cual es consateieon una cinética de union lenta
del inhibidor al enzima.

Los inhibidores de unién lental¢w-binding inhibitory han sido definidos como
compuestos en los cuales ocurre un equilibrio eeti@ma, inhibidor y el complejo
inhibidor-enzima, en una escala de segundos a asn(@orrison, 198y Como
ejemplos de inhibidores de unién lenta cabe destdgan farmaco importante, como el
metotrexato $tone, 198) el allopurinol Hille, 1981) y la forma activada del aciclovir
(Reardon, 198P
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Figura 41. Caracterizacion de la union del C75-CoAa CPT1A. 6 ug de extractos
mitocondriales de levadura que expresan CPT1A jgeafuaron preinincubados a 30°C durante
diferentes tiempos y ensayados a continuacion lpaaatividad CPT1A, bien en presencia de
una concentracion fija de 50 de C75-CoA ) o en ausencia de inhibido¥)( Se representa
la actividad enzimatica en cada caso como la nrethéiva de dos curvas obtenidas a partir de
diferentes extractos proteicos.

13.2 Efecto del C75-CoA sobre la actividad CPT1A y CPT1Balvaje y el mutante
CPT1A M593S

Se realizaron a continuacion ensayos de activid®Ir1C en presencia de
concentraciones crecientes de C75-CoA o de etor@ody, como control de
inhibicion. Los extractos mitocondriales de levadspbreexpresando CPT1A o bien
CPT1B (3-4ug de proteina) fueron preincubados durante 5 minl@® dos inhibidores
separadamente y se ensayo la actividad CPT1 duwtante. LaFigura 42 muestra que
ambos derivados CoA sintetizados inhiben fuerteenémniactividad CPT1A y CPT1B
con unas cinéticas similares. A 50M de C75-CoA la actividad CPT1 fue
practicamente inhibida por completo. Los valore$Qig para C75-CoA fueron de 0,24
y 0,36 uM para CPT1A y CPT1B respectivamente, mientras Iqaevalores de 1§
para etomoxir-CoA fueron de 4,06 y 3,i®l para CPT1A y CPT1B respectivamente
(Tabla 7).

145



Resultados

1001 ® 100

100 | CPT1A wt 100 | CPT1B wt
60
80 4 80
40 s

60 60

40 40

% Actividad remanente
% Actividad remanente

20 4 20 |

0] —O— Etomoxir-CoA 0 12— Etomoxir-CoA
—8— C75-CoA —A— C75-CoA
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Inhibidor (uM) Inhibidor (M)

Figura 42. Efecto del C75-CoA y etomoxir-CoA en lactividad de las isoformas hepéticas

y muscular de CPT1 sobreexpresadas en levadura. Merfil de inhibicion de fracciones
mitocondriales expresando CPT1A salvajegdde extractos mitocondriales de levadura fueron
preincubadas durante 5 min con concentracioneseates de etomoxir-CoAoj o C75-CoA
(e). B) Estudio de la inhibicion de la actividad de lafésma muscular de CPT1 (3 de
proteina) en presencia de concentraciones cresieet@mbos derivados CoA, etomoxir-CoA
(A) y C75-CoA () preincubados con el enzima 5 min antes del endeyaxtividad. Los datos
estan representados en porcentaje relativos aaloseg del control en ausencia de inhibidor
(100%) y son la media de tres experimentos indepetes. El inserto en ambos casos
representa en detalle la inhibicidn de la activi@®d 1 a bajas concentraciones de inhibidores.

ICs0 (UM)
C75-CoA Etomoxir-CoA
CPT1A sobreexpresada 8ncerevisiae 0,24 + 0,01 4,06 +0,78
CPT1B sobreexpresada $ncerevisiae 0,36 £ 0,18 3,10 £ 0,06

Tabla 7: Valores de 1Gy para C75-CoA y etomoxir-CoA sobre la actividad CPT.
Fracciones mitocondriales obtenidas de levaduraesgpdo CPT1A o CPT1B de rata (3t

de proteina) se ensayaron para la actividad CPTitesencia de concentraciones crecientes de
C75-CoA o etomoxir-CoA y se determind en cada oelswalor de 1G, Los resultados se
expresan como la media D.E. de tres experimentos independientes con etifes
preparaciones proteicas.
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Estos resultados indican que el derivado CoA, CdB;CGse comporta como un
inhibidor de la actividad de ambas isoformas de TBdbreexpresadas en levadura,
inhibiéndolas con valores deg§nucho mas bajos a los del etomoxir-Cdalfla 7).

A continuacion, se realizaron ensayos de actividieldnutante de CPT1A M593S
en presencia de concentraciones crecientes de G&5eChien de etomoxir-CoA vy
malonil-CoA como controles de inhibicién. Los extes mitocondriales de levadura (6
ug de proteina) sobreexpresando el mutante CPT1A3BI58sensible a malonil-CoA
(Morillas, 2003, fueron preincubados durante 5 min con los trdsbidores por
separado y se ensayo la actividad CPT1A durantén4 lra Figura 43A muestra el
perfil de inhibicién de los tres inhibidores solaectividad CPT1A salvaje y BEigura
43B muestra el perfil de inhibicién del mutante CPTMA93S. Se puede observar que
el grado de inhibicibn de la actividad CPT1A salvgi mutante es el siguiente,
inhibicion por malonil-CoA < inhibicion por etomaxCoA < inhibicion por C75-CoA.
El valor de IGp para la inhibicion por malonil-CoA fue de 781 y > 300 uM para
CPT1A salvaje y mutante, respectivamente.

En cuanto a los derivados CoA sintetizados, adeaeasvaluar el valor de kg
también se determind el valor de la constante dibicion (Kiapp Yy €l de la constante
de inactivacion del enzim&igactyy) para CPT1A salvaje y mutante CPT1A M593S,
utilizando el andlisis de regresion por el métoddimeal basado en el método descrito
por Kitz-Wilson itz, 1962; Maurer, 2000 Se trata de una representacion de la
actividad enzimatica|(n(E/Eo)| /t) frente a [I] Métodos, seccion 5.1)1Se muestra en
la Figura 43C y 43D el grado de inactivacion de ambas enzimas estasliah
presencia de 50M palmitoil-CoA y 400uM carnitina. LaTabla 8 resume los valores
de las constantes de inhibicion en cada caso.

147



Resultados

A B
100 - 10 CPTI1A wt CPT1A M593S
100
2 801 ]
§ g 80 |
a a
60 1
5 5 60
° 5 k=]
c &
40 k=]
s S 40
g g
s 201 £ 20
—A— Malonil-CoA —&— Malonil-CoA
01 —O— Etomoxir-CoA ol —O— Etomoxir-CoA
—8-C75-CoA —e-C75-CoA
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Inhibidor (uM) Inhibidor ( uM)
C D
0.25 | CPT1A wt CPT1A M593S
’ 0,121
* * *
0,20 1 0,101
< <
c c
= € 0,081
E 0151 E
§ i E 0,06
m o u |
\E/ \_E 0,04
0,051 0,021
0.00 4 —o- C75-CoA 0,001 ——- C75-CoA
’ —O— Etomoxir-CoA —o— Etomoxir-CoA
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Inhibidor (uM) Inhibidor (uM)

Figura 43. Efecto del malonil-CoA, etomoxir-CoA y @5-CoA en la actividad CPT1A
salvaje y mutante M593S sobreexpresados en levadurd) y B) Perfil de inhibicién de
fracciones mitocondriales expresando CPT1A salvgje mutante CPT1A M593S
respectivamente. ig de extractos mitocondriales de levadura fuer@ayados separadamente
para la actividad CPT1A, tras la preincubaciéon daiB con concentraciones crecientes de
malonil-CoA (A), etomoxir-CoA ¢) o C75-CoA 6). El inserto representa en detalle la
inhibicion de la actividad CPT1A salvaje a bajasamtraciones de inhibidores. Los datos
estan representados en porcentaje relativos aaloseg del control en ausencia de inhibidor
(100%) y son la media de tres experimentos inddapetes.C) y D) Representacion del grado
de pérdida de actividad del enzima CPT1A salvajenytante CPT1A M593S versus
concentraciones crecientes del inhibidor C75-CeAo( etomoxir-CoA ¢). Usando el modelo
no lineal basado en el método propuesto por KitlsdMi se representa la linea de regresion no
lineal que mejor se adapta a los datos de inhibiciSando el programa SigmaPlot 8.0. Se
muestran en cada caso el resultado de un ensayeseepativo de tres experimentos
independientes a partir de extractos proteicosifdeedtes expresiones de CPT1A salvaje o
mutante en levadura.
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C75-CoA Etomoxir-CoA
CPT1A 1Cs0 Ki app kinact,, ICso Ki app kinact,,
(1M) (1M) (min”) (1M) (1M) (min™)

Salvaje 0,24+0,01 023+0,09 0,20+0,01 406+0,78 1,45+0,33 0,19+0,01
M593S 25,86+0,93 184+0,61 0,14+0,01 168,19+10,15 5,76+2,77 0,11+0,01

Tabla 8: Pardmetros cinéticos de inhibicion de la @ividad CPT1A salvaje y mutante
M593S expresados els. cerevisiae6 ug de extractos mitocondriales de levadura obtenidos
tras la sobreexpresion de CPT1A en levadura fuensayados en presencia de concentraciones
crecientes de etomoxir-CoA o C75-CoA. Los resulsasi® expresan como la medi®. E. de

tres experimentos independientes con diferentgmmeiones proteicas.

Estos resultados indican que C75-CoA y etomoxir-GoA menos efectivos en el
enzima mutado M593S comparado con el enzima sal®geobserva que C75-CoA
también inhibe en parte la actividad del enzimaamtet CPT1A M593S insensible a la
inhibicién por malonil-CoA y que esta inhibicion msyor que la del etomoxir-CoA.

13.3 El efecto inhibidor del C75-CoA sobre CPT1A no se er afectado por la
presencia de C75

Se realizaron una serie de experimentos de cawatEm cinética del efecto del
C75 versus C75-CoA, con el objetivo de exponerachante si C75 afecta la capacidad
inhibidora del ester CoA ya que se ha descritcaditdratura una accion activadora del
C75 sobre CPT1.

Por ello, se realizaron experimentos cinéticos mleibicion en los cuales se
preincubaron fracciones mitocondriales de levadinareexpresando CPT1A salvaje
durante 5 min a 30°C con concentraciones crecietee€75-CoA (5-5uM) y una
concentracion fija de C75 (1QOM) y por otro lado, con concentraciones crecienes
C75 (5-100uM). Se compararon las actividades enzimaticas éa caso con el control
(actividad en presencia de DMSO). Los resultadoslad&igura 44A claramente
muestran que C75 no es ni activator ni inhibidorGIT1A en las concentraciones
ensayadas (como ya habiamos visto anteriormeniz Eigura 36). Ademas, el perfil
de inhibicién de la actividad CPT1A salvaje prodiacpor concentraciones crecientes
hasta 5QuM de C75-CoA no se revierte incluso en presenciardecantidad fija y alta
de 100uM de C75. C75 no es capaz de vencer la inhibici@aycida por C75-CoA
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(Figura 44B). De hecho, las pequefias diferencias que poderamiservadas en la
accion inhibidora de C75-CoA causada por C75 ncestedisticamente significativas.
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Figura 44. CPT1A salvaje sobreexpresada en levaduras inhibida por C75-CoA en
presencia de C75A) 8 ug de fracciones mitocondriales de levadura sobresgpdo CPT1A
salvaje fueron preincubadas durante 5 min con caram@ones crecientes de C75 y la actividad
CPT1A fue medida por ensayo radiométriBd.Comparacion de actividad CPT1A salvaje en
presencia de concentraciones crecientes de C75(Raas grises) con la actividad CPT1A
salvaje en presencia de C75-CoA y 100 C75 (barras negras). Los datos estan representado
en porcentaje relativos a los valores del contnopeesencia de DMSO (100%) y ausencia de
C75 o C75-CoA (barra blanca). Se presenta la ntktltees experimentos independientes.

13.4 Lainteraccion entre C75-CoAy CPT1 es reversible

Con el objetivo de comprobar que la union del Co&xG CPT1 es estable, se
realizod el siguiente ensayo de actividad enzimatioa fracciones enriquecidas en
mitocondrias de levadura sobreexpresando CPT1Aajsal\Se preincubaron estas
fracciones mitocondriales (3g de proteina) durante 5 min a 30°C conub0 C75-
CoA, etomoxir-CoA o malonil-CoA o bien con el tanmpdel ensayo CPT1 como
control. Después de la preincubacion, se estudidefetto del lavado de las
mitocondrias. Se ensayaron los extractos directeen@nuestra sin lavar) o bien se
centrifugd y se resuspendio la fraccion mitocoridea el tampon del ensayo de
actividad CPT1A (muestra lavada) y ensayadas am@dion para la actividad CPT1A
por el método radiométricoér apartado Métodos, seccion 5.1)2
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Como se muestra en Fgura 45A, se perdi6 la inhibicion producida por malonil-
CoA cuando se lavaron los extractos mitocondridlesrecuperacion de la actividad
CPT1A con respecto al control lavado fue del 91%. énbargo, ambos inhibidores
C75-CoA y etomoxir-CoA produjeron una inhibiciénrgistente, del orden del 75% y
79% respectivamente, con respecto a las fracci@aveslas control. Este experimento
demuestra que C75-CoA y etomoxir-CoA se unen foertde a CPT1A.

Se realiz6 también un experimento de dialisis aatciones mitocondriales de
levadura sobreexpresando CPT1A salvaje preincubeaa$0uM de C75-CoA o de
etomoxir-CoA durante 5 min a 30°C y sometidas déspa didlisis. Se tomaron
alicuotas de estas fracciones a los 24 y 36 hdmsidiy se ensayaron para la actividad
CPT1A. Se recupero la actividad enzimatica en fascfones preincubadas con C75-
CoA de 50% y 100% respectivamente, pero no errd&sibnes tratadas con etomoxir-
CoA (Figura 45B) comparado con el control. Durante la dialisiscemplejo C75-
CoA/CPT1A acabo disociandose a las 36 h, mostraagiouna unién fuerte pero

reversible.

En el caso de las fracciones tratadas con eton@odr-no se detectd ninguna
recuperacion en la actividad CPT1A tras 36 h désiialo que es consistente con los
datos reportados en la bibliografia que muestranegomoxir-CoA vy la proteina CPT1
forman un enlace covalente.

151



Resultados

3 No lavado

504 = Lavado

40 |
30 ]
20 ]

10 |

: A e 8

Control  Malonil-CoA Etomoxir-CoA C75-CoA

Actividad CPT1
(nmol.min*.mg de proteind

O Control
100 — O C75-CoA

— B Etomoxir-CoA
I~ 804

o

(@)

T 60

]

kel

.g 40 4

(]

<

X 201

NEEE B |
Oh 24h 36h

Figura 45. Andlisis de la union del C75-CoA a CPT1Aobreexpresada en levadura. A3

ug de proteina de levadura sobreexpresando CPTY4jsdlieron preincubados durante 5 min
con 50uM malonil-CoA, etomoxir-CoA o C75-CoA y lavados o non el tampon de lavado.
Se representa la actividad especifica de CPT1/AqjgaB) 160 ug de fraccidon enriquecida en
mitocondrias de células de levadura sobreexpres@aRdd A wt fueron preincubadas durante 5
min a 30°C sin inhibidor, o bien con una concenfraéinal de 50uM de C75-CoA o 5@M de
etomoxir-CoA y luego dializados. Se tomaron aliesgirevias a la diélisis y a tiempo 24y 36 h
después de la didlisis y se ensayaron para ladadiCPT1A.

13.5 C75-CoA es un inhibidor competitivo respecto al stisato palmitoil-CoA

Para identificar el tipo de inhibiciébn que ejercé58C0A en la catalisis del sustrato
palmitoil-CoA por el enzima CPT1A, realizamos expentos cinéticos con extractos
de levadura sobreexpresando CPT1A salvaje de eatdps cuales variabamos las
concentraciones de palmitoil-CoA (de 1 a (M) en presencia de concentraciones
crecientes de C75-CoA (0, 1, 2 ywH) y manteniendo una concentracion fija de 400
uM del sustrato carnitina. En todos los casos @ rablar de acil-CoA y albumina fue
mantenido a 5:1 para evitar la presencia de adli-lilwe y sus efectos de detergente o
bien la formacion de micelas. El enzima CPT1A maeshas cinéticas estandar de
saturacion tipo Michaelis-Menten para el sustratalmitoil-CoA a todas las
concentraciones de C75-CoA ensayad@gufa 46A).
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La representacion de Lineweaver-Burk para la atdniCPT1A salvaje en cada
concentraciéon de C75-CoA fue line&igura 46B). Esta representacion, nos permitio
calcular las constantes cinéticas aparentesndg ¥max (er Métodos, seccion 5.1)3
No se observan cambios en la actividad catalititénseca aparente del enzima CPT1A
salvaje ¥maxgpp = 3,98 + 0,83 nmol.mihmg?) sin embargo, se observan diferencias
en los valores aparentes delgara el palmitoil-CoA que fueron aumentados desfe
+0,8uM, 33,6 £ 1,2uM, 61,6 = 1,7uM hasta 126,0 + 3,fiM a cada concentracion
creciente de C75-CoA de 0, 1, 2 hastaNd, respectivamente. Los resultados de las
cinéticas muestran que C75-CoA es un inhibidor aditipo con respecto al sustrato
palmitoil-CoA. En este tipo de inhibicion, el inidbr se combina con el enzima libre
impidiendo la union al sustrato, es decir, se ggaumutuamente. La ecuacion de
velocidad de Lineweaver-Burk es:

gﬂxix@ﬁ};
v Vmax,, [S] Ki) Vmax,,

Donde:

Km,,, = Kmx (1+ %)
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Figura 46: Analisis cinéticos para el sustrato palmitoil-CoA de CPT1A salvaje expresada
en levadura en presencia de diferentes concentraciones de C75-CoA. Fracciones
mitocondriales aisladas de levaduras (3-4 pg de proteina) fueron ensayadas radiométricamente
para la actividad CPT1A salvaje de rata. A) Representacion de Michaelis-Menten de la
actividad CPT1A wt versus concentraciones crecientes de palmitoil-CoA (de 1 a 100 uM) en
presencia de diferentes niveles de C75-CoA 0 uM (e), 1 uM (0), 2 uM (A) y 5 uM (A) y una
concentracion fija de 400 uM de carnitina. B) Representacion de Lineweaver-Burk de las
cinéticas presentadas en (A). En cada concentracion del inhibidor se indica la ecuacion de la
recta. Se muestran las medias de dos experimentos independientes a partir de extractos proteicos
de diferentes expresiones de CPT1A salvaje en levadura.

Utilizando los datos cinéticos a 20 uM de concentracion del sustrato palmitoil-CoA,
pudimos calcular las constantes aparentes de inhibicion (Ki) y de inactivacion del
enzima (Kinact) utilizando el método de regresion no lineal basado en el método de
Kitz-Wilson (Kitz, 1962; Maurer, 2000) y el programa SigmaPlot 8.0 (Figura 47). La
constante aparente Ki fue igual a la calculada en los ensayos de inhibicion de CPTI1A
salvaje que vimos previamente en el apartado de Resultados 13.2 y fue de 0,23 + 0,09
uM. En cuanto a la constante de inactivacion Kinact, fue mucho mas baja ya que la
concentracion del sustrato acil-CoA fue también baja. Este valor aparente de kinact fue
de 0,09 + 0,004 min™.
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Figura 47: Representacion del grado de pérdida dectividad CPT1A salvaje versus
concentraciones del inhibidor C75-CoA.Usando el modelo no lineal basado en el método
propuesto por Kitz-WilsonK(tz, 1962; Maurer, 2000 se representa la linea de regresién no
lineal que mejor se adapte a los datos de inhibici€ando el programa SigmaPlot 8.0. Se
muestran las medias de dos experimentos indepeesi@npartir de extractos proteicos de
diferentes expresiones de CPT1A salvaje en levadura

13.6 C75-CoA es un inhibidor competitivo mixto respecta@l sustrato carnitina

Del mismo modo que en el caso de la interaccionGi3-CoA con el enzima
CPT1A con respecto al sustrato palmitoil-CoA, heranalizado el tipo de interaccion
de este inhibidor con el enzima CPT1A pero con getgp al segundo sustrato, la
carnitina. Realizamos experimentos cinéticos contraetos de levadura
sobreexpresando CPT1A salvaje en presencia de:ewcwacion fija del sustrato
palmitoil-CoA (50uM), concentraciones crecientes del sustrato caende 0 a 80QM
y de concentraciones fijas de M, 0,1 uM, 1 uM y 5 uM de C75-CoA. Se
preincubaron las fracciones mitocondriales connélbidor durante 5 min antes de
proceder al ensayo radiométrico. La actividad CPTibestra una cinética de
saturacion estandar hiperbdlica tipo Michaelis-MeanFigura 48A). La representacion
de Lineweaver-Burk, utilizando todos los datos &rdntes concentraciones de
carnitina fue lineal a @M de C75-CoA pero hiperbdlica a las otras conceitrees de
C75-CoA lo cual no nos permitio calcular los parémeecinéticos de Kapp Yy VMaXapp
(Figura 48B) ya que el analisis de Michaelis-Menten para eat®d no es valido (el
cociente E/Ki es > 0,01)orrison, 1969.

Decidimos realizar otro conjunto de ensayos utilitala mitad de concentracion
del enzima y concentraciones mas bajas de carriim® a 10QuM) y del inhibidor
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C75-CoA (OuM, 0,0001uM, 0,001uM y 0,025uM). En estas nuevas condiciones, las
cinéticas obtenidas fueron hiperbdlicas de tipohdalis-Menten y la representacion de
los dobles reciprocos fue lineal en cada conceadtrade C75-CoA Figura 48C y
48D). La serie de lineas en esta representacion $ancen un punto comdn que se
acerca mucho al eje de ordenadas y muy cerca danié@scas del control cuando la
concentracion del C75-CoA es dell. Al disminuir la concentracién del enzima (E),
el cociente E/Ki habra disminuido y nos habremosr@do al analisis valido de
Michaelis-Menten. No se observan cambios en laidetil catalitica intrinseca aparente
del enzima CPT1A salvajd/fiax,, = 16,11 = 1,28 nmol.mihmg"). Los valores de
los pardmetros cinéticos reportados emdhala 9 indican que a medida que se aumenta
la concentracion del inhibidor, el valor demi,, aumenta, lo que corresponde a un
perfil de una inhibicion competitiva mixta. Dadoegwimos que C75-CoA se une
fuertemente al enzima CPT1, esto sugiere que C7-€3un inhibidor competitivo
mixto con respecto al sustrato carnitina.

La dependencia de las pendientes obtenidas #églaa 48D en funcidn de la
concentraciéon de C75-CoAigura 48E), puede ser lineal aunque el ajuste no es muy
bueno y se obtiene un valor aparente de Ki para@ de 0,04uM (interseccién con
el eje de abcisas). Por otro lado, se utilizé o#fgesentacion para calcular el valor de
Ki y definir el tipo de inhibicion. La representani de Henderson ([1]/(1-(Av,)) frente
a Vi) de los datos de Ikigura 48C da lineas rectas con pendientes positivas. La
representacion de estas pendientes en funciénrmtvaciones de carnitina muestra
una linea rectaHjgura 48F) que tiene la siguiente formula:

Y = (2,310°). X + 8,49107
Donde X es la concentracion de la carnitina.

La pendiente en la ecuacion de Henderson parahilmidor competitivo que se une
fuertemente al enzima es igual a: pendientgpKF Ki x (1 + ([S]/Km)). De esto se
deducen los valores aparentes de Ki para C75-Cefegule 0,08pM y de Km para la
carnitina que es de 36,9IM. El valor de Kiy, obtenido de esta representacion es
cercano al valor obtenido de la representacionrgtria Figura 48E) de los dobles
reciprocos que se estima a O,04.
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Figura 48: Analisis cinéticos de la actividad CPT1A salvaje pa el sustrato carnitina a
diferentes concentraciones del inhibidor C75-CoA.A) Fracciones enriquecidas en
mitocondrias (Gug de proteina) sobreexpresando CPT1A salvaje dduaton utilizadas en el
analisis cinético de la actividad enzimatica a |B® de palmitoil-CoA y concentraciones
crecientes de carnitina. Las proteinas fueron pubiadas durante 5 min con el inhibidor.
Representacion de Michaelis-Menten de la activigdazimatica versus concentraciones
crecientes de carnitina en presencia de diferemesentraciones de C75-CoA: 0 uM),(0,1
UM (©), 1 uM (A) y 5 uM (A). B) Representacion de Lineweaver-Burk de las cinéticas
presentadas eA. C) Cinéticas de Michaelis-Menten de la actividad ewtica de CPT1A
salvaje (3ug de proteina) versus concentraciones crecientesaddtina (0-100 uM) en
presencia de concentraciones de C75-CoA: 0 )MO,0001 uM ¢), 0,001 uM @) y 0,025
UM (o). D) Representacion de Lineweaver-Burk de las cinétimasentadas e@ con las
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correspondientes ecuaciones a cada concentraciéii®€o0A.E) Plot secundario de los datos
cinéticos presentados &n F) Representacion de las pendientes obtenidas @phesentacion
de Handerson versus concentraciones de carnitib@QQM). Se indica la ecuacion resultante
de la linea. Todos los datos representados utilzéos programas Excel y SigmaPlot 8.0 son la
media de dos experimentos independientes con difeyeextractos proteicos de diferentes
expresiones de CPT1A salvaje en levadura.

Carnitina
C75-CoA(uM) ;
KMypp (M) Vmaxgp, (nmol/min.mg)
CPT1A wt 0 46,46 + 3,61 16,85 + 0,54
0,0001 55,38 + 3,88 17,14 £ 0,54
0,001 62,78 £+5,14 16,15+ 0,68
0,025 70,21 £ 8,29 14,29 + 0,85

Tabla 9: Pardmetros cinéticos aparentes de inhibiéh de CPT1A por C75-CoA.Fracciones
mitocondriales (3ug de proteina) obtenidas tras la sobreexpresiorCEHELA salvaje en
levadura fueron ensayadas en presencias de unantawion fija de 5QM palmitoil-CoA y
concentraciones crecientes de C75-CoA y carnitioa.resultados se expresan como la media
D.E. de dos experimentos independientes con difesgweparaciones proteicas.

14.C75-CoA INHIBE LA ACTIVIDAD CPT1 EN MITOCONDRIAS DE DOS
LINEAS CELULARES Y TEJIDOS

14.1 Efecto del C75-CoA en la actividad CPT1 en mitoconchs de dos lineas
celulares

Los efectos inhibidores del C75-CoA y del etomdX@A fueron también
estudiados en fracciones mitocondriales frescasiqadas a partir de lineas celulares
en cultivo de pancreas INS(832/13) y de musculo 9.6El cultivo celular y la
obtencién de los extractos mitocondriales se raaiz en nuestro laboratorio como se
indica en BentebibeBentebibel, 2005

Una vez obtenidas las fracciones mitocondrialesclre, se procedié al analisis de
las cinéticas de inhibicion de la actividad CPTdiométricamente preincubando las
proteinas 5 min a 30°C con concentraciones crexsede ambos derivados CoA
separadamente. En ambos casos, la actividad CRTiLidatemente inhibida en ambas
fracciones mitocondriales de las lineas celulagsidéadas Kigura 49). CPT1 en
mitocondrias frescas obtenidas de los cultivoslaeds de las células INS(823/13) y
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L6E9 muestra una sensibilidad mayor hacia el inloibique la de los extractos de
levadura yer Resultados, seccion 13)2A 10 uM de los derivados de CoA, la
actividad CPT1 fue practicamente inhibida por catgplLos valores de Ygpara C75-
CoA fueron de 0,2mM y 0,46 uM para las células INS(823/13) y las células L6E9
respectivamente y los valores ded@ara etomoxir-CoA fueron de 1,2M y 2,87 uM
para las células INS(823/13) y las células L6EpaesvamenteTabla 10).

INS(832/13) L6E9

100 100

100 1 % 100 80
60 60

80 - 40 80 40

20

20
60 - 0

60

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5
40 1 40

20 20 1

% Actividad remanente
% Actividad remanente

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Inhibidor (uM) Inhibidor (uM)

Figura 49. Efecto del C75-CoA y etomoxir-CoA en laactividad CPT1 en extractos
mitocondriales de células INS(823/13) y L6E9. APerfil de inhibicion de fracciones
mitocondriales frescas (1) de proteina) obtenidas de células INS(823/13hgubadas con
concentraciones crecientes de etomoxir-Copa C75-CoA ). B) Estudio de la inhibicion de
la actividad CPT1 en mitocondrias frescas (ipde proteina) obtenidas de células L6E9
preincubadas con concentraciones crecientes deogite@0A (0) o C75-CoA ¢ ). Los datos
estan representados en porcentaje relativos aaloseg del control en ausencia de inhibidor
(100%) como la media de tres experimentos indepetet. El inserto en ambos casos
representa en detalle las curvas de inhibicién @antaos inhibidores a bajas concentraciones.

14.2 Efecto del C75-CoA en la actividad CPT1 en mitoconths de higado y
musculo de rata

Con el objetivo de comprobar si el efecto del Ct&@n la actividad CPT1 puede
ser modificado segun el origen del enzima CPT1,dserealizado otros experimentos
de cinéticas de inhibicién en presencia de conaeianes crecientes de C75-CoA o de
etomoxir-CoA como control, con mitocondrias fresaetadas de higado (CPT1A) y de
musculo gastronemius (CPT1B) de ratar(Métodos, seccion 4.2 y 43Los extractos
mitocondriales frescos de higado o de musculo e (d5-20ug de proteina) fueron
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preincubados durante 5 min con los dos inhibid@ggsaradamente y se ensayo la
actividad CPT1 durante 4 min. El perfil de inhiBiciprovocado por ambos inhibidores
en la actividad CPT1 fue practicamente igual. Ami&-CoA y etomoxir-CoA
inhiben la actividad CPT1 con unas cinéticas siredgigura 50).

CPT1 de mitocondrias frescas de tejidos muestrasenaibilidad mayor hacia el
inhibidor comparado con la de los extractos dedaxa expresando el enzima salvaje.
A 10 uM de los derivados de CoA la actividad CPT1 fuecficdamente inhibida por
completo. Los valores de dgpara C75-CoA fueron de 0,28V y 0,015uM para
CPT1A y CPT1B respectivamente, y los valores dg para etomoxir-CoA fueron de
0,70uM y 0,04uM para CPT1A y CPT1B respectivameniaifla 10).

100 HIGADO 100 MUSCULO
100 | 80 100

80 40 80

60 0 60 -

40 40

20 -

% Actividad remanente
o
-
~ ]
w
E
(4]
% Actividad remanente

6 16 26 36 46 50 6 iO éO éo 46 éo
Inhibidor (uM) Inhibidor (uM)

Figura 50. Efecto del C75-CoA y etomoxir-CoA en lactividad CPT1 en mitocondrias
obtenidas de tejidos de rata. APerfil de inhibicion de 1mg de fracciones mitocondriales
obtenidos de higado de rata preincubadas con doaciemes crecientes de etomoxir-Co#A (

0 C75-CoA ). B) Estudio de la inhibicién de la actividad CPT1Breitocondrias de musculo
de rata (2Qug de proteina) en presencia de concentracioneectes de ambos derivados CoA,
etomoxir-CoA Q) o C75-CoA @A). Se representan los datos en porcentaje relatvts
valores del control en ausencia de inhibidor (10@%Nno la media de tres experimentos
independientes de diferentes preparaciones pretdidanserto en ambos casos representa en
detalle las curvas de inhibicion de la actividadTCPpara ambos inhibidores a bajas
concentraciones.
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1Cs0 (UM)
C75-CoA Etomoxir-CoA
Células INS(832/13) 0,25+0,16 1,21 +£0,25
Miotubos L6E9 0,46 £ 0,21 2,87 £ 0,87
CPT1A de higado de rata 0,25+0,13 0,70+0,10
CPT1B de musculo de rata 0,015 + 0,005 0,04 +0,01

Tabla 10: Valores de I1G, para C75-CoA y etomoxir-CoA sobre la actividad CPT.
Fracciones mitocondriales obtenidas de célulasuftive INS(823/13) (10ug de proteina) y
células L6E9 (19ug de proteina) y fracciones mitocondriales de hogdd ug de proteina) y
musculo (20ug de proteina) de rata fueron ensayadas parailédadt CPT1 en presencia de
concentraciones crecientes de C75-CoA o etomoxik-Ge indican los valores dedf{&n cada
caso. Los resultados se expresan como las media€. de al menos tres experimentos
independientes con diferentes preparaciones pasteic

Estos resultados indican que C75-CoA inhibe lavatad CPT1 en mitocondrias
frescas obtenidas de las lineas celulares en @ujtide los tejidos y que inhibe mas
fuertemente la isoforma muscular que la hepatieanfdién, C75-CoA es un inhibidor
mas potente que etomoxir-CoA.

15.C75 ADMINISTRADO INTRAPERITONEALMENTE INHIBE CPT1 E N
MUSCULO, HIGADO Y PANCREAS DE RATA

Para examinar el efecto del C75 sobre la activi@&d 1 in vivo, se inyectaron
intraperitonealmente a ratones una dosis Unica0ded@kg de peso de C75 o bien de
etomoxir disueltos en medio RPMI 1640, o se inyexci® el medio RPMI 1640 como
control. Los ratones se sacrificaron a 0,5, 1, Blytras la inyeccién y se obtuvieron
fracciones enriquecidas en mitocondrias de musdtigado yer Materiales, seccion
3.1 y Métodos, seccion 4.2 y 4.3 péancreasHentebibel, 2006 Seguidamente se
analizo la actividad CPT1 por método radiométricolas fracciones mitocondriales
frescas.

La Figura 51 muestra que la actividad CPT1 disminuye rapidasmentiempos

cortos en todos los tejidos estudiados, pero reédndese sucesivamente en el caso del
tratamiento con C75 con cinéticas dependientespiete tejido.
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En el caso del tratamiento con C75 la inhibiciorCiRT 1 en el higado disminuye en
un 56% a 1 h y en un 73% después del tratamien® ldealcanzando los valores del
control a los 5 hRigura 51A). La inhibicién de la actividad CPT1 en el masciule de
un 80% a los 30 min, recuperandose totalmente ésspel este tiempo y de forma mas
rapida que en el caso del higadag(ra 51B). En el pancreas, la actividad CPT1
disminuye en un 36% tras el tratamiento con C7%mbter 30 min con respecto al
control, recuperandose después de este tieRigar@ 51C). En ningun caso el nivel de
recuperacion en la actividad CPT1 excede el defrabrC75 produce una inhibicién
inmediata en la actividad CPT1 en higado, pancreasisculo de ratdn, con
propiedades maximas de inhibicidon en el higadoosstxperimentosn vivo son
consistentes con los ensaynsvitro en mitocondrias aisladas de levadura o de tejidos
de rata.

En el caso del etomoxir la actividad CPT1 se inhémebién en todos estos tejidos
(Figura 51). Después de 3 h de tratamiento, los niveles dibicion de la actividad
CPT1 fueron de 97%, 71% y 60% en higado, muscyangreas respectivamente. Los
efectos inhibidores del etomoxir vivo sobre la actividad CPT1 son siempre mayores a
los observados tras el tratamiento con C75. Adealapntrario de lo observado para
C75, los efectos inhibidores del etomoxir se maetiehasta las 5 h perdurando en el
tiempo, lo que es consistente con el hecho queatiorse une covalentemente a CPT1.

162



Resultados

A
HIGADO
- C75
|:' —O~ Etomoxir
o
(@]
xe]
S
i)
=
3]
<
S
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)
B
MUSCULO
—— C75
— 100 )
il -0~ Etomoxir
S 75
8 50
2 # #
3 25 #
S 01 : ‘ : : :
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)
C
PANCREAS
—&- C75
r_‘ 1003 —-O— Etomoxir
G 75
ks
S 507
=
T 251
<
S o0
0 1 2 3 4 5

Tiempo (h)

Figura 51: Efecto de la administracion intraperitoreal de C75 y etomoxir en ratonSe
inyectaron separadamente e intraperitonealmenteyGatémoxir en ratones, a la dosis de 20
mg/kg de peso corporal y se sacrificaron a 0,53,y 5 h después del tratamiento. Se
obtuvieron fracciones enriquecidas en mitoconditasigadoA), masculo B) y pancreas()

y se ensayo la actividad CPT1 conu@de proteina fresca. Los resultados son la me&iaM
de 6 ratones.P<0,05, **P<0,01,”P<0,001 respecto al control (O h).
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16.C75-CoA SE FORMA A PARTIR DE C75EX VIVO E IN VIVO

16.1 C75 es transformado cuantitativamente a C75-CoA ehepatocitos primarios
de rata

Realizamos experimentos adicionales para analizanfirmar que C75 es capaz de
ser activado a su éster de CoA en células de hafms@rimarios de rata. Tal como se
ha descrito anteriormente, el método HPLC-MS/M$®asaz de detectar los diferentes
aciles-CoA yer Resultados, seccion 12)2Con el fin de mejorar la resolucion de
deteccion de los aciles-CoA en las muestras afiadima fase movil adicional, la fase
C (100% acetona).

En primer lugar, inyectamos en el HPLC-MS/MS unacede G-CoA, G-CoA,
C16-C0oA, C75-CoA (estandar o control de activaciéon @éb a C75-CoA) y G-CoA
(heptadecanoil-CoA, un control interno) a una cobteeion de 10 ppm. Como muestra
la Figura 52A, se pudo detectar la salida por tiempo de reteand@cada acil-CoA en
la columna G@g segun la masa molecular de cada uno. Se detedalitta del pico
correspondiente al C75-CoA (1022,5 Da) con un tieuhgp retencion de 6,34 min. En el
caso del control interno, 1&CoA, el analisis muestra un pico de 1020,7 Da @on
tiempo de retencion de 12,93 min.

En segundo lugar, analizamos las muestras obtedalées extraccion de los aciles-
CoA a partir de células de hepatocitos primariosatie Estas células se trataron con 50
uM o con 100uM de C75 o bien con DMSO como control y durantebéencion de la
fraccion enriquecida en aciles-CoA, se afadié 1l®inde G-CoA como control
interno (er Métodos, seccion 7.3)1

Los espectros del andlisis de los extractos ohienid partir de células de
hepatocitos primarios de rata incubadas copM® con 100uM C75 se presentan en
la Figura 52B y 52C respectivamente. En estas figuras, se indicavdtmes de las
areas gque nos sirven para la cuantificacion deradcion del derivado CoA. El area
del pico de C75-CoA en las células tratadas conuM@75 es 1,7 veces mayor que el
area del pico de C75-CoA en las células tratadas %@ uM C75. Los picos
correspondientes a la masa molecular del C75-Cdél ¥, ~-CoA salen con tiempos de
retencion similares a los en el patron de acilea-(®n ambos casos, este estudio
confirmé la presencia de un compuesto del tamaperado para el producto C75-CoA.
Estos resultados confirman que C75-CoA se formaitro e ex vivo Ademas, los
resultados de estos espectros nos permitieronificanel producto C75-CoA formado
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en estas células. Previo a la cuantificacion sergeanna curva de calibracion, una para
C75-CoA (estandar de activacion del C75 a C75-CpAjra para el estandar interno
C17-CoA.

En ambas curvas de calibracion se obtienen lineatlagy que presentan un
coeficiente de regresion del 99%idqura 52D y 52E). Utilizando la curva de
calibracion del estandar interno y el valor delaadel pico del ¢-CoA en laFigura
52By 52C, hemos deducido el porcentaje de recuperaciol®geCoA tras el proceso
de extraccion de los aciles-CoA en la muestra. #ata es de 21,7% para las muestras
incubadas con 50M y de 16,3% para las muestras incubadas coru/DO

Del mismo modo, utilizando la curva de calibraciel estandar C75-CoA vy el
valor del area del pico del C75-CoRigura 52B), hemos deducido la cantidad de C75-
CoA formado en los hepatocitos incubados conubD de C75 tras el proceso de
extraccion de los aciles-CoA y teniendo en cueateahtidad de proteina por placa de
cultivo, da un valor de 0,7 pmol/mg de proteinal Desmo modo, en el caso de las
células incubadas con 1Q®1 de C75 Figura 52C), la cantidad de C75-CoA formado
en estas células y tras el proceso de extraccidosdaciles-CoA es de 1,3 pmol/mg de
proteina.

Estos resultados confirman la formacion del C75-Gopartir de C7%x vivoen
hepatocitos primarios de rata.
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Figura 52. Cuantificacién de C75-CoA producido en @ulas de hepatocitos primarios de
rata. A) Espectro de tiempo de retencién de los aciles-@eAtamafio y concentracion
conocidos utilizados como control de deteccion. sitema APl 3000 triple cuadrupolo
equipado con una fuente @arbo lonsprayfue utilizado tal y como se ha descritoMétodos,
seccion 7.2Se muestra el espectro de deteccidon del est&tiaCoA y el del control interno
C17CoA incluidos en la mezcla de los aciles-C&).y C) Espectos de las muestras de células
de hepatocitos primarios de rata incubadas copM§ 100 uM de C75 y a las cuales se les
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anadid 16 nmol de zCoA a la hora de la obtencién de las fraccionesadies-CoA. Se
indican las &reas de los picos de C75-CoA QDA utilizadas para la cuantificacion) y E)
Curva de calibracion de C75-CoA y£CoA. Dos concentraciones de C75-CoA: 8 y 60 pMols
y dos otras concentraciones de-CoA: 100 y 2000 pMols fueron inyectadas en el HPLC
MS/MS y las correspondientes areas de los picasruealculadas. Se muestran las curvas de
calibracion en cada caso. Los cromatogramas reypeekes corresponden a los picos de C75-
CoA y G+CoA inyectados a una concentracion de 20 ppm.n8ied también el tiempo de
retencién de cada uno de los ésters de CoA. Tadatetecciones se llevaron a cabo en el modo
positivo.

16.2 C75 es transformado a C75-CoA en higado de ratén

La inhibicion de la actividad CPT1A en higado d&matratado i.p durante 1h con
una sola dosis de C75 vista en el aparfadsultados 15 posiblemente es debida a la
formacion del C75-CoA en este tejido. Para confiresta hipotesis, hemos purificado
los aciles-CoA de este tejido y los hemos somatidoa deteccién por HPLC-MS/MS.
La Figura 53 muestra el pico de deteccién del C75-CoA con empio de retencién de
6,29 min. Este resultado confirma que C75 es atdivaasu derivado Cof vivo. En
este tejido tras una inyeccion i.p de C75 en ri@ctividad CPT1 esta inhibida debido
a la accion del C75-CoA sintetizado endégenamente.

] C75-CoA (m/z 1022.5)
1000 | 6.29
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1234567 8 9101112
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Figura 53. Deteccion del C75-CoAn vivo en higado de ratén tratado previamente con una
Unica dosis de C75Se muestra un espectro de tiempo de retencidG#elCoA presente en la
muestra de aciles-CoA aislados de higado de rat@ttado i.p. con C75 y sacrificado tras 1h
de tratamiento.
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17.CERULENINA Y CERULENINA-CoA NO AFECTAN LA ACTIVIDAD
CPT1

Cerulenina (2,3-epoxi-4-o0xo-7-10-dodecadienamidolire inhibidor natural potente
y no competitivo de la actividad FA8(hajda, 1990l En un estudio reciente se reportd
que este farmaco provoca una respuesta bifasida antividad CPT1 tras una sola
inyeccion intraperitonial en ratones. En la primésae se suprimia rapidamente la
actividad CPT1 y en la segunda fase se produciaestimulacion de la actividad
enzimatica {in, 200). Estos autores sugerian que cerulenina no seauwiiectamente
a CPT1 y que el efecto de inactivacion sobre é$taalera indirecto. Dichos autores
especulan que este efecto sobre CPT1 estaria capsadn aumento en los niveles de
malonil-CoA como consecuencia de la inhibicion dASFpor cerulenina. Para
comprobar esta hipotesis, quisimos ver si la adi CPT1in vitro esta regula
directamente por cerulenina.

Se analizé el efecto de cerulenina en la actividiada isoforma hepatica de CPT1.
Por ello, se incubaron las fracciones enriquecidas mitocondrias de levadura
sobreexpresando CPT1A de rata con concentracioeeites de cerulenin&igura
54) tal como se ha descrito eviétodos, seccion 5.1.1Este ensayo muestra que
cerulenina no tiene ningun efecto activador o imabsignificativo sobre CPT1A.
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Figura 54: Anadlisis de la actividad CPT1A salvaje e presencia de concentraciones
crecientes de ceruleninaFracciones mitocondriales aisladas de levadurag(@e proteina)
sobreexpresando CPT1A salvaje de rata fueron eti@ayzara la actividad enzimatica. Previo
al ensayo, se preincubaron las proteinas durantein5con cerulenina. Los datos estan
representados en porcentaje relativos a los vattaesontrol en ausencia de inhibidor (100%).
El inserto representa en detalle la curva de inliibia concentraciones bajas de cerulenina.
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Debido a que muchos farmacos necesitan ser tramaffars en el organismo para
ser activos, pensamos que quizas podria pasarsioeion la cerulenina. Una de estas
transformaciones podria ser la formacion del dedov@oA, llevada a cabo por la accion
de las acil-CoA sintetasas. Por este motivo se ooldp si cerulenina podia ser
transformada a cerulenina-CoA y si una vez corda&rn su derivado CoA, podia tener
un efecto sobre la actividad CPT1.

17.1 Cerulenina es sustrato del enzima acil-CoA sintetas

Comprobamos si cerulenina podia ser transformagawenina-CoA. Para ello, se
activo in vitro cerulenina a cerulenina-CoA y como control devaciibn etomoxir a
etomoxir-CoA, incubandolos con coenzima A, ATP vy dail-CoA sintetasa de
Pseudomonas sfver Métodos, seccion 6)1 Seguidamente se realizd un analisis por
espectrometria de masas MALDI-TOF en el modo negatipositivo yer Métodos,
seccion 7.1 Este estudio confirmoé la presencia de un contpudsl tamafio esperado
para el producto derivado CoAki@ura 55A, pico de 989,3 Da) sin la pérdida de una
molécula de agua indicando asi, que ceruleninaustraso del enzima acil-CoA
sintetasa. El mismo analisis se llevé a cabo comexir como control Kigura 55B,
pico de 1064,0 Da) ya que este compuesto se tramsfa etomoxir-CoA tal como
hemos demostrado enaglartado Resultados 12.1El resto de los picos observados en
el espectro corresponden a la matriz usada ené&isian al CoA-SH en exceso 0 a
productos provenientes de su fragmentacion. Hrigara 56 se muestra la estructura
quimica de cerulenina y la que proponemos parderena-CoA.
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Figura 55. Espectro de MALDI-TOF de cerulenina-CoAy etomoxir-CoA. Los espectros se
obtuvieron directamente a partir de la mezcla dedacion de activacion de cerulenina-CoA 'y
etomoxir-CoA usando un sistema Voyager-DE-RP deliagiBiosystems con DHB (10 mg/ml
en agua:metanol 1:1) tal como se ha descritMétodos, seccion 7.1La deteccion se llevo a

cabo en el modo negativo. El producto ceruleninA-C®) corresponde al pico de 989,3 Da y
etomoxir-CoA B) corresponde al pico de 1064,0 Da.
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Figura 56. Estructuras quimicas propuestas para elkcompuesto cerulenina-CoA.Se
muestran las estructuras quimicas del etomoxirryle®ina y también se han dibujado las
posibles estructuras para los derivados CoA, etor@pA y cerulenina-CoA de acuerdo con
las masas moleculares obtenidas por el analisMAIeDI-TOF para estos compuestos aciles-
CoA.

17.2 Efecto de cerulenina-CoA en la actividad CPT1A

Se realizaron a continuaciéon ensayos de activid®T18 en presencia de
concentraciones crecientes de cerulenina-CoA y itamble etomoxir-CoA como
control de inhibicion. Los extractos mitocondrialdse levadura sobreexpresando
CPT1A (6 ug de proteina) fueron preincubados durante 5 mim aancentraciones
crecientes de los dos derivados CoA por separade gnsayo la actividad CPT1A
durante 4 min.

La Figura 57 muestra que cerulenina-CoA apenas inhibe la deiivCPT1A. A 50
uM de concentracién, la actividad enzimatica fueikiia por tan sélo un 15%,
mientras que etomoxir-CoA inhibe rapidamente lavatzd CPT1A de un 80% a esta
concentracion. Este resultado, indica que ceruterircerulenina-CoA no tienen un
efecto directo sobre la actividad CPT1A de rataesitpresada en levadura.
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Figura 57: Anadlisis de la actividad CPT1A salvaje e presencia de concentraciones
crecientes de cerulenina-CoAFracciones mitocondriales de levadurau@ de proteina)
expresando CPT1A salvaje de rata fueron ensayadadagactividad CPT1A. Previo al ensayo,
se preincubaron las proteinas durante 5 min comerena-CoA o con etomoxir-CoA como
control de inhibicion. Los datos estan represerstagto porcentaje relativos a los valores del
control en ausencia de inhibidor (100%) como laimelé dos experimentos independientes de
diferentes preparaciones proteicas.

18.LA INTERACCION ENTRE CPT1 Y EL SUSTRATO PALMITOIL-C 0A Y
LOS INHIBIDORES MALONIL-CoA, C75-CoA Y ETOMOXIR-CoA ES
CONFIRMADA POR DOCKING MOLECULAR

Tal como hemos descrito en el apartdiesultados 2 y 6 los recientes datos
cristalograficos publicados del enzima COT de rdtémg!, 200y y de CPT2 de rata
(Hsiao, 200% nos permitieron mejorar el modelo 3-D de CPTladasen el cristal del
enzima CrAT reportado previamente por nuestro gr(iorillas, 2009. Utilizando
métodos computacionales de Dockingr( Métodos, seccién 8)5 proponemos una
putativa localizacién de una molécula de C75-CoBleyetomoxir-CoA en el nuevo
modelo 3-D de CPT1A. En el caso de la moléculaGdé&-CoA, realizamos el Docking
molecular con ambas formas (a) y (Bigura 39) y en ambos casos, C75-CoA se aloja
perfectamente en el canal hidrofébico. Effrilgura 58A se muestra la posicion de una
molécula de la forma (a) del C75-CoA en la cuahsatiene el anillo de furano cerrado
en el centro activo de CPT1A elegida entre lag sigtjores soluciones en términos de
energia. La cadena alifatica lateral del C75 gedioice en la cavidad hidrofébica en el
centro activo de CPT1A, definida por la hélic®2 y las hojag$il, 13 y 14 de la
proteina, justo donde el grupo acil del sustratmnjtail-CoA se posiciona durante el
proceso enzimatico. El enlace tioester del C75-@s#fa frente al residuo catalitico
His*"® lo que prevendria la actividad catalitica de CRTHE|I Docking molecular del
etomoxir-CoA se realiz6 como control de la inter@eae un inhibidor irreversible del
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enzima CPT1 y su centro activeigura 58B). Este modelo sugiere que etomoxir-CoA
se coloca en el enzima de una manera similar al laustrato fisiolégico palmitoil-CoA
(Figura 58C). Los segmentos del CoA en las moléculas del idbiby la del sustrato
se posicionan practicamente en la misma orientaaioel canal del acil-CoA.

Es interesante observar que el grupo carboxil@dalbeza de la molécula del C75-
CoA se posiciona en el espacio correspondienteisatago carnitina en el modelo de
CPTL1A, practicamente llenandolo. Esto sugiere quéntgbidor puede obstruir la
correcta posicion de la carnitina. Ademas, la pésipara el grupo carboxilo del C75-
CoA es muy similar a la propuesta para el gruparfenilo del malonil-CoA en el sitio
A de CPT1A Figura 58D). El efecto inhibidor sobre CPT1 puede ser exglican
parte, por la presencia de un grupo carboxilo,gmiestanto en la molécula de carnitina
como del malonil-CoAKigura 58E). Estos grupos carboxilicos estarian posiblemente
colocados en un sitio comun en el centro activeedeima.

En resumen, el Docking molecular de C75-CoA en QPihtlica que se coloca en
el mismo bolsillo del sustrato palmitoil-CoA y quedemas, podria molestar la
localizacion correcta del sustrato carnitina. Estesultados de Docking molecular
confirman los resultados cinéticos de C75-CoA oespecto a ambos sustrate®r(
Resultado, seccion 13.6 y 13.7
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A Sitio de carnitina B Sitio de carnitina
£ E13 .

C75-CoA Etomoxir-CoA

carnitina

Figura 58. Dockingin silico del C75-CoA, etomoxir-CoA, palmitoil-CoA y malonitCoA en

el modelo 3-D del centro activo de CPT1A de rata. JAy B) Modelo propuesto para el
alojamiento de una molécula de C75-CoA (forma de @tomoxir-CoA en el centro activo de
CPT1A. Se indican las posiciones del sitio de tiaaniy el residuo catalitico HiS (en color
lila) y también las estructuras secundarias deslesientos; héliceal2 y las hoja$l, p13 y
B14. El grupo carboxilico del C75-CoA parcialmeriené el volumen correspondiente a la
molécula de sustrato carnitin@) y D) Docking molecular del sustrato palmitoil-CoA en el
mismo centro de CPT1A y Docking del malonil-CoAadrisitio A" de CPT1A mostrando una
disposicion similar a la del C75-CoA, localizandiogeupo dicarbonilo en el lugar de la
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carnitina. E) Estructuras moleculares de malonil-CoA, C75-CoAaynitina, mostrando la
disposicion similar de sus correspondientes grupasboxilos. Las representaciones
moleculares fueron realizadas usando PyMOL (DelSuientific, San Carlos CA).

18.1 Inhibidores que no son derivados de CoA: Ro 25-0187

Ro 25-0187 es un analogo del malonil-CoA vy es tibidor potente de la actividad
CPT1A (IGo = 0,2 uM) mucho mas fuerte que malonil-CoACqshfi, 1999. La
estructura quimica de este compuesto se detalla émgura 59A. Ro 25-0187 y
malonil-CoA tienen en comun la posicion de la moléadel azufre. Ademés, Ro 25-
0187 tiene una cadena corta de hidrocarbonos wnidia anillo naftaleno que puede
actuar como un substituto lipofilico para el coemiA. Otro compuesto que carece de
coenzima A y que ha sido reportado como inhibider APT1 es HPG (4-
hidroxifenilglioxilato) (Cook, 1999.

Con el fin de conocer la ubicacion del inhibidor B0187 en el enzima CPT1A,
hemos generado un modelo de Dockimgilico con una molécula de Ro 25-0187 y otra
de malonil-CoA como referencia. El analisis de Dongkmostré que Ro 25-0187 se
uniria al sitio O de union al malonil-CoA en CPT{Rigura 59B y 59Q. En estos
Docking se conservan las posiciones de los grupoportantes a efectos de
reconocimiento ligando-proteina en la zona apieata de Ro 25-0187 como del
malonil-CoA. Este andlisis apoya la idea de qu€BT1 existen dos sitios de unién de
inhibidores y que uno de ellos requiere absolutaendsm presencia de dos grupos
carbonilos como en el caso del malonil-CoA, perdiane un requerimiento absoluto
para la presencia del CoA¢ok, 199).
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A
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HO! S 0\/\0
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Ro 25-0187
B C

‘\\7-»

Malonyl-CoA (sitio O) Ro 25-0187

Figura 59: Docking molecular de Ro 25-0187 en CPT1AA) Estructura quimica del
compuesto Ro 25-018B) y C) Representaciones de la superficie electrostattanddelo
propuesto para CPT1A de rata en el lado de ladmtlal sustrato carnitina. La superficie esta
coloreada de acuerdo con los potenciales elediczst&alculados (negativo en rojo y positivo
en azul). Se indica en cada caso, el alojamientandemolécula de malonil-CoA o de Ro 25-
0187 en el enzima.
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19.ESTUDIO DEL METABOLISMO OXIDATIVO EN CORAZON DE
ANIMALES TRANSGENICOS DEFICIENTES DEL ENZIMA ACETIL -CoA
CARBOXILASA 2 (ACC2 ™)

En el curso de mi tesis realicé una estancia dalcer el laboratorio del Dr. S.
Wakil del departamento de Bioquimica y Biologia Btallar del Colegio de Medicina
de Baylor, Houston, Tejas, USA. Mi participacion eh estudio del metabolismo
oxidativo en corazon de animales transgénicos idefies del enzima acetil-CoA
carboxilasa 2 (ACC?) ha contribuido a la publicacién de un articuie{op, 200Bque
se presenta en el apartd@lablicaciones

El masculo cardiaco estad enriquecido con la isofo@ndel enzima acetil-CoA
carboxilasa (ACC2) que es un regulador clave delmigocondrial de los acidos grasos
via CPT1. El mutante transgénico de este enzimegtéh ACCZ  (MUT) mostré un
aumento en niveles de oxidacion de los acidos grascel musculo esquelético y una
reduccion en el contenido de grasa y en el pegwar(®bu-Elheiga, 200). Se evalud
la funcién cardiacdn vivo en corazones de animales transgénicos AC@2se
determinaron los niveles de oxidacion de sustratosel miocardioex vivo con el
objetivo de probar la hipotesis de que el metabalisxidativo en estos corazones esta
aumentado. Los examenes ecocardiograficos mostrpreno habia diferencia en la
funcion sistélica pero la masa ventricular izquéee los ratones ACC2se redujo
significativamente en un 25% comparado con losnegasalvajes (WT). En corazones
de ratones MUT se encontré una reduccion en laaaifin de la diana de la rapamicina
en mamiferos, MTOR, y su subsecuente diana, p70S6l&mortiguacion en la sefal
del mTOR puede causar la reduccion de los tamaéaorhzon observados en estos
ratones. En los corazones de los ratones MUT, iees de oxidacion exogena del
oleato y de la glucosa también aumentaron, ascEiadm una sostenida funcion
contractil cardiaca, pero con un tamafio de coragducido. Ademas, la utilizacion de
clamp normoglucémico hiperinsulinémico revel6 umauato del 83% en el consumo de
la glucosa en los corazones de estos ratones.iv@les cardiacos de triglicéridos (TG)
se redujeron significativamente en los MUT veraass\WT, mientras que el contenido
en glucégeno fue similar. Ademas, en los ratonesTNti$ niveles de transcritos del
PPARx y sus genes diana, piruvato deshidrogenasa khd®dK-4), malonil-CoA
decarboxilasa (MCD) y CPT1B también disminuyeroa.disminucion en los niveles
de ARNm de CPT1B coincide con los analisis de eiwale expresion de la proteina
que también disminuyd en corazon de los ratones MU respecto a los WT. En
resumen, los corazones de ratones MUT muestrancapacidad para oxidar tanto
glucosa como acidos grasos igual que los ratonesBA/posible que todo este conjunto
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de alteraciones ayuden a mantener una funcion hatemdos corazones de ratones
ACC2" a pesar de una disminucién significativa de stafem

En este trabajo mi participacion consistié en aaalia expresion de diferentes
genes por la técnica cuantitativa de PCR a tierapb(gRT-PCR) a partir de ARN total
aislado de corazon de ratones MUT y WT. Se analiza) genes del metabolismo de
los acidos grasos: PPARun activador transcripcional de varios genesufiliegan los
acidos grasos; CPT1B, el enzima mitocondrial qu#itiala translocacion de los acidos
grasos; acil-CoA deshidrogenasa de cadena medidAQun enzima representativo
de la oxidacién de los acidos grasos; el recepttivaaor de proliferacion peroxisomal
(PGC-L), un coactivador transcripcional que controlaizgbnesis mitocondrial y las
rutas metabdlicas energéticas de la célula; y hegelel metabolismo de la glucosa:
ambas isoformas de transportadores de glucosaacasdGLUT1 y GLUT4 y piruvato
deshidrogenasa kinasa 4 (PDK-4), un inhibidor exto de la oxidacién de la glucosa.

También se procedié al andlisis por Western Bldtieel de expresion de la
proteina CPT1B y de ACC en mitocondrias aisladasodazén de ratones MUT y WT.
Se utilizaron anticuerpos especificos de la isoformuscular de CPT1 cedidos por el
Dr. Zammit {(/an der Leij, 200) para la deteccion de CPT1B y también se util&o |
proteina avidina peroxidasa que detecta los nivi#e&CC y también detecta proteinas
mitocondriales biotiniladas como la propionil-CoAroxilasa (PCC), que se expresa
igualmente en corazones de ratones WT y MUT.

Los resultados de estos analisis se muestranabla 2 y laFigura 7 del articulo
adjuntado en el apartadublicaciones
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