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PRESENTACIO

L'obesitat és una malaltia cronica que es caracteritza per una acumulacié
ectopica excessiva de greix associada a la inflamacié del fetge i del teixit adipds. A
més és el principal factor de risc pel desenvolupament de malalties com la diabetis
tipus 2 o malalties cardiovasculars. En els darrers temps, degut a la ingesta de
dietes enriquides en greixos i al sedentarisme |'obesitat i el sobrepés han adquirit
dimensions de pandémia, fins el punt que la OMS I'ha etiquetat com I’epidemia del
segle XXI on mil milions de persones en tot el mdén pateixen algun tipus de
sobrepés i uns 300 milions de persones es consideren que sOn obeses com a
conseqliéncia de la sobrenutricid6 o sobrealimentacid6 permanent en els paisos

industrialitzats.

El fetge és I'0rgan responsable de mantenir la homeostasi energética de tot
I'organisme i responsable en gran part del metabolisme de la glucosa i del
metabolisme lipidic. A més, el fetge juga un paper fonamental en el
desenvolupament de I|'obesitat i en la desregulaci6 metabolica conseqglient.
Nombrosos estudis han descrit I'acumulacio d’espécies derivades d’acids grassos en
el fetge com a causants dels problemes associats a I'obesitat, ja sigui degut a una

aportacié excessiva de lipids o a una fallada en I'oxidacié.

En els individus obesos tot i tenir alts nivells de greix presenten una oxidacio
d’acids grassos disminuida. Per aix0, en aquesta tesi s’ha estudiat si un augment en
I'oxidacié d’acids grassos en el fetge a llarg termini és capag de reduir I'acumulacié
lipidica i per tant disminuir I'obesitat ens diferents models d’animals obesos. Per dur
a terme aquest objectiu s’ha avaluat I'efecte de la sobreexpressié de la carnitina-
palmitoiltransferasa (CPT) 1A, que és I’enzim responsable del control del transport
d’acids grassos en el mitocondri per ser oxidats, mitjangant I'administracié de virus
adenoassociats (AAVs). Els AAVs sén una molt bona eina per utilitzar com a terapia
génica per la seva capacitat d’expressar els gens que introdueixen durant llargs
periodes de temps i per la resposta practicament nul-la del sistema immunitari de

I'organisme el qual infecten.

Els resultats presentats en aquesta tesi demostren que la sobreexpressio de
la CPT1A i d'una forma mutada de CPT1A (CPT1AM), insensible al seu inhibidor
fisiologic el malonil-CoA, és suficient per augmentar |'oxidacié d’acids grassos en el
fetge, reduir I'acumulacio lipidica i la inflamacié en el fetge i en el teixit adipds. Per

tan, la sobreexpressio de la CPT1A i en un major grau la CPT1AM protegeix a



I'organisme enfront l'obesitat i els seus problemes associats. Aquests resultats
obren un ventall de possibilitats en la recerca de noves terapies géniques contra

|'obesitat.
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INTRODUCCIO

1. OBESITAT

L'obesitat i el sobrepés es defineixen com una acumulaci6 anormal o
excessiva de greix. L'obesitat és una malaltia cronica multifactorial incrementada
per la sobrealimentacié i la inactivitat fisica i fruit de la interaccié entre genotip i
ambient. En la majoria de pacients que pateixen obesitat és impossible establir una
Unica causa de perque desenvolupen la malaltia. L'obesitat afecta a un gran
percentatge de la poblacié de paisos desenvolupats abracgant totes les edats, sexes
i condicions socials. La prevalenca de I'obesitat ha augmentat i continua
incrementant de forma alarmant en la nostra societat, aixi com en paisos
d’economia en transicid, adquirint proporcions epidémiques. L'obesitat s’ha
convertit en la segona causa de mortalitat prematura i evitable després del tabac
(Banegas JR, 2005).

L'obesitat és una malaltia cronica i un factor de risc que incrementa les
possibilitats de patir altres malalties com la diabetis, la hipercolesterolemia, la
hipertensié arterial, afeccions coronaries, articulars, de la vesicula biliar,
respiratories, esteatosi hepatica, renals i oncologiques, entre d’altres (Pérusse L,
2001). Com més alt sigui el grau d’obesitat més probable és que apareguin altres
malalties. De fet, es calcula que les persones obeses viuen deu anys menys de
mitjana que les que tenen un pes normal (Pi-Sunyer FX, 2002). Durant els darrers
anys s’'ha produit un augment considerable de [I'obesitat en els paisos
desenvolupats, fins al punt que I'Organitzacié Mundial de la Salut I’ha definit com
“I'epidémia del segle XXI”. Actualment el 54,7% de la poblacié espanyola té excés
de pes. D'aquest percentatge, un 15,5% pateix obesitat, és a dir, una de cada sis
persones. El 39,2% restant correspon a persones amb sobrepés. En els propers
anys aquestes xifres continuaran augmentant, donat que cada cop hi ha més nens
obesos (Steinbeck K, 2009). L'obesitat suposa entre el 3% i el 8% del cost sanitari

en els paisos desenvolupats (Young JB, 2010).

La forma de saber si es té un pes normal o bé es pateix sobrepés o obesitat
és calculant el que s‘anomena index de massa corporal, un ndmero que s’obté
dividint el pes per l'alcada al quadrat. Si el resultat d’aquesta divisié es troba entre
18,5 i 24,9, es considera que el pes és normal; si es troba entre 25 i 29,9, es té

sobrepés i si és igual o superior a 30, es pateix obesitat. Un index de massa
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corporal superior a 40 indica una obesitat morbida, que ocasiona problemes molt

greus per a la salut.

Els mamifers han desenvolupat mecanismes per tal d’emmagatzemar
energia durant époques d’abundancia per tal de garantir el subministrament en
periodes d’escassetat d’aliments. L'excés de nutrients s'emmagatzema en forma de
triacilglicérids, principalment en el teixit adipds, perd també en altres teixits com en
el fetge i el muscul esquelétic. Aquests efectes beneficiosos de I'emmagatzament de
nutrients, es poden convertir en perjudicials per a la salut si aquest fet es dona
durant llargs periodes de temps i especialment sota condicions de vida sedentaria i
de reduida activitat fisica (Shoelson SE, 2007). Els perjudicis en la salut com a
conseqlieéncia de I'augment de pes i I'obesitat estan especialment promoguts per un
balang energétic positiu i per la ingesta d’aliments rics en carbohidrats simples i

greixos saturats.

2. DIABETIS

La diabetis mellitus és una malaltia provocada per una desregulacié en el
metabolisme dels carbohidrats i dels acids grassos, ja sigui degut a una fallada en
la produccié d’insulina o a una fallada en la seva accidé sobre els teixits diana. Aixo
comporta la preséncia de nivells de glucosa elevats tant en situacions de deju com
en estats postabsortius si no es tracta adequadament. La diabetis es caracteritza
per una hiperglucémia en deju com a conseqléncia de la falta d’insulina o de la
seva correcta accié en el fetge i en els teixits periférics, i de nivells augmentats de
glucagd. A més, els acids grassos del teixit adipds son alliberats anormalment,
promovent la estimulacié de la cetogénesi hepatica. Aquests desordres metabolics
condueixen als principals sindromes de la diabetis: poliuria, polifagia i polidipsia. La
diabetis s’associa també amb neuropaties, nefrologies, retinopaties, malalties
coronaries i mort prematura (Zimmet P, 2001). El resultat és doncs una disminucio
de la qualitat de vida i en l'esperanca de vida. Totes aquestes complicacions
associades son les responsables del gran impacte sanitari i socioeconomic que

comporta aquesta malaltia (King H, 1998).

Mantenir una dieta sana i realitzar exercici regularment son dos aspectes
molt importants per la prevencio i el tractament de la diabetis. Inclis mantenint un
estil de vida sa, molts pacients necessiten intervencié farmacoldgica, que pot
consistir en una Unica o una combinacié de les seglients medicacions orals:

sulfonilureas (estimulen la secrecié d’insulina per la ceél-lula B pancreatica),
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metformina (inhibeix la produccié hepatica de glucosa) o tiazolidindiones

(sensibilitzen el muscul i el teixit adipds a la insulina).

El 5-10% dels pacients diabétics pateixen diabetis del tipus 1 o diabetis
mellitus depenent d’insulina. Aquests pacients son completament dependents
d’insulina exdgena degut a una destruccié autoimmune de les cél-lules productores
d’insulina (cel-lules B) del pancreas. Aquest tipus de diabetis apareix abans dels 25
anys d’edat. La diabetis tipus 1 es diagnostica després de l'aparicié de simptomes
com sén una gran set (polidipsia), molta gana (polifagia) i pérdua abundant d’orina
(poliuria). En ocasions pot apareixe cetoacidosi diabética que pot comportar

I'entrada en coma dels pacients.

La diabetis tipus 2 o diabetis no depenent d’insulina és molt més comu i
afecta al 75-90% dels pacients diabétics. La diabetis tipus 2 es caracteritza per una
combinacié de factors genetics i ambientals que afecten a la capacitat de

I'organisme per respondre a les accions de la insulina (Stumvoll M, 2005).

En els estats primerencs de la malaltia es caracteritza per una conjuncio
d’anormalitats metabodliques i hormonals com la resisténcia a la insulina,
hiperinsulinémia, hiperlipidémia, hipercolesterolemia, intolerancia a la glucosa i
hipertensié. Tot aquest conjunt de simptomes es denominen en el seu conjunt

sovint com a sindrome metabolic X (Reaven GM, 1992).

La malaltia estar causada per dos factors: 1) la resisténcia a la insulina,
definida com la incapacitat de la hormona per suprimir la produccié hepatica de
glucosa i per promoure la captacido de glucosa per part dels teixits periferics, i 2)
una funcidé disminuida de la cél-lula B del pancreas. D'aquesta manera la malaltia es
caracteritza per una disminucié progressiva de l'accié de la insulina, seguida d’una
incapacitat per part de la cél-lula B de compensar aquesta resisténcia a les accions
de la hormona. Cronoldogicament i metabolicament la malaltia podria seguir aquest
curs: la resisténcia a la insulina sembla ser la lesid primaria, deguda a factors
genetics, a l'edat, estil sedentari de vida o a canvis metabolics produits per
I'obesitat (Alberti KG, 1998). Aquesta resisténcia a la insulina causa una fallada en
la captacié de glucosa estimulada en el muscul. A més, en el teixit adipds, la
resisténcia als efectes antilipolitics de la insulina causa una alliberacié augmentada
d’acids grassos. Alhora, aquests acids grassos atenuen la capacitat de la insulina
d’inhibir la produccié de glucosa hepatica, assolint una situacido d’hiperglicémia.

Aguesta desregulacio en el metabolisme lipidic i de carbohidrats accelera la
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progressiéo de la resisténcia a la insulina. Normalment la cél-lula B del pancreas
compensa l'estat de resisténcia a la insulina incrementant la secrecié d’insulina,
agravant encara més la resisténcia a la insulina. Arribat a un punt, la cél-lula B perd
aquesta capacitat i deixa de respondre apropiadament a les concentracions de
glucosa. Aix0 condueix a un deteriorament de la homeostasi de la glucosa i a

I'aparicié de la intolerancia a la glucosa.

La diabetis tipus 2, en contra de la de tipus 1, esta fortament associada a
I'obesitat (Nadler ST, 2000). Al voltant del 80% dels individus amb diabetis tipus 2

son obesos, i més concretament amb obesitat visceral central.

2.1 Resisténcia a la insulina

La resistencia a la insulina és un estat comunment associat a l'obesitat. La
resisténcia a la insulina es defineix com a una patofisiologia en la qual en
concentracions normals d’insulina no es produeix una resposta adequada en els
teixits diana com el teixit adipds, el muscul i en el fetge. Després d’una ingesta els
nivells de glucosa en plasma augmenten. Aquest augment és detectat per les
cél-lules B-pancreatiques que procedeixen a la secrecié d’insulina per tal de
mantenir els nivells de glucosa constants (Pgrksen N, 2002). La insulina secretada
pel pancreas exerceix varies funcions sobre els teixits periférics: 1) estimula la
captacié de glucosa per part del muscul, 2) inhibeix la produccié hepatica de
glucosa i 3) inhibeix la hidrolisi de greixos del teixit adipos i estimula la captacié de
glucosa en el propi teixit adipds. Tot aixd acaba comportant la disminucié en sang
dels nivells de glucosa. Les ceél-lules B-pancreatiques tenen la capacitat d’adaptar-se
a canvis en la sensibilitat a la insulina en la resta de lI'organisme. Davant d'una
pérdua de sensibilitat a la insulina, les cél-lules pancreatiques secreterien més
insulina i viceversa, comportant |'aparicio de la resisténcia a la insulina i convertint
els individus amb hiperinsulinémics. Els continus nivells elevats d’insulina tenen
efectes addicionals en molts teixits, especialment en els teixits que segueixen sent

sensitius a la insulina com el ronyo i els ovaris (Weickert MO, 2006).

Estudis realitzats tan en animals com en humans han demostrat que
Iincrement o la pérdua de pes es correlacionen directament amb una pitjor o millor
sensibilitat a la insulina (Freidenberg GR, 1988). La resisténcia a la insulina va
també lligada a l'edat, a un estil de vida sedentari o inclis a una predisposicid

genetica, que també es consideren causes de |'aparicié de la diabetis tipus 2.
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Aquesta conclusid es basa en estudis que demostren la preséncia de la resisténcia a
la insulina en pacients amb DT2 (Lillioja S, 1993), la presencia de la resisténcia a la
insulina en la descendéncia no diabética de pacients amb DT2 (Warram JH, 1990),
estudis que demostren I'Us de la resisténcia a la insulina com un marcador per
predir una futura DT2 (Lillioja S, 1993), i I’'Us d’agents sensibilitzadors a la insulina

per la prevencio de la DT2 (Buchanan TA, 2002).

S’han proposat dos mecanismes principals per tal d’explicar la resisténcia a
la insulina associada a l'obesitat: per un costat I'acumulacié ectopica de greixos en
forma de triacilglicerols fora del teixit adipos (Savage DB, 2007) i per una altra
banda l'augment de l'estat d’inflamacié que es produeix en el fetge i en el teixit

adipos sota condicions d’obesitat (Shoelson SE, 2007).

L'acumulacio ectopica de greixos (figura 1) es pot produir de tres maneres
diferents: per una major captacié d’acids grassos, per una major sintesis d’acids
grassos en el propi teixit o per una reduccié en |'oxidacié d’acids grassos o en
I'exportacié en forma de VLDL (Shulman GI, 2000). La contribuci6 de cadascun
d’aquests factors pot variar depenent de l'estat fisiologic i del teixit que s’estigui
estudiant. Tot i que la DT2 associada a l'‘obesitat s’ha relacionat directament amb
I'acumulacié lipidica en el fetge, en el muscul i amb una reduccié de I'oxidacié

d’acids grassos com a processos més importants (Petersen KF, 2001).

Respecte el metabolisme de la glucosa, la resposta a la insulina per part dels
teixits diana com el fetge, el muscul i el teixit adipds i altres hormones circulants en
determina la concentracié de glucosa, acids grassos i altres metabolits en sang. Els
nivells de glucosa en sang venen principalment determinats per un balang entre la
glucosa sintetitzada pel fetge, la qual és inhibida per la insulina i per la captacié de
glucosa per part del muscul, que és estimulada per |I'accio de la insulina (Pessin JE,
2000). En el teixit adipos la insulina promou la captacié i I'emmagatzament dels
acids grassos lliures en forma de TAG i inhibeix la lipolisi dels TAG emmagatzemats.
L'obesitat indueix un estat de resisténcia a la insulina en els tres teixits provocant
una sintesi continua de glucosa per part del fetge, una reduccié de la captacio de la
glucosa per part del muscul i un augment de l'alliberament d’acids grassos lliures
per part del teixit adipés (Qureshi K, 2007). S’ha descrit que una acumulacié de
greixos comporta en els diferents teixits una alteracié dels mecanismes moleculars

de transduccioé del senyal de la insulina (Meshkani R, 2009).
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Obesitat

muscul fetge

Augment de la captacié Hipertrofia dels adipocits Esteatosi hepatica
de FFA

Augment de greix
extramiocel-lular

Activacié de macrofags Activacio de cél-lules de

Produccié de citoquines Kupffer

Produccié de citoquines
Estrés ER

Augment de la lipolisi
Estrés ER

|

IR sistémica

Activacié de macrofags

i inflamacio

Figura 1. Obesitat i resisténcia a la insulina sistémica. L'obesitat indueix alteracions en el teixit
adipds, en el fetge i en el muscul esquelétic que condueixen a una resisténcia a la insulina sistémica i a
I'inflamacié. FFA: acids grassos lliures; ER: Reticle endoplasmatic; IR: resisténcia a la insulina. Adaptacid
de la figura 1 extreta d'Olefsky JM, 2010.
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2.2 Transduccio del senyal de la insulina

L'accié de la insulina es dur a terme mitjancant la unid al seu receptor (IR)
que promoura tot un seguit de reaccions de transfosforilacié (Pessin JE, 2000)
(figura 2). El receptor de la insulina pertany a una familia de receptors de factors
de creixement amb una activitat tirosina quinasa endogena. El receptor de la
insulina és una glucoproteina heterotetrameérica que es compon per dues subunitats
a i dues subunitats B. La insulina s‘uneix a la subunitat a extracel-lular i indueix un
canvi conformacional que provoca un apropament de les dues subunitats a. Aixo
condueix a una rapida autofosforilacio dels receptors en diversos residus de
tirosina. La fosforilacid de la Tyr 960 crea un lloc de reconeixement pels dominis

d’unio a fosfotirosines dels substrats del receptor de la insulina (IRS).

O A,
insuIinaOO IR glucosa A
® PI3P GLUT2
g PIP3,4P2
PIP3,4,5P3 A
© POkt
p85
p110
PI-3K
l vesicules
GLUT2
PKCA AT ——
FOXO1

Figura 2. Cascada de senyalitzacio de la insulina en el fetge. La unié de la insulina al seu receptor
activa la fosforilacié en la tirosina. Un cop activats els receptors per autofosforilacié propagaran el senyal
de la insulina mitjancant la fosforilacio intracel-lular de varies proteines. PI3K, Grb2 i SHP2 activen les
diferents respostes metaboliques de la insulina. Un cop es transdueix el senyal, I’Akt fosforila i inactiva la
GSK3, que activara el factor de transcripci6 Foxol inhibint la gluconeogenesi i la glicogenolisi. IR:
receptor de la inuslina; FOXO1: forkhead box-containing proteina O 1, GSK3: glicogen sintasa quinasa
3; Grb2: proteina d’unié al factor de creixement 2, IRS: substrat receptor de la insulina, PI3K:

fosfatidilinositol 3-quinasa, PKC: proteina quinasa C; mTOR: mammalian Target of Rapamycin.
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S’ han identificat 12 IRSs: IRS-1, IRS-2, IRS-3, IRS-4, IRS-5, IRS-6, Gab-1,
tres isoformes de Shc, p62%°*i APS (proteina adaptadora que conté un domini PH i
SH2) (White MF, 1998). IRS-1 va ser el primer en descobrir-se i és I'encarregat de
transmetre el senyal de la insulina cap el transport de glucosa, sintesi de proteines,
glucogen i lipids, mitogeénesi i expressido de gens. A més, IRS-1 conté entre 20-22
llocs de fosforilacié en tirosines i més de 30 llocs de fosforilacié en serina o treonina
(Sun XJ, 1993). Un cop activats els receptors per autofosforilacié propagaran el
senyal de la insulina mitjancant la fosforilacio intracel-lular de varies proteines. IRS-
1 és clau en l'estimulacio del senyal d’insulina i la captacié de glucosa en el muscul i
en el teixit adipdés, mentre que els efectes anabolics de la insulina en el fetge es
duen a terme mitjancant IRS-2. Els IRSs units al receptor de la insulina poden ser
fosforilats per aquest en varies tirosines, creant al mateix temps nous llocs
d’interaccié per altres proteines. Una d’aquestes proteines és la PI3K. Aquesta
proteina és una quinasa lipidica heterodimérica amb una gran varietat de funcions
cel-lulars. La PI3K esta composta per una subunitat reguladora (p85) que conté dos
dominis SH2 responsables de la uni6 al IRS i una subunitat catalitica (p110).

Existen com a minim vuit isoformes de la p85 codificades per tres gens diferents.

La fosforilacié de IRS-2 permetra l'associacié amb la subunitat reguladora
p85 de la PI3-quinasa. La subunitat catalitica de PI3-quinasa, p110, fosforilara els
fosfoinositols com el fosfoinositol-4-5-bisfosfat formant el fosfoinositol-3-4-5-
trifosfat (Vaan der Kaay J, 1997). Aquesta molécula es comporta com un missatger
que pot activar a varies proteines com la PDK o algunes isoformes de PKC. Una
proteina efectora del fosfoinositol-4-5-trifosfat és I’Akt, la qual quedara reclutada a
la membrana plasmatica. L'activacié d’Akt també requereix la proteina PDK-1, que
conjuntament amb una altra quinasa duran a terme la fosforilacié de I'Akt.
D’aquesta manera la PDK és la responsable de |'activacié de I’Akt mitjancant la
fosforilacié de la Ser473 i la Thr308 (Alessi DR, 1996). Existeixen tres isoformes
d’Akt/PKB (Aktl, Akt2 i Akt3) que s’expressen de forma ubiqua. Aktl i Akt2 son les
encarregades de conduir el senyal de la insulina en el muscul i el teixit adipds. L'Akt
activada és l'encarregada de dirigir el senyal de la insulina cap el transport de
glucosa i la sintesi de glicogen. Un cop fosforilada I’Akt en el citoplasma, permetra
la fosforilacio i inactivacio de la GSK-3, I'enzim responsable de I'Gltim pas per a la
sintesi de glicogen. Aquesta inhibicid disminueix el nivell de fosforilacié de la
glicogen sintasa (GS), augmentant la seva activitat. Per altra banda, la cascada de
senyalitzacio induida per la insulina és capag també d’activar la proteina fosfatasa 1
o PP1, que desfosforilara la glicogen sintasa augmentant la seva activitat (Brady
MJ, 1997).
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3. OBESITAT I INFLAMACIO

L'obesitat es defineix com un estat d’inflamacié associat a I'acumulacié en
excés de greix. En els Ultims temps s’ha relacionat la resisténcia a la insulina amb
un estat cronic d’inflamacié i s’'ha demostrat que aquesta intervé en el seu

desenvolupament (Shoelson SE, 2003).

La primera relacié entre obesitat, inflamacio i I'accié de la insulina, es va
trobar amb un augment de |'expressié de la citoquina proinflamatoria anomenada
TNFo en un estudi de I'any 1993 de Hotamisligil GS i col. (Hotamisligil GS, 1993).
Aquest estudi demostrava |'expressido del TNFo per part dels adipocits d’animals
obesos (rates fa/fa i ratolins ob/ob). Altres evidéncies del paper clau del TNFo. amb
la resisténcia a la insulina foren els estudis publicats per Uysal et al (Uysal KT,
1997) on la manca del receptor pel TNFa en ratolins obesos genéticament (ob/ob)
milloraven la resposta a la insulina. Aquestes troballes van ser molt similars en
humans (Kern PA, 1995). A nivell molecular s’ha demostrat que I'exposicié de TNFa
o d’acids grassos lliures a les cél-lules estimula la inhibicié de la fosforilacié de les
serines del IRS-1 (Paz K, 1997 i Aguirre V, 2000).

La inflamaci6 és un component més de l|'obesitat associada amb la
resisténcia a la insulina. Un potent i important iniciador de la inflamacié en
I'obesitat és el teixit adipds el qual secreta tot un conjunt de substancies com la
leptina, l'adiponectina, la resisitina, el TNFa, IL-6, MCP-I (Dandona P, 2004).
Estudis recents han demostrat l'increment en pacients obesos dels nivells de TNFa,
IL-6 i de CRP. A més, la ingesta de glucosa i greixos poden induir inflamacio
activant les principals vies proinflamatories de les cél-lules i augmentant I'estrés
oxidatiu (Kern PA, 2001 i Pradhan AD, 2001). La ingesta excessiva de greix esta
associada amb una acumulacié de greix en els adipocits que promouen |’expansio
del propi teixit adipos desenvolupant una hipetrofia dels adipocits que secretaran de
manera desmesurada un conjunt de molécules inflamatories com el TNF, IL-6 i la
MCP-1 entre d‘altres (figura 3). La producci6 de tot el conjunt de senyals
inflamatoris té un efecte local que comporta un estat inflamatori sistéemic (Xu H,
2003).
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Figura 3. L'obesitat augmenta la secreci6é de citoquines proinflamatories en el teixit adipoés.
L'obesitat indueix alteracions en el teixit adipds, en el fetge i en el mulscul esquelétic que condueixen a
una resisténcia a la insulina sistémica i a la inflamacid. FFA: acids grassos lliures; IL-6: interleucina 6;
TNFa: factor necrotic tumoral a; MCP-I: proteina quimioatractant de macrofags 1; IL-10: interleucina
10; M1 i M2: macrofags 1 i 2. Figura 3 extreta de Galic S, 2010.

4. METABOLISME HEPATIC EN L'OBESITAT

El fetge és I'0rgan vital en els vertebrats que juga un paper fonamental en la
coordinaci6 metabolica de tot el cos, incloent el metabolisme de carbohidrats,
lipids, proteines, metabolisme xenobiotic i destoxificacié. Algunes de les funcions
més importants del fetge sén la gluconeogénesi, la glucolisi, la glicogenesi, la
lipogeénisi, la sintesi de colesterol, sintesi de factors de coagulacié com el fibrindgen,
la conversio de I'amoni a urea, la produccié i excrecid de la bilis, la sintesi de
proteines plasmatiques i la produccid de proteines inflamatories (Leclercq IA,
2007). Moltes d’aquestes funcions metaboliques que es duen a terme en el fetge
estan controlades per l'accié de varies hormones circulants com la insulina. La
insulina és una hormona amb multiples efectes en el metabolisme del cos. Promou
la captacié de glucosa per part del teixit adipds i el muscul i frena la produccié de
glucosa mitjancant la inhibicié de la glicogenolisi i la gluconeogénesi en el fetge. La
insulina també juga un paper clau en la sintesi i 'emmagatzement de greix, sintesi

proteica, creixement cel-lular, proliferacio i diferenciaciéo cel-lular (Muniyappa R,
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2007). Degut a l'obesitat i el sobrepés moltes d’aquestes funcions queden

totalment alterades provocant una desregulacié en el metabolisme.

4.1 Alteracions en el metabolisme de la glucosa

S’ha descrit que els continus nivells elevats de FFA en sérum estimulen la
produccié de glucosa hepatica mitjangant l'activacié de la gluconeogénesi i de la
glicogenolisi sent en gran part les responsables de la hiperglicemia en deja (Staher
P, 2003 i 2004). En una situacié normal en el fetge, la correcta transduccié del
senyal d’insulina condueix a una fosforilacié de I’Akt, que aquesta, alhora activa el
factor de transcripci6 Foxol. Aquest intervé en la regulacid de la produccié de
glucosa hepatica inhibint la via de la gluconeogénesi. L'acumulacié en excés
d’intermediaris lipidics en el fetge com els DAG, activa a la PKCg, interferint amb la
cascada de senyalitzacidé de la insulina no permeten la correcta fosforilacié de I’Akt i
com a ultim pas no s’activaria Foxol. D’aquesta manera es produeix un augment
de la produccié de glucosa hepatica mitjancant un increment dels principals enzims
responsables de la gluconeogénesi com la PEPCK i la G6Pasa (Matsuzaki H, 2003).
Degut a defectes de l'accié de la insulina en el fetge es veu doncs minvada la
translocacio dels transportadors de glucosa (Glut2) cap a la membrana dels

hepatocits reduint la captacié de glucosa per part del fetge.

Una altra hormona important en el control dels nivells de glucosa és el
glucago. El glucagd promou la sintesi de glucosa durant el dejuni. Generalment, en
un estat normal, els propis nivells de glucosa i la ingesta d’aliments redueixen els
nivells de glucagd, en canvi, en pacients obesos i/o diabétics mantenen nivells
elevats de glucagdé. La manca de supressio en la secrecio del glucagd afecta a la
produccié hepatica de la glucosa activant la gluconeogénesi i la glicogenolisi
(Dunning BE, 2007). S’ha reportat ampliament que defectes en la senyalitzacié de
la insulina en el fetge correlacionen directament amb una hiperglicémia. Animals
que presenten una deleccié especifica en el receptor de la insulina en el fetge
mostren una severa intolerancia a la glucosa (Michael MD, 2000), mentre que
aquesta deleccio en el muscul o en el teixit adipds no té efectes sobre els nivells de
glucosa i insulina (Brlning JC, 1998 i Kim JK, 2000). Aix0 suggereix, que la
resisténcia hepatica a la insulina és necessaria per desenvolupar hiperglicémia i

intolerancia a la glucosa (Pirola L, 2004).
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Un altre punt clau en el metabolisme de la glucosa i la resisténcia a la
insulina és el complex de la piruvat deshidrogenasa que controla el flux del piruvat
cap a acetil-CoA per ser oxidat en el cicle de Krebs (Sugden MC, 2006). S’ha descrit
que en diferents situacions com el dejuni, la diabetis o la ingesta de dietes riques
en greixos que provoquen nivells elevats de FFA en el sérum, aquests augmenten
els nivells de la PDK4 en el fetge, inhibint el complex de la piruvat deshidrogenasa i
afavorint l'oxidacio d’acids grassos (Roche TE, 2007). Pero aix0, en el cas de la
diabetis es tracta d’una mala adaptacid, ja que en la diabetis es relaciona amb una
hiperglicemia i la PDK4 ens esta frenant la conversié de la glucosa i afavorint
I'oxidacié d’acids grassos, que es troba inhibida degut a l'activacié de la sintesi
lipidica. En resum, en una estat obés i insulinoresistent sén varis els mecanismes
pels quals incrementen perillosament els nivells de glucosa en sang: 1) la sintesi de
glucosa hepatica es veu fortament augmentada i 2) la captacié de glucosa per part

del fetge, muscul i teixit adipds es veu reduida.

4.2 Alteracions en el metabolisme lipidic

En un estat de resistencia a la insulina s’incrementen els nivells d’acids
grassos lliures (FFA) en el plasma (Gorden ES, 1960), els quals fan augmentar la
captacié d’aquests per part dels hepatocits augmentant els seus nivells. Sota
condicions de resisténcia a la insulina la HSL (hormone-sensitive lipase) no actua
correctament sobre el teixit adipds i no inhibeix la lipolisi, com a conseqiéncia
d’aquest fet es produeix un alliberament en excés de FFA per part del teixit adipos
blanc (Gonzalez-Yanes C, 2005). A més, en un estat d’obesitat, els nivells d’insulina
son més elevats i fan incrementar I'expressié de factors de transcripcié com el de
SERBP-1c, el qual és un activador de la via lipogénica, augmentant la sintesi
hepatica d’acids grassos lliures, triacilglicerids, colesterol i fosfolipids (Shimomura I,
1999 i Horton JD, 2003).

Aixi doncs en el fetge, es veu augmentada l'activitat d’enzims involucrats en
la sintesi lipidica de novo, com l|'acetil-CoA carboxilasa (AAC), responsable de la
sintesi del malonil-CoA i de l'acid gras sintasa (FAS) augmentant les reserves
d’aquests en el fetge. Els nivells elevats de FFA es troben en equilibri amb les
reserves de TAG emmagatzemats, formant grans vacuoles de greix dins del
citoplasma dels hepatocits (Pessayre D, 2005). En aquesta sobreproduccié en la
sintesi d’acids grassos i triacilglicerids els hepatocits no s’engrandeixen infinitament

i de nou es produeix un equilibri augmentant I'eliminacié dels FFA i dels TAG per
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part del fetge. Aquest augment de la concentracié en els hepatocits dels FFA fa
disminuir la sensibilitat de la CPT1 degut a l'augment de malonil-CoA, el seu
inhibidor fisiologic, promou l'activacio de PPARa (Vega RB, 2000) i I'augment dels
nivells d'UCP2 (Cortez-Pinto H, 1999) que incrementaran només eventualment en

els mitocondris la captacid i oxidacié de FFA.

Respecte l'activacié de la sintesi de triacilglicerids en el fetge, sén claus
I'accié d’enzims com la SCD1, que intervé en la desaturacié i elongacié dels acids
grassos, monoinsaturant els acids grassos saturats utilitzant principalment
palmitoil- i esteroil-CoAs com a substrats. Aquests dos acids grassos
monoinsaturants sén la principal font d’aportacié d’acids grassos dels fosfolipids de
membrana, triacilglicérids i esters de colesterol. A més de formar part de diferents
lipids, els acids grassos monoinsaturats actuen com a mitjancers de transduccié de
senyals i en la diferenciacié cel-lular (Kim JH, 1999 i Ntambi, JM 1999). En estudis
recents s’ha descrit que la deficiéncia en diferents models d’animals de la SCD1
protegeix de l'adipositat i de l'esteatosi hepatica (Cohen P, 2002 i Ntambi IM,
2002). Un altre enzim clau en la sintesi de TAG és la DGAT que regula I'Ultim pas
per a la formacio dels TAG (Zammit VA, 2008). S’han identificat dos gens diferents
per la DAGT: DAGT1 i DAGT2 que catalitzen reaccions similars. Estudis fets amb
ratolins Dagtl’/", suggereixen que la DGAT1 no és un enzim que tingui un efecte
directe en el metabolisme de TAG i no és essencial per a la vida (Smith SJ, 2000).
En canvi, estudis realitzats amb ratolins Dgat2”/" han mostrat una severa reduccid
en els nivells de TAG, demostrant que la DGAT2 és fonamental per a la sintesi de

TAG en mamifers i crucial per a la supervivéncia dels animals (Stone SJ, 2004).

Un altre aspecte en el metabolisme lipidic és que l'increment en les reserves
de TAG en el fetge anira associat a una major secrecio de lipoproteines (Apo B) i a
la secreci6 augmentada de VLDL (Sparks JD, 1994). Per dur a terme aquest
exportacié de les VLDL el fetge necessita I'accid conjunta de I’ApoB i de la MTP
(Rizzo M, 2010). Aixi doncs, degut en part a la gran aportacié de greix per la dieta,
I'alliberament de FFA per part del teixit adipés i de la sintesi activada de la
lipogénesi en el fetge, s’acumula un excés de greix que acabara conduint a una

série d’anormalitats metaboliques i a I’'esteatosi hepatica severa (figura 4).

Existeix una relacié molt estreta entre I'esteatosi hepatica i la resisténcia a la
insulina. En molts models de ratolins s’ha demostrat que una disminucié en els
diposits de TAG en el fetge millora la sensibilitat a la insulina per part del fetge
(Savage DB, 2006; Dentin R, 2006; Neschen S, 2005). Pero a hores d’ara, encara
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es desconeix molts dels mecanismes pel qual el fetge desenvolupa resisténcia a la
insulina. Moltes linies d’investigacid apunten com a responsables a metabolits
lipidics com acil-CoAs de cadena llarga i diacilglicerols (DAG) com a responsables de
la perdua de sensibilitat a la insulina en els teixits. A més a més, I'acumulacid
excessiva de TAG incrementa altres vies metaboliques com la formacié de ROS i
ceramides (Kohli R, 2007) que acabaran comportant una disfuncié mitocondrial
(Peyssare D, 2007). Un dels mecanismes pels quals aix0 podria succeir es a través
dels alts nivells de glucosa que incrementen els nivells de malonil-CoA, el qual per
un costat és el precursor de la lipogénesi i per tant de la sintesi de novo de lipids i
per un altre costat és l'inhibidor al-lostéric de la CPT1, I'enzim limitant de la
importacié d’acils-CoA de cadena llarga cap a l'interior del mitocondri per a ser B-
oxidats (McGarry JD, 2002). Aix0 converteix a la CPT1 en una potencial diana
farmacologica pel tractament de desordres metabolics com |‘obesitat, malalties
coronaries, resisténcia a la insulina i diabetis (Ruderman NB, 1999). A més, la
insulina inhibeix a nivell hepatic I'expressido d’enzims implicats en la oxidacio-B
através de PGC1la (Muoio D, 2007). L'acumulacio en excés de TAG en els hepatocits
desencadenaria l'activaciéo de la PKC-5, PKC-¢ i de la JNK interferint aixi amb la
fosforilaci6 de IRS-1 i IRS-2 dificultant una resposta adequada per part dels
hepatocits enfront la insulina (Virkamaki A, 1999 i Previs SF, 2000). També
multiples treballs realitzats en pacients amb DT2 relacionen lincrement en la
produccio de les VLDL amb una disminucié en l'activitat de PI3-K, dificultant aixi la

cascada de senyalitzacio de la insulina (Burgering BM, 1995).

Tots aquests mecanismes soén els responsables de la resisténcia a la insulina
i del desenvolupament de |'esteatosi hepatica durant situacions de llargs periodes
de sobrealimentacid. També la ingesta continuada de dietes riques en acids grassos
promou en rosegadors l'acumulacié de TAG, acils-CoA de cadena llarga, DAG i
ceramides que acaben comportant i desenvolupant resisténcia a la insulina (Griffin
M, 1999; Chavez JA, 2003 i Chavez JA, 2005).
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Figura 4: Desordre metabolic en el fetge. La sobrealimentacié cronica augmenta els nivells de

malonil-CoA, el qual promou la sintesi de novo d’acids grassos i inhibeix la CPT1. Com a resultat, els

acils-CoA de cadena llarga deriven cap a la formacié de TAG, intermediaris, DAG i ceramides. La

sobrealimentacié també provoca un augment en els nivells de ROS i en les interleucines que

conjuntament amb els intermediaris lipidics suprimiran la cascada de senyalitzacié de la insulina. LC-

CoAs: acils CoA de cadena llarga; CPT1: carnitina-palmitoiltransferasa 1; ROS: espécies reactives

d’oxigen; TCA: cile de l'acid tricarboxilic; ETC: cadena de transport d’electrons; DAG: diacilglicerols;

PKC: proteina quinasa C.

15



Introduccio

4.3 Inflamacio i resistencia a la insulina

L'acumulacié lipidica en el fetge en un estat de sobrepés i obesitat té
conseqlieéncies negatives per les funcions del propi fetge, que també comportaran
un estat cronic d’inflamacié. En l'obesitat s’observa com en el fetge apareix un
augment dels nivells d’'mRNA de citoquines proinflamatories com el TNFa, IL-1 i IL-
6 (Shoelson SE, 2006). Aquestes substancies proinflamatories activen la cél-lules
de Kuppfer (que son els macrofags residents en el propi fetge), perd no el seu
nombre, les quals representen un 5% del total de les cél-lules del fetge (Weisberg
SP, 2003). Aquest augment en |'expressié de molécules inflamatories es relaciona
directament amb un augment de la resisténcia a la insulina per part del fetge
(Arkan MC, 2005).

S’han proposat dos mecanismes pels quals es relaciona Iefecte
proinflamatori de 'obesitat amb la resisténcia a la insulina a nivell hepatic: 1) la via
del NF-kB, la qual és activada pel inhibidor de NF-kB (IKK-B). IKK-B és una quinasa
que bloqueja directament la cascada de senyalitzacié de la insulina mitjancant la
inhibicio de la fosforilacid del residu serina de IRS-1 o per l'activacié de NF-kB, que
és un factor de transcripcido que estimula I’'expressié de molécules proinflamatoires
com el TNFa, IL-6 (Hotamisligil GS, 2006). 2) Mitjancant la via de la JNK, que és un
membre de la superfamilia de la MAPK, és una serina/treonina quinasa que és
activada per varis factors inflamatoris que estimularan la secrecié de TNFa (Tilg H,
2008). A més, ambdues vies es poden activar mitjancant nivells elevats d’acids
grassos, fet que relaciona els nivells d’aquests amb el sistema inmunitari. Varis
estudis han demostrat tan en in vivo com en in vitro que I'activacié de JNK-i i IKK-B

és suficient per induir resisténcia a la insulina sistéemica (Hotamisligil GS, 2006).

També s’ha descrit en molts estudis com la preséncia de ROS i ceramides es
veuen augmentats degut a I'obesitat i com aquests també activarien les vies de JNK
i NF-kB interferint amb la sensibilitat a la insulina (Summers SA, 2006). L'obesitat i
les dietes riques en acids grassos activarien les vies de IKK-B/NF-kB i JNK en
hepatocits, perd també en adipocits. L'activacié de la via NF-kB comporta
Iincrement de l'expressi6 de nombroses mol-lécules proinflamatories que poden
causar resisténcia a la insulina, mentre que l'activacié de JNK promou la fosforilacid
de IRS desregulant negativament la cascada de senyalitzacié de la insulina (Cai D,
2005) (figura 5).
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Figura 5: Inflamacio i resisténcia a la insulina. L'expressi6 de molécules proinflamatoires com el
TNFa, IL-6, IL-1 activa les vies de la JNK i IKK-B. La secrecidé de IL-6 també augmenta els nivells de
SOCS interferint en una adequada resposta a la insulina per part dels hepatocits. Figura 1 extreta de Tilg
H, 2008.

La secrecié de TNFa i de la IL-6 activen en el fetge la sintesi de les proteines
SOCS (supressor of cytokine signalling) supressores del senyal de citoquines tal
com indica el seu nom. En concret SOCS3 s’‘uneix al receptor de la leptina i fosforila
la proteina JAK, i aquesta és capac d’inhibir el factor de transcripcié STAT3. SOCS1
i SOCS3 s’uneixen als IRS desencadenant la degradacié dels IRS per ubiquitinacio
en els protosomes i inhibeixen d’aquesta manera la cascada de senyalitzacié de la
insulina (Krebs DL, 2001)

D’aquesta manera, la inflamacié deguda a una acumulacié ectopica en excés

de greix durant l'obesitat, indueix mitjancant varis mecanismes a la resisténcia

sistémica a la insulina (figura 6).
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Figura 6. Mecanisme de resisténcia a la insulina en un estat d’obesitat. La inflamaci6é cronica

associada a l'obesitat indueix resisténcia a la insulina via la produccié de factors circulants com els FFA i

les citoquines TNFa, IL-1 i IL-6. Aquests factors inhibeixen la senyalitzacid de la insulina en els

hepatocits via I'activacio de les proteines SOCS, i alguns tipus de quinases com la IJNK, IKK-B i PKC.
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5. PAPER DEL TEIXIT ADIPOS I DEL MUSCUL

El teixit adipds és un organ endocri clau molt ben regulat que intervé amb
multiples malalties com |'‘obesitat, la dislipidemia, la resisténcia a la insulina, la
DT2, en la inflamacié, malalties cardiovasculars i el sindrome metabolic. Esta
format per un 50% d’adipocits i el 50% restant estar constituit per ceél-lules
vasculars, preadipocits, neurals, immunitaries i leucocits (Compher C, 2008). Els
adipocits, preadipocits i macrofags del propi teixit adipés secreten un conjunt
d’hormones i citoquines com la IL-6, IL-1B, IL-8 i la MCP-I. Aquestes adipoquines
juguen un paper molt important en la regulacié d’altres teixits com son el fetge i el
muscul (Isakson P, 2009). A més a més, secreta altres adiponectines com la
leptina, la resistina i I'adiponectina que intervenen en la regulacié de la ingesta i en
el control metabolic (Marra F, 2009). La leptina es produeix exclusivament en el
teixit adipds, exerceix la seva funcidé central en I'hipotalem i és important per la
correcta regulacio de la ingesta. S’ha descrit, que percentatges de greix corporal
elevats es correlacionen amb nivells alts de leptina, i diposits de greix reduits
s'associen a nivells baixos de leptina. De tal manera, que s’'ha relacionat

directament la hiperleptinémia amb la resisténcia a la insulina.

Els adipocits son cél-lules forca complexes que en condicions normals
intervenen en la sintesi de lipids, emmagatzematge i en la secreci6 de tot un
conjunt de molecules antiinflamatories i també la secrecié de factors inflamatoris
com el MCP-I. En l'obesitat la mida dels adipocits augmenta, disminueix la capacitat
de diferenciacio dels preadipocits i es produeix una hipertrofia i engrandiment dels
adipocits que es relaciona amb la resisiténcia a la insulina que desenvolupen els
propis adipocits. Els adipocits grans son més insulinoresistents, lipolitics, secreten
més citoquines proinflamatories i menys adiponectina (Isakson P, 2009) i mostren
un augment en el nombre de cél-lules mononuclears (Feuerer M, 2009; Liu J, 2009;
Lumeng CN, 2009). L'acumulacid6 de macrofags en el teixit adipdés es veu

augmentada en un estat d’obesitat (Weisbweg SP, 2003).

Molts estudis correlacionen el TNFa i la IL-6 amb la resisténcia a la insulina
associada a l’'obesitat com dos dels promotors més importants de la inflamacio. Aixi
com la IL-6 és secretada pels mateixos adipocits, el TNFa és secretat pels
macrofags infiltrats dins del teixit adipds, que també faran augmentar la secrecid
dels nivells de iNOS. Aixi doncs, el TNFa i la IL-6 promouen la lipolisi i I'excreci6 de

FFA, els quals contribueixen a l'augment de la produccié de glucosa per part del
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fetge i a la resisténcia a la insulina (Hotamisligil GS, 1995). A més a més, I'IL-6
provoca inflamacido no només en el propi teixit adipds siné també en altres cél-lules
com en el fetge (Klover PJ, 2005). L'augment de la secrecié de I'IL-6 interfereix en
la cascada de senvyalitzacio de la insulina en el mateix teixit adipds promoven la
resisténcia a la insulina (Rotter V, 2003). L'IL-6 reduiria l'activitat lipoproteina
lipasa (LLP) en el propi teixit adipds, comportant una menor hidrolisi de les
lipoproteines riques en TAG, contribuint d’aquesta manera amb la resisténcia a la
insulina (Liu E, 2005).

Una altra adipoquina important en el desenvolupament de la resisténcia a la
insulina és la resistina, que fou descoberta originariament durant una cerca de gens
que s‘induien durant la diferenciacié dels adipocits (Holcomb IN, 2000).
L'administracié de resistina inhibeix I’accié de la insulina en ratolins normals (Kim
KH, 2001) i en ratolins alimentats amb dieta grassa, els nivells de resistina

augmenten desenvolupant la resisténcia a la insulina (Muse ED, 2004).

Per Ultim, una altra adipoquina a tenir en compte és la Acrp30 (adipocyte
complement-related protein) o adiponectina, una proteina de 30 kDa que la seva
expressié augmenta 100 cops durant la diferenciacié dels adipocits (Scherer PE,
1995). Contrariament al que succeeix amb les altres adipoquines, I'expressio de la
Acrp30 disminueix en el teixit adipds d’individus obesos (Hu E, 1996). A més
aquesta proteina mostra efectes beneficiosos en la resisténcia a la insulina i es creu
que els seus efectes transcorren en part per un augment de |‘oxidaciéo d’acids
grassos en el muscul, mitjangant un mecanisme on intervé l'activacié de la AMPK
(Yamauchi T, 2002).

Una altre punt clau en el desenvolupament de disfuncions metaboliques
relacionades amb |'obesitat i I’'excés lipidic és la resposta d’altres teixits com el del
muscul. El muscul en repos és el responsable del 20% del metabolisme de la
glucosa, pero sota condicions d’estimulacid per insulina és el responsable del 80%
de la captacié de glucosa i més d'un 80% d’aquesta glucosa s’acumula en forma de
glicogen. En pacients diabétics, la glucosa captada en resposta a la insulina és un
30-40% menor que en individus no diabétics, i un 90% d’aquesta disminucié es deu
a la disminucié de la captacid dels teixits periférics com el muscul. Sota certes
condicions patologiques pot produir-se una desregulacié del senyal d’insulina en el
muscul, sent un factor important en |'aparicié de la resisténcia a la insulina. Els
mecanismes que poden explicar aquesta desregulacié inclouen el TNFa, els acids

grassos i l'estrés cel-lular. Aquests factors poden activar les Ser/Thr quinasas,
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possiblement les mateixes que intervenen en el senyal de la insulina. Per exemple,
el TNFa és capac d'induir l'activacidé de la produccid de ceramides, que poden
activar la PKCZ i amb aix0 el IKK-R. El TNFa pot activar també el INK, que fosforila
IRS-1 en la Ser307, desacoplant-lo del receptor de la insulina. Un augment d’acids
grassos degut a una ingesta de dieta grassa pot comportar en el muscul una
activacio de la PKCO, que fosforilara la Ser 307 de I'IRS-1 i la PKCa, que utilitzen
membres de la familia de la MAPK per fosforilar a IRS-1 en la Ser612. La
fosforilacié d’aquesta serina inhibeix la cascada de senyalitzacid de la insulina
suggerint un mecanisme de resisténcia a la insulina (Li J, 1999). A més de les
PKCs, els acids grassos poden activar també la quinasa IKK-B mitjancant I'activacid
de PKCBO i PKCC atenuant el senyal d’insulina. Aixi doncs, com en el fetge, els nivells
intramusculars d’acils-CoA de cadena llarga, DAG i ceramides en el muscul es
correlacionen positivament amb els nivells de TAG i negativament amb la
sensibilitat a la insulina (Holland WL, 2007; Hulver MW, 2003 i Shulman GI, 2000).

Finalment, en diferents situacions fisioldgiques o patologiques, ja sigui per
una fosforilacié desregulada en els residus de serina o treonina del IRS-1 que
interfereixen amb la fosforilacio en les tirosines, o per una desregulacié de la
desfosforilacié d’aquests residus de tirosina, la cascada de senyalitzacié de la
insulina es pot veure afectada, produint-se una transduccié inadequada i conduint a

un estat de resisténcia a la insulina.

En resum, els canvis metabolics que comporten |'obesitat en el teixit adipds
alteren I'expressié de tot un conjunt de proteines amb funcié endocrina. Aquesta
expressid alterada provoca que aquestes proteines exerceixin accions perjudicials
en els teixits periferics sensibles a la insulina, induint o contribuint a tot un conjunt

de desordres metabolics.

6. SISTEMA CARNITINA-PALMITOILTRANSFERASA 1: OXIDACIO
D’ACIDS GRASSOS

El transport d’acids grassos de cadena llarga dins del mitocondri es dur a
terme pel sistema carnitina-palmitoiltransferasa (CPT). Aquest sistema estar format
per tres proteines (Kerner J, 2000), CPT1, carnitina-acilcarnitinatranslocasa (CACT)
i CPT2. En un primer pas, els acils-CoA formats per l'acci6 de la LCAS en la
membrana mitocondrial externa, son convertits en acilcarnitina. Aquest pas esta

regulat per la carnitina-palmitoiltransferasa I (CPT I), localitzada en la membrana
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mitocondrial externa. El complex acil-carnitina és transportat a la matriu
mitocondrial en una reaccid d’intercanvi facilitada per la CACT, una proteina integral
de membrana mitocondrial interna. En la matriu mitocondrial, la acil-carnitina és
reconvertida en acil-CoA per |'accio de la CPT2, localitzada en la cara interna de la
membrana mitocondrial interna. La carnitina que s’allibera difon cap al citoplasma i

pot tornar a ser utilitzada per la CPT1 (figura 7).

La CPT1 esta fortament regulada pel seu inhibidor fisiologic, el malonil-CoA,
per tant és el pas més important i limitant en el control de I'oxidacié d’acids grassos
de cadena llarga. Alteracions fisiologiques en les concentracions de malonil-CoA es
correlacionen inversament amb els canvis en la oxidacié-R. Per exemple, durant
situacions de deju i d’exercici fisic disminueixen els nivells de malonil-CoA en els
teixits i augmenta la oxidacié-R (Chien D, 2000). Una situacié contraria és durant
I'alimentacié amb carbohidrats on augmenta els nivells de malonil-CoA i disminueix
la oxidacio-B (Saha AK, 1997).

acetil-CoA

@ > )@

malonil-CoA

ACIDS GRASSOS ACIL -CoA CoA-SH
Citosol
ACS

( CPT1 ) MME
carnitina acﬂ-carmtlna
/\/
N\ CACT MM |
CPT2 Matriu
mitocondrial
ACIL -CoA CoA-SH

Figura 7. Transport d’acids grassos dins del mitocondri mitjangant el sistema CPT. Els acids
grassos de cadena llarga s’activen a acil-CoA per accidé de la acil-CoA sintetasa (ACS). El transport de
I'acil-CoA a l'interior del mitocondri es dur a terme per I'accié de la CPT1, que converteix |'acil-CoA en
acil-carnitina, la carnitina:acilcarnitina translocasa (CACT), que transporta la acil-carnitina através de la
membrana mitocondrial interna, i la CPT2 que reconverteix la acil-carnitina en acil-CoA. Els nivells de
malonil-CoA, inhibidor de la CPT1, estan regulats per les activitats de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) i la
malonil-CoA descarboxilasa (MCD). Aquestes dues proteines estan alhora regulades per la AMPK. MME:

membrana mitocondrial externa; MMI: membrana mitocondrial interna.
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Els mamifers expressen tres isoformes de CPT1, la isoforma hepatica (LCPT1
o CPT1A) (Esser V, 1993 i Britton CH, 1995) i la isoforma de muscul cardiac i
esquelétic (MCPT1 o CPT1B) (Yamazaki N, 1995 i 1996), les quals son el producte
de dos gens diferents. Els gens humans per ambdues proteines estan localitzats en
els cromosomes 11q13 (LCPT1) i 22q13.3 (MCPTI) (Britton CH, 1997). CPT1A esta
formada per 773 aminoacids (88 kDa) i CPT1B per 772 (88 kDa). La identitat entre
la sequieéncia d’aminoacids és del 62%, perod la seva regulacié per malonil-CoA és

diferent.

La sensibilitat de la CPT1A pel seu inhibidor depén de les condicions
fisiopatologiques (ICso = 3-30 pM). CPT1A té una gran afinitat pels substrats
carnitina (Km = 30 pM) i acil-CoA de cadena llarga (Km pel substrat palmitoil-CoA
~ 40 - 150 yM). CPT1B mostra una afinitat més deébil pel substrat carnitina (Km =
500 pM) pero una afinitat pels acil-CoA de cadena llarga semblant a la isoforma
hepatica. La seva sensibilitat a la inhibicié per malonil-CoA és de 30 a 100 cops més
elevada (ICso = 0,03 puM) que la de CPT1A (McGarry JD, 1983; Mills SE, 1983;
McGarry JD, 1997). Aixi, I'activitat CPT1B dependria Unicament de les variacions en

les concentracions de l'inhibidor.

Un altre membre de la familia, és la CPT1C, que s’expressa principalment en
cervell i testicles (Price NT, 2003). La seqliencia aminoacidica de la proteina manté
tots els residus importants per l'activitat carnitina aciltransferasa i el domini d’unio
a malonil-CoA. Segons un estudi realitzat per Lane i col:laboradors (Dai Y, 2007),
es tractaria d’'una proteina integral de membrana present en la membrana
mitocondrial externa i capag d’unir el malonil-CoA amb una constant d’afinitat Kp =
0,3 UM, que es troba dins de les concentracions hipotalamiques de I'inhibidor (0,1-
1,4 uM), el que suggereix que l'activitat de CPT1C pot estar controlada per malonil-
CoA (Wolfgang MJ], 2006). La interaccié entre malonil-CoA i CPT1C podria ser
important per la senyalitzacio en les neurones hipotalamiques que regulen la

ingesta i la despesa energética periféerica (Cha SH, 2006).

Estudis recents realitzats en el nostre grup (Sierra AY, 2008), demostren
que la sobreexpressio de CPT1C fusionada a la proteina fluorescent en cél-lules de
cultiu (linia cel-lular embrionaria de ronyé huma HEK293T i fibroblasts humans PC-
12) indiquen clarament que CPT1C es localitza en el reticle endoplasmatic en
comptes del mitocondri i que la regid N-terminal de CPT1C és responsable de la
localitzacié de la proteina en aquest organul. L'estudi demostra que CPT1C utilitza

el palmitoil-CoA com a substrat i que mostra una molt baixa activitat carnitina-
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palmitoiltransferasa. Degut a la seva localitzacidé especifica en el cervell, CPT1C no
participa en l'oxidaci6 mitocondrial dels acids grassos sind que estaria
probablement implicada en rutes biosintétiques, facilitant el transport constant del
palmitat a través de les membranes del reticle endoplasmatic, mantenint un
equilibri entre les reserves en acil-CoA del citosol i el lumen del reticle

endoplasmatic.

La distribucidé i les caracteristiques cinétiques de les diferents CPTs es

resumeixen en la seglent taula:

CPT1A CPT1B CPT2 CPTIc

Mida 88kDa 88kDa 70kDa 88kDa
IC50MalonilCoA 2,5uM 0,03uM -
KmcCarnitina 30uM 500uM 120uM
Locuscromosoma huma 11q13 22q13.3 1p32 19q13.33
Expressio

Fetge ++++ - +

Muscul esquelétic (+) ++++ +

Cor + +++ +

Ronyo ++++ (+) +

Pulmé ++++ (+) +

Melsa ++++ - +

Intesti ++++ - + (+)
Pancreas ++++ - +

Teixit adipés marré (+) ++++ +

Teixit adip6s blanc + +++ +

Ovaris ++++ (+) + (+)
Testicles (+) ++++ + (+)
Fibroblasts humans ++++ - +

Cervell +
Cerevel - ++++ + -
Deficiéncia humana descrita sj no si no

Taula 1. Caracteristiques cinétiques i distribucié tissular de les diferents isoformes de la
CPT1.

6.1 Regulacio a nivell transcripcional

Pel que fa a la regulacié a nivell d'mRNA, s’ha descrit que canvis en la ratio
glucagd/insulina provoquen canvis en els nivells de I'mRNA de la CPT1, que a més
anirien associats amb nivells elevats d’acids grassos i disponibilitat reduida de
glucosa (Park EA, 1995). Concentracions elevades d’acids grassos indueixen un

rapid increment de I'expressié de CPT1A en el fetge (Chatelain F, 1996).

S’ha descrit que en els rosegadors durant I'época de I'alletament augmenten

els nivells d’'mRNA i l'activitat CPT1A en el fetge. També sota dietes riques en
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greixos es manté elevada l'activitat CPT1A, i aix0 no s’aprecia quan s’alimenten
amb dietes riques en carbohidrats (Thumelin S, 1994). A més, també s’ha
demostrat que els nivells d’'mRNA i I'activitat CPT1A augmenten en el fetge de rates

dejunades i en rates diabétiques depenents d’insulina (Park EA, 1995).

6.2 Regulacioé per malonil-CoA

El malonil-CoA és l'inhibidor fisiologic de la CPT1, i com a tal és el seu
principal regulador. Els nivells cel-lulars de malonil-CoA son determinants en la
regulaci6 de CPT1, per tant, el control d’aquests nivells seran també de vital
importancia. La formacid de malonil-CoA esta catalitzada per |'acetil-CoA
carboxilasa (ACC), de la que se n'ha descrit dues isoformes, ACC1 i ACC2. La
primera s’expressa en el citosol de les cél-lules i majoritariament en teixits
lipogénics com el fetge i el teixit adipds, mentre que I'’ACC2 és mitocondrial i
s’expressa principalment en el cor i el muscul esquelétic (Postic C, 2008). A més,
I’ACC2 presenta una extensié en el seu extrem aminoterminal que li confereix la
possibilitat d’anclar-se a la membrana mitocondrial externa, possiblement molt a
prop de la CPT1 (Abu-Elheiga L, 2000). L'activitat d’ACC esta subjecta a un control
agut mitjancant rapides modificacions covalents (inactivacid i activacié per
fosforilacié i desfosforilacidé respectivament), per una activacio per citrat i per una

inhibicid per acids grassos (Allred 1B, 1997).

A més de I’ACC, una altra proteina que juga un paper important en el control
dels nivells de malonil-CoA, és la malonil-CoA descarboxilasa (MCD). Aquest enzim
descarboxila el malonil-CoA per produir acetil-CoA, reduint els nivells cel-lulars de
malonil-CoA. Quant les necessitats energetiques son elevades, I'ACC es troba
inhibida i la MCD activada, de manera que |'efecte net és una baixada dels nivells
de malonil-CoA i aixd comporta una activacié de I'oxidacié d’'acids grassos (Postic C,
2008).

A part de la regulacié per malonil-CoA, s’han descrit altres mecanismes de
regulacié de la CPT1 independentment del malonil-CoA. En alguns estudis s’ha
suggerit que la CPT1 podria estar regulada per fosforilacié (Guzman M, 1992 i
Kemer J, 2004) o que la CPT1 interaccionaria amb altres proteines del citoesquelet
en la membrana mitocondrial externa (Guzman M, 1992 i Velasco G, 1998). Altres
estudis aporten evidencies d’una estimulacié de CPT1 per I’AMPK, mitjangant

fosforilacié de components del citoesquelet (Velasco G, 1998). En aquests estudis
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es proposa que la proteina quinasa II dependent de Ca2+/calmodulina i
possiblement la AMPK juguen un paper central, no només activant la CPT1 sind
també fosforilant e inactivant I’ACC i per tant reforca l’activacié de la CPT1

mitjancant la baixada dels nivells de malonil-CoA.

Actualment no estar resolt quin son els mecanismes pels quals canviaria la
sensibilitat de la CPT1A enfront el seu inhibidor fisiologic, el malonil-CoA, segons les

condicions fisiologiques (Saggerson D, 2008).

En un estudi del nostre grup (Morillas M, 2003) es va identificar la metionina
593 com l'aminoacid de la CPT1A critic per a la sensibilitat al malonil-CoA. Aquest
aminoacid esta present en totes les carnitina aciltransferasas inhibibles per malonil-
CoA (CPT1A, CPT1B, i COT) de varis organismes i no esta present en les carnitina
aciltransferasas no inhibibles per malonil-CoA (CPT2, CrAT i colina acetiltransferasa
(ChAT)). La mutacié d’aquest aminoacid pel seu equivalent en la CPT2, una serina,
va mostrar que la mutacié per si mateixa, M593S, provocava una péerdua gairebé
total de la sensibilitat a malonil-CoA quan aquesta forma mutant s’expressava en
llevats. Es interessant destacar que aquest mutant va presentar una eficiéncia
catalitica major que la forma no mutada pel substrat palmitoil-CoA. Aixi doncs,
probablement, la preséncia d’'una metionina en aquesta posicié s’hagi conservat
evolutivament en les carnitina aciltransferasas inhibibles per malonil-CoA indicant la

seva importancia en la sensibilitat a malonil-CoA.

La péerdua de sensibilitat al malonil-CoA de la forma mutada CPT1AM ha
estat estudiada en diferents tipus cel-lulars: en llevats (Morillas M, 2003), en
cél-lules B-pancreatiques (Herrero L, 2005), en ceél-lules musculars de rata
(Sebastian D, 2006 i Henique C, 2010) i en hepatocits de rata (Akkaoui M, 2009).
En tots aquests treballs es demostra una major capacitat oxidativa de la forma
mutada CPT1AM comparat amb la isoforma salvatge de la CPT1A independenment

dels nivells de malonil-CoA presents en els diferents teixits.

En el present treball, s’ha sobreexpressat tan la forma salvatge (CPT1A) com
la forma mutada (CPT1AM) M593S de la CPT1A de rata en el fetge de ratolins per
tal de comprovar la hipotesis de que una major oxidacié-B reverteix |'obesitat i la

resisténcia a la insulina induida per una dieta rica en acids grassos.
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7. ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES EN EL TRACTAMENT DE
L'OBESITAT

Cada cop més s’estan realitzant grans esforcos dirigits cap a la prevencio i
reversio de |'obesitat. L'obesitat esta associada a un alt nombre de malalties que
disminueix la qualitat de vida dels pacients i causen un gran impacte economic i

social.

Una de les primeres mesures i més ampliament utilitzades per la reduccié de
pes a llarg termini és mitjancant la ingesta de dietes restringents i I'augment de
I'activitat fisica. Perd0 malauradament, només una petita porcié dels malalts
intervinguts amb una dieta restringent i un augment de I‘activitat fisica

aconsegueixen mantenir la pérdua de pes a llarg termini (Wing RR, 2005).

Una altra opcid sén els tractaments farmacologics. Tan sols tres
medicaments s’han aprovat per la US Food and Drug Administration especificament
per la perdua de pes. Es basen en la reduccié de la ingesta energética actuant a
nivell de cervell com la sibutramina (Meridia®/Reductil®) o en la reduccié de
I'eficiencia de l'absorcié intestinal com és el cas de l'orlistat (Xenical®, Alli®).
Aquests tractaments igualment requereixen canvis en l'estil de vida dels pacients,
com |'Us de dietes hipocaloriques i/o exercici, per oferir uns beneficis moderats, i
|'aparicié d’efectes adversos o la recuperacié del pes perdut desencadenen en un
abandonament de la terapia. A més, la manca d’assajos clinics eficagos a llarg
termini ha fet limitar el seu Us i posar en dubte la seva eficacia. Actualment hi ha
unes 24 substancies i/o tractaments diferents que es troben en fase clinica 1 i
molts més que es troben en fase d’estudi, pero totes elles es basen en la reduccio
de la ingesta calorica. Perd la péerdua de pes mitjangant la restricciéo de la ingesta
calorica ha de superar tres reptes importants. El primer d’ells és que els mamifers
estan dissenyats per a fer front a llargs periodes d’escassetat d’aliments i de baix
contingut lipidic i qualsevol medicament que vulgui inhibir la gana haura d’actuar
mitjancant varies rutes metaboliques. En segon lloc, I’'experiéncia realitzada amb
els antagonistes dels receptors dels endocanabinoids ha demostrat, que el centre
del control de la sacietat sovint interacciona amb d’altres vies del cervell, causant
efectes psicotropics (Padwal RS, 2007). I en tercer lloc i probablement el més
important, el propi organisme té mecanismes homeostatics capagos d’augmentar
I’eficiencia calorica, com la reduccié de la BMR (basal metabolic rate), fent que la

pérdua de pes sigui encara més complicada (Redman LM, 2009 i Leibel RL, 1995).
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Per ultim, una altra opcid pel tractament de l'obesitat és la cirurgia
bariatrica. Es considerada actualment la mesura més eficag, especialment en
aquells pacients amb obesitat morbida amb un elevat risc de patir problemes de
salut associats com malaltia cardiovascular, diabetis i infart, entre altres. En
aquests pacients, un 5% de reduccio en el pes esta associat amb una reduccio del
60% dels risc de desenvolupar diabetis tipus 2. En intervencions fetes a pacients
diabétics, prop del 85% experimenten millora de la seva diabetis, mentre que el
77% dels casos la cirurgia resol completament la condicidé, permetent al pacient
deixar el seu tractament antidiabétic. Tot i aixi, la cirurgia no és una practica
definitiva, ja que entre el 10-15% dels casos fracassen des de l'inici, mentre que el
50% dels pacients recuperen el pes als 10 anys després de la intervencio. A més,
els casos d’éxit requereixen igualment modificacions en els habits dels pacients.
Entre els factors que recomanen la no utilitzacié de la cirurgia es troba |’elevat risc

de complicacions postquirurgiques.

En resum, les diferents estratégies per combatre |‘obesitat actualment es
basen en:1) La disminucié de la sensacié de gana mitjancant farmacs que actuin al
SNC inhibint la gana, o bé mitjancant productes substitutius o augmentant la
sensaci6 de sacietat. 2) reduccié de I'‘aportaci6 energética amb productes
substitutius amb menys calories, reduint I'absorcié de grasses, o facilitant la seva

eliminacié fisiologica i 3) increment del consum energetic mitjancant exercici fisic.

En els Ultims anys perd, hi ha hagut avengos molt interessants sobre les
terapies géniques, obrint tot un ventall de possibilitats alhora de trobar nous

tractaments per l'obesitat.

7.1 Models d’estudi d’'obesitat

El desenvolupament de diferents models d’estudi d’animals obesos és de
gran importancia per la recerca de nous tractaments per combatre |'obesitat. En els
ultims temps, diferents tipus d’animals com ratolins, rates, hamsters, gossos, porcs
i monos s’han utilitzat en I'estudi de la fisiologia i dels factors genetics relacionats
amb [I'obesitat humana (Speakman J, 2008). Diferents aproximacions com
mutacions espontanies, la deleccid o sobreexpressiéo de diferents gens o I'Us de
varis tipus de dietes s’han utilitzat per aprofundir en l'estudi de |'obesitat. Els
rosegadors en general i més concretament els ratolins es consideren un model ideal

degut a les semblances genétiques amb els humans i a les técniques de
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manipulacié genética cada cop més automatitzades. A més, son petits, facilment
manipulables i el seu cost de manutencié no és molt car. Una de les mutacions
espontanies més antigues descrites en ratolins és en el gen agouti (Bultman SJ,
1992), mentre que les més conegudes i utilitzades son les mutacions relacionades
amb la leptina i amb el seu receptor com sén els ratolins ob/ob i els db/db
respectivament (Zhang Y, 1994 i Bahary N, 1990). Les mutacions en els ratolins ob
i db causen una obesitat severa associada a resisténcia a la insulina i van
acompanyades d’una hiperfagia i una reduccidé en la despesa energética. Altres
ratolins obesos que s’han utilitzat son els tubby (Naggert JK, 1995) i els
carboxypeptidase E (Kleyn PW, 1996). Els ratolins tubby desenvolupen una obesitat
tardana i resisténcia la insulina, perdo es desconeixen els mecanismes perqué
pateixen la malaltia. Els ratolins carboxypeptidase E pateixen també una obesitat
tardana i hiperinsulinémia ja que tenen reduits els lligants dels receptors de la
melanocortina en I'hipotalem. En rates, un model classic de mutacié espontania en
el receptor de la insulina causant d’hiperfagia severa son les rates obeses Zucker
(fa/fa) (Zucker LM, 1965).

Una de les hipotesis de |'expansidé epidemica de |‘obesitat en humans és
l'augment en els ultims 30 anys d‘aliments d’alta densitat i rics en greixos.
Existeixen molts treballs realitzats amb rosegadors, els quals caracteritzen la
resposta enfront la ingesta de dietes riques en sucres i en greixos. Dels primers
treballs en aquesta area es basaven en alimentar a rates amb les dietes tipus
“cafeteria” (Stock MJ], 1982) les quals promouen un augment de pes. Aquestes
dietes pero, presenten varis problemes per la composicié nutricional dels aliments
escollits (Speakman J, 2008). En altres estudis realitzats en rosegadors, com en
ratolins C57BL/6, la ingesta de dietes riques en greixos i en sucres van promoure
un augment de pes significatiu (Surwit RS, 1988) que van acabar donant el nom de
les dietes conegudes com a DIO (diet-induced obesity) utilitzades en rosegadors.
Aguests tipus de dietes (DIO) sén una de les aproximacions més emprades en
diferents models d’animals obesos per l'estudi de possibles tractaments per

|'obesitat.

7.2 Terapia génica

La terapia génica consisteix en la transferencia de DNA o RNA a l'interior de
la cél-lula amb les seglients finalitats terapéutiques: incrementar I'expressié d’un
gen endogen, la restauracié de I'expressié d’un gen funcional quan el gen endogen

no és funcional i la inhibicid d'un gen endogen amb efectes patologics (Thrasher A,
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2005). Els dos principals sistemes de transferéncia de material genomic a l'interior
de la cél-lula es poden agrupar en metodes fisicoquimics i mitjangant vectors virals.
Els meétodes fisico-quimics van ser els primers en desenvolupar-se, com ara la
micrinjeccid, la electroporacié, bombardeig de microprojectils, polications i
liposomes. Aquests sistemes presenten avantatges com ara que sén métodes
senzills, no tenen limitacions en la mida del DNA a transferir, s6n poc toxics i no
so6n inmunogénics. En canvi, els inconvenients que presenten sén la seva baixa
eficiencia de transduccio de les cel-lules diana i que alguns d’ells només es poden
utilitzar in vitro (Gardlik R, 2005).

Actualment els virus constitueixen la forma més eficient de transferir gens a
I'interior de la cél-lula diana. Els vectors virics més utilitzats sén els adenovirus, els
herpes virus, els retrovirus (oncoretrovirus i lentivirus) i els virus adenoassociats. Al
contrari dels meétodes fisicoquimics, alguns dels vectors virics posseeixen una
elevada eficiencia de transduccié. Els virus vectors sén virus deficients els quals
se’ls ha eliminat una part o tot el seu genoma per tal d’evitar que completin el seu
cicle de vida en la cel-lula hoste. Els virus vectors porten inserit el gen a transferir
flanquejat pels minims elements de DNA/RNA necessaris per replicar I'acid nucleic i

empaquetar-lo en la capside proteica.

Existeixen pero algunes limitacions importants alhora de treballar amb els
virus. Un punt clau a considerar en la terapia geénica in vivo és la reaccio
immunologica de l‘organisme receptor i una altre la mida del DNA que s’ha

d’empaquetar a l'interior del virus.

Els diferents tipus d’intervencié de la terapia génica sén per un costat la
transferéncia de DNA codificant, els quals podrien reemplagar la injeccié de
proteines extracel-lulars com la insulina. Un altre tipus d’intervencié és la
transferéncia de sequéncies inhibidores de I'expressié com el DNA de doble cadena
amb unitat transcripcional d’'un RNA (antisens, ribozima i shRNA precursor del
siRNA), un DNA de cadena senzilla que funciona com un oligonucleotid antisens i un
RNA de doble cadena (petit RNA de interferéncia, siRNA). A més a més, també
s’utilitza la transferéncia d’acids nucleics DNA/RNA de cadena simple o doble
(aptamers) que son capacgos d’interaccionar amb les proteines alterant la seva

funcionalitat.

El primer farmac génic aprovat va ser el Gendicine (rAdp53), que és un

adenovirus capag d’expressar el supressor del tumor p53. Va ser aprovat a la Xina
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I'any 2003. El primer oligonucleotid antisens que va arribar al mercat va ser el
Vitravene (ISIS), el qual inhibeix la replicacio del CMV, causant de la retinitis.
Vitravene s’administra localment en l'ull mitjancant injeccié intravitrea. El primer
oligonucleotid aptamer del mercat va ser el Macugen (pegabtanib) dissenyat per
tractar la macula degenerativa, una malaltia ocular. Es tracta d’'un oligonucleotid
capag d’unir-se i inhibir el VEGF (vascular endothelium growth factor) que té
efectes angiogénics i proinflamatoris que contribueixen a la patologia. S’administra
per injeccid intravitrea. Fou desenvolupat per Eyetech Pharmaceuticals, Inc. i Pfizer
el comercialitza des de desembre del 2004. Actualment es troben en fase d’estudi
tractaments contra la deficiéncia de la lipoproteina lipasa en humans basats amb

virus adenoassociats (Burnett JR, 2009).

7.2.1 Terapia génica en l'obesitat

En els Ultims anys han aparegut varis estudis abordant el tractament de
I'obesitat mitjangant diferents técniques de terapia génica. La majoria de
tractaments es basen en decantar el desequilibri energétic mitjangant l'increment
de l'oxidacié d’acids grassos per reduir els diposits lipidics associats a I'obesitat i els
problemes conseqlients que aixd comporta. Alguns d’aquests estudis s’han centrat
en la reduccioé del malonil-CoA, que és un derivat del metabolisme de la glucosa i és
el precursor de la lipogénesi i alhora actua com inhibidor al-lostéric de la CPT1, que
és l'enzim clau i els pas limitat per dur a terme la oxidacio-B en linterior del
mitocondri. Per exemple, Shulman i col-laboradors en varis treballs mostren com un
augment de la FAO millora la resisténcia a la insulina mitjangant la reducci6 en els
nivells lipidics intramiocel-lulars i del fetge (Savage DB, 2005). Aquest treball es
basa en la reducci6 de les dues isoformes d'’ACC mitjancant inhibidors
oligonucleotids antisens, per tal de reduir els nivells de malonil-CoA en el fetge i
d’aquesta manera augmentar la FAO de manera indirecta. Gracies a l'inhibicié de
I’ACC1 i I'ACC2 disminueixen els nivells de TAG, els acils-CoA de cadena llarga i els

DAG reduint la translocacié de la PKCe.

Un altre enzim que s’ha utilitzat com a terapia génica diferent a la nostra és
la sobreexpressié de la malonil-CoA decarboxilasa, la qual és l'encarregada de
realitzar la reaccié del malonil-CoA cap a acetil-CoA, reduint els nivells de malonil-
CoA presents en el fetge (An J, 2004). En aquest treball es sobreexpressa la MCD
en el fetge de rates alimentades amb dieta grassa mitjancant I'administracio
d’adenovirus injectats a través de la vena de la cua. Els animals tractats presenten

una millora de la captacié de glucosa i de la resisténcia a la insulina en el fetge i en
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el muscul. Cal dir, que aquests treballs, tan el de Savage DB et al. com el de An ]
et al. tenen una curta durada i dificulta la interpretacié de quin és realment el paper

d’aquest augment de la FAO en els resultats presentats.

En canvi, d’altres estudis encaminats cap augmentar la FAO indirectament
en el muscul esquelétic s’han associat a la resisténcia a la insulina en el muscul
(Finck BN, 2005 i Koves TR, 2008) degut, segons els autors, a una saturacié del
mitocondri i a una FAO incompleta (Muoio DM, 2007). En el treball de Finck BN et
al. segueixen una estratégia diferent ja que realitzen un knock out de PPARa i en el
treball de Koves TR i col-laboradors realitzen un knock out de la MCD per tal
d’augmentar la FAO. A més, en un estudi recent de Hoehn et al. (Hoehn KL, 2010)
mostra com un augment de la FAO en el muscul mitjangant I'inhibicié de I’ACC2 i
una posterior activacido de I'AMPK. Tot i que son multiples els treballs que avalen
I'activacio de I’AMPK, tan en el muscul com en el fetge, com una terapia eficag pel
tractament de la DT2 per la seva capacitat d’inhibir la sintesi d’acids grassos,
augmentar la captacié de glucosa i reduir la produccié de glucosa hepatica (Zhang
BB, 2009).

En aquest punt, s’ha de fer constar, que estudis en els quals sobreexpressen
la CPT1A i la CPT1AM i que van en la mateixa direccid6 que la nostra son treballs
realitzats en el mascul com a teixit diana. On un augment de I'oxidacié en el muscul
disminueix lI'acumulacié lipidica i millora la sensibilitat a la insulina per part del
musucul (Sebastian D, 2007, Bruce CR, 2009 i Henique C, 2010). Aquests treballs
es basen en la sobreexpressié de la CPT1 ja sigui mitjangant electroporacié (Bruce
CR, 2009) o la utilitzacié d’adenovirus (Sebastian D, 2007 i Henique C, 2010). En
un treball del nostre grup (Sebastian D, 2007), on es sobreexpressa la CPT1A i la
CPT1AM en cel-lules musculars de rata L6E9 no s’observava una reduccié en els
diposits de TAG, pero si una reduccid significativa en el contingut de DAG i
ceramides. Aquesta reduccio dels diferents intermediaris lipidics toxics té un efecte
directe en la millora de la senyalitzacié de la insulina en el muscul. En un estudi de
Perdomo G. et al. (Perdomo G, 2004) en el qual sobreexpressen la CPT1A
mitjancant adenovirus en cél-lules musculars de rata no observen una reduccié en
els nivells de TAG, ni de DAG, ni en els de ceramides, en canvi si observen una
millora de la senyalitzacidé de la insulina independentment del contingut lipidic.
Suggerint que la millora de sensibilitat a la insulina en el muUscul que sobreexpressa
la CPT1 és independent del contigut lipidic. També en aquesta mateixa direccié pero
en el fetge, en un treball de Odoherty et al. (Stefanovic-Racic M, 2008) el qual

augmenten directament la FAO hepatica en rates mitjangant la sobreexpressié de la
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CPT1A administrant adenovirus, detallen una reduccié hepatica de TAG, pero degut
a la curta durada de l'estudi no presenten resultats sobre la sensibilitat a la

insulina.

Una altra estratégia realitzada per combatre l'‘obesitat és augmentar la
dissipacié energética en el fetge mitjangant la sobreexpressio de la UCP-1 (Ishigaki
Y, 2005). Per fer-ho, en aquest treball es van injectar adenovirus per la vena de la
cua de ratolins alimentats amb dieta grassa. En aquest treball s’obté una péerdua de
pes significativa dels animals. En l’actualitat tornen a ser d’especial rellevancia
alguns treballs que es centren en la termogénesi cél-lular i en el metabolisme del
mitocondri en el teixit adipds marré com a possibles terapies contra |'obesitat
(Tseng YH, 2010).

També existeixen varies aproximacions per combatre I|'obesitat a nivell
hipotalamic mitjangant la utilitzacié de diferents terapies géniques (Stefater MA,
2010).

En el nostre treball s’ha utilitzat com a terapia génica virus adenoassociats
per tal de sobreexpressar la CPT1A en el fetge de ratolins obesos per tal de revertir

el fenotip obés i resistent a la insulina.

7.2.2. Virus adenoassociats

Els virus adenoassociats (AAV) es classifiquen en la familia dels Parvoviridae
i dins del génere Dependovirus. Aquesta classificacid es basa en el fet que els AAV
depenen per la infeccid d’un altre virus o helper virus (adenovirus, herpesvirus,
citomegalovirus huma o el papilomavirus) per poder infectar i replicar-se (Daya S,
2008). En I'abséncia d’un virus que faciliti la seva infeccid, com el AAV2 pot esta en
laténcia integrat en el nucli en el cromosoma 19g13.4, és I'Unic virus de mamifer de
DNA que es coneix que és capac d’integrar-se en un lloc especific (Schultz BR,
2008). Actualment s’han descrit uns 14 serotips i multiples variants trobades en

ratoli, primats i teixit huma (Lochrie MA, 2006).

Tots els diferents tipus de serotips dels AAV tenen una mida d'uns 25nm de
diametre i contenen un genoma format per una cadena simple de DNA d’uns 4.700
nucleotids aproximadament (Muzyczka N, 1992). El genoma esta integrat per dues

zones ORFs (open reading frames), flanquejades pels ITRs (inverted terminal
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repeats). Els ITRs son I'Unic element actiu que requereix el genoma per la seva
replicacid i empaquetament. Una de les regions d’ORF codifica per quatre proteines
responsables del lloc especific d’integracid, unio, activitat helicasa i la regulacié dels
promotors dins del genoma dels AAVs (Samulski RJ, 1983). La segona regié6 ORF
codifica per les proteines viriques estructurals VP1, VP2 i VP3, de les quals 60
subunitats diferents s’empaqueten amb una relacié6 1:1:10 per formar una
estructura icosaedra. Diferéncies entre les seqiéncies de les proteines de la capside
dels virus son el que donen el gran ventall de serotips d’AAV. El resultat d’aquestes
diferéncies és la utilitzacido dels diferents receptors per entrar a la cél-lula,
conjuntament amb varis processos alternatius intracel-lulars que donaran a cada
serotip el seva preferéncia i especificitat alhora d’'infectar diferents teixits (Daya S,
2008 i Bartlett JS, 2000).

7.2.2.1. Infeccio6 dels AAVs

La infeccid virica és un procés amb multiples passos que requereix
atrevessar tot un seguit de barreres (unié al receptor, entrar a la cel-lula, transit
intracel-lular, procés endosomal i entrar al nucli) abans d’introduir el genoma del
virus dins del nucli (McCarty DM, 2004).

L'entrada a la cél-lula per la majoria dels serotips és mitjancant receptors
que faciliten I’endocitosi. Alguns estudis han demostrat que la inhibicié de les
dinamines (GTPases encarregades de la formacidé de les membranes i I'endocitosi)
reduirien fins a 3 cops la transduccié virica (Bartlett JS, 2000). Tot i que I’endocitosi
és el mecanisme majoritari per entrar a la cel-lula existeixen altres mecanismes
més minoritaris com el del AAV5 quan infecta cél-lules HeLa mitjancant I’Us de rutes
de I’'endocitosi diferents (Bantel-Schaal,U 2002). L’endocitosi dels AAVs esta
associada a nombroses molécules de diferents rutes de senyalitzacid. Per exemple,
s’ha demostrat que en molts casos les integrines poden actuar com a correceptores
dels AAVs (Sanlioglu S, 2000).

També s’ha comprovat que |'administracié de diferents inhibidors de
proteosomes, incloent aldheids tripitidils i antraciclines, augmentarien la
transduccié virica in vitro i in vivo mitjangant una millor translocacié al nucli (Duan
D, 2000). Aquesta troballa s’ha relacionat directament amb l'accié de la ubiquitina
(Yan Z, 2004).
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7.2.2.2 Serotips dels AAVs

Actualment s’han aillat unes 110 seqliéncies diferents de capsides de AAVs
(Gao G, 2005). Cada una d’aquestes capsides que tenen un perfil serologic Unic o
particular s’han classificat en diferents tipus de serotips d’AAV. En |'actualitat hi ha
descrits uns 14 serotips diferents. Entre les capsides del AAV1 i el AAV6 només
difereixen 6 aminoacids. Del serotip que es disposa major informacié i és el més
caracteritzat és el serotip AAV2 (Oelze I, 1994) i de les Uniques capsides que s'ha
obtingut la seva estructura cristal-lina sén el AAV2, el AAV4 i el AAV8 (Xie Q, 2002,
Govindasamy L, 2006 i Nam HJ, 2007).

Nombrosos estudis han avaluat i comparat els diferents serotips i el seu
poder de transduccié i eficiéncia alhora d’infectar teixits in vivo (taula 2). De
moment no hi ha un consens sobre quin seria el millor serortip per a cada teixit.
Estudis recents destaquen l'alta eficiencia dels serotips AAV1, AAV6 i AAV7 pel
muscul estriat (Gao GP ,2002; Chao H, 2000; Gregorevic P, 2004). D’altres estudis
també destaquen |'alta eficiencia pel muscul estriat per part dels serotips AAVS8 i
AAV9 (Wang C, 2005 i Vandendriessche T, 2007). Els serotips AAV8 i AAV9 també
s’han provat amb una alta eficiéncia amb la transduccié d’hepatocits (Gao G, 2002;
Nakai H, 2005 i Inagaki K, 2006). En el sistema respiratori, els serotips AAV6 i
AAV9 mostren una major eficiéncia per l'epiteli, mentre que el serotip AAV5 es
limita exclusivament a les cél-lules alveolars dels pulmons (Halbert CL, 2001 i
Bostick B, 2007). Respecte la transduccio virica al sistema nervids central, els
serotips 1, 4, 5, 7 i 8 infecten eficientment varis tipus de neurones a diferents
zones del cervell (Davidson BL, 2000 i Allocca M, 2007). També s’han realitzat
estudis amb els serotips AAV1 i AAV5 en cel-lules glials (Davidson BL, 2000 i Wang
C, 2003). En els ulls els serotips AAV1, 4, 5, 7, 8 i 9 transdueixen eficientment
I'epiteli pigmentat del reticle, mentre que els serotips 5, 7 i 8 transdueixen els
fotoreceptors (Weber M, 2003 i Lebherz C, 2008). A més a més els serotips AAV1,
AAVS8 i AAV9 s’han utilitzat en estudis realitzats en el pancreas (Nakai H, 2005). El
ronyd és un dels o6rgans més dificils per transduir eficientment, només s’ha utilitzat
el serotip AAV2 amb uns nivells baixos d’infeccié (Takeda S, 2004) i el serotip AAV9
pel gluméruls (Bostick B, 2007). Finalment s’han realitzat estudis en el teixit adipds
utilitzant el serotip AAV1 (Mizukami H, 2006).
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Teixit Serotip optim Referéncia

Fetge AAVS8, AAV9 Gao G, 2002 i Gao G, 2004

Muscul esquelétic AAV1, AAV7, AAVG, Xiao W, 1999; Blankinship MJ,
AAVS8, AAV9 2004 i Chao H, 2000

SNC AAV5, AAV1, AAV4 Wang C, 2003

Ulls AAV4, AAV5, AAVS Weber M, 2003

Pulmons AAV9 Gao G, 2004

Cor AAV8 Wang C, 2005

Pancreas AAV8 Loiler SA, 2003 i Wang C, 2004

Ronyo AAV?2 Takeda S, 2004

Taula 2. Eficiéncia de transduccié dels diferents serotips de AAVs en els principals teixits.

Assajos realitzats amb els diferents serotips d’AAVs en varis teixits de models d’animals
7.2.2.3 Us d’'AAVs com a terapia génica

Els AAV mostren gran habilitat per entrar a la cél-lula, penetren al nucli
satisfactoriament, s’expressen durant llargs periodes de temps i generalment no
mostren toxicitat. Una de les caracteristiques més importants és la manca de
patogénesi i la poca resposta immunologica que provoquen (Vandenberghe LH,
2009).

Una limitacié de la terapia génica amb els AAVs és l'existéncia d’anticossos
neutralitzadors dels AAV en la poblacio humana. A dosis molt baixes d’anticossos
neutralitzadors poden tenir un gran impacte i veure molt reduit l’eficiencia i
I'eficacia de la transduccié virica in vivo. La infecci6 depén del mitja per on
s’administren els virus, les barreres anatomiques i altres factors que facilitin el
contacte dels anticossos amb les capsides dels virus. Un estudi de Calcedo i
col-laboradors (Calcedo R, 2009) fet en sérum huma provinent de pacients
d’América del Nord, Africa, Australia i Europa va trobar que en un 29-59% de la
poblacié presentava anticossos neutralitzadors pel AAV2 depenen de la seva regio

geografica.

Existeix una segona generaci6 de AAV basats en 5 modificacions en la
capside del serotip AAV2 i anomenats AAV2.5 que redueix |'afinitat pels anticossos
neutralitzadors en el sérum huma (Thomas CE, 2004). Les multiples variants

naturals i l'enginyeria de capsides ofereix un gran ventall de possibilitats per
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I'aplicacié clinica dels AAV, perd també afegeix gran complexitat alhora de triar el

serotip més apropiat en cada cas (Vandenberghe LH, 2009).
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OBJECTIUS

L'objectiu d'aquesta tesi doctoral és avaluar quin efecte té un augment de
I'oxidacidé d’acids grassos a llarg termini en el fetge de rosegadors obesos. Per dur a
terme aquest augment de 'oxidacié-p es van utilitzar virus adenoassociats capagos
de sobreexpressar Unicament en fetge la carnitina-palmitoiltranferasa 1A i una
forma mutada de la carnitina-palmitoiltransferasa 1A (M593S) insensible al seu

inhibidor fisiologic, el malonil-CoA.

Els objectius d’aquesta tesi s’han desglossat en els segiients apartats:

1. Obtencié d'una eina capac¢ de sobreexpressar la CPT1A i la CPT1AM a llarg

termini en el fetge de diferents models d’animals.

2. Estudiar I'efecte de la sobreexpressié de la CPT1A i la CPT1AM en fetge sobre

I'obesitat i la resisténcia a la insulina induides per dieta grassa.

3. Estudiar I'efecte de la sobreexpressié de la CPT1A i la CPT1AM en fetge sobre la

inflamacio i I'estrés oxidatiu associats a I'obesitat.

4. Estudiar l'efecte de la sobreexpressi6 de CPT1AM en fetge de ratolins obesos

modificats genéticament (db/db).
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MATERIAL | METODES

1. ANIMALS

1.1 Ratolins C57BL/6J]

S’han utilitzat ratolins de la soca C57BL/6] de sis setmanes d’edat i adquirits
a (Janvier Laboratories, Franga). Els animals es van tenir dues setmanes a
I’'estabulari de la Facultat de Farmacia habituant-se al nou lloc abans de comencar
els experiments. Els animals es mantenen a 22°C en cicles de 12 hores de foscor i
llum amb accés lliure d’aigua i menjar. Els animals abans de ser sacrificats es posen
en deju durant tota la nit i es sacrifiquen per dislocacidé cervical préevia anestesia
amb isofluora. Aquesta s’administrava per via inhalatoria amb una dosi d‘induccio al
4% i a una dosi manteniment del 1.5-3%. Tots els protocols han estat aprovats pel
Comité d’Etica d’Experimentacié Animal de la Universitat de Barcelona (CEEA) que
es troben sota la normativa de The Federationa of European Laboratory Animal

Science Associations (FELASA).

1.2 Ratolins C57BL/KsJR-db/+ i C57BL/KsJR-db/db

S’han utilitzat ratolins de la soca C57BL/KsJR-db de sis setmanes d’edat i
adquirits a (Janvier Laboratories, Franca). Aquests ratolins tenen una mutacio
monogenica recessiva en el gen del receptor de la leptina en el cromosoma 4. Es
tracta d’'una mutacid puntual que crea un codd d’stop provocant un domini
intracel-lular reduit del receptor. La soca actual és un creuament entre les soques
C57BL/Ks J-db i C57BL/6 J-m. A partir dels 10-14 dies d’edat mostren nivells
elevats d’insulina i entre les setmanes 4-8 d’edat comencen a mostrar nivells
elevats de glucosa en sang. Es van mantenir en les mateixes condicions

d’estabulacié abans descrites en |'apartat 1.1.

1.3 Rates Wistar

S’han utilitzat rates Wistar mascles de 7 setmanes d’edat aproximadament i
adquirides a (Harlan Laboratories). Els animals es van tenir dues setmanes a
I’estabulari de la Facultat de Farmacia habituant-se al nou lloc abans de comencar
els experiments. Els animals es mantenen a 22°C en cicles de 12 hores de foscor i
llum amb accés lliure d’aigua i menjar. Els animals abans de ser sacrificats es posen
en deju durant tota la nit i es sacrifiquen per dislocacidé cervical préevia anestesia

amb isofluora. Aquesta s’administrava per via inhalatoria amb una dosi d‘induccio al
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4% i a una dosi manteniment del 1.5-3%. Tots els protocols han estat aprovats pel
Comité d’Etica d’Experimentacié Animal de la Universitat de Barcelona (CEEA) que
es troben sota la normativa de The Federationa of European Laboratory Animal

Science Associations (FELASA).
1.4 Dietes emprades

1.4.1 Ratolins C57BL/6J

Quan els ratolins tenien 8 setmanes d’edat es van dividir en dos grups: un
grup alimentat amb dieta control NCD (Normal Chow Diet) (International Products
Supplies Limited, TestDiet D8Y2, 10% kcal de greix, 18,3% proteina i 71,4%)
carbohidrats i I'altre grup alimentat amb dieta grassa HFD (High Fat Diet) (TestDiet
D8Y1, 60% kcal de greix, 18,3% proteina i 20,1% carbohidrats). Aquesta dieta
s'anomena DIO (Diet Induced Obesity) i esta ampliament reportat el seu Us tant
per engreixar els animals com per tornar-los resistents a la insulina (Brunengraber
Dz, 2003).

1.4.2 Ratolins C57BL/KsJR-db/+ i C57BL/KsJR-db/db

Aquests ratolins van ser alimentats amb la dieta control de Harlan (Global
Diet 2014; 12% aigua, 14,5% proteina, 4% greix, 4,5% fibra i 4,7% cendra)
produit i empaquetat pe Mucedola s.r.l. que és la dieta utilitzada normalment a

|’estabulari de la Facultat de Farmacia.

1.4.3 Rates Wistar

Per realitzar un tipus d’experiment (experiment 1 descrit més endavant)
aquestes rates van ser alimentades amb la dieta control de Harlan (Global Diet
2014; 12% aigua, 14,5% proteina, 4% greix, 4,5% fibra i 4,7% cendra) produit i
empaquetat pe Mucedola s.r.l. que és la dieta utilitzada normalment a l'estabulari

de la Facultat de Farmacia.

Per realitzar un tipus d’experiment (experiment 2 descrit més endavant)
quan les rates tenien 7 setmanes d’edat aproximadament es van dividir en dos
grups: un grup alimentat amb dieta control NCD (Normal Chow Diet) (International
Products Supplies Limited, TestDiet D8Y2, 10% kcal de greix, 18,3% proteina i
71,4%) carbohidrats i I'altre grup alimentat amb dieta grassa HFD (High Fat Diet)
(TestDiet 58V8, 45,7% kcal de greix, 18,3% proteina i 35,5% carbohidrats).

Aguesta dieta s'anomena DIO (Diet Induced Obesity) i esta ampliament reportat el
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seu Us tant per engreixar els animals com per tornar-los resistents a la insulina
(Brunengraber DZ, 2003).

2. CULTIUS PRIMARIS
2.1 Hepatocits de ratoli

Els hepatocits representen entre un 70-80% del total de la massa
citoplasmatica del fetge. Les principals funcions que desenvolupen o en les que
intervenen son: filtratge i emmagatzament de la sang, metabolisme dels hidrats de
carboni, proteines, lipids, hormones i compostos quimics estranys, la formacio de

bilis i 'emmagatzament de vitamines, ferro i la formacid de factors de coagulacio.

Els hepatocits son cel-lules poliédriques amb 1 6 2 nuclis esféerics. Presenten
un citoplasma acidofil molt ric amb organuls com ribosomes, reticle endoplasmatic,
aparell de Golggi i mitocondris. A més el citoplasma conté multiples inclusions de

glucogen i greix.

Apart dels hepatocits trobem altres tipus de cél-lules com serien; les cél-lules
de Kupffer, un tipus de macrofag que fagocita bacteris i altres cossos estranys

provinents de la sang de les llacunes hepatiques i les cél-lules endotelials tipiques.
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Figura 1. Hepatocits de ratoli en medi de cultiu. Fotografia d’hepatocits 24 hores després de ser

obtinguts en el nostre laboratori.

L'aillament dels hepatocits es fa mitjancant una digestié amb col-lagenasa.
En un primer pas es renta el fetge amb una solucié isotonica, en la qual s'hi

addiciona un agent quelant (EGTA) per tal d’atrapar el calci i trencar les unions
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entre les cél-lules. En el seglient pas el fetge es renta amb una soluci6 amb

col-lagenasa per tal de separar els hepatocits del parenquima del fetge.

Mitjancant aquesta técnica s’aconsegueix una suspensioé d’hepatocits, la qual
pot ser sembrada en plaques de 10mm o en ampolles de 25cm? per utilitzar
immediatament o per criopreservar per congelacié (Guillouzo A, 1999). Els
hepatocits en cultiu no proliferen i sén extramadament sensibles als cicles de
congelacid i descongelaciod tot hi afegir agents crioprotectors, per aixd s’aconsella la

seva utilitzacio en fresc (Hamel F, 2006).

2.2 Obtenciod d'hepatocits de ratoli

L'obtencié de cultius primaris d’hepatocits mitjancant el métode de perfusio
de col-lagenasa per la vena porta es va descriure préviament per (Moldéus P,
1978).

Es segueix el muntatge tal i com s’indica en la figura 2. En un bany a 37°C
es dipositen la soluci6 de rentat HBSS+EGTA i la solucio de digestio
HBSS+col-lagenasa (solucid que serveix per disgregar els hepatocits, pero la
col-lagenassa s’afegeix en I'4ltim moment). Ambdues solucions s’especifiquen més
endavant. Es comprova la velocitat de la bomba de perfusié (5ml/min.)(GILSON,
Model MP Drive Unit, F155001). Es vigila en tot moment que no quedi cap bombolla
en tot el circuit del muntatge. S’ha de controlar que tan els tubs (F1825133), com
els connectors (F1179951) del muntatge estiguin perfectament nets per tal d’evitar
qualsevol tipus de contaminacié. Tot seguit es gasifiquen (02:COz2) les solucions

durant 20 min. abans de comencar el procediment.

HBSS (Hank’s balanced salt solution) (138mM NaCl, 50 mM Hepes, 5,56 mM
glucosa, 5,4mM KCI, 0,338mM Na,HPO4.2H,0 més 0,44mM KH,PO4; pH 7,4 i es
filtra amb un filtre de 0,220,22um).

HBSS+Col-lagenasa (preparar extemporaniament) 0.25% Col-lagenasa IV
(Sigma, C5138, activitat especifica 2.9), 5mM CaCl, en HBSS. Ajustar el pH 7,4.
HBSS+EGTA (preparar extemporaniament) 0.5mM EGTA (filtrat) amb HBSS; pH
7,4.

Les solucions han d’estar filtrades i estérils per tal d’evitar contaminacions.
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Trampa de bombolles d’aire

Bany d’aigua a 37°C Bomba
5mimin

Canula del fetge

H,0 - saturada

Figura 2. Esquema del sistema de perfusio d’hepatocits de ratoli. En la figura es mostren les
solucions necessaries i la correcta coneccié del sistema de perfusié. La gasificacié de les solucions és

necessaria per a la supervivencia de les cel-lules un cop sacrificat I’'animal.

S’anestesia el ratoli mitjancant una injeccié intraperitoneal 10ul/10g de pes
ketamina (100mg/kg) (Imalgene 1000 Merial) i xilacina (10mg/kg) (Rompun 2%
Bayer). Es deixen transcorre uns 20min. per tal de que I|'anestesia actui
correctament. Abans de comengar es presionen les potes posteriors del ratoli amb
les ungles per tal de comprovar la correcta administracié i eficiéncia de l'anestesia.
S'immobilitza el ratoli per les potes i es renta la pell amb etanol al 70% per tal de
desinfectar la superficie i evitar posteriors contaminacions. S’obre I'abdomen i es
mou tot el contingut del ventre cap a la dreta, deixant perfectament visible el fetge,
la vena porta i la vena cava inferior. S'insereix la canula (23Gx3/4"”
TW=0,6x19mm) a la vena cava inferior i es posa en funcionament el flux de la
bomba de perfusio (figura 3). Quan s’observa que el fetge comenca a estar pal-lid,
significa que la perfusié s’ha realitzat correctament i és el moment de tallar la vena

porta per tal de rentar el fetge durant 5min.

A continuacio, s'afegeix la col-lagenasa (a la solucié de digestio utilitzant un
filtre de 0,22um (Millex GP PES SLGPO33RS). S’atura el flux de la bomba i es canvia
rapidament el tub de la solucié de rentat (HBSS+EGTA) a la solucié de digestid
(HBSS+col-lagenasa). S’espera aproximadament durant 12 min. fins que el fetge
adquireix una certa viscositat. En aquest moment s’atura la bomba i per tant el flux
i s’extrau el fetge amb la maxima rapidesa possible. En aquest punt és molt
important no seccionar l'estbmac o els intestins per tal d’evitar futures
contaminacions. A partir d’aguest moment es treballa en condicions esteérils sota

campana de flux laminar.
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Aorta abdominal

Artéria mesenterica superior -
Vena suprarenal
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) Vena inferior cava —— Arteria i vena

Lloc de canulacié de la uretra

Figura 3. Esquema de canul-lacié de la vena de ratoli. La fletxa groga indica la direccié i el lloc de
perfusio.

Es diposita el fetge en una placa de petri amb solucié HBSS+EGTA escalfada
previament a 37°C i amb l'ajut de dos forceps es va disgregant el fetge per tal
d’obtenir els hepatocits separats. Es filtra la soluci6 amb un filtre de 250um en un
tub de 50ml i a continuacié es dur a terme un seguit de rentats dels hepatocits.
S’addicionen 35ml de soluci6 de rentat HBBS+EGTA i es centrifuga a 600 x g durant
2min. a temparatura ambient. Es descarta el sobrenedant i es torna a rentar els
hepatocits afegint uns altres 35ml de la solucié de rentat. Es centrifuga a 600 x g
durant 2min. a temperatura ambient i finalment es resuspenen els hepatocits amb
10ml de medi d‘aillament: (DMEM (Gibco 11966), 10mM glucosa, 10% FBS
(LABCLINICS SA ref.BC-0005934), 100nM insulina (FW 36.46 g/mol), 100nM

dexametasona i estreptavidina-penicilina (100U/ml)).

Abans de sembrar els hepatocits en plaques s’ha de determinar la seva
viabilitat. Quan s’esta aillant els hepatocits d’un fetge interessa obtenir el maxim
nombre d’hepatocits viables ja que al llarg del procés hi ha diferents punts claus
(pH i temperatura de les solucions emprades) que faran que alguns hepatocits es
morin. Es aconsellable treballar amb hepatocits amb una viabilitat superior al 80-
85% per tal de poder realitzar experiments de forma repetitiva i reproduible. Per
comprovar la viabilitat dels hepatocits s’utilitza una solucié Trypan Blue (SIGMA
T8154) que tinta de color blau els hepatocits morts. Els hepatocits que romanen

vius es queden de color blanc.
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Es prepara la segiient suspensié per determinar la viabilitat: 100ul suspensié
d’hepatocits + 800ul HBSS+EGTA + 100ul Trypan Blue. De la suspensié obtinguda
s’agafen 10ul i es dipositen pel lateral de la camera de Neubauer (figura 4) on es
compten els hepatocits blancs (vius) i blaus (morts) que hi ha en cada un dels

quatre quadrants de 16 quadrats.

Figura 4. Camera de Neubauer. La zona marcada en color gris és la zona on es compten els

hepatocits.

Viabilitat % = Numero d’hepatocits vius x 100 / Nimero total d’hepatocits

Alhora de distribuir els hepatocits en plaques de cultiu només es tindra en compte

els hepatocits vius (Taula 1).

Comptatge total d’hepatocits = Mitja d’hepatocits vius x 10.000 x 10 = hepatocits

totals/ml

Finalment es dur a terme el sembrat dels hepatocits en els diferents tipus de
plaques o en ampolles de 25cm? pretractades amb gelatina (SIGMA G9391, 0,1%
(p/v)). El dia abans d’obtenir els hepatocits es preparen les plaques i/o ampolles on
es sembraran els hepatocits amb la gelatina que s’escalfa fins a uns 50°C per la

seva correcta dissolucio.

Plaques Volum Hepatocits
100mm 10ml 5,8x10°
60mm 3ml 1,7x10°
6 pouets 2ml 1,1x10°
Ampolles de 25cm? 10ml 3,5x10°

Taula 1. Distribucié del nombre d’hepatocits per tipus de placa.
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3. VIRUS ADENOASSOCIATS

La sintesi i la produccié dels virus adenoassociats es va realitzar a les
instal-lacions de lI'empresa AMT (Amsterdam Molecular Therapeutics) fruit d’una
col-laboracid6 entre I'empresa i el nostre grup. L'’AMT és una empresa de

biotecnologia dedicada a la produccio de virus adenoassociats per terapia genica.

El métode utilitzat per a la fabricacié dels virus adenoassociats per dur a
terme aquest estudi és el métode descrit per Urabe i col. (Urabe M, 2002) que es
basa en la formacié de tres baculovirus i la posterior produccié dels virus
adenoassociats en cél-lules d'insecte Sf9. Un dels baculovirus conté les proteines
rep per la replicacio, un altre baculovirus dur integrades les proteines de la capside

(vp o cap) i per ultim un tercer baculovirus que conté el gen d’interes.

Per obtenir el baculovirus que conté el gen d’interés primer s’ha d’obtenir el
vector plasmidic corresponent. En el nostre cas el vector plasmidic utilitzat per fer
les construccions viriques esta integrat per un promotor especific de fetge
(EalbAATp) (Kramer MG, 2003), la seqiuéncia de cDNA dels gens que es volen
sobreexpressar (GFP o CPT1A o CPT1AM), una regié reguladora posttranscripcional
per facilitar o millorar la transcripcié [(WPRE; woodchuck posttranscriptional
regularoty element) GenBank acc AY468 486)] i un senyal de poliadenosina de
I'hormona de creixement bovina [bGH poly(A)] (bases 2326-2533 GenBank acc
M57764). La construccid va encaixada entre dues zones invertides (ITRs ; inverted

terminal repeats) que provenen del virus adenoassociats del serotip 2.

Els plasmidis corresponents als baculovirus de les proteines rep i vp serotip

1 foren subministrats per I'empresa AMT.

Per obtenir cadascun dels tres baculovirus Brep, Bvpl i B(GFP o CPT1A o
CPT1AM) es va utilitzar el sistema de flashBAC (figura 5) de la casa comercial
nextgensciences (www.nextgensciences.com) seguint les instruccions de la casa
comercial. De cadascun d’ells es va utilitzar per I'obtencié dels virus adenoassociats
el baculovirus que presenta el titol més elevat i sempre superior a 1x10'? (copies

genomiques/ml).
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flashBAC

tranfer vector

lef2
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Figura 5. Sistema flashBAC. El sistema flashBAC no conté una part essencial del gen ORF1629 que

intervé en la replicacié del virus. Tanmateix, el sistema flashBAC conté un cromosoma bacteria artificial.

La recombinacié homologa entre el DNA del sistema flashBAC i el vector plasmidic que conté el nostre

gen d'interés ens dona lloc un vector recombinant que incorpora el gen ORF1629 i desestima la

seqliéncia BAC.
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4. PROCEDIMENTS AMB ELS ANIMALS

4.1 Identificacio dels animals

Per tal de poder identificar correctament cada un dels animals que formaven
part dels experiments abans de comencar a treballar amb els ratolins es procedia a
la seva identificacid mitjangcant un seguit de forats a les orelles fets amb un trepant

especial previament esterilitzat .
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Figura 6. Identificacio dels ratolins. En el segient esquema es mostren les orelles de cada ratoli
amb els sistema emprat d‘identificacio. En 'orella dreta es marquen les desenes i en I'orella esquerra es

marquen les unitats.
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4.2 Administracio de virus

L'administracié dels virus adenoassociats abans descrits es fa per injeccio
mitjancant la vena de la cua dels ratolins i de les rates. Esta descrit que un 90%
dels virus injectats d’aquesta manera queden retinguts en el fetge (Nakai H, 2001).

La dosi injectada va ser de 7.5x10*? gc/kg de pes corporal.

S’anestesien els animals amb isoflura (veure apartat 1.1) per tal de
minimitzar qualsevol tipus d’estrés degut a la seva manipulacié. Tot seguit son
introduits en uns poltres on queden encaixats i d'aquesta manera se’ls restringeix
tot tipus de moviment. Després s’escalfa la cua dels ratolins mitjancant una
bombeta que emet Illum vermella (raigs infrarojos) de la marca OSRAM
(SICCATHERM 250w E27/ES) durant 1min. aproximadament. Aquest procediment
és necessari per tal de visualitzar millor la vena per on seran injectats els virus
corresponents. Un cop localitzada la vena s’introdueix molt suaument la dosi

pertinent.

4.3 Disseny dels experiments

4.3.1 Ratolins C57BL/63J:

Injecci6
AAV Sacrifici Sacrifici
Edat —1 : i :
(setmanes)8 10 14 23
| >
NCD o HFD

Figura 7. Diagrama de I'experiment amb els ratolins C57BL/6]. S’especifica I|'edat del
comencament de la ingesta de les dietes corresponents, |I'edat d’administracié dels virus adenoassociats
AAV-GFP, AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM i l'edat de sacrifici dels animals. NCD: Normal Chow Diet i HFD:
High Fat Diet.
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4.3.2 Ratolins C57BL/KSJR-db/db i C57BL/KSJR-db/+:

>

Infeccid
: A,?\V SaCII’ifiCi
Edat 1 1 1
(setmanes) 6 8 25
|
[

NCD

Figura 8. Diagrama de l’experiment amb els ratolins C57BL/KSJR-db. S’especifica I'edat del
comencgament de la ingesta de les dietes corresponents, |I'edat d’administracid dels virus adenoassociats
AAV-GFP i AAV-CPT1AM i I'edat de sacrifici dels animals. NCD: Normal Chow Diet.

4.3.3 Rates Wistar:

Experiment 1:

>

Infeccié
. A,I’\V Saclrifici
Edat | | |
(setmanes) 5 7 11
L
I

NCD

Figura 9. Diagrama de I'experiment amb les rates wistar. S’especifica I'edat del comengament de
la ingesta de la dieta corresponent, I'edat d’administracié dels virus adenoassociats AAV-GFP, AAV-
CPT1A i AAV-CPT1AM i I'edat de sacrifici dels animals. NCD: Normal Chow Diet.

Experiment 2:

Injeccié
AAV Sacrifici
Edat —1 I I
(setmanes)8 20 26
| >
[
NCD o HFD

Figura 10. Diagrama de I'experiment amb les rates wistar. S’especifica I'edat del comengament de
la ingesta de les dietes corresponents, I'edat d’administracié dels virus adenoassociats AAV-GFP i AAV-
CPT1AM i I'edat de sacrifici dels animals. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet.
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4.4 Extraccio sanguinia per a la determinaciéo de metabolits

Els ratolins s‘immobilitzen en una ma i amb unes tisores es fa un petit tall a
la cua del ratoli. Tot seguit es presiona lleugerament la cua per tal d’extraure les

gotes de sang necessaries.

4.4.1 Determinacio de glucosa

Per dur a terme la mesura de glucosa es necessita una gota de sang i es
determina mitjangant un glucometre conjuntament amb les seves tires reactives.

(Glucometer Eliter de Bayer).

4.4.2 Obtencio de sérum

Material necessari: tisores, capil-lars (Fisher Scientific. 200 tubs, Cat. 22-
362-574), Tubs separadors de sérum (Becton Dickinson. 50 tubs. Cat. 365956).

L'extracci6 de serum és important per determinar tot un seguit de
parametres seérics com (insulina, leptina, TAG, acids grassos lliures, cossos
cetonics, etc...). Mitjangant I'ajut d’un capil-lar s’extreuen entre 5 i 10 gotes de
sang que es posen en tubs separadors de serum amb anticoagulant. Al cap de 30
min. aproximadament es centrifuguen 5 min. a 10.000 x g i s’obté el serum que es

congela a —200°C per la seva conservacio.

4.5 Test de tolerancia a la glucosa

Material necessari: tisores, glucometres (2 minim), tires reactives, capil-lars,
tubs separadors de sérum, xeringues d'1ml (Becton Dickinson, U-100 insulina, Cat.
329424.), glucosa al 20% (Baxter International. Cat. 2B0124P), tetina per expulsar
la sang dels capil-lars (Fisher Scientific. Cat. NC9149076), cronometre, ratllador i

calculadora.

Els animals s6n dejunats la nit abans, es pesen per saber la quantitat de
glucosa a injectar. Es determina la glucosa a temps zero. Es preparen totes les
xeringues dels ratolins (40 ratolins aprox.) sota campana de flux laminar en
condicions d’esterilitat. S’administra intraperitonealment la glucosa (2g/kg de pes)

a tots els ratolins amb un interval de 20s. entre cada ratoli.
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Per realitzar correctament el test, la glucosa ha d’entrar a la sang de la
mateixa manera en tots els ratolins. Amb els ratolins no obesos |'agulla es clava
amb una inclinacié d’uns 45°. En els ratolins obesos, per tal de creuar tot el teixit
adipds s’injecta amb un angle de 90°. Després de la injecci6 es determina la
glucosa al cap de 15, 30, 60, 90 i 120 min. amb el glucometre i per extraccio
sanguinia de la cua. Les gotes de sang s’agafen utilitzant el métode descrit en
I'apartat 4.2

4.6 Test de tolerancia al piruvat

Material necessari: Estisores, glucometres (2 minim), tires reactives,
capil-lars, tubs separadors de serum, xeringues d’1 ml (Becton Dickinson, U-100
insulina, Cat. 329424.), piruvat sodic (SIGMA P5280) preparat en PBS, tetina per
expulsar la sang dels capil-lars (Fisher Scientific. Cat. NC9149076), cronometre,

ratllador i calculadora.

Els animals s6n dejunats la nit abans, es pesen per saber la quantitat de
piruvat sodic a injectar. Es determina la glucosa a temps zero. Es preparen totes les
xeringues dels ratolins (40 ratolins aprox.) sota campana de flux laminar en
condicions d’esterilitat. S'administra intraperitonealment el piruvat (2g/kg de pes) a
tots els ratolins amb un interval de 20s. entre cada ratoli. La injecci6 es realitza de
la mateixa manera que s’ha descrit anteriorment pel test de tolerancia a la glucosa
(apartat 4.5).

La solucio de piruvat sodic es prepara en una solucié tampo6 com el PBS per
tal d’evitar que una solucié acida ens provoqui un desequilibri acidobasic en els
animals. La solucié es filtra amb un filtre de mida de 0,22um abans de ser

injectada.

Per preparar un litre d’'una solucié de PBS es dissolen 8g de NaCl, 1,44g de
Na,HP0O,4.2H,0, 0,2g de KCl i 0, g de KH,PO, en 1| d’aigua destil-lada. S’ajusta el pH
a 7,4, s'autoclava i es desa a 4°C.

4.7 Induccio de la cascada de senyalitzacio de l'insulina (Akt/pAkt)

Per tal d’avaluar la cascada de senyalitzacié de la insulina es determina

|'activitat de la proteina Akt que es basa en la immunodeteccid de la proteina
fosforilada en la serina 473 (Schmitz-Peiffer C, 1999). L'Akt és activada per la
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insulina en la serina 473 i s’utilitza un anticos especific contra aquesta proteina
fosforilada per determinar el seu nivell d'activacié i per tant l'activitat d’Akt, ja que

la proteina és activa quan esta fosforilada. El procediment es detalla a continuacio.

Els animals so6n dejunats la nit abans. S’anestesien amb ketamina
(100mg/kg) + xilacina (10mg/kg). S’injecta per la vena cava inferior 2.5U
d’insulina (Humulin, Lilly) i es sacrifiquen al cap de 5 min. Tot seguit es passa a
extraure el teixit adipos epididimal, el fetge, el muscul i la melsa i rapidament es

conserven en nitrogen liquid per ser conservats a —80°C.

Per tal de fer l'extracte total per després poder processar i detectar I’Akt
total i la pAkt mitjancant la técnica de Western Blot es procedeix de la seglent

manera:

Es polvoritzen els teixits congelats i es politronen (Politré) durant 30s. a
maxima velocitat. El tampo de lisi utilitzat és el tampd RIPA (30mM HEPES, 150mM
NaCl, 1mM fenilmetilsulfonil fluoride, 3uM aprotinina, 10uM leupeptina, 5uM
pepstatina A, 25mM benzamidina, 25mM vanadat de sodi, 5mM glicerol fosfat,
100mM NaF, 1.0mM molybdat d’amoni, 30mM pyrofosfat de tetrasodi, 5mM EGTA,
10% glicerol, 1% Trité X-100 i 0.5% deoxycolat de sodi i s‘ajusta el pH a 7.4). La
soluci6 de RIPA es pot congelar amb aliquotes a -20°C i s’afegeixen
extemporaniament els inhibidors de proteasas i els inhibidors de fosfatasas. Els
extractes es barregen durant 1h. en un agitador vertical a 4°C i es centrifuguen 20
min. a 16.500 x g. S'agafa el sobrenedant i es quantifica la proteina amb el métode
de Bradford (Bradford MM, 1976).

5. ANALISI DE L'RNA

5.1 Obtenciod i quantificacio de I'RNA total

Per fer I'obtencio de I'RNA de fetge i muUscul de ratoli s’ha utilitzat el RNeasy
Mini kit de QIAGEN (#74107) i per l'obtencié de I'RNA del teixit adipds es va
utilitzar el RNeasy Lipid Tissue Mini kit de QIAGEN (#74804). Els kits es basen en
una extraccié de fenol-cloroform i isotiocianat de guanidina (Qiazol), on les
molécules de RNA queden atrapades en una membrana de silici que es troba en les
columnes proporcionades pel propi kit. L'RNA s’obté després d’una elucié de les
columnes. En els dos casos es van seguir les instruccions especificades per la casa

comercial.

59



Material i métodes

Es mantenen els teixits en nitrogen liquid i es pesen en criotubs 50mg de
fetge, 50mg de muscul i 200mg de teixit adipdés aproximadament. A continuacio
s’homogenitzen en 1ml de Qiazol (QIAGEN, Cat#15596-018). Es transfereix
I’'homogenat en un tub de 2ml i s‘incuben 5 min. a temperatura ambient. En aquest
punt es poden congelar les mostres a —-80°C. S’afegeixen 200ul de cloroform i es
barreja vigorosament. S’incuben 2-3min. a temperatura ambient i es centrifuga a
12.000 x g durant 15min. a 4°C. Es transfereix la fase aquosa (superior) a un altre
tub eppendorf en el qual s’afegeixen 600ul d’etanol al 70% en aigua DEPC i es
barreja. A continuacid es transfereix el contingut en les columnes proporcionades
pel RNeasy kit i tot el procediment es realitza partir d’aquest moment a
temperatura ambient. Es centrifuguen a 8.000 x g durant 30s.i es descarta l'eluent,
es repeteix el pas amb la mostra que quedi per processar, en aquest punt I'RNA de
la mostra queda atrapat a la membrana de silici de la columna. S’afegeixen 700ul
de la soluci6 RW1 proporcionada pel kit i es centrifuga 8.000 x g durant 30s. En
aquest punt es fan un seguit de rentats per tal d’obtenir ’'RNA el maxim purificat.
Es descarta i es col-loca un nou tub col-lector. S’afegeixen 500ul de solucié RPE
proporcionada pel kit i es torna a centrifugar a 8.000 x g durant 30s. Es descarta i
es col-loca un nou tub col:-lector i es posa la columna amb un nou tub i es
centrifuga a 8.000 x g durant 30s. Es transfereix la columna en un nou tub
eppendorf i s’afegeix l'aigua lliure de RNAasas al mig del filtre (membrana) de la
columna segons la mostra: fetge (150ul), muscul (50ul) i teixit adipos (30ul) per
tal d’eluir 'RNA de cada mostra. Es centrifuga a 8.000 x g durant 30s. i en I'eluit ja

es pot quantificar I'RNA obtingut.

L'RNA es quantifica espectrofotometricament mitjancant I'aparell anomenat
Nanodrop de la casa comercial Thermo Scientific. Aquest medeix |'absorbancia a
260 i 280nm en un volum de mostra de 2ul. La lectura a 260nm permet calcular la
concentracié d’acid nucleic de la mostra i la relacié entre les lectures de 260 i
280nm (DO2s0/D0z280) dona una estimacido de la puresa de l’acid nucleic. Les

preparacions pures de I'RNA tenen valors que oscil-len entre 1,8 i 2,0.
5.2 Sintesi del cDNA
Mitjangant la transcripcié inversa o RT-PCR podem obtenir cDNA de doble

cadena a partir d'mRNA. El procés es realitza en dues etapes, en una primera etapa

es dur a terme la transcripcid inversa i en una segona etapa |'amplificacié del cDNA.

60



Material i métodes

Per fer la sintesi del cDNA es va utilitzar el kit de Roche (Transcriptor First
Strand cDNA Sintesis kit) (Cat#04379012001) seguint les instruccions facilitades
per la casa comercial. Es va partir d’lug d’'RNA per cada mostra i en la sintesi
s’utilitzen Random primers (500ng/ml). Les mostres s‘incuben durant 10min. a
65°C per evitar la formacio d’estructures secundaries innespecifiques i en acabar

les mostres es mantenen en fred.

A més de les mostres es prepara un control negatiu el qual conté tots els
components menys el Transcriptor RT que en el seu lloc s’addiciona aigua. Un cop
s’ha acabat d’afegir tots els reactius del kit (First-Strand Buffer, DTT 100mM, Rnasa
OUT més M-MLV RT) s’incuben les mostres 60min. a 50°C per la reaccié de la
transcripcié reversa i 5min. a 85°C on s’atura la reaccié. Per Ultim les mostres es

mantenen en fred.

Finalment a cada mostra afegirem una quantitat d’aigua per tal de que ens
quedi una concentracié final de 2,5ng/ul que s'utilitzara per la posterior

determinacio i quantificacié de I’'expressié génica per PCR a temps real.

5.3 PCR a temps real

La PCR quantitativa o en temps real es realitza en un equip que integra una
PCR convencional i un fluorimetre que determina la fluorescéncia que es produeix

en el tub d'amplificacié en tot moment al llarg de la reaccié (Bustin SA, 2000).

La reaccio d’amplificacié de la PCR a temps real consta de tres fases:

Plateau Phase

Linear Phase

Exponential Phase

Log(PCR Product Amount)

PCR Cycle Number

Figura 11. Esquema de les diferents fases de la reaccio d’ampliacio de la PCR a temps real. Es
mostra una fase exponencial o geomeétrica, una fase lineal i una fase plateau on s’arriba a una saturacié

dels reactius i una amplificacié minima.
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El fluorofor estar present constantment en el mitja de la reaccié i el senyal
obtingut al final de cada cicle d'amplificacié es representa en una grafica enfront del
nombre de cicles i s'obté una corba que mostra el transcurs del procés. L'equip
utilitza un laser per a emetre la llum que excita al fluorofor i la tecnologia de les
cameres de diodes computerizades (CCD) per a determinar la fluorescéncia emesa
a diferents longituds d'ona en funci6 del fluorofor que s'utilitza. La camera CCD és
multicanal, el que li permet realitzar diverses analisis simultanies en el mateix tub
de PCR.

La quantificacié s'assoleix mitjangant la utilitzacié d'una corba patré en la
qual es representen les intensitats de fluorescéncia aconseguides enfront de

concentracions inicials conegudes d'un fragment idéntic al que volem quantificar.

En la deteccid s'utilitza el SYBR GREEN com agent intercalant o la tecnologia
de les sondes marcades fluorescentment, denominades sondes TagMan (Applied
Biosystem) o UPL (Roche) basades en |I'apantallament d'energia entre un fluorofor i

una molécula apantallant.

El marcador fluorescent SYBR GREEN és una cianina asimeétrica que quan
s’uniex al solc menor de la doble cadena del DNA, el complex que forma és capag
d’absorbir Ilum blava i emetre llum verda. Per tant a major fluorescéncia emesa es

correlaciona directament amb major quantitat de DNA amplificat.

Les mesures es van obtenir amb |'aparell de Roche LightCycler 480 Real-
Time PCR System a 530nm. Les amplificacions de la PCR es van fer amb la barreja
del LightCycler 480 SYBR Green I Master kit de Roche (Cat. No. 04 887 352 001).
La majoria de gens es van analitzar mitjancant el SYBR GREEN. A continuacié
s'exposen els encebadors utilitzats per detectar els gens analitzats en aquest
estudi. Les condicions per realitzar la PCR es van emprar les facilitades per les

instruccions de la casa comercial.
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gen for rev

ACC1 TGGATCCGCTTACAGAGAGACT GCCGGAGCATCTCATTCG
ACC2: CCAGTCTTCCGTGCCTTTGTAC CTCATCCCTCGCTCTGAACG
ACTINB: ATGCTCCCCGGGCTGTAT CATAGGAGTCCTTCTGACCCAT
CPT1A: GACCCTAGACACCACTGGCCG GAGAGGACCTTGACCATAGCC
DGAT2: GCACAGAGGCCACAGAAGTG CCCTCAACACAGGCATCG
G6Pase: AGGAAGGATGGAGGAAGGAA TGGAACCAGATGGGAAAGAG
IL-1a: GCCCATCCTCTGTGACTCAT AGGCCACAGGTATTTTGTCG
IL-6: CTGCAAGAGACTTCCATCCAGT GAAGTAGGGAAGGCCGTGG
iNOS: CGAAACGCTTCACTTCCAA TGAGCCTATATTGCTGTGGCT
MCP1: TCCCAATGAGTAGGCTGGAG AAGTGCTTGAGGTGGTTGTG
MTP: GTGGAGGAATCCTGATGGTGA TGATCTTAGGTGTACTTTTGCCC
PDK4: TTTCTCGTCTCTACGCCAAG GATACACCAGTCATCAGCTTCG
PEPCK: GTCAACACCGACCTCCCTTA CCCTAGCCTGTTCTCTGTGC
SCD1: TTCTTGCGATACACTCTGGTGC CGGGATTGAATGTTCTTGTCGT
SOCS3: CCTTCAGCTCCAAAAGCGAG GCTCTCCTGCAGCTTGCG
UCP2: CCGGGGCCTCTGGAAAG CCCAAGCGGAGAAAGGA

Taula 2. Seqiiéncies dels encebadors. Es mostren les seqiiéncies for i rev en direccié 5'-3" dels

encebadors utilitzats per la PCR a temps real utilitzant per a la deteccié el SYBR Green.

En la determinacié d'alguns gens degut al seu baix nivell d’expressié és
necessari I'Us de sondes per a la seva quantificacio. En el nostre cas s’ha
determinat mitjancant aquesta técnica els nivells d’mRNA del TNFa. S’han utilitzat
les sondes (UPL) de Roche. La propia casa comercial mitjangant la seva pagina web
ens proporciona tot un seguit d'informacid i programes en linia sobre quin sén els
encebadors i sondes que es poden utilitzar per a la determinacié de qualsevol gen
d’estudi. Universal ProbelLibrary Assay Design Center.

(https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=UP030000).

Com a gen normalitzador s’ha fet servir la B-actina (ACT-B #05046190001) i
pel TNFa s’han utilitzat els segiients encebadors (5'-CCAGTGTGGGAAGCTGTCTT-3" i
5'-AAGCAAAAGAGGAGGCAACA-3’" amb la sonda #103, #04692217001 de la
llibreria de Roche). El kit de Roche utilitzat per la deteccié en aquest cas és el Light
Cycler 480 Probes Master (Cat. No. 04 887 301 001).

Tots els experiments s’han fet a un volum final de 10ul repartits de Ia

seguent manera:
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Cada pouet de la placa conté:

SYBR GREEN (reactiu) 5ul
H,O 2ul
Solucié d’encebadors (10uM) 0,5l
cDNA 2,5ul

Taula 3. Barreja de reaccio per PCR RT amb SYBR Green. Es detallen els volums utilitzats de cada

un dels components.

UPL probe (reactiu) 5ul
H,0 2ul
Solucié d’encebadors (10uM) 0,5ul
cDNA 2,5l

Taula 4. Barreja de reaccié per PCR RT amb UPL probe. Es detallen els volums utilitzats de cada un

dels components.

Per obtenir la soluci6 d’encebadors utilitzada es barregen 10ul de

I’encebador for 100uM més 10ul de I’encebador rev 100uM més 80ul H,0.

En el cas d’analitzar un gran nombre de mostres es prepara primer la
barreja amb tots els reactius per tantes mostres com es tinguin i es distribueix la
barreja amb 7,5ul per pouet de les plaques de 384 pouets, un cop addicionada la
barreja de reaccido s’afegeix el corresponent cDNA (2,5ul) de cada mostra. Es
cobreix la placa amb un adhesiu transparent (Cat# 4311971) i es centrifuga a 1400
x g durant 30s. a 4°C. Un cop la placa estar preparada ja es pot comencar el procés
de la PCR a temps real seguint les condicions facilitades per la casa comercial en les

instruccions del kit.

5.3.1 Quantificacio i analisi de dades

Existeixen multiples tipus i subtipus de meétodes per a la quantificacié de
I’expressié génica per PCR a temps real. Cada un d’aquests métodes té els seus
propis requeriments, complexitat i fiabilitat. Perd tots aquests metodes d’analisi es
poden englobar dins de dos grans grups: la quantificacié relativa que s’expressa
com a normalitzacié de la relacio entre el gen d’estudi i el gen normalitzador o de
referéncia (Pfaffl MW, 2004); la quantificaci6 absoluta que s’expressa en valor

absolut. En el nostre cas es va escollir I'opcié de Relative Quantification (Advanced
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Analysis). Programa que proporciona la propia casa comercial Roche amb el
software del LightCycler 480 anomenat E-Method. Per dur a terme la quantificacio
relativa s’ha de triar un gen de referéncia d’'una expressié constant en els teixits,
per aixo els gens utilitzats per la quantificacido relativa sén generalment gens
housekeeping. En el nostre cas es va utilitzar com a gen housekeeping el gen de la

B-actina.

El métode proporcionat per la casa comercial per fer els calculs de la
quantificacio relativa es basa en la comparacié dels valors de Ct i I'eficiencia de la
reaccié de la PCR com a factor de correccié (Pfaffl MW, 2001) tal i com es mostra

en la figura 11.

Els valors de Ct es determinen per la identificacié del cicle en el qual
I'emissio de la intensitat del marcador fluorescent s’eleva per sobre del soroll de

fons en la fase exponencial de la reaccié de la PCR.

L'eficiéncia és la capacitat de la reaccié de duplicar un nimero de copies de
les cadenes de DNA o cDNA en cada cicle (Bustin SA, 2004). Les eficiéncies de la
PCR en temps real es calculen a partir de les pendents de la corba estandard
obtingudes després de realitzar dilucions seriades en les reaccions de la PCR en

temps real (Pfaffl, 2004) d’acord amb la seglent formula (E=10[-1/slope]-1).

ACP

Prge(CORITOI=sample)

E target )
ACP,,
( E ref )

ratio = (control —sample)

Figura 12. Equacio de la ratio. Equaciéo emprada pel software de Roche en el calcul de la ratio per
obtenir la quantificacié dels gens d’estudi. Etarget representa l'eficiencia de la PCR en temps real de
I'amplicé d’estudi; Eref representa I'eficiencia de la PCR en temps real del gen de referéencia; ACPtarget
és la desviacio de la Ct del control menys la Ct del gen en estudi; i ACPref és la desviacio de la Ct del

control menys la Ct del gen de referéncia.

6. ANALISI DE PROTEINES

6.1 Quantificacio pel metode de Bradford
El métode de determinacio de la concentracio proteica descrit per (Bradford

MM, 1976) es basa en que alguns colorants, quan interaccionen amb les proteines

canvien el seu espectre d'absorcid. El reactiu de Bradford conté coure en un medi
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d’acid ortofosforic i metanol. Quan la proteina s’uneix al coure, el seu maxim

d’absorcié canvia de 465nm a 595nm. Aquest métode és altament sensible i lineal.

La quantificacid proteica es realitza seguint les instruccions del fabricant
(Bio-Rad protein assay, ref. 500-0006) utilitzant BSA com estandard en el rang de
1-25ug/ul. El reactiu de Bradford es dilueix 1/5 en el moment d'utilitzar i es
prepara la quantitat necessaria per a cada determinacié. La solucié stock de
I'estandard de BSA es prepara a 1 ug/ul i les absorbancies del blanc, dels patrons i
de les mostres es medeixen a 595nm en un volum final de 1 ml en cubetes de

plastic d’1 cm de pas de llum.

Mostra Volum Tampé Bradford 1/5

Blanc - 50 pl g.s.p. 1 mi

2 ug BSA 2 pl 48 pl g.s.p. 1 mi

5 pug BSA 5l 45 pl g.s.p. 1 mil

10 ug BSA 10 pl 40 pl g.s.p. 1 ml
20 ug BSA 20 pl 30 pl g.s.p. 1 ml
50 pg BSA 50 pl - g.s.p. 1 ml
Mostra problema 5-40 pl 45-10 pl g.s.p. 1 mi

Taula 5. Protocol per determinar la concentracié proteica pel métode de Bradford. Volums

necessaris per realitzar la recta patrd i preparacié de les mostres a analitzar.

6.2 Western Blot

Mitjangcant la tecnica del Western Blot detectem una proteina especifica
entre una mostra de proteines que han estat separades mitjangant electroforesi i
transferides a una membrana de nitrocel-lulosa o de polivinilidenofluorur (PVDF)
(GE Healthcare). La tecnica s’ha aplicat per la deteccié de les proteines CPT1A, B-
actina, HMGSCoA2, Akt total i pAkt (Ser 473). La técnica del Western Blot consta

dels seglients passos:

6.2.1 Electroforesi

L'electroforesi en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) és una técnica molt

utilitzada per a la separacio de proteines segons el seu pes molecular. En aquests
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tipus de gels les proteines o les seves subunitats migren cap a lI'anode segons el

seu pes molecular i en condicions desnaturalitzants.

Les mostres que s’han emprat procedien d’extractes totals de fetge, de
fraccions enriquides amb mitocondris o dels extractes per a la determinacié de la
cascada de senyalitzacio de la insulina. Per cada mostra es sol sembrar entre uns
10-60ug de proteina amb 6pl de tampo de carrega 4X. Aquest tampd 1X conté Tris-
HCl 62,5 mM; pH 6,8, SDS 4%, B-mercaptoetanol 5%, glicerol 10% i blau de
bromofenol 10%. Es conserva a -20°C en aliquotes d’'lml. Els agents
desnaturalitzants SDS i el B-mercaptoetanol redueixen els ponts disulfur. Les
mostres es bullen 5 min. a 95°C en un bany sec. Després es centrifuguen breument
i es posen en gel fins a ser carregades en el gel d’electroforesi. Les mostres poden

conservar-se en tampo de carrega a —-20°C durant 4-6 mesos.

Els gels d’electroforesi que s’han utilitzat sén del 8% de poliacrilamida i de
0,75mm i 1,5mm de gruix. Per a la preparacié dels gels s’ha utilitzat el kit Mini-
Protean III de Bio-Rad o el kit Criterion també de la casa Bio-Rad segons les
mostres a processar. Es prepara el gel separador i s'afegeix la barreja entre els dos
vidres del cassette d’electroforesi préviament rentats amb etanol. Per ajudar a la
correcta formacio del gel és aconsellable afegir una petita quantitat d’isopropanol
per tal de que ens quedi la superficie uniforme i sense la preséncia de bombolles
d’aire. La polimeritzacié s’indueix amb el TEMED i el persulfat d’amoni. Un cop el
gel separador ha polimeritzat, es treu l'isopropanol i s’addiciona la barreja del gel
apilador i la pinta de 0,75mm 6 1,5mm de gruix entre els dos vidres depenent de la

seva mida. La polimeritzacidé dels dos gels triga aproximadament uns 25min.

Abans de dur a terme l'electroforesi es treu la pinta, es prepara el tampd
d’electroforesi (Tris 25mM, glicina 192mM i SDS 0,1%) i s‘omple la cubeta. Les
mostres i el marcador de pesos moleculars (Invitrogen, ref. LC5925 - See Blue Plus
2) es carreguen en el gel i I'electroforesi es realitza a una corrent constant de 30mA
durant aproximadament 1 hora o 2 hores depenent del kit utilitzat i la proteina
d’estudi. L'electroforesi s’atura quan el blau de bromofenol del tampd de carrega es

troba a punt de sortir del gel.
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Preparacio dels gels SDS-PAGE d’un 1,5mm de gruix:

Gel separador 7,5ml 8% Gel apilador 2,5 mli 6%
H,O destil-lada 4 ml H,O destil-lada 1,8 mi
Acrilamida 40% 1,9 ml Acrilamida 40% 0,4 ml

Tris-HCI 1,875M; pH 8,8 1,5ml Tris-HCI 1,875M; pH 6,8 0,25 ml

SDS 10% 75 pl SDS 10% 25 ul
Persulfat d’amoni 10% 25 pl Persulfat d’amoni 10% 8,5 pul
TEMED 3,75yl TEMED 2,5 ul

Taula 6. Gel separador i gel apilador. Volums necessaris per la preparacié dels gels que s’utilitzaran

per l'electroforesi.

L'acrilamida és un potent agent neurotoxic. El contacte amb la pell aixi com
la seva inhalacid6 s'ha d’evitar. S’ha utilitzat acrilamida/bis 40% solucié 29:1
(3,3%C) (Bio-Rad, ref. 161-0146). El persulfat d’amoni al 10% es prepara dissolent
0,59 de persulfat d’amoni en 5ml de H,O destil-lada. Es prepara sempre

extemporaniament.

6.2.2 Transferéncia

Un cop acabada l'electroforesi es procedeix a la transferéncia de les
proteines del gel a una membrana de nitrocel:-lulosa o de PVDF per a la posterior
immunodeteccié. Primer es separa el gel apilador del gel separador i aquest Gltim
s'utilitza per a la transferéncia. Es situen, en aquest ordre, d’abaix cap d'alt i
préviament empapats amb tampd de transferéncia: una esponja, 2 papers de
Whatman, el gel, la membrana de nitrocel-lulosa o de PVDF, 2 papers de Whatman i
una altra esponja. Tot el muntatge es submergeix en tampo de transferéncia (Tris
20mM, metanol 20% i glicina 150mM) evitant la formacido de bombolles d’aire que

ens podrien impedir una bona transferéncia.

La transferéncia es dur a terme a 4°C i a 250mA 1 hora o 125mA 2 hores.
També es pot deixar tota la nit a la cambra freda a 30mA. Un cop acabada la
transferéncia, la membrana es renta amb PBS 1X i es comprova l'eficiencia de la
transferéncia submergint la membrana en solucié de Ponceau (Sigma-Aldrich, ref.
P-7170). Aquesta solucié tenyeix les bandes de proteina d'un color vermellds i

permet comprovar si les proteines s’han transferit correctament. Per a eliminar
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aquesta tincié es renta la membrana amb PBS-Tween 0,1% durant uns minuts fins

gue desapareix el color vermellds del colorant.

6.2.3 Bloqueig de la membrana

Els llocs d'unié inespecifics de la membrana es bloquegen submergint la
membrana en solucié de bloqueig (PBS-Tween i 5% de llet desnatada) i s'incuba
1h. a temperatura ambient en un agitador orbital. Passat aquest temps, la
membrana es renta un cop durant 10 min. i dos cops durant 5 min. amb PBS-

Tween en l'agitador orbital.

També es pot utilitzar per bloquejar la membrana una solucié comercial
SuperBlock Dry Blend (TBS) Blocking Buffer de Thermo Scientific (#37545) (1
sobre en 200ml de TBS, més 4mg d’azida i es conserva a 4°C) que funciona de la
mateixa manera bloguejant els llocs inespecifics que queden lliures a la membrana.

Es pot reutilitzar durant un parell de mesos.
6.2.4 Incubacié amb anticossos

6.2.4.1 CPT1A

Anticos primari: L'anticos primari utilitzat és un anticos policlonal anti-CPT1A
contra els aminoacidos 317-430 de la CPT1 de fetge de rata produit en conill a
I’estabulari de la Facultat de Farmacia. L’anticos es prepara 1/6.000 en PBS-Tween i
5% BSA. La incubacié es realitza durant tota la nit a 4°C en un agitador orbital.
Després d’aquest temps i abans de posar lI'anticos secundari, en tots els casos, la
membrana es renta amb PBS-Tween (un rentat de 10min. i dos rentats de 5min.).

L'anticos es pot reutilitzar varis cops i es conserva a —200°C.

Anticos secundari: Anti-conill (1/10.000) en PBS-Tween 1 hora temperatura
ambient.

Sistema de deteccié: ECF

6.2.4.2 Actina

Anticos primari: Sigma 11459 (1/6.000)
Anticos secundari: Anti-conill (1/10.000) en PBS-Tween 1 hora temperatura
ambient.

Sistema de deteccid: ECF
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6.2.4.3 HMGCS2

Anticos primari: L'anticos primari utilitzat és un anticos policlonal anti-
HMGCS2 contra els aminoacidos 307-321 de la HMGCS de fetge de rata produit en
conill a l'estabulari de la Facultat de Farmacia. L'anticos es prepara 1/6.000 en
PBS-Tween 5% BSA i 0,02% azida.

Anticos secundari: Anti-conill (1/10.000) en PBS-Tween 1 hora temperatura
ambient.

Sistema de detecci6: ECF

6.2.4.4 Akt total

Anticos primari: (1/1000) Cell Signaling #9272
Anticos secundari: Anti-conill 1/1000 en TBS-Tween 1 hora temperatura
ambient.

Sistema de deteccid: ECL

6.2.4.5 pAkt (Ser-473)

Anticos primari: (1/1000) Cell Signaling #4051S
Anticos secundari: Anti-ratoli 1/3000 en TBS-Tween 1 hora temperatura
ambient.

Sistema de deteccid: ECL

Solucié TBS-Tween 10x: 0.5M Tris Base, 9% NaCl, 0.5% Tween 20; pH 8.4. Es
pot desar a temperatura ambient i es dilueix 1/10 abans de ser utilitzada. Si és

necessari es torna a ajustar el pH abans del seu us.

Els anticossos comercials s’han preparat amb TBS-Tween, 5% BSA més
0,02% NaNj3.

6.2.5 Deteccio

Per a la immunodeteccié s’han utilitzat dos sistemes diferents: el Enhanced
ChemiFluorescence (ECF) Western Blotting kit (Amersham Biosciences, ref. RPN
5781-anti rabbit), que permet I’'Us d’un sistema d’escaneig (Storm 840, Molecular
Dynamics, Amersham Pharmacia Biotech) per quantificar per fluorescéncia la

intensitat de les bandes. La immunodeteccido s’ha realitzat utilitzant un anticos
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secundari anti-conill que té lligat I'enzim de la fosfatasa alcalina seguit de la
incubaci6 amb el substrat ECF. La fosfatasa alcalina catalitza la conversié del
substrat ECF en un producte altament fluorescent a 540-560nm. La membrana
s’'incuba durant 2min. amb 1,3ml de substrat ECF. Passat aquest temps es deixa
assecar la membrana, s’escaneja i després la quantificacié es realitza amb el

programa Dynamics de la casa Kodak.

Per una altra banda s’ha utilitzat el Enhanced Chemiluminescenc (ECL)
Western Blotting kit (anti-mouse i anti-rabbit) que emet luminiscéncia gracies a
I’enzim HRP (Horseradish peroxidasa) que es troba unit al anticds secundari que
oxida el luminol (diacilhidrazida ciclica) i es detecta mitjancant un revelador. La

deteccid es realitza mitjancant I’exposicié amb films de fotografia a diferents temps.

S’ha utilitzat el kit de la casa comercial Biological Industries seguint el
protocol de la casa comercial. Es barregen 2ml de la soluci6 A amb 2ml de la
solucio B, es deixen 5 min. i s’addicionen per sobre de la membrana durant 2min.
Després es mantenen en contacte en un cassette la membrana i el film durant els
temps que calgui, tot seguit es revela el film mitjancant un Medical X-Ray Processor
de la casa comercial Kodak. Després es pot escanejar i quantificar amb el programa

Dynamics de Kodak de tractament d’‘imatges.

6.2.6 Stripping

Moltes vegades és necessari reutilitzar la membrana per fer altres
immunodeteccions. En aquests casos es realitza un stripping de la membrana que
consisteix en la separacié dels anticossos per poder procedir a una altra incubacié
amb altres anticossos sense que hi hagi una interferéncia entre ells. Primer s‘incuba
la membrana 50°C durant 30min. en agitaci6 amb solucid de stripping (B-
mercaptoetanol 100mM, SDS 2%, Tris-HCI 62,5mM; pH 6,7) i després es renta
amb PBS 1X . La membrana queda llesta per tornar a ser utilitzada en un altre
Western Blot. En el cas que la membrana hagi estat revelada utilitzant el métode
de ECF, abans de la incubacié amb la solucidé de stripping es fa una incubacié amb

metanol al 40% (v/v) durant 30 min. a temperatura ambient.
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7. ASSAIG DE L'ACTIVITAT CPT1

Per a la determinacié de l'activitat CPT1 s’han utilitzat fraccions enriquides
en mitocondris obtinguts a partir d’hepatocits en cultiu o de fetge de ratoli. L'assaig
d’activitat es realitza amb fraccions fresques sense congelar, per evitar la pérdua
d’activitat degut al procés de congelacid i I'aparicid de l'activitat CPT2 (localitzada
dins el mitocondri) degut a la ruptura del mitocondri, que podria conduir a dades

erronies de l'activitat CPT1.
7.1 Obtenciod de fraccions enriquides amb mitocondris

7.1.1 Obtenci6é de mitocondris d’hepatocits

Per obtenir mitocondris provinents d’hepatocits s’ha de partir com a minim
d’unes 4 plaques de 100mm sembrades amb les condicions descrites en |'apartat 2.
Es retira el medi de cada una de les plaques i s'addicionen 5ml de PBS a cada placa
mentre es mantenen sobre gel. Es rasquen els hepatocits amb una espatula per tal
de desenganxar-los de les plaques. Es recullen en tubs de 15ml i es centrifuga
5min. a 7.000 x g i a 49C. Es descarta el sobrenedant i es resuspen el precipitat
amb 2ml de solucié d’extraccié (sacarosa 70mM, manitol 220mM, HEPES 5mM i
EDTA 2mM; pH 7,4). Es transfereix el contingut en un homogenitzador de vidre
(Wheaton) i s’homogenitza 20 cops amb el douncer loose i 20 cops amb el douncer
tight. Es transfereix en un eppendorf de 2ml i es centrifuga 3min. a 2.000 x g.
Finalment el sobrenedant es torna a centrifugar 30min. a 16.000 x g. El precipitat
ric en mitocondris es ressuspen en 50-150ul de solucié d’extraccié. La concentracié
d’aquesta suspensié es determina mitjancant el métode de Bradford i l'assaig
d’activitat es realitza amb 10 pg de proteina. Les aliquotes obtingudes es poden
desar a -80°C.

7.1.2 Obtencié de mitocondris de fetge

Per a l'obtencié de mitocondris de fetge de ratoli s’extreu el fetge i
s’homogentiza en 20 volums de solucié d’extraccid (sacarosa 70mM, manitol
220mM, HEPES 5mM i EDTA 2mM; pH 7,4) utilitzant un homogenitzador mecanic
(Politré de Tefld) durant 1min. aproximadament i a maxima velocitat. L’hnomogenat
es centrifuga a 600 x g 15 min. a 4°C. Es tornar a centrifugar el sobrenedant a
12.000 x g durant 20min. El precipitat obtingut en aquesta centrifugacio és ric en
mitocondris i ara es procedeix a fer un parell de rentats resuspenent el precipitat

amb 2ml de solucié d’extraccio i tornant a centrifugar a 7.000 x g i durant 10 min.
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Finalment es resuspen el precipitat amb 1ml de solucié d’extraccid. La concentracié
d’aquesta suspensio es determina mitjancant el métode de Bradford (Bradford MM,

1976) i I'assaig d’activitat es realitza amb 10 pg de proteina.

Es molt important conservar sempre les mostres en gel i realitzar totes les

centrifugacions a 4°C per mantenir el maxim la integritat dels mitocondris.

7.2 Assaig radiometric

L'activitat CPT1 es determina utilitzant un métode radiomeétric préviament
descrit (Esser,V 1996 i Morillas M, 2000). L'activitat CPT1 s’assaja en fraccions
enriquides en mitocondris obtinguts com s’ha descrit anteriorment, on es procura
que els mitocondris es mantinguin el més intactes possible. L'assaig es realitza
sempre en fraccions sense congelar, per evitar la ruptura dels mitocondris i

I'aparicié de l'activitat CPT2.

Els substrats per a l’assaig d’activitat son L-[metil-*H]carnitina hidroclorur
(Amersham Biosciences, ref. TRK762) i el palmitoil-CoA. La reaccié es dona en la

seglient direccio:

3H-carnitina + palmitoil-CoA ——»  palmitoil->H-carnitina + CoA-SH

El procés es basa en la formacid6 de palmitoilcarnitina marcada
radioactivament que és soluble en un medi organic de butanol, mentre que el excés
de carnitina radioactiva que no ha reaccionat és soluble en aigua. D’aquesta
manera, mitjancant una extraccié amb butanol saturat d’aigua podem separar la

palmitoilcarnitina.

La concentracié final dels component de la barreja de reaccié és de 105mM
Tris-HCI pH 7,2, 2mM KCN, 15mM KCI, 4mM MgCI2, 4mM ATP, 250uM GSH, 50uM
palmitoil-CoA , 400uM L-[metil-*H]carnitina (0,3 pCi), 0,1% BSA (lliure d’acids

grassos).

Les desacilasas converteixen el substrat acil-CoA en l'acid gras i CoA-SH
generant ATP. Aquest procés pot reduir la disponibilitat del substrat palmitoil-CoA
en la reaccid. Es per aquest motiu que és necessaria la preséncia d’ATP, ja que
d’aquesta manera s’inverteix I’'equilibri de la reaccié de les desacilasas i s’estimula

la reaccié de les acil-CoA sintetasas que regeneraran el substrat palmitoil-CoA. El
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KCN s’afageix per evitar l'oxidacié mitocondrial ja que inhibeix la cadena de
transport electronic. EIl GSH (glutatié reduit) s’afegeix com agent reductor en lloc
del DTT (ditiotreitol) o DTE (ditioeritrol) perqué aquests ultims redueixen la
sensibilitat a malonil-CoA (Saggerson ED, 1982). El BSA sense acids grassos
s’addiciona per protegir els mitocondris de I’efecte detergent dels acids grassos.
Tanmateix, la concentracid6 de BSA no pot superar el 0,1% perqué sind podria
donar un efecte sigmoidal en la cinética de I'enzim respecte a |’acil-CoA. Per Ultim,

el KCl s’afegeix per incrementar |'activitat de I'enzim (Saggerson ED, 1982).

El procediment per a I'assaig d’activitat CPT1 es detalla a continuacié. Primer
es prepara la barreja de reaccid que es manté a 4°C. El GSH es dissol en aigua just
abans de ser utilitzat i cada mostra s’assaja per duplicat. La barreja de reaccio

conté els seglients reactius per tub:

Barreja de reaccio CPT1/tub

Aigua destil-lada 92,33ul
Tampo CPT1 4X 40pl
Palmitoil-CoA 1 mM 10pl
ATP 80 mM 10l
BSA 30% 0,67l
GSH 25 mM 2ul
3H-carnitina 16 mM Sul
Volum total 160l

Taula 6. Barreja de reacci6 de I'assaig CPT1A. Assaig realitzat en un bany d’aigua a 30°C.

En segon lloc es prepara la barreja de la proteina. Les mostres es preparen
en tubs eppendorf de 1,5ml diluint la proteina en tampd CPT1 4X (Tris-HCl pH 7,2
420 mM, KCN 8 mM, KCI 60 mM i MgCl, 16 mM) i ajustat a un volum final de 40yl

amb aigua destil-lada. El blanc només conté aigua destil-lada i tampd CPT1 4X.
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Mostra (proteina)

Proteina (suspensié de mitocondris) 5-20 ug
Tampd CPT1 4X (4°C) 10 pl
Aigua destil-lada g.s.p. 40 pl

Taula 7. Mostra de proteina per I'assaig de CPT1A. Es important mantenir en fred la proteina que

es fara servir per fer I'assaig d’activitat.

Un cop preparades la barreja de reaccid i la barreja de proteina l'assaig
s'inicia afegint 160ul de la barreja de reaccié en cada tub de mostra de proteina.
Les mostres es barregen i es posen en un bany a 30°C durant exactament 5min. La
reaccié s‘atura afegint 200ul de HCl 1,2N. Les mostres es barregen de nou i es
poden deixar a temperatura ambient. En aquest punt podem deixar l'assaig o
continuar el procediment amb les extraccions amb butanol. Per aix0 s’addicionen
600ul de butanol saturat amb aigua, es barregen vigorosament i es centrifuguen a
16.000 x g durant 2 min. per separar la fase aquosa de la fase organica. S’agafen
400ul de la fase organica superior i s’afegeixen a una altra série de tubs que
contenen 200ul d’aigua destil-lada. Les mostres es barregen i es centrifuguen de
nou, i s'agafen 250ul de la fase superior i s’afegeixen en un vial amb 5ml de liquid
de centelleig (Ecolite, ICN). La radioactivitat es compta en un comptador de

centelleig RackBeta durant 1min.

L'activitat especifica de I'enzim es calcula de la seglient manera:

A.E. (nmol x mg prot™? x min') = (cpm x 600 pl) / R.E. x mg prot. x min X
250 i)

On les cpm son les comptes per minut i R.E. és la radioactivitat especifica de

la 3H-carnitina (aproximadament 3.000 cpm/nmol).

Per preparar la *H-carnitina 16 mM es dissolen 6,6mg de carnitina en
982,3ul d’etanol 95% més 982,3ul d'aigua destil-lada i finalment s’addicionen 125l
de L-[metil-*H]carnitina hidroclorur (80 Ci/mmol). Es fan aliquotes de diferents

volums i es conserven a —-80°C.
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7.3 Assaig d’inhibiciéo amb malonil-CoA

Per I'assaig d’inhibici6 amb malonil-CoA es procedeix de la mateixa manera
que la descrita anteriorment, pero addicionant diferents quantitats de malonil-CoA
en la barreja de proteina ajustant el volum final a 40pl. L'estoc de malonil-CoA a

2mM es prepara en una solucié d’acetat de sodi 1M pH 5,9 i es conserva a -20°C.

Les mostres i el malonil-CoA es barregen i es preincuben 1min. abans de

I’addicié de la barreja de reaccid.

8. ASSAIG D'OXIDACIO D’ACIDS GRASSOS

Per I'avaluacié del metabolisme d’'acids grassos s’ha emprat |'oleat (oxidacio
controlada per CPT1A) marcat amb *C. Els assajos d’oxidacié es van realitzar amb
hepatocits. L'oxidacié d’acids grassos es determina quantificant la produccié de
14C0, (Collins CL, 1998) i la produccié dels metabdlits acids solubles (ASP) que sén
principalment intermediaris del cicle de Krebs: acetil-CoA i oleoilcarnitina
(Veerkamp JH, 1986).

L'oxidacio d’oleat a CO, indica l'oxidacio total de la molécula d’acid gras,
pero també hi ha molécules d’acid gras que no han estat totalment oxidades i
gueden productes intermediaris acids, o productes solubles acids (ASP). L’acid
percloric afegit per aturar la reaccié precipita I'excés d’oleat radioactiu unit a BSA

deixant els ASPs en solucié.
8.1 Assaig d’oxidacié d’oleic en hepatocits (ampolles 25cm?)

Aquest métode (Roduit R, 2004) utilitza ampolles de 25cm? en les quals el
CO2 queda atrapat en un paper mullat amb KOH 0,1N. Aquest métode representa
una millora en termes de difusid o fuites de COz2 perd suposa una major despesa de
cel-lules i reactius emprats en l'experiment. La reaccié s’atura injectant acid
percloric a I'ampolla. Aixo té dues conseqliéncies: en primer lloc deté l'oxidacié al
matar les cel-lules i en segon lloc acidifica el medi provocant l'evaporacié del
bicarbonat radioactiu dissolt en el medi en forma de CO:. El fet d’afegir acid
percloric inhabilita les cél-lules per determinar la proteina per Bradford (Bradford
MM, 1976), per aquest motiu és necessari preparar un punt extra per determinar la

proteina.
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En primer lloc s’obtenen els hepatocits preferiblement de bon mati (veure
apartat 2.2). Un cop obtinguts i sembrats en les ampolles 25cm? es deixen reposar
4 hores en medi d’obtencié per tal de que s’adhereixin correctament. Després
d’aquest temps es canvia del medi d’obtencié (descrit en I'apartat 2.2) al medi de
diferenciacio (DMEM (Gibco ref.311885, 5mM glucosa, 10%FBS, 100U/ml-100ug/ml
Penicilina-Estreptomicina (Gibco ref.15140).) i es deixen reposar a l'incubador fins

I'endema.

Es preparen les solucions seglents i s'atemperen al bany a 37°C.
KRB 5X: 135mM NacCl, 3,6mM KCI, 0,5mM NaH,PO,4, 0,5mM MgS0O,i 1,5mM CacCl,
KRBH (100ml): 20mI KRB5x, 100 mM NaHCOs1 M Hepes; pH 7,4

Tot seqguit es renten els hepatocits amb 3ml per ampolla amb una solucio
KRBH més 0,1% BSA. Per tal de determinar la concentracié de proteina es

desenganxen els hepatocits d’'una de les ampolles amb 1ml de PBS.

Un cop descartada la solucié de rentat s‘incuben els hepatocits amb 2ml per
ampolla amb una solucié KRBH més 1% BSA durant 30min. a 37°C. Es preparen els
papers de Whatman (2 x 2cm) humits amb 100ul de KOH 0,1N. Passats els 30min.
es retira la soluci6 KRBH més 1% BSA i es tornen a rentar amb la soluci6 KRBH

més 0,1% amb 3ml per ampolla.

Després de rentar els hepatocits s’afegeix 2ml de la barreja de reaccio
(1,6ml KRBH, 200ul 3mM [1-'*Cloleat més 200ul (25mM glucosa més 8mM
carnitina) per cada ampolla. A més a més es prepararan per cada experiment un

parell d'ampolles sense hepatocits que serviran com a blancs.

Per a preparar l'oleat radioactiu 3mM unit a 1% de BSA, s’afegeixen 500l
d’ [1-C!]acid oleic (GE Healthcare, ref. CFA243-50 pCi) en un tub de 1,5ml i es
deixa evaporar la solucié de tolué sota la campana d’extraccié de gasos. Un cop
evaporat, en el mateix tub es pesen 4,567mg d’oleat sodic i es dissolen en 1ml de
NaOH 1N calentat a 80-100°C fins que la solucié és transparent. Per un altre costat
es dissolen 0,5g de BSA lliure d’acids grassos (Sigma-Aldrich, ref. A-6003) en 4,5ml
de NaCl 0,9%. Es manté aquesta solucié entre 45-50°C. Un cop la soluci6 d’oleat és
transparent, s’afegeix gota a gota sobre la soluci6 de BSA i es va agitant

lentament. D’aquesta manera s’aconsegueix que |'oleat es conjugui amb l'albumina.
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La solucio resultant es filtra a través d’un filtre de 0,45 pm i es desa en aliquotes de
1ml a -209C obtenint una concentracié final de 0,3mM [1-!“CJoleat, 1% BSA i
1uCi/ml.

Es tanca el sistema (veure figura 12) i s'incuben les ampolles a 37°C a

I'incubador lliure de CO, durant 1-4 hores.

Passat el temps d’incubacié s’afegeixen 200ul de HCIO4 al 40% amb una
xeringa per aturar la reaccid i es barreja bé el contingut. S’embolica el tap de totes
les ampolles amb parafilm per tal d’assegurar que el sistema quedi ben tancat
herméticament i que no s’escapi res de dins les ampolles. Després es deixa reposar

tota la nit fora dels incubadors ja que la reaccié es troba aturada.

Ampolla de
25cm amb els
hepatocits

Xeringa amb
acid percloric

Tap de goma Tub de PVC l

|

/
4 H
;
/ i
o H
II‘ —
—_ —

Paper de Whatman
humit amb el KOH 0,1N

Figura 13. Sistema d’oxidacio d’oleat en ampolles de 25cm?. La barreja d’oxidacié d’oleat

s’afegeix a cada ampolla que contenen els hepatocits adherits. El sistema es tanca amb un tap de goma
que disposa d'un tub de PVC que porta en el seu interior un paper Whatman humit amb en KOH. Les

ampolles s’incuben a 37°C durant 3 h.

Es transfereix el paper de Whatman en un tub de plastic per comptar la

radioactivitat amb 5ml de liquid de centelleig i es deixa reposar tota la nit.

Finalment es compten els vials amb el protocol 4 (**C 1 min.) afegint un vial

amb 50ul “oleat-BSA per saber les comptes totals.
Per calcular els ASPs, es centrifuga 1ml del medi d’incubacié de cada una de
les ampolles a 16.000 x g durant 10min i es compten 800ul del sobrenedant amb

5ml de liquid de centelleig.
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Calcul del resultat d’oxidacio:
nmol d’oleat.mg prot.h = (cpm-cpm blanc)x 600 / (cpm totals x mg prot x h)

Les cpm totals és el resultat de comptar en un vial de centelleig 200ul
d’oleat 1-*C 3mM utilitzat en cada ampolla, el 600 fa referéncia als nmols d’oleat

que hi ha per ampolla, i h sén les hores d’incubacio.
Calcul d'ASPs:

nmol d’oleat mg prot.h = (cpm-cpm blanc) x 600 x (2200/800) / (cpm totals x mg
prot x h)

Les cpm totals és el resultat de comptar en un vial de centelleig 200ul
d’oleat 1-*C 3mM utilitzat en cada ampolla, 600 sén els nmols d’oleat que hi ha per

ampolla, 2200/800 és el factor de dilucid i h les hores d’incubacio.

9. DETERMINACIONS EN SERUM

9.1 Determinacio de triacilglicérids

La determinacié de TAG en sérum o plasma obtingut com s’ha descrit
anteriorment s’ha realitzat mitjangant un kit Cromatest (LINEAR Chemicals. S.L.
Ref: 1155010) basat en un métode enzimatic colorimetric. EIl métode es basa en la
hidrolisi enzimatica dels triacilglicérids serics a glicerol i a acids grassos lliures (FFA)
per accié de la lipoproteina lipasa (LPL). El glicerol és fosforilat per I’ATP en
presencia de glicerolquinasa (GK) per formar glicerol-3-fosfat (G-3-P) i adenosina
difosfat (ADP). El G-3-P és oxidat per la glicerol fosfat oxidasa (GPO) en
dihidroxiacetona fosfat (DHAP) i peroxid d’hidrogen.

En preséncia de peroxidasa (POD) el fenol i la 4-aminoantipirina (4-AA) es

condensa per accié del peroxid d’hidrogen (H,0,) formant-se un cromogen vermell

proporcional a la concentracid de triacilglicérids presents a la mostra.
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LPL
Triacilglicérids + 3 H,O — Glicerol + 3 FFA
GK
Glicerol + ATP ——» Glicerol-3-P + ADP
GPO
Glicerol-3-P + 02 —» DHAP + HzOz
H202
4-AA + 4 Fenol — Quinonamina + H,0
POD

S’equilibren els reactius i les mostres a T ambient.

Cubetes Blanc Mostra Patroé
Monoreatiu 1 ml 1 ml 1mil
Mostra - 10 ul -

Patré - - 10 ul

Taula 8. Determinacié de triacilglicérids. Protocol proporcionat per la casa comercial.

Es barreja i es deixen reposar les cubetes 15 min. a temperatura ambient o 5min. a
37°C.

Finalment es llegeix I'absorbancia de la mostra i del patré a 500nm envers el blanc.

Calculs:
Concentracié de triacilglicerids (mg/dl) = Abs. mostra/ Abs. Patré x C patro
(200mg/dl).

9.2 Determinacio d’acids grassos lliures

La determinacié d’acids grassos lliures en sérum o plasma obtingut com s’ha
descrit anteriorment (veure apartat 4.2) s’ha realitzat mitjangant un kit (Roche Ref:
11 383 175 001) basat en un métode enzimatic colorimétric. En la presencia de
I’enzim acil-CoA sintetasa (Acil CS) i de I’ATP, els acids grassos lliures passen a
acils-CoA, AMP i fosfat. Els acils-CoA reaccionen amb l‘oxigen en la preséncia d’acil-
CoA oxidasa (ACOD) per formar 2,3-enoil-coenzim A (enoil-CoA). EI H,0, format
converteix l'acid 2,4,6-tribrom-3-hidroxi-benzoic (TBHB) i el 4-aminoantipirina (4-

AA) en un cromogen de color vermell en la preséncia de POD.
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Acil CS
Acids grassos lliures + CoA + ATP —— acil-CoA + AMP + pirofosfat

ACOD
Acil-CoA + O, —» enoil-CoA + H,0,

POD
H,O, + 4-AA + TBHB — cromogen + 2H,0, + HBr

Els reactius es preparen segons les instruccions del kit.

Blanc Mostra Patroé
Reactiu A 1 ml 1 ml 1 ml
Patro - - 0.05 ml
Mostra - 0.05 ml -
H,O destil-lada 0.05 ml - -

Taula 9. Determinacié d’acids grassos lliures. Protocol proporcionat per la casa comercial.

Es barreja i es deixen a temperatura ambient 10min. aproximadament,
després s’afegeixen 0.05ml del contingut de I'ampolla 3 del kit, la qual conté una
solucio de N-etil-maleinimida necessaria per eliminar I'excés de CoA abans de que
actui I’ACOD. Es barreja i es llegeix I'absorbancia a 546nm. Un cop obtinguda la
primera lectura d’absorbancia es segueix amb la reaccié addicionant 0.05ml del
reactiu B (el qual conté I'enzim ACOD), es deixa reposar 15min. a temperatura

ambient i es torna a fer la lectura de I'absorbancia a 546nm.

Calculs:

Concentracioé d’acids grassos lliures (mM) = 1.192 x AAbs.

9.3 Determinacio de cossos cetonics

La determinacié dels cossos cetonics en sérum o plasma obtingut com s’ha
descrit anteriorment (veure apartat 4.2) s’ha realitzat mitjangant un kit (RANDOX
Ref: RB 1007) basat en un metode enzimatic colorimétric. El kit ens permet
mesurar el D-3-hidroxibutirat en sérum o en plasma. El métode es basa en
I'oxidacid del D-3-hidroxibutirat en acetoacetat per I'enzim 3-hidroxibutirat
deshidrogenasa (3-HBDH). Conjuntament amb aquesta oxidacié el NAD+ és reduit
a NADH i aquest canvi d‘absorbancia pot ser directament relacionat amb la

concentracio del D-3-hidroxibutirat.
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3-HBDH
D-hidroxibutirat + NAD+ —» acetoacetat + H+ + NADH

Blanc Mostra Patroé
Reactiu 1 ml 1 mil 1 ml
Patro - - 25 ul
Mostra - 25 ul -
H,O destil-lada 25 ul - -

Taula 10. Determinaci6 de cossos cetonics. Protocol proporcionat per la casa comercial.

Es barreja el contingut de la cubeta i s‘incuba 60s. a 37°C i es llegeix

|'absorbancia al cap d’1 i 2 min. a 340nm.

Calculs:
Concentracioé del D-3-hidroxibutirat (mmol/l) = AAbs. mostra / AAbs. patré x C del
patré (1 mmol/l)

9.4 Determinacio d’insulina

Per dur a terme les mesures d’insulina en sérum s’ha emprat el kit ELISA
(Enzyme Linked Inmuno Sorbent Assay) de Millipore del tipus “sandvitx” de fase
solida (figura 14), en el qual als pous de les placa hi ha adsorbit un anticos
policlonal especific per a la insulina de ratoli (Cat. #EZRMI-13K) i s’han seguit les
instruccions de la casa comercial. La insulina queda atrapada entre un anticos de
ratoli monoclonal i un anticos policlonal. Després es dur a terme un rentat de totes
les mostres i s’afegeix I'enzim HRP (horseradish peroxidasa) a l'Ultim anticos.
L'activitat de I'enzim HRP en la preséncia del substart 3,3’,5,5’ —-tetrametilbenzidina
(TMB) es mesura espectrofotométricament a 450nm i corregit a 590nm. El lector de
plaques emprat per fer les lectures d’absorbancia ha estat el Modulus microplate de

la casa comercial Turner Biosystems.
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Figura 14. Técnica ELISA. “Sandvitx” de fase solida, capturaci6 de la insulina i determinacié.
9.5 Determinacio de leptina

Per dur a terme les mesures de leptina en serum s’ha emprat el kit ELISA de
Millipore del tipus “sandvitx” de fase solida, en el qual als pous de les placa hi ha
adsorbit un anticos policlonal especific per a la leptina de ratoli (Cat. #EZRMI-82K) i

s’han seguit les instruccions de la casa comercial.

10. DETERMINACIO DE METABOLITS EN FETGE

10.1 Determinacio de TAG

Per poder fer la determinacio del contingut de TAG en fetge de ratoli primer

s’ha de realitzar una extraccié amb cloroform dels greixos del fetge.

Es parteix d'uns 100mg de fetge congelats i es posen en un tub eppendorf
de 2ml. S’addicionen 500ul de PBS. S’homogenitza amb el Politré durant 20s. a
maxima velocitat. Es desen 100ul de I’'homogenat per determinar la concentracié de
proteina (utilitzar una dilucié 1/20). Es transfereix I'hnomogenat en tubs de vidre i
s’afegeixen 1,5ml de cloroform. Es barreja vigorosament. Es deixa agitant tota la
nit a temperatura ambient tapat amb paper d’alumini. Es centrifuga 5min. a 10.000
x g. Es transfereix el sobrenedant i la fase de sota (la fase intermitja) en un nou
tub de vidre. S’addicionen 500ul de NaCl 0,9%. S’agafa la fase organica que es
troba a la part inferior del tub, si no es veu clarament s’afegeix més cloroform. Es
barreja 1min. i es centrifuga 5 min. a 10.000 x g. Es transfereix la fase de sota en

un nou tub de vidre i es reconstitueix en 250ul d‘isopropanol. En aquest moment ja
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es pot mesurar el contingut de TAG amb el kit de LINEAR Chemicals S.L. (descrit en
I'apartat 9.1).

10.2 Determinacio de malonil-CoA

El meétode per a la determinacié de malonil-CoA en teixit s’ha posat apunt a
partir d’'una adaptacié de varis articles (Gao L, 2007 i Minkler PE, 2006) amb canvis

minims als Serveis Cientificotécnics del Parc Cientific de Barcelona.

El mateix metode s’ha posat a punt per quantificar el malonil-CoA i el B-
hidroxibutiril-CoA, que tot i tenir el mateix pes molecular (853,58 g/mol) el métode
permet separar quimicament els dos compostos i per tant s’elueixen en temps

diferents i es poden quantificar d’'una mateixa mostra.

10.2.1 Extraccid de la mostra

L'extraccido s’ha posat apunt amb els seglents tipus de teixits: fetge, cor,
muscul i hipotalem. Es mantenen els teixits en nitrogen liquid i s’agafa una
quantitat coneguda entre (0.2-0.3g) aproximadament amb 5ul de patré intern
(malonil-CoA 3C 50ppm). S’homogenitza amb un politré durant 30s. a maxima
velocitat en 1ml de TCA al 10%-15% amb 50uM de DTT. L’'homogenat es barreja
5s. i es centrifuga 15min. a 14.000 x g a 4°C. Es filtra amb un filtre de 0.22um i la

mostra ja estar preparada per injectar, analitzar i quantificar per HPLC/MS.

10.2.2 Procediment i condicions de 'HPLC/MS

S’injecta a I'HPLC/MS una recta patrd de 2ppb fins a 100 ppb on a cada punt
de la recta s’hi addiciona una quantitat coneguda de patré intern (5 pyl de 50ppm de

malonil-13C).

Columna: Luna C18 (25cm x 4.6@) i 5um de particula.

Fase mobil A: 100mM acetat d’amoni, pH = 4,6 (acid acétic).

Fase mobil B: 70% A i 30% MetOH.

Fase mobil C: Postcolumna d’acetona

Aparell: Triple Quadrupole LC/MS/MS Mass Spectrometer (API 3000)
Forn: 40°C (recinte on s’'emmagatzema la columna)

Volum d’injeccié: 20ul
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Temps (min.) A (%) B (%) C (%)
0,1 10 90 0
7 35 60 5
12 47 40 13
13 60 10 30
14 10 90
19 10 90

Taula 11. Gradent emprat en I'HPLC/MS. Els diferents tipus de fases mobils es preparen

extemporaniament.

10.2.3 Quantificacio

Tenint en compte la recta patrd i la quantitat de mostra de la qual es partia

s’obtenen els nmol/g de teixit de malonil-CoA.

10.3 Determinacioé de B-hidroxibutirat-CoA

10.3.1 Extraccio

El procés d’extraccid és el mateix sistema emprat en el métode d’extraccio

pel malonil-CoA (veure apartat 10.2).

10.3.2 Procediment i condicions per I’'HPLC/MS

Procedim a injectar a I'HPLC/MS una recta patré de 2 ppb fins a 100 ppb

amb les mateixes condicions descrites en |'apartat 10.2.

10.3.3 Quantificacio

Tenint en compte la recta patrd i la quantitat de mostra de la qual es partia

s’obtenen els nmol/g de teixit de B-hidroxibutirat-CoA.
10.4 Determinacioé de ROS (especies reactives d’oxigen)

Per fer la determinacié de ROS s’ha utilitzat extracte total de fetge obtingut
amb solucié d’extracci6 de mitocondris i s’ha dut a terme mitjangant el kit de
Millipore OxyBlot'", el qual és un métode sensible i simple per la deteccid i
quantificacio de proteines modificades per I'accié de radicals lliures d’oxigen i altres

especies reactives.
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En multiples processos fisiologics i patologics es produeixen modificacions de
I'estat d’oxidacid de les proteines per I'accié dels radicals lliures d’oxigen i altres
especies reactives com [I'hidroxinonenal. Com a conseqliéncia d’aquestes
modificacions, s’introdueixen grups carbonil en les cadenes de les proteines per un

mecanisme lloc-especific.

El kit d’OxyBlot"" ens permet avaluar per immunodeteccié els grups carbonil
com a indicador de l'estat d’oxidacid de les proteines. Els grups carbonils de les
proteines son derivatitzats a 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP-hidrazona) per |'accio
del 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). Les mostres de proteines derivatitzades-DNP
es separen per electroforesi en un gel de poliacrilamida i es detecten i quantifiquen
mitjancant un Western Blot realitzat amb els anticossos que ens proporciona el
propi kit (Anticos primari: Anticos de conill Anti-DNP i anticos secundari: cabra anti-

conill IgG (HRP-conjugat).

En la preparaciéo de les mostres és molt recomanable afegir a l’extracte
proteic un agent reductor per prevenir I'oxidacié de proteines un cop s’han trencat
les cel-lules. Es pot utilitzar com a agent reductor el B-mercaptoetanol (1-2 %) o el
DTT (50 mM) per inhibir I'oxidacié i a més a més no té cap efecte advers en la

reaccié de derivatitzacié del protocol a seguir pel kit.

Es necessiten dues aliquotes per cada mostra a analitzar. Una aliquota es
tractara amb la reaccié6 de derivatitzacié mentre l'altra servira com a control
negatiu, substituint la solucié Control de derivatitzacié 1X per la Solucié de DNPH
1X. Es transfereixen 5 pl de l'extracte proteic (cru o purificat) en 2 tubs
eppendorf (0.5-1.5ml). El volum de les mostres a processar pot variar en funcio de
la concentracio de les proteines de les mostres. Si s’utilitza un volum superior a 5ul
s’han d’ajustar els volums del kit. Generalment per a la reaccié de derivatitzacio es
recomana utilitzar entre 15-20ug de proteina. Es desnaturalitza cada aliquota (5ul)
mitjancant I'addicié de SDS (12%) per tal de que s’obtingui una concentracié final
al 6% de SDS. Es derivatitzen les mostres afegint 10uL de la soluci6 DNPH 1X a un
dels tubs. A I'aliquota que s’utilitza com a control negatiu se I’hi afegeix 10puL
de la Soluci6é Control de Derivatitzacié 1X enlloc de la solucié DNPH 1X. S’incuben
tots els tubs a temperatura ambient durant 15 min. En aquest punt no es
recomana deixar la reaccié més de 30 min. S'addicionen 7.5uL de Solucié de
Neutralitzacid a tots els tubs i si en la preparacié dels extractes proteics no s’ha
utilitzat un agent reductor, en aquest punt del procés es pot afegir B-

mercaptoetanol a una concentracio final del 0,74M (1-1.5ul; 5%yv/v). Tan l'extracte
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tractat com el control negatiu de cada mostra es poden coérrer en un gel de
poliacrilamida i detectar els grups carbonil per immunodeteccié seguint la técnica
del Western Blot. En aquest punt del procés les mostres es poden conservar a 4°C

durant una setmana.

10.5 Determinacio d’ATP

Per la determinacié d’ATP en el fetge s’ha utilitzat el kit de bioluminiscéncia
de la casa comercial Invitrogen (A22066). El kit es basa en l'oxidacié de la
luciferina conjuntament amb I’ATP per emetre Ilum. El métode és extremadament
sensible. Els extractes es van obtenir dels fetges congelats i homogenitzats amb
HCIO4 al 40% i posterior incubacié de 10 minuts. Es centrifuga a 10,000xg durant
10 minuts per tal d’extraure les proteines que han precipitat degut al medi acid. Tot
seguit es neutralitzen 300ul del sobrenedant amb KHCOs; 5M. Finalment s’utilitzen
10ul per la quantificaci6 de I’ATP barrejats amb 90ul de la solucié de reaccié
proporcionada pel mateix kit. Les concentracions d’ATP es van calcular per
extrapolacié d’una corba patré i la luminiscéncia es va detectar mitjangant I’aparell

Turner System.

Mg 2+
Luciferina + ATP + O, —»  oxiluciferina + AMP + CO, + llum (560nm)
luciferasa

11. ESTUDI HISTOLOGIC DE FETGE I DE TEIXIT ADIPOS

El processament (fixacid, inclusio i talls dels blocs de parafina) i la tincid
amb Hematoxilina-Eosina de les mostres de fetge i de teixit adipds s’han realitzat al

servei d’Anatomia Patologica de I’'Hospital Clinic de Barcelona.

Les fotografies de les mostres s’han pres amb un microscopi de la casa

comercial Leica CTR4000 al Departament de Bioquimica i Biologia Molecular.

En primer lloc s’extreu un petit fragment de fetge o teixit adipds tenint cura
que sempre s’extregui del mateix punt per ser el maxim de repetitius i poder
comparar entre les diferents mostres dels animals. Es fixa el teixit mantenint els
fragments submergits en formalina al 10% (SIGMA HT5014) en 10 vegades el
volum de la mostra. Es deixa com a minim 24 hores per tal de que les mostres

quedin ben fixades.
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A continuacié abans de procedir a la deshidratacié de les mostres es renten
amb PBS 10min. un parell de cops. Tot seguit s’especifiquen els protocols seguits
en la deshidratacio del fetge i del teixit adipds i es treballa sota campana de flux

laminar. Per evitar l'inhalacié de gasos.

11.1 Deshidratacio de les mostres de fetge

Component Temps
Alcohol 70% 1x1h
Alcohol 96% 2x1h
Alcohol 100% 2x1h
Xilol 2x1h

Parafina a 58-60°C 1x1h
Parafina a 58-60°C Tota la nit

Confecciod dels blocs de parafina

Taula 12. Protocol de deshidratacié del fetge. Quan es treballa amb el xilol es realitza sota

campana de flux laminar per tal d’evitar els vapors.

11.2 Deshidratacio de les mostres de teixit adipos

Components Temps
PBS 5min.
Alcohol 50% 20min.
Alcohol 70% 20min.
Alcohol 95% 2 x 20min.
Alcohol 100% 20min.
Alcohol 100% 2 x 30min.
Xilol 2 x 30min.
Parafina 30min.
Parafina 45min.

Taula 13. Protocol de deshidratacio del teixit adipés. Quan es treballa amb el xilol es realitza sota

campana de flux laminar per tal d’evitar els vapors.

Es procedeix a realitzar els talls dels blocs de parafina amb un gruix de 4um

i es tenyeix amb Hematoxilina-Eosina (H&E).
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11.3 Procediment de tincio per H&E:

Procés Component Temps
Desparafinacio Xilol 5 min.
Hidratacio Alcohol 100% 5 min.
Alcohol 90% 5 min.
Alcohol 70% 5 min.
Aigua mQ 3 min.
Tincio Hematoxilina 30s en agitacio
Aigua mQ 2 X 3min.
Etanol 70% 5 min.

Eosina alcoholica 1% 10-30s en agitacio

Deshidratacio Alcohol 95% 2 x 30s-60s
Alcohol 100% 2 x 30s-60s
Xilol 1 x 1min.

Montatge DPX

Taula 14. Protocol per la tinci6 H&E. L’hematoxilina és un colorant catidonic que tenyeix les
estructures acides de color blavods, porpra i I'eosina és un colorant anionic que tenyeix els components

basics de color rosat.

12. SERVIDORS EN LINIA I PROGRAMES D’US FREQUENT

Al llarg d’aquesta tesi s’han utilitzat de forma extensiva diferents bases de
dades i diferents eines bioinformatiques disponibles en linia. A continuacid es

detallen les més emprades.
12.1 Servidors

NCBI: Portal del National Center for Biotechnology Information
estadounidenc que agrupa bases de dades d’accés public de nucleotids i proteines,
bibliografiques, de malalties hereditaries, aixi com eines d‘alineament de

seqliéncies. www.ncbi.nlm.nih.gov

Swisprot: és una base de dades de proteines anotades de forma manual,

integrada amb altres bases de dades i ben documentada. L'anotacié consisteix en la
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descripcio de la funcio proteica, les seves modificacions postraduccionals, els seus
dominis i llocs catalitics, la seva estructura secundaria, la seva estructura
guaternaria, la similitud amb altres proteines, les enfermetats associades a la
proteina i les variants de la sequéncia. La font de les dades solen ser les

publicacions cientifiques. www.expasy.org

12.2 Programes i principals eines bioinformatiques

12.2.1 Cerca d’homologia de seqiiéncies

La cerca d’homologies de seqliencia del DNA permet un primer acostament a
la funcié biologica d’'un nou gen. Les seqiéncies del DNA es van obtenir de les

seglents bases de dades

GenBank del NCBI (Benson DA, 2007).

EMBL del EBI (European Bioinformatics Institute).

L'eina utilitzada per la cerca d’homologies ha estat el BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool (Altschul SF, 1997; Wheeler D, 2007), que consisteix en un
algoritme de cerca de similituds aplicable a qualsevol sequéncia de DNA o de
proteina. El programa compara les seqliéncies de nucleotis o proteines amb bases
de dades de sequiéncies i calcula la significacié estadistica dels aparallaments. Amb
aquesta eina es pot, entre d’altres coses, trobar a partir d’'un cDNA el gen que el

codifica i delimitar aquest gen en exons i introns.

En aquest treball s’han utilitzat aquestes eines, fonamentalment, per
comparar les seqliéncies de les diferents isoformes de I'enzim carnitina palmitoil

transferasa I.

Existeixen 5 aplicacions diferents del programa BLAST: BLASTN, BLASTX,
TBLASTX, BLASTP i TBLASTN. Els tres primers s’utilitzen per analitzar seqiiéncies de

nucleotids i els dos ultims per analitzar proteines.

BLASTN: busca una seqiiéncia de nucledtids en bases de dades de seqiiéncies

nucleotidiques. Permet la identificacié de gens semblants.

BLASTX: tradueix la seqiéncia de nucleotids problema en les sis pautes de lectura

possibles i busca en bases de dades de proteines. Permet identificar productes
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genics semblants als codificats per la seqUéncia gendmica. Serveix per a trobar

regions codificants.

TBLASTX: tradueix una seqliéncia de nucleotids i busca en bases de dades de

seqliéncies traduides. Permet identificar gens ortolegs i parolegs.
BLASTP: busca proteines semblants en bases de dades de proteines.

TBLASTN: busca seqliéncies de proteines en bases de dades de seqiéncies de DNA

traduides en les sis pautes de lectura possibles.

Aquestes cerques es realitzen sobre la base de dades GenBank, que forma
part de I'International Nucleotide Sequence Database Collaboration, organisme que
esta integrat pel DNA DataBank of Japan (DDBJ) i el European Molecular Biology
Laboratory (EMBL).

12.2.2 Cerca d’encebadors per a PCR a temps real

RT Primers Data Base és una base dades publica (Pattyn F (2003, 2006))
de seqliencies d’encebadors i sondes utilitzades per PCR a temps real per diferents
meétodes (SYBR Green , Tagman o Hybridisation Probes) que han estat publicats en
els diferents articles cientifics. Aquesta base de dades utilitza el nom oficial dels
gens de les bases de dades Entrez, Ensembl Gene o [|'SNP.

http://medgen.ugent.be/rtprimerdb

13. ANALISI ESTADISTIC

Tots els resultats s’expressen com la mitja + SEM. La comparacio dels
resultats es realitza mitjangant la t de Student-Newman-Keuls de dades no

aparallades. Les dades es consideren significatives quan * P < 0,05.
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1.0BTENCIO DE VIRUS ADENOASSOCIATS

Es va obtenir 3 virus adenoassociats (AAV) del serotip 1 en col-laboracid
amb I'empresa Amsterdam Molecular Therapeutics (AMT). Per |I'obtencié dels AAVs
es va seguir la metodologia descrita per Urabe i col. (Urabe M, 2002) d'obtencié de
virus AAVs a gran escala a partir de baculovirus i cél-lules d’insecte (apartat 3 del
material i metodes). Les preparacions utilitzades per fer els estudis tenien una
titulacié de 1x102 copies gendmiques (cg)/ml pel virus AAV-GFP, de 7.6x10'* cg/ml
pel virus AAV-CPT1A i de 7.5x10'" cg/ml pel virus AAV-CPT1AM.

El genoma viric contenia la CPT1A o la CPT1AM (forma de CPT1A insensible
al malonil-CoA) de rata o la GFP flanquejats en el seu extrem 5’ per una regio
promotora especifica (EalbAATp) de fetge i en el seu extrem 3’ per un estabilitzador
(WPRE) transcripcional i un senyal de poliadenilacié (figura 1). Ambdues regions
estan a la vegada flanquejades per dues seqiéncies ITR necessaries per l'insercio i

replicacio del gen d’interés.

AAV1
ITR EaIbAATpl GFP / CPT1A/ CPT1AM |WPRE| bGH | ITR

Figura 1. Diagrama del genoma dels virus adenoassociats. ITR: (inverted terminal repeats) del
serotip 2, EalbAATp: promotor especific de fetge, GFP/CPT1A/CPT1AM gens d’interés, WPRE: woodchuck
posttranscriptional regularoty element, facilita el transport del transcript d’/RNA del nucli al citoplasma i

bGH: senyal de poliadenilacié del gen de la hormona de creixement.
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2. EFECTE DE LA SOBREEXPRESSIO DE CPT1A I CPT1AM DE
RATA EN FETGE DE RATES ALIMENTADES AMB DIETA CONTROL

Per tal de comprovar la capacitat infectiva dels virus AAVs en fetge de rata
es van injectar en la vena de la cua els virus AAV-GFP, com a grup control, el AAV-
CPT1A i el AAV-CPT1AM amb una carrega virica de 7,5x10''gc/kg, en rates de 7
setmanes d’edat, que correspon en uns 200g de pes aproximadament i alimentades
amb dieta control. Al cap de quatre setmanes després de I'administracio dels virus
es van analitzar els nivells de proteina i d’activitat CPT1A i CPT1AM en el fetge dels

animals tractats després de ser dejunats durant la nit (12h) (figura 2).

Infeccio
. A,IAV Saclrifici
Edat | | 1
(setmanes) 5 7 11
[
[

>
NCD

Figura 2. Diagrama de I|'experiment realitzat amb rates Wistar. Inici de [I'experiment,
administraci6 dels virus adenoassociats AAV-GFP, AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM per la vena de la cua a les

7 setmanes d’edat i sacrifici dels animals en deju a les 11 setmanes d’edat. NCD: Normal Chow Diet.

2.1. Analisi dels nivells de proteina CPT1

Al cap de 4 setmanes després de I'administracié virica es van analitzar els
nivells de proteina de CPT1A i CPT1AM sobreexpressats en fraccions enriquides amb
mitocondris de fetge mitjancant Western Blot. Per la deteccié i posterior
guantificaci6 es van emprar anticossos especifics contra la CPT1A de rata
préviament obtinguts en el nostre laboratori (veure material i meétodes apartat
6.2.4.1).

Com s’observa en la figura 3 els nivells de proteina de la CPT1A i CPT1AM de

rata augmenten significativament en 2,95 i 2,03 vegades respecte els nivells dels

animals tractats amb el virus AAV-GFP.
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Figura 3. Analisi dels nivells de proteina de CPT1A per Western Blot a) Western Blot
representatiu de fraccions enriquides amb mitocondris (50ug) de fetge de rates infectades amb els virus
AAV-GFP i AAV-CPT1A. b) Quantificacio (U.A.) del Western Blot. ¢) Western Blot representatiu de
fraccions enriquides amb mitocondris (50ug) de fetge de rates infectades amb els virus AAV-GFP i AAV-
CPT1AM. d) Quantificacio (U.A.) del Western Blot. n=5. *P < 0,05 respecte el grup GFP. Es normalitza

prenen el valor de 100 en els animals infectats amb els virus AAV-GFP.

2.2. Analisi dels nivells d’activitat CPT1

Un cop comprovat l'increment de proteina es va verificar mitjangcant un
assaig d’activitat CPT1 si aquest comportava un augment d‘activitat CPT1. Per aixo
es va determinar I'activitat CPT1 d’extractes mitocondrials obtinguts de fetge dels
animals tractats mitjangcant el metode radiometric descrit en |'apartat 7.2 del

material i metodes.
Tal com mostra la figura 4 l'activitat CPT1 va augmentar en 1,55 i 1,47

vegades en les rates tractades amb els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM respecte a

les rates tractades ama el virus AAV-GFP.
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Figura 4. Analisi dels nivells d’activitat CPT1. Activitat CPT1 (nmol/mg prot.min) en fraccions
mitocondrials (10ug) de fetge de rates infectades amb els virus AAV-GFP, AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM. n=
5. ¥P < 0,05 respecte el grup GFP.

Dels resultats obtinguts es pot concloure que els vectors virics preparats
presentaven capacitat infectiva i de sobreexpressiéo de la CPT1A i CPT1AM de rata

en el fetge dels animals tractats.

2.3 Nivells de TAG en sérum

Durant la realitzacié d’aquest estudi es va publicar un treball de Stefanovic-
Racic, M i col. (Stefanovic-Racic M, 2008) on observa que la sobreexpressio de la
CPT1A mitjancant adenovirus en fetge de rata produia una disminucié de TAG en
els fetges dels animals. Per aix0 es va analitzar si aquest augment significatiu
d’activitat CPT1A en el fetge de les rates infectades amb els virus AAV-CPT1A i
AAV-CPT1AM afectava als nivells de TAG en serum.

Tal i com es mostra en la figura 5 no es van veure canvis significatius en els
nivells de TAG en sérum de rates infectades amb el AAV-CPT1A respecte al grup de
rates control, pero si que es va observar una disminucié significativa del 20,1% en

els TAG en sérum de les rates infectades amb el virus AAV-CPT1AM.
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Figura 5. Analisi dels nivells de TAG en sérum. Determinaci6 dels nivells de TAG en 10ul de sérum
de les rates infectades amb els virus AAV-GFP, AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM. n=3-5. *P < 0,05 respecte els
animals tractats amb el virus AAV-GFP.

3. EFECTE DE LA SOBREEXPRESSIO DE CPT1AM DE RATA EN
FETGE DE RATES ALIMENTADES AMB DIETA GRASSA i DIETA
CONTROL

S’ha descrit que animals alimentats amb una dieta rica en greixos durant un
temps aproximat de 12 setmanes presenten desordres metabolics i acaben
desenvolupant hipergluceémia, hiperinsulinémia i obesitat (Ding S, 2010). Per tal de
comprovar si una sobreexpressio de la forma insensible al malonil-CoA de CPT1 era

capag de revertir aquest fenotip es va realitzar el seglient experiment.

Es va partir de 2 grups de 20 rates, un grup de 20 rates es van alimentar
amb una dieta control i I'altre grup de 20 rates es van alimentar amb una dieta
grassa (45%). Dins de cada grup es van separar els animals en 10 rates, que van
ser tractades amb el virus AAV-GFP com a grup control i en l'altre grup de 10 rates,
que van ser tractades amb el virus AAV-CPT1AM. Les dietes es varen administrar a
partir de la setmana 8 d’edat i els virus es van injectar a la setmana 20 d’edat
(figura 6). Els virus es van injectar en una dosi corresponent a 1,25x10*? gc/kg.
Durant tot l'experiment es va seguir administrant a cada grup la seva dieta
corresponent, es van sacrificar els animals 6 setmanes després de lI'administracio
virica, que correspon a la setmana 26 d’edat i s’‘obtingueren els extractes

mitocondrials de fetge per tal d’analitzar els nivells de proteina i d’activitat CPT1A.
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Figura 6. Diagrama de I'experiment amb rates Wistar obeses. S’especifica I'edat de comengament
de I'experiment i administracié de la dieta corresponent (NCD: Normal Chow Diet. HFD: High Fat Diet),

I’edat d’injeccid dels virus AAV-GFP i AAV-CPT1AM per la vena de la cua i I'edat de sacrifici dels animals.

3.1. Analisi dels nivells de proteina CPT1

Es van quantificar els nivells de proteina CPT1A sobreexpressats de les rates
tractades amb el virus AAV-CPT1AM tant en el grup alimentat amb dieta control
com en el grup alimentat amb dieta grassa (figura 7). El resultat obtingut mostra
que no hi ha canvis significatius en els nivells de proteina CPT1A en les rates

tractades amb el virus AAV-CPT1AM alimentades amb ambdues dietes.
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Figura 7. Analisi dels nivells de proteina CPT1A (88kDa) per Western Blot a) Western Blot
representatiu de fraccions enriquides amb mitocondris (50ug) de fetge de rates infectades amb els virus
AAV-GFP i AAV-CPT1AM i alimentades amb dieta control. b) Quantificacié (U.A.) del Western Blot. c)
Western Blot representatiu de fraccions enriquides amb mitocondris (50ug) de fetge de rates infectades
amb els virus AAV-GFP i AAV-CPT1AM i alimentades amb dieta grassa. d) Quantificacié (U.A.) del
Western Blot. n = 7-10. *P < 0,05 respecte el grup GFP. Es normalitza prenen el valor de 100 en els

animals infectats amb els virus AAV-GFP.
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3.2. Analisi dels nivells d’activitat CPT1

A continuacié es va determinar l'activitat CPT1 (figura 8). El resultat de
I'assaig CPT1 de les rates tractades amb el virus AAV-CPT1AM o GFP és que en
totes les mostres analitzades hi ha la mateixa activitat CPT1 i no s‘observen canvis

significatius.
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Figura 8. Analisi dels nivells d’activitat CPT1. Activitat CPT1 en fraccions mitocondrials (10ug)
(nmol/mg prot.min) en els grups GFP i CPT1AM a les 26 setmanes d’edat que correspon a 6 setmanes
després de I'administracio virica. n=7-10. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet.

Aquests resultats en els nivells d’activitat CPT1 concorden perfectament amb
els resultats obtinguts de I'analisi dels nivells de proteina CPT1 (figura 7). Per tant
es pot concloure que la infeccio per part del virus AAV-CPT1AM no ha estat suficient

per veure augments d’activitat CPT1.

Dues podrien ser les causes d’aquest resultats: 1) una menor capacitat
infectiva dels virus degut a l'edat dels animals (20 setmanes) en aquest segon
experiment respecte el primer experiment (7 setmanes) on si s’‘observa un
augment de I'expressié de CPT1AM. 2) que la dosi administrada fos insuficient tot i
haver-la augmentat. Donat que es disposava d'una preparacié de virus que no es
podia concentrar i per tal de poder augmentar la dosi a administrar es va
considerar la utilitzacié del ratoli com animal d’experimentacié. Al canviar de rata a
ratoli s’'incrementa fins a 6 vegades la dosi injectada anteriorment a les rates,

aconseguint administrar una dosi de 7,5x10%?gc/kg en els ratolins.
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4. EFECTE DE LA SOBREEXPRESSIO DE CPT1A I CPT1AM DE
RATA EN FETGE DE RATOLINS ALIMENTATS AMB DIETA
GRASSA I DIETA CONTROL

Per tal de comprovar quin és |'efecte de la sobreexpressio de la CPT1A i la
CPT1AM de rata en el fetge de ratolins alimentats amb dieta grassa es va procedir
de la seglient manera: es van dividir 2 grans grups d’animals; un grup alimentat
amb dieta control i un altre alimentat amb dieta grassa. Dins de cada grup es van
separar els animals tractats amb el virus AAV-GFP com a grup control, els que es
van tractar amb el virus AAV-CPT1A i els tractats amb el virus AAV-CPT1AM. Les
dietes es van comencar a administrar a partir de la setmana 8 d’edat i els virus es
van administrar a la setmana 10 d’edat (figura 9). Es van injectar els virus a una
dosi de 7,5x10% gc/kg. Durant tot I'experiment es va seguir administrant a cada

grup la seva dieta corresponent.
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Figura 9. Diagrama de Il'experiment amb els ratolins C57BL/6J]. S’especifica l'edat de
comencament de I'experiment, I'edat d’administracié de les dietes corresponents (NCD: Normal Chow
Diet i HFD: High Fat Diet), I'edat d’injeccié dels virus AAV-GFP, AAV-CPT1A o AAV-CPT1AM per la vena
de la cua i I'edat de sacrifici dels animals a les 14 o 23 setmanes d’edat que correspon a 4 o 13

setmanes després de I'administracid virica.

4.1 Analisi dels canvis en I'expressio relativa de 'mRNA de CPT1A

en diferents teixits

Per tal de comprovar i quantificar els nivells d’mRNA de CPT1A i CPT1AM en
el fetge de ratolins infectats amb els virus AAV-GFP, AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM, es
va obtenir I'RNA dels fetges a les 4 setmanes després de I'administracio dels virus
(figura 10). L'analisi es va dur a terme per PCR a temps real utilitzant uns
encebadors capacos de detectar alhora la isoforma CPT1A de ratoli i les isoformes
CPT1A i CPT1AM de rata. A més, es va estudiar si la infeccié dels virus afectava a

altres teixits, també determinant i quantificant els nivells d'mRNA de CPT1A i
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CPT1AM de rata en el muscul (gastrocnemius) i en el teixit adipds blanc epididimal.

Els encebadors no detectaven la isoforma CPT1B de muscul.

Els nivells d'mRNA de CPT1A i CPT1AM en fetge van ser 58% i 62% més
elevats que els nivells d'mRNA de CPT1A en els ratolins control infectats amb els

virus AAV-GFP i alimentats amb dieta grassa.

No es van observar diferéncies significatives en els nivells d'mRNA de CPT1A
i CPT1AM de rata en el muscul i en el teixit adipds dels ratolins. Aixd indicava que
I'expressid de CPT1A i CPT1AM estava localitzada i restringida Unicament en el fetge

tal i com calia esperar.
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Figura 10. Analisi dels canvis d'mRNA de CPT1A en diferents teixits de ratoli. Canvis d’mRNA de
la CPT1A en fetge, muscul i teixit adipds blanc epididimal a les 14 setmanes d’edat dels ratolins
alimentats amb la dieta grassa i 4 setmanes després de I'administracié virica. n=6-10. *P < 0,05
respecte els animals tractats amb el virus AAV-GFP. Es normalitza prenen el valor d’1 en els animals

infectats amb els virus AAV-GFP.

Per tal de determinar el temps en que els virus eren capagos de mantenir
I’expressid dels gens estudiats, es va analitzar I'expressié dels virus AAV-GFP a llarg
termini. Per aixd, es van obtenir hepatocits a les 4, 12 i 23 setmanes després de
I'administracié del virus AAV-GFP a ratolins de 10 setmanes d’edat. Com s’observa
en la figura 11d, I'expressié de GFP a la setmana 33 d’edat dels ratolins encara
segueix persistent i amb uns alts nivells d’expressid, indicant que |’expressio es
manté al menys al llarg de 6 mesos. També s’aprecia en la figura 11 que I’'expressid
de GFP es produeix en un 30% dels hepatocits, aquest fet ens indica que la infeccio

del virus AAV-GFP té una eficiencia aproximada del 30%.
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14 setmanes

22 setmanes 33 setmanes

Figura 11. Analisi de I'expressié de GFP al llarg del temps. a) Hepatocits de ratoli en cultiu 24h
després de ser obtinguts. b,c,d) Hepatocits de ratoli obtinguts a les 4, 12 i 23 setmanes després de
I'administracié del virus AAV-GFP a animals de 10 setmanes d’edat i visualitzats al microscopi de

florescéncia. Fotografies preses a 20x augments.

4.2. Analisi dels nivells de proteina CPT1

Un cop verificat I'augment dels nivells de I'mRNA de CPT1A i CPT1AM de rata
en els fetges dels ratolins infectats amb els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM
respecte els animals tractats amb el virus AAV-GFP, es van determinar els nivells
de proteina. Per aix0 es va realitzar un Western Blot de fraccions enriquides amb
mitocondris de fetge (figura 12) utilitzant I'anticos que reconeixia tant la isoforma
CPT1A de rata com la isoforma CPT1A de ratoli.

Els nivells de proteina CPT1A i CPT1AM en els animals amb dieta control
presenten uns augments significatius de 3,08 + 0,05 i 3,01 + 0,08 vegades
respectivament comparat amb els animals tractats amb el virus AAV-GFP. Els
nivells de proteina de CPT1A i CPT1AM en els ratolins alimentats amb dieta grassa
es veuen significativament augmentats en 3,02 + 0,09 i 3,09 + 0,04 vegades
respectivament comparat amb els ratolins que sobreexpressen la GFP i alimentats

amb dieta grassa.
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Figura 12. Analisi dels nivells de proteina CPT1A i CPT1AM de rata per Western Blot. a)
Western Blot representatiu dels nivells de CPT1A en fraccions enriquides amb mitocondris de fetge
(50ug) de ratolins alimentats amb dieta control a les 14 setmanes d’edat i que correspon 4 setmanes
després de l'administracid virica. b) Quantificacidé del Western Blot utilitzant com a normalitzador la
actina-f (42kDa) c) Western Blot representatiu dels nivells de CPT1A en fraccions enriquides amb
mitocondris de fetge (50ug) de ratolins alimentats amb dieta grassa a les 14 setmanes d’edat i que
correspon 4 setmanes després de I'administracié virica. d) Quantificacié del Western Blot utilitzant com
a normalitzador la actina-B (42kDa). n=5 *P < 0,05 respecte els animals infectats amb el virus AAV-GFP.
NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet. Es normalitza prenen el valor d’100 en els animals
infectats amb els virus AAV-GFP.

4.3. Analisi dels nivells d’activitat CPT1

Es va determinar l'activitat CPT1 de fraccions enriquides amb mitocondris de
fetge de ratolins dejunats que duien 4 setmanes amb els virus corresponents. Tal i
com s’observa en la figura 13 l'activitat dels grups tractats amb els virus AAV-
CPT1A i AAV-CPT1AM es troba incrementada en 1,95 + 0,08 i 1,81 + 0,16 vegades
respecte el grup tractat amb el virus AAV-GFP i alimentats amb dieta control. En el
cas dels animals tractats amb dieta grassa i que sobreexpressen la CPT1A i la
CPT1AM es quantifica un augment d’activitat de 1,57 + 0,21 i 1,8 + 0,12 cops

respecte els animals injectats amb el virus AAV-GFP.
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Figura 13. Analisi dels nivells d’activitat CPT1. a) Activitat CPT1 de fraccions enriquides amb
mitocondris de fetge (10ug) d’animals alimentats amb la dieta control i tractats amb els virus AAV-GFP,
AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM. b) Activitat CPT1A de fraccions enriquides amb mitocondris de fetge
d’animals alimentats amb la dieta grassa i tractats amb els virus AAV-GFP, AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM.
L'assaig es va realitzar per triplicat i amb una n=5. *P < 0,05 respecte els animals infectats amb el virus
AAV-GFP. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet.

Els resultats obtinguts mostren que els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM sén
capacos d'augmentar els nivells de proteina i activitat CPT1A tant en els animals

tractats amb dieta control com en els animals tractats amb dieta grassa.

4.3.1 Inhibicio de I'activitat CPT1A i CPT1AM per malonil-CoA

El nostre grup, en estudis previs, havia demostrat que I'activitat de CPT1AM
no s’‘inhibeix per malonil-CoA en diferents tipus cel-lulars. Per tal d’avaluar si els
ratolins infectats amb els virus que contenien la isoforma mutada de CPT1A
(CPT1AM) era també insensible al malonil-CoA, es va analitzar la capacitat
d’inhibicié del malonil-CoA sobre I'activitat CPT1A. D’'aquesta manera, es va
determinar l'activitat CPT1A a concentracions creixents de malonil-CoA en fraccions
mitocondrials de fetge dels ratolins que duien 4 setmanes amb els virus injectats
(figura 14).

A concentracions fisiologiques de malonil-CoA (1-10uM) |'activitat present en
el grup tractat amb el virus AAV-CPT1AM és del 78%, mentre que en el grups
tractats amb el virus AAV-CPT1A i AAV-GFP és del 48%. Aixd significa que els
hepatocits que sobreexpressen la proteina CPT1AM mostren més activitat CPT1A de

forma independent de quins siguin els nivells de malonil-CoA presents.
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Figura 14. Efecte del malonil-CoA sobre l'activitat CPT1. Activitat CPT1 expressada en % en
mitocondris de fetge a concenrtacions creixents d’1, 2, 5, 25 i 150uM de malonil-CoA. L’assaig es va

realitzar per triplicat i amb una n=5. *P < 0,05 respecte els animals infectats amb el virus AAV-GFP.

A continuacio es van determinar i quantificar per HPLC/MS els nivells de
malonil-CoA en fetge per cada un dels grups d’animals tractats pel metode descrit
en |'apartat 10.2 del material i métodes.

En els resultats obtinguts, no es van apreciar diferéncies significatives en les
concentracions de malonil-CoA en fetge entre els animals tractats amb els virus
AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM respecte els animals tractats amb el virus AAV-GFP
(figura 15). Aquest resultat s’‘observa tant en els ratolins alimentats amb dieta

control com en els ratolins alimentats amb dieta grassa.
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Figura 15. Analisi dels nivells de malonil-CoA en fetge. La determinaci6 dels nivells de malonil-CoA
es va dur a terme mitjangant HPLC/MS pel métode descrit en material i métodes. NCD: Normal Chow
Diet i HFD: High Fat Diet. n=6-10.
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4.4. Analisi dels nivells d’oxidacié d'acids grassos

Un cop examinats els augments en els nivells d’'mRNA, de proteina i
d’activitat CPT1A es va quantificar el nivell d’oxidacié d’acids grassos que mostren
els fetges infectats amb els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM. Per fer-ho es van
obtenir cultius primaris d’hepatocits dels animals alimentats amb dieta control i dels
grups d‘animals alimentats amb dieta grassa (veure apartat 2 del material i
meétodes). L'oleat va ser el substrat utilitzat per analitzar I’'oxidacié total, I'oxidacio

a CO, i els compostos acidis solubles (ASP) (figura 16).

Els hepatocits dels animals alimentats amb dieta control i tractats amb els
virus AAV-CPT1A no mostren diferéncies significatives en els nivells de CO, respecte
els hepatocits dels animals tractats amb els virus AAV-GFP. En canvi, els hepatocits
dels animals tractats amb els virus AAV-CPT1AM mostren un augment significatiu
del 56% en els nivells detectats de CO: respecte als hepatocits dels animals
tractats amb el virus AAV-GFP i AAV-CPT1A (figura 16a). Pel que fa la quantificacio
dels ASP en els hepatocits dels animals alimentats amb dieta control i tractats amb
els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM es van detectar uns augments del 27,8% i del
42,9% respecte als hepatocits dels animals que expressen la GFP (figura 16b).
L'oxidacio d’oleat total dels animals que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM
alimentats amb dieta control es troba incrementada significativament amb un 27%

i un 43,6% respecte als hepatocits dels animals que expressen la GFP (figura 16c).

LA sobreexpressio de la CPT1A i la CPT1AM en els animals alimentats amb
dieta grassa produeix un augment significatiu del 20,9% i del 56,4% en els nivells
de CO2 mesurats respecte als hepatocits dels animals que expressen la GFP (figura
16d). En la quantificacido dels ASPs es van detectar augments del 15,5% en els
hepatocits dels animals alimentats amb dieta grassa i que expressen la CPT1A i del
35,8% en els hepatocits dels animals que expressen la CPT1AM respecte als
hepatocits dels animals que expressen la GFP (figura 16e). L'oxidacié total d’oleat
dels animals que expressen la CPT1A i la CPT1AM alimentats amb dieta grassa es
troba incrementada significativament amb 15,7% i un 36,6% respecte als

hepatocits dels animals tractats amb el virus AAV-GFP (figura 16f).
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Figura 16. Analisi dels nivells d'oxidacié de l'oleat en cultius primaris d’hepatocits que
sobreexpressen CPT1A, CPT1AM i GFP. a) Assaig d’oxidacié d'oleat a CO2 dels animals tractats amb
dieta control b) Assaig d’oxidacié d’oleat a ASP dels animals tractats amb dieta control ¢) Oxidacid total
d’oleat dels animals tractats amb dieta control d) Assaig d’oxidacié d'oleat a CO2 dels animals tractats
amb dieta grassa e) Assaig d’oxidacié d’oleat a ASP dels animals tractats amb els virus AAV-GFP, AAV-
CPT1A i AAV-CPT1AM amb la dieta grassa f) Oxidacio total d'oleat dels animals tractats amb dieta

grassa. n=3. L'assaig s’ha realitzat per triplicat. *P < 0,05.

Dels resultats obtinguts s’aprecia que els nivells d’oxidacié determinats per
la CPT1AM sén més elevats que els de CPT1A, ja que l'eficiéncia de la CPT1AM és
major degut a que no respon enfront els nivells de malonil-CoA tal i com s’ha pogut

determinar en la figura 14.
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4.5. Estudi de la produccioé de cossos cetonics en fetge i en sérum

S’ha descrit que una oxidacié augmentada d’acids grassos en el fetge va
acompanyada d’'un augment en la produccié de cossos cetonics per tal d’eliminar
els excedents d’acetil-CoA mitocondrial (Askew EW, 1975). Es van analitzar els
nivells de proteina de la HMGS2 (figura 17), que és I’enzim mitocondrial clau de la
formacié de cossos cetonics i per un altre costat es va quantificar la concentracié de
cossos cetonics presents en el fetge i en el serum dels animals que sobrexpressen
CPT1A, CPT1AM i GFP alimentats amb dieta control i amb dieta grassa (figura 18 i
19).

En el cas de la dieta control s‘observa un augment significatiu de 1,6
vegades més de proteina HMGS2 en el grup tractat amb el virus AAV-CPT1A i
respecte el seu grup control. En el cas de la dieta grassa s’observa un increment
significatiu de 2,1 vegades de proteina HMGS2 en el grup tractat amb el virus AAV-

CPT1AM i respecte el seu grup control.
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Figura 17. Analisi dels nivells de proteina HMGS2 per Western Blot. a) Western Blot
representatiu dels nivells de HMGS2 en fraccions enriquides amb mitocondris de fetge a les 14 setmanes
d’edat i s’ha utilitzat com a normalitzador la B-actina. b) Quantificacié del Western Blot utilitzant com a
normalitzador la actina-p (42kDa)c) Western Blot representatiu dels nivells de HMGS2 en fraccions
enriquides amb mitocondris de fetge a les 14 setmanes d’edat i s’ha utilitzat com a normalitzador la B-
actina. d) Quantificacié del Western Blot utilitzant com a normalitzador la actina-B (42kDa). n=5.*%P <
0,05 respecte els animals infectats amb el virus AAV-GFP. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet

Es normalitza prenen el valor d’100 en els animals infectats amb els virus AAV-GFP.
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A continuacié es va analitzar la concentracié del B-hidroxibutirat-CoA en
fetge mitjancant I’'extraccié i posterior quantificacié per HPLC/MS com una mesura

directa dels nivells de cossos cetonics presents en fetge (An J, 2004).

Com ens mostra la figura 18, els nivells de B-hidroxibutirat-CoA del grup
CPT1AM dels animals alimentats amb dieta control i amb dieta grassa es troben
significativament augmentats en un 65% i un 113% respectivament comparats
amb els animals tractats amb el virus AAV-GFP. En els ratolins que sobreexpressen

la CPT1A mostren una tendéncia a l'increment, pero no és significativa.
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Figura 18. Analisi dels nivells de B-hidroxibutirat-CoA en fetge. Concentracié de B-hidroxibutirat-
CoA en fetge quantificat amb HPLC/MS. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet n=6-10. *P < 0,05

respecte els animals infectats amb el virus AAV-GFP.

Tot seguit es va analitzar la preséncia de cossos cetonics en el serum dels
animals que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM al cap de 4 setmanes després de

I'administracié dels virus i en deju.

Els animals amb dieta control que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM
mostren un augment significatiu de 1,24 i 1,3 vegades respecte el grup control GFP
(figura 19). Degut a la ingesta de la dieta grassa els nivells de cossos cetonics en
sérum en els ratolins tractats amb el virus AAV-GFP presenten uns nivells
augmentats d’1,12 vegades respecte els ratolins GFP amb dieta control. Dins del
grup d’animals amb dieta grassa, els que sobreexpressen la CPT1AM mostren un
augment significatiu de 1,21 vegades respecte el grup GFP. En canvi, el grup que
sobreexpressa la CPT1A no mostra augments significatius en els nivells de cossos

cetonics en el serum.
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Figura 19. Analisi dels nivells de cossos cetonics en sérum. Nivells de cossos cetonics en sérum
(mmol/l). Mesures analitzades a les 14 setmanes d’edat. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet
n=6-10. * | **P < 0,05.

Aquests resultats es correlacionen directament amb un augment de
I'activitat CPT1 i una major capacitat d’oxidacié d’oleat en hepatocits (figura 16)

observats en els animals que sobreexpressen la CPT1AM.

4.6. Efecte en la produccio d’ATP en el fetge

Com a ultima fase de la oxidacio-B els transportadors d’electrons produits
(NADH i FADH,) durant l'oxidacié dels acids grassos i durant el cicle de I'acid citric
per l'oxidacid de I'acetil-CoA, donaran els electrons a la cadena respiratoria
mitocondrial, on aquests electrons es transportaran cap a l|‘'oxigen amb Ia
fosforilacié concomitant de I'’ADP a ATP. Aixi doncs, es va mesurar quins eren els
nivells d’ATP formats en els animals que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM
(figura 20).

La sobreexpressid6 de la CPT1A i de la CPT1AM produeix un augment
significatiu en la concentraci6 de I'ATP de 2.2 i 3.6 vegades en els animals
alimentats amb dieta control i de 2.3 i 3.2 vegades en els animals alimentats amb

dieta grassa.
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Figura 20. Analisi dels nivells d’ATP en el fetge. Concentracié d’ATP en fetge d’extractes totals de
fetges quantificat amb el kit luminiscent d’invitrogen a les 14 setmanes d’edat que correspon a 4
setmanes després de I'administracié virica. n=6-10. **P < 0,05 respecte els animals alimentats amb
dieta control i tractats amb el virus AAV-GFP. *P < 0,05 respecte els animals alimentats amb dieta
grassa i tractats amb el virus AAV-GFP. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet.

Els resultats obtinguts concorden perfectament amb els nivells detectats de
CO, produits en I'oxidacié de I'oleat en hepatocits (figura 16) i demostra I'augment
de l'oxidacié degut a la sobreexpressid de la CPT1A i la CPT1AM de rata en el fetge

de ratolins.

4.7. Efecte de la sobreexpressio de CPT1A i CPT1AM en el pes

Es va examinar l'evolucié del pes dels ratolins infectats amb els virus AAV-
GFP, AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM fins a les 21 setmanes d’edat que correspon a 11
setmanes després de l|'administracié dels virus. Es va estudiar l'efecte d’un
increment en l'oxidacio en el fetge tan en els animals alimentats amb dieta control

com en els animals alimentats amb la dieta grassa.

Tal i com s’observa a les figures 21 i 22, 11 setmanes després de
I'administracié dels virus, els ratolins que sobreexpressen la CPT1AM mostren una
pérdua de pes significativa respecte el grup tractat amb el virus AAV-GFP i
alimentat amb dieta grassa (GFP: 38.7 £ 1.4 g, CPT1AM: 32.5 £ 1.3g; P < 0.04).
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Figura 21. Analisi de I'increment de pes de ratolins que sobreexpressaven la CPT1A, CPT1AM i
GFP. Els ratolins es varen pesar un cop cada 3 setmanes després de la injeccid dels virus. n=6-10. *P <
0,05 respecte els animals tractats amb el virus AAV-GFP amb dieta grassa. NCD: Normal Chow Diet i
HFD: High Fat Diet.
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Figura 22. Imatge dels ratolins alimentats amb la dieta grassa. D’esquerra a dreta un ratoli
representant de cada grup d‘animals tractats amb els virus AAV-GFP, AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM

alimentats amb dieta grassa a les 21 setmanes d’edat i 11 setmanes després de I'administracié virica.

Els resultats obtinguts mostra que el grup tractat amb els virus AAV-CPT1AM
presenta un menor increment de pes que els animals tractats amb el virus AAV-
CPT1A i que els animals tractats amb el virus AAV-GFP alimentats amb dieta
grassa. Aquests resultats son consistents amb la resta de resultats presentats, ja
que els animals tractats amb el virus AAV-CPT1AM mostren una major capacitat
d’oxidacio (figura 16). Aquesta diferéncia en el pes no es pot atribuir a diferéncies
en la ingesta, ja que no s’han detectat canvis significatius en la ingesta entre els

animals tractats amb els diferents virus amb el mateix tipus de dieta (Taula 1).
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Taula 1. Analisi de la ingesta diaria. Mitja de la ingesta durant les 8 primeres setmanes de
I'experiment. n=6-10. *P < 0,05 respecte el grup GFP de la dieta grassa. NCD: Normal Chow Diet i HFD:
High Fat Diet.

Una dada sorprenent és que dintre el grup d’animals alimentats amb la dieta
control i tractats amb els diferents virus no es van observar diferéncies

significatives de pes.

4.8 Estudi de I'homeostasi de la glucosa

Esta descrit que en ratolins sotmesos a dieta grassa durant 2 mesos
presenten alteracions en el metabolisme de la glucosa i la insulina. Aquests animals
es caracteritzen per ser hiperglucémics i hiperinsulinemics (Shoelson SE, 2003). Per
tal de veure quin efecte produia la sobreexpressio de la CPT1A i CPT1AM de rata en
aquests animals es va avaluar els nivells serics de glucosa en deju a les 4 i 11

setmanes després d’haver injectat els virus.

Tal i com es mostra en la figura 23a a les 4 setmanes després de
I'administracié virica, els animals control infectats amb els virus AAV-GFP i
alimentats amb dieta grassa mostren ja un augment significatiu del 46,3% en els
nivells de glucosa en sang respecte el grup d’animals tractats amb el virus AAV-GFP
i alimentats amb dieta control. En canvi, els animals infectats amb els virus AAV-
CPT1A i AAV-CPT1AM i alimentats amb dieta grassa, mostren nivells similars als del
grup tractat amb els virus AAV-GFP control i alimentat amb dieta control. Indicant
que un augment de l'oxidacié d’acids grassos comporta una normalitzacio dels

nivells de glucosa tot i estar sotmesos a una ingesta de dieta grassa.

No s’observen canvis significatius en els nivells de glucosa sanguinis en els

animals alimentats amb dieta control independentment dels virus injectats.
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També es va realitzar el seguiment dels nivells de glucosa sanguinia en deju
a les 11 setmanes després de |'administracio dels virus (figura 23b). Els animals
control infectats amb els virus AAV-GFP i alimentats amb dieta grassa mostren un
augment significatiu del 70,7% en els nivells de glucosa en sang respecte el grup
que expressa la GFP i alimentat amb dieta control. En canvi els animals infectats
amb els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM i alimentats amb dieta grassa mostren
nivells similars als del grup tractat amb el virus AAV-GFP i alimentat amb dieta

control.

Cap dels animals alimentats amb dieta control va mostrar variacions en els

nivells de glucosa.
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Figura 23. Analisi dels nivells de glucosa en sérum. a) Nivells de glucosa en sérum dels ratolins a
les 14 setmanes d’edat. b) Nivells de glucosa en serum dels ratolins a les 21 setmanes d’edat. n=6-10.

*P < 0,05 respecte el grup GFP. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet.

A continuacié es van determinar els nivells d‘insulina que mostraven els

animals en deju a les 4 i 11 setmanes després de I'administracio dels virus.

Els nivells d’insulina analitzats després 4 setmanes de |'administracié virica
no mostren canvis significatius entre els animals tractats amb el virus AAV-GFP
alimentats amb dieta grassa i els animals tractats amb el virus AAV-GFP alimentats
amb dieta control (figura 24a). Aquests animals només duien 6 setmanes ingerint
la dieta grassa, temps insuficient per veure nivells d’insulina incrementats. Tant els
ratolins alimentats amb dieta control com en dieta grassa i tractats amb els virus
AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM mostren nivells similars d’insulina que els animals
tractats amb el virus AAV-GFP.

En canvi, a les 11 setmanes després de I'administracio virica i 13 setmanes

amb dieta grassa, els nivells d’insulina dels ratolins GFP amb dieta grassa es troben
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augmentats significativament 3,8 cops respecte el grup tractat amb el virus AAV-
GFP i alimentat amb dieta control. Els animals que sobreexpressen la CPT1A i la
CPT1AM mantenen nivells d’insulina similars als dels animals del grup GFP i
alimentats amb dieta control (figura 24b). Tal i com era d’esperar, tenint en compte
els resultats en els nivells de glucosa tampoc es van veure canvis significatius en

els nivells d’insulina entre els diferents grups alimentats amb dieta control.

a CONCD I HFD b
= 04} = 0.
= 0, = 0.8
£ 03f 206
g oz2r S 04
5 5
2 o1} 2 02

0 0!

GFP CPT1A CPT1AM GFP CPT1A CPT1AM

Figura 24. Analisi dels nivells d’insulina en sérum. a) Nivells d’insulina en 10 ul serum dels ratolins
a les 14 setmanes d’edat. b) Nivells d’insulina en sérum dels ratolins a les 21 setmanes d’edat. n=6-10.
*P < 0,05 respecte el grup GFP. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet.

Seguidament es va realitzar un test de tolerancia a la glucosa per comprovar
la resposta dels animals tractats en front d'un augment de glucosa en sang

mitjancant l'administracié d’una solucié de glucosa (2g/kg) intraperitoneal en deju.

En el test de tolerancia a la glucosa (figura 25a) s’observa que, entre els
animals que ingerien dieta control injectats amb qualsevol dels tres tipus de virus,

no existeixen diferéncies significatives.

Quan s’analitza el GTT dels animals alimentats amb dieta grassa (figura 25b)
s’observa que els animals del grup GFP mostren uns nivells de glucosa en sang més
elevats significativament als 90 i 120 min. després de la injecci6 de glucosa
intraperitoneal, comparats amb els animals GFP alimentats amb dieta control. En
canvi, els ratolins tractats amb els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM i alimentats
amb dieta grassa mostren valors semblants als dels animals GFP alimentats amb
dieta control.
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Figura 25. Test de tolerancia a la glucosa (GTT). A animals dejunats tota la nit se’ls va administrar
2g/kg de glucosa ip. i es van analitzar els nivells de glucosa en sang als 15, 30, 60, 90 i 120 min. n=6-
10. *P < 0,05 respecte el grup GFP NCD. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet.

Per tal d’analitzar si els augments observats de glucosa eren deguts a una
gluconeogénesi augmentada es va realitzar un test de tolerancia al piruvat (PTT)

mitjancant I'administracié intraperitoneal d’una solucié de piruvat (2g/kg) en deju.

Tal i com s’observa en la figura 26a en el PTT entre els animals de la dieta
control injectats amb els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM i els animals amb el virus
AAV-GFP no existeixen diferéncies significatives. Els resultats del PTT conjuntament
amb el del GTT demostren que una sobreexpressié de CPT1A i CPT1AM en el fetge

de ratolins alimentats amb dieta control no afectarien al metabolisme de la glucosa.

En els animals alimentats amb dieta grassa (figura 26b) el grup GFP mostra
uns nivells de glucosa en sang significativament més elevats, als 90 i 120 min.
després de l'administracié de piruvat intraperitoneal, quan es compara amb els
animals GFP alimentats amb dieta control. Concordant amb els resultats del GTT,
els animals amb els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM alimentats amb dieta grassa
presenten nivells de glucosa en el PTT similars als dels animals GFP i alimentats

amb dieta control.
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Figura 26. Test de tolerancia al piruvat (PTT). A animals dejunats tota la nit se’ls va administrar
2g/kg de piruvat ip. i es van analitzar els nivells de glucosa en sang als 15, 30, 60, 90 i 120 min. n=6-
10. *P < 0,05 respecte el grup GFP NCD. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet.

Tots els resultats observats fins ara referents a pes, nivells de glucosa i
insulina mostren que els ratolins que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM
presenten una millora respecte el seu grup control GFP alimentat amb dieta grassa

el qual presenta un fenotip obés i resistent a la insulina.

4.9. Efecte en els nivells de TAG, acids grassos lliures i leptina en el

sérum

S’ha demostrat que en diferents models d’animals durant la ingesta d'una
dieta rica en greixos es veuen augmentats els nivells de FFA i TAG en el sérum. Per
aquest motiu es van determinar els nivells de FFA i TAG en deju en el serum dels
animals que portaven 4 setmanes des de la infeccid dels virus i 6 setmanes de dieta

grassa.

Els resultats obtinguts (figura 27a) respecte als nivells de TAG en sérum
mostren com els animals alimentats amb dieta grassa que expressen la GFP
presenten un nivells significativament augmentats del 47,5% respecte als nivells
del grup alimentat amb dieta control. Aquests nivells augmentats per la dieta
grassa, en el cas dels animals tractats amb el virus AAV-CPT1AM, han disminuit
presentant valors molt similars al dels animals GFP i alimentats amb dieta control.
Pel que fa als nivells de TAG en serum d’animals alimentats amb dieta grassa i
tractats amb el virus AAV-CPT1A sén molt similars als animals control i en aquest

cas, no s’‘observa una disminucié dels nivells de TAG, tal com s’hauria d’esperar. No
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s’observen canvis significatius en els nivells de TAG en sérum entre els diferents

grups d’animals alimentats amb dieta control.

Respecte als nivells d’acids grassos lliures en serum (figura 27b), els ratolins
tractats amb el virus AAV-GFP i alimentats amb dieta grassa mostren un augment
significatiu del 55,5% respecte els ratolins GFP i alimentats amb dieta control. Els
nivells de FFA en sérum dels animals que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM
alimentats amb la dieta grassa son similars als nivells de FFA dels ratolins GFP

alimentats amb dieta control.
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Figura 27. Analisi dels nivells de TAG i FFA en sérum. a) Nivells de TAG en serum (mg/dl) b)
Nivells de FFA en sérum (mM). Mesures analitzades a les 14 setmanes d’edat. n=6-10. *P < 0,05
respecte el grup GFP. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet.

Els resultats mostren una millora significativa dels nivells de TAG i d’acids
grassos lliures en serum dels animals tractats amb els virus AAV-CPT1AM i
alimentats amb dieta grassa. En canvi, en els animals tractats amb el virus AAV-
CPT1A i alimentats amb dieta grassa només mostren una millora en els nivells de

FFA en serum.

En un estat d’obesitat i de sobrepés I'acumulacié de greix per part del teixit
adipos incrementa significativament provocant una expansié que acabara patint una
desregulacié. La produccio de leptina, que és estimulada per la insulina, es veu
incrementada amb I'‘engrandiment dels adipocits. Per aixd i tenint en comte els
resultats anteriors es va analitzar els nivells de leptina en sérum dels animals

tractats i préviament dejunats 4 setmanes després de la injeccio dels virus.

Com s’observa en la figura 28 els nivells de leptina en sérum dels ratolins

GFP alimentats amb dieta grassa augmenta significativament 7,1 vegades respecte
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el grup de ratolins GFP alimentat amb dieta control. Aquests nivells elevats de
leptina es van veure reduits significativament en els grups alimentats amb dieta
grassa que sobreexpressen la CPT1A i CPT1AM en 1,8 i 2,6 vegades. Tal i com ja
haviem vist en els valors de glucosa i insulina préviament analitzats no s’aprecien
canvis significatius en els nivells de leptina en sérum entre els diferents grups

alimentats amb dieta control.

[LINCD M HFD

Leptina (ng/ml)

|

0 "GFP CPT1A CPT1AM

Figura 28. Analisi dels nivells de leptina en sérum. Nivells de leptina en 10ul de sérum dels animals
alimentats amb dieta control i dieta grassa infectats amb els virus AAV-GFP, AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM a
les 14 setmanes d’edat. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet. Barres blanques corresponen a la

dieta control; Barres negres corresponen a la dieta grassa. n=6-10. *P < 0,05 respecte el grup GFP.

Els resultats obtinguts indiquen que un augment de l'oxidacio d’acids grassos
en fetge durant quatre setmanes és suficient per normalitzar els nivells de leptina

d’animals sotmesos a dieta grassa.

4.10. Contingut de TAG en fetge

Donat que només amb quatre setmanes del tractament dels virus ja
s’observava una disminucio dels nivells de FFA i TAG en sérum, voliem saber si aixo

es veuria reflectit en els nivells de TAG en fetge.

Tal i com es mostra en la figura 29 els nivells de TAG en els fetges dels
ratolins amb dieta grassa tractats amb el virus AAV-GFP son 12 vegades més alts
que els nivells dels animals GFP alimentats amb dieta control. Per una altra banda,
els grups d’animals amb dieta grassa, que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM es
troben fortament reduits respecte els animals GFP alimentats amb dieta grassa i
son similars als nivells dels animals que expressen la GFP alimentats amb dieta

control.
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Curiosament, en els animals tractats i alimentats amb dieta control no

existeixen diferéncies significatives en els seus nivells de TAG en el fetge.
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Figura 29. Analisi dels nivells de TAG en fetge. Nivells de TAG en fetge d’animals alimentats amb
dieta control i dieta grassa injectats amb els virus AAV-GFP, AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM a les 14
setmanes d’edat. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet. *P < 0.05 respecte el grup GFP.

4.11. Estudi histologic del fetge

Per tal de corroborar els resultats obtinguts en els nivells de TAG en fetge es
van analitzar histologicament els fetges dels animals al cap de 19 setmanes després

d’haver injectat els virus i amb 21 setmanes ingerint la dieta corresponent.

Tal i com s’aprecia en la figura 30d els animals amb dieta grassa tractats
amb el virus AAV-GFP mostren clarament una esteatosi severa amb alta acumulacio
de greixos respecte els animals amb dieta control i tractats amb el mateix virus
(figura 30a). Els ratolins amb dieta grassa que sobreexpressen la CPT1A i la
CPT1AM mostren una millora significativa respecte al seu grup GFP tal i com es pot
veure en la figura (figura 30e i f) el fetge d'aquests animals mostra una disminucio

considerable de I'acumulacié de greixos i del nombre de vacuoles.
A més a més, els ratolins que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM

alimentats amb dieta control no presenten canvis significatius en la histologia dels

fetges respecte els animals infectats amb el virus AAV-GFP (figura 30a,b i c).
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GFP CPT1A

Figura 30. Analisi histologic del fetge. a,b i c) Imatge representativa de preparacions histologiques
del fetge dels ratolins alimentats amb la dieta control i tractats amb els virus AAV-GFP, AAV-CPT1A i
AAV-CPT1AM. d, e i f) Imatge representativa de preparacions histologiques del fetge dels ratolins
alimentats amb dieta grassa i tractats amb els virus AAV-GFP, AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM. Mostres
preses a les 29 setmanes d’edat que correspon a 19 setmanes després del tractament amb els virus.
NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet. Tinci6 amb H&E.

4.12. Estudi del metabolisme hepatic

L'analisi de l'expressié génica de gens del metabolisme energétic pot ser
clau a I'hora d’explicar quins sén els mecanismes pels quals un augment de
I'oxidacié d’acids grassos en el fetge dels ratolins que sobreexpressen la CPT1A i la
CPT1AM milloraven el seu fenotip obés. Aixi, després de 4 setmanes d’haver
injectat els virus es van analitzar les alteracions en els nivells d'mRNA de gens
hepatics que podien estar involucrats en la glucoenogénesi, la lipogénesi i la
inflamacid. En aquest curt periode de temps ja s’havien observat canvis en els
pesos i en els parametres sérics com nivells de glucosa, TAG, FFA i leptina per

causa de la dieta grassa en els animals infectats amb el virus AAV-GFP.
4.12.1 Metabolisme de la glucosa

Esta descrit que la ingesta periodica d’'una dieta grassa en ratolins és capag
d’alterar el metabolisme de la glucosa presentant un augment de les vies

gluconeogeénica i glucolitica (Liao J, 1998). Per tal d’avaluar I'estat d’aquestes vies

es va determinar i quantificar els nivells dmRNA per PCR a temps real de varis
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gens com la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) i la fosfoenolpiruvat carboxiquinasa
(PEPCK) que sbén gens claus en les rutes de la gluconeogénesi, aixi com la quinasa

piruvat-deshidrogenasa 4 (PDK4) que és indicatiu de |'estat de la via glucolitica.

En la figura 31 s'observa com el canvi dels nivells dmRNA de la G6Pasa sota
condicions de dieta grassa s‘incrementen 3,8 vegades quan es compara els animals
tractats amb el virus AAV-GFP (figura 31a). Quan s’analitza els nivells d’'mRNA de la
G6Pasa dels animals alimentats amb dieta grassa que sobreexpressen la CPT1A i la
CPT1AM s’‘observen valors totalment normalitzats i semblants als nivells dels
animals GFP i alimentats amb dieta control. No s’aprecien canvis significatius en els
nivells d’mRNA entre els animals alimentats amb dieta control i tractats amb els

diferents virus.

Pel que fa a l'altre enzim clau de la ruta gluconeogeénica, la PEPCK, en cap
cas es va observar canvis significatius en els seus nivells d'mRNA analitzats (figura
31b). Aquest resultat podria ser degut a que en el moment de mesurar els nivells

d’'mRNA els animals analitzats només duien 6 setmanes de dieta grassa.

Tot seguit es van analitzar els nivells d’'mRNA de la PDK-4 com a indicador
de l'activitat de la via glucolitica. Aquests es troben 1,85 vegades augmentats
degut a la ingesta de dieta grassa en els animals tractats amb el virus AAV-GFP
(figura 31c). Els nivells d'mRNA de la PDK-4 dels animals que sobreexpressen la
CPT1AM alimentats amb dieta grassa es veuen fortament disminuits. Aquesta
reduccio en els nivells d’'mRNA de la PDK-4 no és significativa en el grup d’animals
amb dieta grassa que sobreexpressen la CPT1A tot i mostrar una tendéncia a la
reduccio. No s’observaren canvis significatius en els nivells de mRNA de la PDK-4
entre els animals alimentats amb la dieta control i tractats amb els diferents virus.
Tot i que, els nivells dmRNA de la PDK-4 dels animals que sobreexpressen la

CPT1AM alimentats amb dieta control mostren una tendéncia a disminuir.

Seguidament es van analitzar els nivells d'mRNA del GLUT2 que és el
transportador de glucosa majoritari present en el fetge, com a indicador de la
captacié de glucosa per part del fetge (31d). Sorprenentment, en aquest cas
s'observa un augment significatiu en els nivells d’mRNA de GLUT2 en els animals
amb dieta control que sobreexpressen la CPT1AM de 3,2 vegades i de 3 vegades en
els animals alimentats amb dieta grassa respecte els seus corresponents grups

controls tractats amb el virus AAV-GFP.
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Figura 31. Analisi per PCR a temps real de l'alteracié de diferents gens implicats en el
metabolisme de la glucosa. Es determinaren els nivells d’expressié de a) G6Pasa. b) PDK4 c) PEPCK i
d) GLUT2. L'obtencié de I'RNA i el posterior analisi per PCR a temps real es va realitzar tal i com s’indica
a material i métodes NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Die.t n=6-10. *P < 0,05 respecte el grup

GFP. Es normalitza prenen el valor d’1 en els animals infectats amb els virus AAV-GFP.

Per tant els resultats obtinguts mostren una millora del metabolisme de la
glucosa per l'accié dels virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM en condicions de dieta

grassa.

4.12.2 Metabolisme lipidic

Una de les principals conseqliéncies que s’‘associen a |'obesitat és
I'acumulacié ectopica de greixos (Shoelson S, 2007). Una dieta rica en greixos
produeix tot una série de canvis en el metabolisme lipidic i per aix0 s’ha volgut
estudiar varies vies del metabolisme lipidic com la sintesi d’acids grassos, sintesi de
TAG i exportacié de VLDL (figura 32).

S’han estudiat els canvis en els nivells d’'mRNA dels gens acetil-CoA

carboxilasa 1 (ACC1) que catalitzen la formacié del malonil-CoA que és el precursor

per la formacio d’acids grassos. L’ACC1 és citosolic i esta directament involucrat en
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la sintesi d’acids grassos (McGarry, 1997). L'acetil-CoA carboxilasa 2 (ACC2) també
catalitza la formacié del malonil-CoA, és mitocondrial i esta més involucrada en la
inhibicié de l'oxidacié-p mitocondrial (Postic C, 2008). Tal i com s’observa en la
figura 32a els nivells dmRNA de la ACC1 dels animals amb dieta grassa tractats
amb el virus AAV-GFP disminueixen en un 40% respecte el grup GFP d’animals amb
dieta control. En canvi, els animals que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM
alimentats amb dieta grassa mostren totalment restaurats a nivells semblants als
del grup tractat amb el virus AAV-GFP alimentat amb dieta control. Entre els nivells
de missatgers de I’ACC1 dels diferents grups de dieta control no presenten canvis

significatius (figura 32a).

Pel que fa els nivells d'mRNA d’ACC2 entre els animals alimentats amb dieta
control no mostren canvis significatius al igual que passava amb els nivells d’ACC1
(figura 31b). En canvi, els nivells dmRNA d’ACC2 dels animals tractats amb els
virus AAV-GFP i AAV-CPT1A alimentats amb dieta grassa es troben un 60%
disminuits respecte els animals control infectats amb el virus AAV-GFP i alimentats
amb dieta control. Sorprenentment els nivells d’'mRNA d’ACC2 corresponents als
animals que sobreexpressen la CPT1AM alimentats amb dieta grassa es troben
totalment normalitzats i no mostren diferéncies significatives amb els nivells dels

animals que expressen la GFP alimentats amb dieta control.

Per un altre costat s’han estudiat els nivells d’'mRNA de la desaturasa
esteroil-CoA 1 (SCD1) i la diacilglicerol-aciltransferasa 2 (DGAT2) com a indicadors
de I'esterificacié i la formacié de TAG. La SCD1 catalitza la desaturaci6é dels acids
grassos saturats i és I’enzim responsable de la sintesi de nou dels acids grassos

monoinsaturats, mentre que la DGAT2 catalitza I’Ultim pas per a la sintesi dels TAG.

En un estudi de Ntambi JM i col. (Man WC, 2006) proposa que els dos
enzims treballarien conjuntament al reticle endoplasmatic per tal d’augmentar
I'eficiencia de sintesi dels TAG. Els nivells d'mRNA de la SCD1 en els ratolins
tractats amb el virus AAV-GFP i alimentats amb dieta grassa es troben fortament
reduits en un 92% quan es comparen amb els nivells dels animals infectats amb el
mateix virus i alimentats amb dieta control (figura 32d). Aquest resultat esta amb
acord amb la literatura ja que s’ha descrit que sota una dieta rica en greixos i en
una situacio de deju els nivells dmRNA de la SCD1 es troben fortament disminuits
(Ntambi JM, 2002). Els nivells d'mRNA de SCD1 dels ratolins que sobreexpressen la
CPT1A i la CPT1AM alimentats amb dieta grassa estan augmentats significativament

2,5 i 4,1 vegades respecte el grup tractats amb el virus AAV-GFP. Tot i trobar-se
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significativament augmentats els nivells d'mRNA de la SCD1 no s‘arriben a
restaurar als nivells dels animals alimentats amb dieta control. Pel que fa els nivells
d’'mRNA de la SCD1 entre els animals alimentats amb dieta control no mostren

canvis significatius.

Com indicador de la via de sintesi de TAG es van analitzar els nivells d’mRNA
de la DGAT2 (figura 32c). Tal i com succeeix amb els gens estudiats fins ara
respecte el metabolisme lipidic no es mostren diferéncies en els nivells d’mRNA de
la DGAT2 entre els diferents grups d’animals tractats amb els virus i alimentats
amb dieta control. Degut a la ingesta de dieta grassa durant 6 setmanes els
animals infectats amb el virus AAV-GFP i alimentats amb dieta grassa mostren uns
nivells dmRNA de la DGAT2 reduits a la meitat comparat amb els animals infectats
amb el virus AAV-GFP i alimentats amb dieta control. Seguint la mateixa tendéncia
a l'alga de la ACC1 i de la SCD1, els nivells d’'mRNA de la DGAT2 dels animals que
sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM alimentats amb dieta grassa recuperen els
seus nivells d'mRNA de la DGAT2 a valors similars als dels animals alimentats amb

dieta control.

L'excés lipidic es pot acumular al fetge en forma de TAG o s’exporten a la
sang en forma de VLDL. Per tal d'avaluar I’'exportacié de VLDL per part del fetge es
van analitzar els nivells d’'mRNA de la proteina de transport de TAG microsomal
(MTP), proteina necessaria per la formacié i secrecid6 de la ApoB. Tal i com es
mostra en la figura 32e els nivells d'mRNA de la MTP dels animals que expressen la
GFP alimentats amb dieta grassa es troben un 18% augmentats respecte el grup
d’animals tractats amb el virus AAV-GFP i alimentats amb dieta control tal i com era
d’esperar en animals tractats amb dieta grassa. Els nivells d’'mRNA de la MTP dels
animals infectats amb els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM alimentats amb dieta
grassa es troben reduits significativament mostrant nivells similars als dels animals
tractats amb dieta control. Un cop més, no s’han quantificat canvis significatius en
els nivells d'mRNA de la MTP entre els animals infectats amb els diferents tipus de

virus i alimentats amb dieta control.
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Figura 32. Analisi per PCR a temps real de l'alteracié de diferents gens implicats en el
metabolisme lipidic. Es determinaren els nivells d’expressié de a) ACC1, b) ACC2, c¢) DGAT2, d) SCD1
i @) MTP. L'obtencio de I'RNA i el posterior analisi per PCR a temps real es va realitzar tal i com s’indica a
material i métodes NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Die.t n=6-10. *P < 0,05 respecte el grup

GFP. Es normalitza prenen el valor d’1 en els animals infectats amb els virus AAV-GFP.

4.12.3 Analisi de factors de transcripcié involucrats en la sintesi i oxidacio

d’acids grassos

S’ha descrit que una série de factors de transcripci6 com el SREBPic i
PPARc juguen un paper crucial en el metabolisme lipidic en el fetge i son capacos
d’activar I'expressié de gens involucrats en la sintesi lipidica i en I'oxidacio d’acids
grassos (Horton JD, 2003 i Yoon M, 2009). Per aix0, es va creure convenient
analitzar els nivells de missatgers de SREBP1c i PPARa en el fetge dels animals

tractats.

Quan es sobreexpressa la CPT1A i la CPT1AM en animals alimentats amb
dieta control, els nivells d’mRNA de SREBP1c augmenten significativament 1,9 2,1
vegades respecte els animals que expressen la GFP (figura 33a). Aquest efecte es

veu incrementat en el cas dels animals que sobreexpressen la CPT1AM tractats amb
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dieta grassa els quals augmenten els seus nivells fins a 4,1 vegades. Degut a la
ingesta de dieta grassa els animals que expressen la GFP augmenten els seus
nivells dmRNA de SREBP1c 1,8 vegades respecte els animals alimentats amb dieta
control. En els animals que sobreexpressen la CPT1A tractats amb dieta grassa no
mostren canvis significatius en els seus nivells dmRNA de SREBP1c respecte el

grup que expressa la GFP alimentat amb dieta grassa.

En ratolins que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM alimentats amb dieta
control mostren uns nivells d’'mRNA de PPARa significativament augmentats 1,3 1,5
vegades respecte el grup infectat amb el virus AAV-GFP alimentat amb dieta control
(figura 33b). Respecte els animals tractats amb dieta grassa no es veuen
diferéncies significatives entre els diferents grups d’animals. Tot i aixd en els
animals infectats amb el virus AAV-GFP alimentats amb dieta grassa mostren uns
nivells d’mRNA de PPAR de 1,3 vegades augmentats respecte el grup que expressa
la GFP alimentats amb dieta control. Tots aquests resultats sén significatius, pero

en tots els casos el percentatge de canvi és molt petit.
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Figura 33. Analisi per PCR a temps real de l'alteracié de diferents factors de transcripcio
implicats en el metabolisme lipidic. Es determinaren els nivells d’expressi6 de a) SREBP1c i b)
PPARa. L'obtencié de I'RNA i el posterior analisi per PCR a temps real es va realitzar tal i com s’indica a
material i métodes NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Die.t n=6-10. *P < 0,05 respecte el grup

GFP. Es normalitza prenen el valor d’1 en els animals infectats amb els virus AAV-GFP.
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4.12.4 Analisi de gens relacionats amb la inflamacié

L'acumulacié de greix en excés en el fetge associada a l'‘obesitat s’ha
relacionat directament amb una inflamacié cronica i moderada del fetge i del teixit
adipos (Shoelson SE, 2007). Per aquest motiu, s’han mesurat els nivells d’mRNA
d’alguns marcadors proinflamatoris per poder esbrinar el paper de la inflamacio en
la millora del fenotip obés dels ratolins que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM
de rata. Aquests resultats es van analitzar 4 setmanes després de |I'administracio

virica i en deju (figura 34).

Primer es van analitzar els nivells d'mRNA de les citoquines proinflamatories

TNFa, IL6 i IL-1B com indicadors de I'estat d'inflamacid present en el fetge.

La dieta grassa produeix un increment dels nivells d'mRNA del TNFa de 1,5
vegades respecte els animals alimentats amb dieta control i tractats amb el virus
AAV-GFP (figura 34a). Els animals amb dieta grassa que sobreexpressen la CPT1A i
la CPT1AM retornen els seus nivells a valors semblants dels animals amb dieta
control. A més a més, la sobreexpressido de CPT1A i de CPT1AM no afecta als nivells

de missatgers del TNFa en els animals amb dieta control.

De la mateixa manera i degut a la ingesta de dieta grassa els animals
infectats amb el virus AAV-GFP presenten un augment significatiu de 2,3 vegades
respecte els animals amb dieta control. Sobta que la sobreexpressié de CPT1A i
CPT1AM en condicions de dieta control respecte els nivells d'mRNA de la IL-6
tendeixen a augmentar, perd0 no és significatiu (figura 34b). Contrariament en
aquest resultat, els animals que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM en
condicions de dieta grassa normalitzen els seus nivells de missatgers de IL-6 a

valors similars dels animals amb dieta control i tractats amb el virus AAV-GFP.

Un parametre més analitzat i indicador de I'estat inflamatori del fetge sén els
nivells de missatgers de I'IL-1B8. Curiosament, els nivells d'mRNA de la IL-1R
presents en els animals alimentats amb dieta control sén molt semblants als
resultats obtinguts en el cas de la IL-6 (figura 34c). On l'administracio dels virus
AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM provocaria una tendéencia a I'laugment dels missatgers de
la IL-1B, per0 aquesta no seria significativa. El consum diari de dieta grassa
provoca en els ratolins tractats amb els virus AAV-GFP un augment de gairebé 5

vegades respecte els animals amb dieta control. Gracies a I'administracié dels virus
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AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM els animals amb dieta grassa frenen aquesta pujada a la

meitat respecte els animals que expressen la GFP alimentats amb dieta grassa.

Un important indicador de l'estat d’inflamacié en el fetge sén els nivells
d’'mRNA de la isoforma de la NO sintasa (iNOS) produida per macrofags i neutrofils
(figura 34d). Per aix0 també es van obtenir dades sobre els possibles canvis que
hagués pogut patir en els seus nivells de missatgers degut a I’accié conjunta de la
dieta i dels virus injectats. En aquest cas la sobreexpressio de CPT1A i CPT1AM no
alteraria en cap cas els nivells d’mRNA de iNOS. En canvi la ingesta diaria de dieta
grassa durant 6 setmanes augmentaria els nivells de missatgers 3,2 vegades

respecte els valors dels animals alimentats amb dieta control.

Seguidament es van analitzar els nivells d'mRNA de la proteina SOCS3
(supressor of cytokines signalling) (figura 34e) encarregada de frenar la senyal
d’inflamacioé induida per algunes citoquines com el TNFa, IL-6 i IL-1B. A més a més
s’ha descrit que és un potent inhibidor de la cascada de senyalitzacié de la insulina
mitjancant la inhibicié de la fosforilacié de IRS-1 (Krebs D, 2003). Tal i com
s'observa en la figura 33e els nivells d’'mRNA del ratolins que expressen la GFP
alimentats amb dieta grassa es troben 2,3 vegades augmentats respecte els
ratolins alimentats amb dieta control i tractats amb el virus AAV-GFP. Aquests
augments es troben totalment revertits en els animals que sobreexpressen la
CPT1A i la CPT1AM amb dieta grassa. Al revés del que es podria esperar, els
animals que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM alimentats amb dieta control
mostren uns nivells augmentats d’'mRNA de 2 i 2,3 vegades respecte el seu grup

control i tractat amb el virus AAV-GFP.

Finalment es van analitzar els nivells d'mRNA de la MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1) (figura 34f). Aquesta proteina és excretada per macrofags
en varis tipus de patologies que impliquen un estat cronic d’inflamacid. Alts nivells
de TNFa i de leptina també incrementen la seva sintesi (Gil A, 2007). Degut a
I’'estat d’obesitat i sobrepés ja presents en els ratolins alimentats amb dieta grassa i
infectats amb els virus AAV-GFP, presenten uns nivells augmentats d'mRNA de
MCP-1 de 7,6 vegades respecte el grup d’animals alimentat amb dieta control i que
expressen la GFP. La sobreexpressio de la CPT1A i la CPT1AM en condicions de
dieta control té un efecte activador sobre els nivells de missatgers de la MCP-1 de
5,8 i 3,4 vegades respecte els animals tractats amb el virus AAV-GFP alimentat
amb dieta control. S’obté un efecte totalment contrari en aquest quan la

sobreexpressio de la CPT1A i la CPT1AM es realitza en els animals alimentats amb
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dieta grassa on els nivells dmRNA de la MCP1 disminueixen 1,9 i 3,8 vegades

respecte els animals tractats amb el virus AAV-GFP alimentats amb dieta grassa.
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Figura 34. Analisi per PCR a temps real de l'alteracié de diferents gens implicats en I'estudi de
la inflamacioé. Es determinaren els nivells d’expressié de a) TNF, b) IL-6 ¢) IL-1B, d) iNOS, e) SOCS3 i
f) MTP. L'obtencié de I’'RNA i el posterior analisi per PCR a temps real es va realitzar tal i com s’indica a
material i métodes NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Die.t n=6-10. *P < 0,05 respecte el grup

GFP. Es normalitza prenen el valor d’1 en els animals infectats amb els virus AAV-GFP.

De tots els resultats obtinguts es pot concloure que l'augment de la B-
oxidacio en fetge proporcionat per una sobreexpressié de la CPT1A i la CPT1AM de

rata redueix l'estrés inflamatori del fetge associat a I’'obesitat.

4.13. Analisi de l'estrés oxidatiu

Un excés d’acumulacié de greix en el teixit adipds incrementa I'expressio del
nivells d'mRNA del TNFa i altres citoquines proinflamatories. Aquest quan arriba al
fetge activa les cel-lules de Kuppfer que afavoreixen la producci6 de ROS en el
fetge (Furukawa S, 2004). A més s’ha descrit que un augment de la oxidacio-R en

el fetge pot comportar un augment en el transport d’electrons en la cadena
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respiratoria i augmentar la posterior formacié de peroxids responsables de causar
un dany mitocondrial responsable d’incrementar els nivells de ROS (Pessayre D,
2002). També I'acumulacié toxica de substancies com ceramides i DAG (Summers,
2006) i I'hipoxia (Hosogai N, 2007) indueixen la produccié de ROS. Un altre factor
clau associat a un augment en els nivells de ROS en el fetge és també l'increment
en els nivells de UCP2 per tal de contrarestar aquest augments de ROS (Jablrek M,
1999). Per aix0d es van avaluar els nivells d’expressié d’'mRNA de la proteina UCP2,
com un indicador directe dels nivells d’estrés oxidatiu (Echtay KS, 2002) i es van

quantificar els nivells de ROS.

En I'analisi dels nivells de missatgers de I'UCP2 s’evidencia que la ingesta de
dieta grassa duplica els seus valors respecte els animals alimentats amb dieta
control i tractats amb el virus AAV-GFP (figura 35a). Aquest augment es veu
totalment frenat quan es sobreexpressa la CPT1A i la CPT1AM amb dieta grassa. En
canvi, l'administracié virica de AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM amb dieta control
provocaria una tendéncia a I'augment dels nivells d'mRNA de la UCP2, perd no és

significativa.

Degut a la ingesta de dieta grassa els nivells de ROS en els animals
infectats amb el virus AAV-GFP es dupliquen respecte els animals alimentats amb
dieta control (figura 35b i c). En canvi, aquest fort augment queda normalitzat quan

es sobreexpressa la CPT1A i la CPT1AM en animals alimentats amb dieta grassa.

Pel que fa els animals tractats amb els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM
alimentats amb dieta control no mostren diferéncies significatives respecte el seu
grup control tractats amb el virus AAV-GFP, tot i que s‘intueix una lleugera

tendéncia a I'augment en els animals que sobreexpressen la CPT1AM.
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Figura 35. Analisi d’'indicadors de l'estrés oxidatiu. a) Expressid relativa d’'UCP2 quantificat per
PCR a temps real de I'RNA extret del fetge dels ratolins tal i com s’indica en el material i métodes. *P <
0,05 respecte el grup GFP. Es normalitza prenen el valor d’1 en els animals infectats amb els virus AAV-
GFP. b) Analisi dels nivells de ROS en 10ug de fetge mitjangant Western Blot (OxyBlot kit). c)
Quantificacié (Unitats Arbitraries) del Western Blot. NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet. *P <

0,05 respecte els animals tractats amb els virus AAV-GFP.

4.14. Estudi del teixit adipos

El teixit adipdés en un estat d’obesitat i sobrepés tendeix a l’'expansio i a
I'’engrandiment per part dels adipocits. Es va estudiar si un augment cronic de
I'oxidacié d’acids grassos en el fetge podia exercir un possible efecte sistémic en el

teixit adipds.
4.14.1 Analisi del pes del teixit epididimal

El teixit adipds blanc epididimal s’obtingué a les 9 setmanes després de
I'administracié dels virus i 11 setmanes de dieta grassa. S’analitza algunes de les

seves caracteristiques com el pes i també un analisi histologic del teixit adipds dels

diferents grups d’animals tractats.
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La sobreexpressio de la CPT1A i la CPT1AM en animals alimentats amb dieta
grassa redueix el pes del teixit adipds blanc epididimal 1,5 vegades i 3,2 vegades
respectivament comparat amb el pes del teixit adipds dels animals GFP alimentats

amb dieta grassa (figura 36).
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Figura 36. Analisi del pes del teixit adipés blanc epididimal. Es van extraure i pesar els teixits
epididimals dels animals alimentats amb dieta grassa infectats amb els virus AAV-GFP, AAV-CPT1A i
AAV-CPT1AM a les 19 setmanes d’edat. n= 4-8. *P < 0,05 respecte els animals tractats amb el virus
AAV-GFP.

Aquest resultat indica que un augment de l‘oxidacié-B en el fetge té un

efecte indirecte en la reduccié de I'acumulacié de greixos en el teixit adipds.

4.14.2 Estudi histologic del teixit adipdés blanc epididimal

El teixit adipos dels animals obesos es caracteritza per un augment en la
mida dels adipocits seguit d’una infiltracié de cel-lules mononuclears (Feuerer M,
2009; Liu J, 2009; Lumeng CN, 2009; Weisberg SP, 2003). Aquestes cél-lules
immunologiques rodegen els adipocits que estan a punt de morir formant una
estructura en forma de corona (Strissel KJ, 2007). Per tal de determinar quin era
I'estat del teixit adipds dels animals tractats es va estudiar la histologia del teixit

adipos blanc epididimal.

En la figura 37, es mostra com els adipocits dels animals tractats amb el
virus AAV-GFP i amb dieta grassa (figura 37d) son d’una mida més gran i presenten
un nivell més elevat d'infiltracié de cél-lules inflamatories respecte el grup
d’animals tractat amb dieta control (figura 37a). Gracies a la sobreexpressié de la
CPT1A i la CPT1AM en els animals alimentats amb dieta grassa es veuen minvats

tan la mida dels adipocits, com el nivell d'infiltracié presents i de forma menys
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arrodonida que els adipocits corresponents als animals infectats amb el virus AAV-

GFP i alimentats amb dieta grassa.
Un cop analitzades totes les imatges preses en els adipocits de animals

alimentats amb dieta control no es van trobar diferéncies respecte la mida, forma i

nivell d’infiltracio de cél-lules immunologiques (figura 37a,b i ¢).

CPT1AM

Figura 37. Analisi histologic del teixit adip6és blanc. a, b i ¢) Imatge representativa del grup
alimentat amb dieta control i tractats amb els virus AAV-GFP, AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM respectivament.
d, e i f) Imatge representativa del grup alimentat amb dieta grassa i tractats amb els virus AAV-GFP,
AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM respectivament. Mostres preses a les 29 setmanes d’edat. NCD: Normal Chow
Diet i HFD: High Fat Diet. Tinci6 H&E.

4.14.3 Analisi de I'expressio de gens relacionats amb la inflamacio

L'obesitat altera les funcions endocrines i metaboliques del teixit adipds
augmentant la sintesi de citoquines proinflamatories (Weisberg SP, 2003). Per tal
d’estudiar l'efecte de la sobreexpressié de CPT1A i CPT1AM sobre la inflamacié es
va avaluar I'expressié d’indicadors proinflamatoris com el TNFo, IL-6 i la MCP-I en

el teixit adipds blanc epididimal.

Els nivells de missatgers del TNFo es veuen incrementats 1,5 vegades degut
a la ingesta de dieta grassa (figura 38a). En canvi, la sobreexpressio de la CPT1AM
frena aquest augment normalitzant els valors a nivells similars als dels animals

alimentats amb dieta control. La sobreexpressié de la CPT1A en els ratolins
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alimentats amb dieta grassa tot i mostrar una tendéncia a disminuir no és
significativa. L'estudi dels nivells dmRNA del TNFa en els animals alimentats amb
dieta control i que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM demostra que no té cap

efecte.

Es van obtenir uns resultats molt semblants en els nivells de missatgers de
la IL-6 als obtinguts en els nivells d'mRNA del TNFa (figura 38b). La dieta grassa
induiria un augment dels nivells d’'mRNA de IL-6 de 1,5 vegades respecte els
animals alimentats amb dieta control. En aquest cas tan la sobrexpressié de la
CPT1A com la de CPT1AM en els animals alimentats amb dieta grassa reduirien els
nivells de IL-6 unes 3 i 3,2 vegades respectivament. L'administracio dels virus AAV-
CPT1A i AAV-CPT1AM no afectaria als animals alimentats amb dieta control, tot i

mostrar una lleugera tendéncia a disminuir, perd no és significativa.

Seguint en l'estudi del perfil inflamatori del teixit adipds es van avaluar els
nivells de missatgers de la MCP-I (figura 38c). En aquest cas la alimentacié amb
dieta grassa dels animals produeix un lleuger increment significatiu de 1,3 vegades
dels nivells de missatgers de la MCP1 en els animals tractats amb el virus AAV-GFP.
Sorprenentment, la sobreexpressio de la CPT1A i la CPT1AM en els animals
alimentats amb dieta control redueix 3 i 3,2 vegades els nivells de missatgers de
MCP1. De la mateixa manera, aquesta sobreexpressido de CPT1A i CPT1AM en els
animals tractats amb dieta grassa causa una forta reduccié de 1,6 i 2,8 vegades

respecte els animals infectats amb el virus AAV-GFP i amb dieta grassa.
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Figura 38. Analisi per PCR a temps real de l'alteraciéo de diferents gens implicats en I'estudi
de la inflamacié. Es determinaren els nivells d’expressié de a) TNF b) IL-6 i ¢) MCP-1. L'obtencié de
I'RNA i el posterior analisi per PCR a temps real es va realitzar tal i com s’indica a material i métodes
NCD: Normal Chow Diet i HFD: High Fat Die.t n=6-10. *P < 0,05 respecte el grup GFP. Es normalitza

prenen el valor d’1 en els animals infectats amb els virus AAV-GFP.
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4.15. Analisi de la resisténcia a la insulina en diferents teixits

L'obesitat i el sobrepés es caracteritzen per una acumulaciéo ectopica en
excés de greixos i a més son un factor de risc que promouen el desenvolupament
de la resistencia a la insulina i la diabetis tipus 2. Aquesta acumulacié de greixos en
les cél-lules produeix una alteracié o pérdua de la senyalitzacié de la insulina en els
diferents teixits afectats. Per aix0 es va avaluar quin era l'efecte d’aquest augment
de l'oxidacio-B en el fetge sobre la senyalitzacié de la insulina en aquest teixit, en

muscul, teixit adipos i melsa (figura 39).

Es va analitzar i quantificar I’Akt total i I’Akt fosforilada mitjancant Western
Blot a les 29 setmanes d’edat (19 setmanes després de I'administracid dels virus)
com a indicador de la sensibilitat a la insulina en els diferents teixits dels animals
tractats. D’aquesta manera, a més akt fosforilada li correspon una millor resposta

a la insulina per part del teixit estudiat.

Primer, es va analitzar la sensibilitat a la insulina en el fetge, ja que és
I’6rgan diana del nostre estudi (figura 39). Degut a la ingesta diaria de dieta grassa
al llarg de 21 setmanes, I'Akt fosforilada del fetge dels animals tractats amb els
virus AAV-GFP es troba inhibida 9 vegades respecte els animals alimentats amb
dieta control. La sobreexpressié de CPT1A i CPT1AM en els animals alimentats amb
dieta grassa recupera aquesta inhibicié de la fosforilacid de I'akt en 6 i 8 vegades

respectivament

Seguidament es va analitzar la resposta a la insulina en el teixit adipds blanc
epididimal i (figura 39). Tal i com era d’esperar la fosforilaci6 de I'’Akt com a
resposta a la insulina dels animals alimentats GFP amb dieta grassa es veu reduit
en 7,3 vegades respecte els animals amb dieta control. En els animals tractats amb
els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM mostren una augment de la fosforilacio de I'Akt
de 3,1 i 4,2 respectivament als seus controls GFP. Els nivells de fosforilacio de I'Akt
presents en els animals tractats amb els virus AAV-CPT1AM soén similars als nivells

dels animals alimentats amb dieta control.

Com a teixit afectat també en un estat d’obesitat per I'acumulacié lipidica es
va estudiar la resposta a la insulina en el muscul esquelétic (figura 39). Els animals
amb dieta grassa que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM en el fetge normalitzen
totalment els nivells de fosforilacié de I'akt que s’havien vist disminuits 1,2 vegades

per l'efecte de la dieta grassa en el muscul esquelétic.
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Per Gltim, es va analitzar la resposta a la insulina en la melsa com a organ
control (figura 39), ja que no mostra canvis en la senyalitzacié d’insulina en un
estat de resisténcia a la insulina (Feuerer M, 2009). Tal i com era d’esperar no

s’observen diferéncies significatives entre els diferents grups analitzats.
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Figura 39. Analisi dels nivells de proteina Akt (56kDa) i Akt fosforilada (pAkt) (56kDa) de
ratoli per Western Blot. a) Western Blot representatiu dels nivells d’Akt i pAKt en extractes totals
(25ug) de fetge, teixit adipds blanc epididimal (TAB-Epi), muscul i melsa a les 29 setmanes d’edat. b)
Quantificaciéo del Western Blot d’pAkt utilitzant com a normalitzador la quantitat de I’Akt total. NCD:
Normal Chow Diet i HFD: High Fat Diet n= 6-10. *P < 0,05 respecte els animals tractats amb el virus
AAV-GFP i alimentats amb dieta grassa. Es normalitza prenen el valor de 100 en els animals infectats

amb els virus AAV-GFP i alimentats amb la dieta control.
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D’aquests resultats es pot concloure que la sobreexpressio de la CPT1A i la
CPT1AM de rata en el fetge de ratolins és capag de revertir la resisténcia a la
insulina induida per la ingesta diaria de greixos a llarg termini, no solament en el
fetge sind també presenta un efecte sistémic que afecta al teixit adipds i muscul

esquelétic.

5. EFECTE DE LA SOBREEXPRESSIO DE CPT1AM EN FETGE DE
RATOLINS DB/DB

L'expressio de la CPT1AM mostra en general un comportament més marcat
sobre l'increment de l‘oxidacié-B i en la majoria dels parametres analitzats en
ratolins alimentats amb dieta grassa. Ens vam plantejar si aquesta oxidacid
desregulada d’acids grassos seria capag¢ de revertir un fenotip geneticament obés.
Per aquest motiu es va avaluar |'efecte dels virus AAV-CPT1AM injectats en ratolins
obesos modificats geneticament (db/+ i db/db). Aquests ratolins presenten una
deficiencia en els receptors de la leptina degut a una mutacié espontania. A partir
de la setmana 7 d’edat presenten hiperglucémia i hiperinsulinémia i un marcat
fenotip d’obesitat i diabetis. El virus AAV-GFP i el AAV-CPT1AM es van injectar en
una dosi de 7,5x10% gc/kg en els ratolins db/+ i db/db de 8 setmanes d’edat, es

van sacrificar al cap de 3 mesos (figura 40).
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Figura 40. Diagrama de I'’experiment amb els ratolins C57BL/KSJR-db. S’especifica I'edat de
I'inici de I'experiment, I'edat d’administracié dels virus i I'edat de sacrifici dels animals. NCD: Normal
Chow Diet.

5.1. Efecte en el pes

Es van injectar els virus AAV-GFP i AAV-CPT1AM i es va analitzar el pes dels
animals com a parametre indicatiu de |'estat d’obesitat dels animals (figura 41). Tal
i com ja havia passat en I'experiment anterior amb els ratolins C57BL6 alimentats
amb dieta control (figura 21), entre els ratolins control db/+ tractats amb el virus
AAVGFP i el ratolins control db/+ tractats amb els virus AAV-CPT1AM no es van
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observar diferéncies significatives de pes. Sorprenentment, tampoc no es van
observar canvis significatius de pes entre el grup d’animals db/db infectats amb el
virus AAV-GFP i el grup d’animals db/db tractats amb el vrius AAV-CPT1AM al llarg

de 13 setmanes de tractament.
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Figura 41. Analisi de l'increment de pes del ratolins db/+ i db/db. Els virus AAV-GFP i AAV-
CPT1AM van ser injectats a les 8 setmanes d’edat. El seguiment dels pesos es va dur a terme a les 7,
12, 17 i 21 setmanes d’edat previ deju. db/+: ratolins heterozigots i db/db: ratolins homozigots. n=9-
10.

5.2. Efecte en els parametres sérics de glucosa i insulina

Tot i no veure canvis en l'increment de pes dels animals db/db tractats amb
el virus AAV-CPT1AM respecte el seu grup control AAV-GFP, com a indicadors de
I’estat de diabetis dels animals es van estudiar els nivells en serum de glucosa i

insulina en deju.

En les mesures dels nivells de glucosa i insulina realitzades a les setmanes
12 i 17 d’edat quan els animals ja duien 4 i 9 setmanes amb els virus administrats
no es van observar diferéencies significatives en els pesos dels animals db/db que
sobreexpressaven la CPT1AM respecte els animals db/db que expressaven la GFP
(figura 42). En canvi, en els resultats dels nivells de glucosa i insulina a les 21
setmanes d’edat i després de 13 setmanes de |I'adminsitracio virica els ratolins que
sobreexpressaven la CPT1AM mostraven una reduccié dels nivells de glucosa en
sang del 41,2% £ 3.5 i dels nivells d'insulina del 51.3% £ 4.6 respecte el grup
tractat amb el virus AAV-GFP db/db.
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Els animals es van haver de sacrificar a les 21 setmanes d’edat degut als
problemes de salut que presentaven els animals injectats amb el virus AAV-GFP

utilitzats com a control i per tant no es va poder allargar I'experiment.
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Figura 42. Analisi dels nivells de glucosa i insulina en sérum. a) Nivells de glucosa en serum
(mg/dl). b) Nivells d’insulina en serum (ng/ml) a les 21 setmanes d’edat i 13 setmanes després de
I'administracié virica. n=9-10. *P < 0,05 respecte els animals db/+ tractats amb el virus AAV-GFP db/+ i

respecte els animals db/db tractats amb el virus AAV-GFP.

5.3. Estudi histologic del fetge

Un cop sacrificats els animals a les 21 setmanes d’edat i que corresponia a
13 setmanes després de la injeccio virica es va estudiar la histologia dels fetges per

analitzar el nivell d’esteatosi hepatica presents en aquests animals.

En la figura 43 s’observa clarament com els animals GFP db/db mostren una
acumulacié de lipids i una esteatosi avancada que no mostren els animals control
heterozigots db/+ i tractats amb el virus AAV-GFP. En canvi, en els animals db/db
tractats amb el virus AAV-CPT1AM s’observa una reduccié considerable d’aquesta

acumulacié de lipids en el fetge (figura 43d).

Era d’esperar tal com es mostra en la figura 43 a i b que la sobreexpressio
de CPT11AM no afectés a la histologia dels fetges dels animals controls heterozigots
db/+ tractats amb el virus AAV-CPT1AM respecte els animals controls heterozigots
db/+ tractats amb el virus AAV-GFP.
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Figura 43. Analisi histologic del fetge dels ratolins db/db genéticament obesos. a i b) Imatge
representativa dels animals db/+ tractats amb els virus AAV-GFP i AAV-CPT1AM. c i d) Imatge
representativa dels animals db/db tractats amb els virus AAV-GFP i AAV-CPT1AM. Mostres analitzades a
les 21 setmanes d’edat i 13 setmanes després de I'administracid virica. Tinciéo H&E.

Aquest resultat és una mostra clara de la millora per part dels animals
tractats amb el virus AAV-CPT1AM demostrant que tot hi tenir un fenotip fortament
marcat d’obesitat i diabetis els virus son capagos de frenar aquest fenotip, reduint
significativament els nivells de glucosa i insulina en sang i disminuint 'acumulacio

lipidica en el fetge.

5.4. Estudi histologic del teixit adipos blanc

Degut a la disminucié lipidica del fetge es va analitzar també un estudi
histologic del teixit adipds blanc epididimal per comprovar si en aquest cas

s’observava una accid sistémica per part dels virus.

Tal com és d’esperar, en la figura 44a i c s’aprecien els adipocits dels
animals hetrozigots db/+ tractats amb els virus AAV-GFP que comparats amb els
adipocits dels animals homozigots db/db tractats amb els virus AAV-GFP sén més
nombrosos i de mida més reduida. A més en els adipocits dels ratolins db/db
tractats amb els virus AAV-GFP s’observa un nivell més alt de cél-lules inflamatories

no presents en els adipocits dels animals db/+ i tractats amb el mateix virus.
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Per altra banda, no s‘observen diferéncies significatives entre els adipocits
dels animals control db/+ tractats amb els virus AAV-GFP i els animals db/+
tractats amb els virus AAV-CPT1AM. En aquest cas, la sobreexpressié de la CPT1AM
en els animals obesos db/db no té cap efecte sobre els adipocits quan els
comparem amb els animals tractats amb el virus AAV-GFP (figura 44ci d). Aquest
resultat es podria explicar perqué tampoc s’han observat diferéncies de pes entre

els diferents grups d’animals tractats.
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Figura 44. Analisi histologic del teixit adipds. a i b) Imatge representativa dels animals db/+ i
tractats amb els virus AAV-GFP i AAV-CPT1AM. c i d) Imatge representativa dels animals db/db i
tractats amb els virus AAV-GFP i AAV-CPT1AM. Mostres preses les 21 setmanes d’edat i 13 setmanes

després de I'administracié virica. Tincié H&E.

Dels resultats presentats es poden concloure principalment dues coses: 1)
que la sobreexpressio de la CPT1AM millora el fenotip de ratolins obesos modificats
geneticament i 2) caldria poder realitzar l'estudi a més llarg termini per tal
d’avaluar si la sobreexpressio de CPT1AM en el fetge és capag de revertir totalment

un fenotip geneétic d’obesitat i diabetis.

Per ultim, en els resultats obtinguts en aquest treball, es demostra els
efectes beneficiosos d’'un augment de I'oxidacié d’acids grassos en el fetge en un
fenotip obés i deixa la porta oberta cap a investigacions futures per trobar noves

terapies contra I'obesitat i les malalties associades.
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DISCUSSIO

Existeixen clares evidéncies que una bona estratégia per tractar I'obesitat i
la diabetis tipus 2 és incrementar farmacologicament o mitjancant terapia geénica
I'oxidacié dels acids grassos. Aixi Shulman i col-laboradors demostraren que un
increment de la FAO millorava la resisténcia a la insulina mitjancant la reduccié dels
nivells lipidics intramiocel-lulars en el fetge (Savage DB, 2007 i Choi CS, 2007). En
canvi, l'augment de la FAO en el muscul s’ha associat a una resisténcia a la insulina
en el muscul esquelétic (Finck BN, 2005 i Kloves TR, 2008) mitjangat la saturacio
del mitocondri i que produiria una FAO incompleta (Muoio DM, 2007). A més, un
estudi recent presentat per Hoehn et al. (Hoehn KL, 2010) demostra que un
augment en la FAO en el muscul no té efectes sobre I'adipositat i I'augment de pes
en ratolins alimentats amb dieta rica en greixos. Aquests resultats plantegen un
parell de gliestions, 1) una estratégia basada en un increment de la FAO per se és
suficient per reduir el pes corporal i I'adipositat in vivo? i 2) quins son els teixits i

els gens diana per tractar I'obesitat?

Els resultats presentats en aquest treball avalen la hipotesi que I'augment
del flux d’acids grassos en els mitocondris de fetge mitjangcant una sobreexpressio
cronica de l'enzim clau de l'oxidacio-B, la CPT1A, protegeix contra l'obesitat i la
resisténcia a la insulina induida per |'obesitat. Els efectes beneficiosos de la
transferéncia genica de la CPT1A i de la CPT1AM presentada en aquesta tesi es
basen en tres factors: 1) I'Us de virus adenoassociats per I’'expressio de gens a llarg
termini, 2) escollir el fetge com a organ diana pel tractament i 3) sobreexpressar la
isoforma mutada de la CPT1A (CPT1AM) (Morillas M, 2003), la qual és insensible al

seu inhibidor fisiologic, el malonil-CoA.

El fetge és I'0Organ clau i responsable de la regulaci6 de la homeostasi
energética de tot I'organisme. Controla i regula el metabolisme i la homeoestasi de
greixos i de la glucosa. A més, és un organ sensible a la insulina i alteracions en la
cascada de senyalitzaci6 de la insulina comporten el desenvolupament de
resisténcia a la insulina i en definitiva greus conseqliéncies pel balang energétic i
pel metabolisme en general (Meshkani R, 2009). Aixi doncs, pel seu paper crucial
en el control del metabolisme es converteix en un organ apropiat i clau com a
possible diana pel tractament i/o terapia génica per combatre |'obesitat i problemes

associats com la resisténcia a la insulina.
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Un altre dels factors claus de l'éxit d'aquest estudi és |'Us dels virus
adenoassociats (AAV). Els AAV s6n una molt bona eina com a terapia génica per
I'expressié de gens durant llargs periodes de temps. Els seus avantatges es basen
fonamentalment en dos aspectes, per un costat, la capacitat que mostren alhora
d’expressar els gens inserits en el genoma dels virus a llarg termini i per una altra
banda, la resposta practicament nul:la per part del sistema immunitari de
I'organisme el qual infecten (Berns KI, 1995 i Zincarelli C, 2008). En els ultims 20
anys s’ha produit una explosio de la utilitzacié dels AAVs com a terapia génica. Tal i
com s’ha vist en la introduccié ja s’han utilitzat en assajos clinics per estudiar
possibles tractaments contra malalties del sistema nervids central (Hester ME,
2009), distrofies musculars (Trollet C, 2009), desordres retinals (Stieger K, 2010) o

tractaments per la hipercolesterolémia (Lagor WR, 2009).

Un altre punt basic del nostre treball és dirigir la sobreexpressié de la CPT1A
i de la CPT1AM Unicament en el fetge. Existeixen multiples serotips de virus
adenoassociats els quals mostren diferents patrons alhora d’infectar (McCarty DM,
2004). En varis estudis ja s’ha utilitzat el AAV1 per dur a terme una terapia geénica
en el fetge de diferents espécies animals (Koeberl DD, 2008 i Seppen J, 2006). Tal i
com es mostra en el treball de Zincarelli i col. (Zincarelli C, 2008) el serotip AAV1,
que és el que hem utilitzat en el nostre treball, és un serotip d’expressido mitja
comparat amb altres serotips, de distribucido global i amb capacitat d’infectar
muscul, ronyd, cor, fetge, cervell, testicles, pulmons i tendons. Per tal d’evitar
doncs, que la infecciod virica ens produis una sobreexpressio global de la CPT1A i de
la CPT1AM, es va incorporar en el genoma dels virus adenoassociats emprats un
promotor especific de fetge (Kramer MG, 2003). D'aquesta manera, tot i que els
virus amb tota probabilitat podien infectar altres teixits no desitjats, els nostres
resultats, on hem determinat els nivells de missatgers de la CPT1A en diferents

teixits, mostren clarament una expressié exclusivament hepatica.

Per una altra banda la utilitzacié de la forma mutant de la CPT1A, CPT1AM
(Morillas M, 2003), la qual és insensible al seu inhibidor fisiologic el malonil-CoA, és
un altre punt determinant i fonamental per a la realitzacié d’aquesta tesi. Aquesta
forma mutada de CPT1 permet una oxidacié dels acids grassos permanent
independentment dels nivells de malonil-CoA presents en la cél-lula hepatica. Aixo
estar d’acord amb els resultats obtinguts en treballs realitzats en el nostre grup i en
treballs publicats al llarg d’aquesta tesi (Herrero L, 2005; Sebastian D, 2007;
Akkaoui M, 2009 i Henique C, 2010), els quals ja havien utilitzat la CPT1AM i havien
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comprovat en diferents tipus cel-lulars, que la seva expressié conduia a una major
capacitat d'oxidacié d’acids grassos independentment dels nivells de malonil-CoA

presents.

1. LA RATA COM A MODEL PER LA SOBREEXPRESSIO DE CPT1

Dos sbén els experiments que es van realitzar amb rates i els dos amb
resultats completament diferents pel que fa a la sobreexpressié de CPT1A. En un
dels experiments es van tractar rates alimentades amb dieta control i, en un altre
experiment, les rates varen ser alimentades amb dieta grassa. Tot i que en
I'experiment de les rates alimentades amb dieta grassa van ser tractades amb una
dosi virica de 1.25x10'%gc/kg i per tant 1,6 vegades superior a l'experiment
préviament realitzat, no es van observar augments significatius de proteina i
d’activitat CPT1A. Existeixen dues grans diferéncies entre els experiments realitzats
que podrien explicar els resultats obtinguts: 1) el grau d’obesitat i 2) I'edat dels

animals alhora d’administrar els virus.

Les rates alimentades amb una dieta rica en greixos durant 20 setmanes
abans d'injectar els virus, contenen uns nivells de TAG ectopics més elevats que les
rates tractades amb la dieta control (Freedman LS, 1990). Els diposits lipidics
acumulats en el fetge poden interaccionar directament amb la integracié dels virus,
dificultant la seva endocitosi cap a l'interior de la cél-lula (Schultz BR, 2008) i per
tant impedint una correcta infeccid. Pero en contra d’aquest suposit, cal dir, que en
aguest experiment teniem uns animals alimentats amb dieta control i tampoc en
aquestes rates es van observar augments de proteina i d’activitat CPT1A. Per tant,
en aquest cas descartem la dieta grassa i I'acumulacid lipidica del fetge com a

causes de la no sobreexpressio de la CPT1A i de la CPT1AM.

Respecte l'edat, existeix una gran diferéncia entre els dos experiments
alhora d’administrar els virus. Mentre que en un experiment es van injectar a la
setmana 7 d’edat, en l'altre es van administrar a la setmana 20 d’edat. L'edat pot
ser de gran rellevancia ja que, en estudis recents, s’ha comprovat que
I'administraciéo de virus del serotip AAV8 en rates recent nascudes augmenta la
transduccié virica (Foust KD, 2008). Aix0 recolza la idea que a més edat pitjor
infectarien els virus adenoassociats i perdrien eficiencia. En aquest sentit s’ha
observat que petites diferéncies en els receptors de membrana de les cél-lules o en

el sexe dels animals provoquen diferéncies significatives respecte a la integracio
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dels diferents serotips i I'eficiencia de transduccié dels virus (Davidoff AM, 2003).
Cal tenir en compte, que la infeccié i posterior integraciéo de cada un dels serotips
és forca complexa i encara no esta ben resolta (Schultz BR, 2008). Podem
concloure doncs, que en el nostre experiment, |I'edat dels animals en el moment
d’administrar els virus sembla ser un factor limitant i caldria fer més estudis per
afirmar que realment 'edat pot ser un factor decisiu alhora de I'administracié del

virus.

Donat l'alt volum de 1000pyl emprat per administrar una dosi virica de
1.25x10%?gc/kg a les rates i per una altra banda la descripcid que els seroitps AAV1,
AAV6 i AAV8 sdn molt més eficients quan infecten el fetge de ratolins que quan
infecten el fetge de rates (Xiao WD, 1999 i Grimm D, 2003) ens vam plantejar el
canvi de model d’estudi de rata a ratoli. D’aquesta manera, al canviar de rata a
ratoli s’incrementa fins a 6 vegades la dosi injectada anteriorment a les rates,
aconseguint administrar una dosi de 7,5x10'2gc/kg en els ratolins. Per tant, amb el
canvi de model de rata a ratoli, per un costat s’augmenta la carrega virica
administrada i per un altre costat s’obté més eficiéncia infectiva al canviar d’especie

de rosegador.

2. L'AUGMENT DE L'OXIDACIO-B EN EL FETGE DE RATOLINS
ALIMENTATS AMB DIETA GRASSA REVERTEIX EL FENOTIP
OBES I INSULINORESISTENT

En el nostre grup ja s’havia demostrat en estudis previs que la
sobreexpressid de CPT1A, utilitzant com a vector viric adenovirus, podia augmentar
|"activitat CPT1 fins a 9 cops en ceél-lules B-pancreatiques (Herrero L, 2005) i fins a
6 cops en cel-lules musculars (Sebastian D, 2007). També en el transcurs d’aquesta
tesi van sortir publicats un parell de treballs els quals infectaven rates i hepatocits
de rata amb aquest mateix vector viric per sobreexpressar la CPT1A (Stefanovic-
Racic M, 2008 i Akkaoui M, 2009). En aquests treballs I'augment d’activitat era
menor a l'observada pel nostre grup en diferents tipus cel-lulars. En el primer
treball, Stefanovic-Racic M i col. varen observar en hepatocits en cultiu un augment
d’activitat CPT1 de 3 vegades respecte al control, 24 hores després d’haver-los
infectat amb adenovirus. En rates, aquests mateixos autors, obtenien un augment
d’activitat CPT1 de 2 vegades respecte al control 5 dies després de I'administracio
dels adenovirus. En el segon treball, Akkaoui i col. obtenien en hepatocits de rata

uns augments d’activitat CPT1 de 4,5 vegades quan sobreexpressen la CPT1A i de
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1,6 vegades quan sobreexpressen la CPT1AM després d’haver infectat els
hepatocits mitjancant adenovirus. En el nostre cas, tot i utilitzar un vector viric amb
menys capacitat infectiva com sén els virus adenoassociats el nivell d’expressio i

d’activitat CPT1 obtinguda fou similar a I'obtinguda pels dos estudis fets en fetge.

Aquests valors d‘activitat CPT1 de l'entorn de 2 vegades podria venir
determinat pel nombre de cél-lules infectades, pel nombre de mitocondris i per
I'espai lliure disponible en la membrana exterior dels mitocondris, on la CPT1
necessita un correcte anclatge pel seu funcionament. Val a dir també que aquest
augment de l'activitat CPT1 podria estar condicionat per la forta regulacié que es

produeix en el fetge de I'oxidacio-B.

La pérdua de sensibilitat al malonil-CoA de la forma mutada CPT1M ha estat
estudiada pel nostre grup en llevats que sobreexpressen la CPT1 (Morillas M,
2003), en cél-lules B-pancreatiques (Herrero L, 2005) i en cél-lules musculars de
rata (Sebastian D, 2006). També, la forma mutada de CPT1 s’ha estudiat, en altres
grups, en cel-lules musculars de rata (Henique C, 2010) i en hepatocits de rata
(Akkaoui M, 2009). En els treballs de Herrero L, 2005; Sebastian D, 2006 i Henique
C, 2010 les cel-lules que expressen la CPT1AM retenen fins a un 95% lactivitat
CPT1, mentre que les que expressen la forma salvatge |'activitat CPT1 s’inhibeix
fins a un 80%. En el nostre treball, els mitocondris assajats a concentracions
fisiologiques de malonil-CoA (5uM) provinents del fetge dels animals infectats amb
el virus AAV-CPT1AM van retenir més d’un 80% l’activitat CPT1A, mentre que quan
es sobreexpressa la CPT1A salvatge l'activitat remanent va ser del 50%. En el
treball d’Akkaoui i col. I'activitat remanent CPT1A dels mitocondris provinents dels
hepatocits de rata infectats 40 hores amb I’Ad-CPT1AM és del 90%, mentre que
I'activitat remanent dels hepatocits de rata infectats amb I’Ad-CPT1A és del 60%.
Aguestes oscil-lacions en l'activitat es podrien explicar per les diferéncies
metodologiques alhora de realitzar I'assaig radiomeétric, també pel nombre total de
cél-lules que sobreexpressen la CPT1 donat que, tal com s’ha esmentat abans, els
adenovirus s6n més efectius en la transducci6 comparats amb els AAVs o per la

propia naturalesa dels mitocondris provinents d’espécies diferents.
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2.1 L'augment de l'oxidacio d'acids grassos en el fetge disminueix
I’esteatosi hepatica

La sobreexpressio de la isoforma CPT1A en els animals alimentats amb
dieta control, provoca una tendéncia a l'alga no significativa en els nivells de CO,
detectats, en canvi si que s’aprecia un augment significatiu en els nivells d’ASPs i
en l'oxidacié total. Es possible que per la dificultat de la técnica no s’acabi de veure
un augment significatiu en els nivells de CO, i que en les condicions en que es va
realitzar I'assaig d’elevats nivells de glucosa (20mM) i insulina (10nM) augmentin
els nivells presents de malonil-CoA, inhibint d’aquesta manera |'activitat CPT1A.
L'existencia d’un augment significatiu dels ASPs, especies solubles no oxidades
totalment, formades per acetil-CoA, acil-carnitines i intermediaris del cicle de Krebs

ens valida aquest augment del flux d’acils-CoA cap a l'interior del mitocondri.

La sobreexpressié de la isoforma CPT1AM en els nostres resultats ratifica
I'activitat permanentment activa de la CPT1AM independentment dels nivells de
malonil-CoA en les condicions d’assaig descrites i una major capacitat d’oxidacio
respecte la isoforma salvatge CPT1A. Aquests resultats estan d’acord amb els
resultats obtinguts per Akkoui M i col. en cultius d’hepatocits primaris on la
sobreexpressido de la isoforma CPT1AM mostra una major capacitat d’oxidacio
respecte als control i respecte als que sobreexpressen la CPT1A salvatge en les
mateixes condicions d’assaig. La infeccid6 amb adenovirus directa dels cultius
primaris d’hepatocits en el treball d’Akkoui M provoca un major grau d’infeccio,
d’expressié de proteina i d’activitat i per tant major capacitat d’oxidacido que en el
nostre cas. Aix0 es podria explicar perque el tant per cent d’hepatocits infectats
degut a l'accié dels virus adenoassociats en el moment de fer I'assaig (4 setmanes
després de l'administracié virica) és aproximadament d’un 30% mentre que amb

adenovirus s’infecten un 80% dels hepatocits.

In vivo, quan analitzem els resultats respecte les rates infectades amb els
Ad-CPT1A (Stefanovic-Racic M, 2008) aquests autors obtenen uns augments de
proteina CPT1A semblants als nostres i una oxidacié de palmitat de 2 vegades
respecte als animals tractats amb el virus Ad-R-gal com a controls. En el nostre
cas, quan s'administra el virus AAV-CPT1A, mostra uns nivells d’oxidacid6 més
baixos, tot i que es va realitzar 'assaig d’oxidacié amb oleat, que és un substrat
més oxidatiu quan el comparem amb el palmitat utilitzat per aquests autors. Aquest

resultat és degut en part per la forta regulaci6 del malonil-CoA sobre la CPT1 i
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també segurament, tal i com ja s’ha dit, pel menor grau d’infeccié dels
adenoassociats comparat amb els adenovirus. Per altra banda, en el treball de
Stefanovic-Racic et al. no s’‘obtenen hepatocits per determinar l'oxidacié sin6 que
s’analitza l'oxidacié mitjancant una porcié de fetge i aquesta diferéncia en la
metodologia podria incrementar les diferencies al comparar els seus resultats amb
els nostres. En canvi, en el nostre estudi, en els hepatocits provinents d’animals
tractats amb el virus AAV-CPT1AM si s’han obtingut uns valors d’oxidacié semblants
als presentats per Stefanovic-Racic i col. indicant la major capacitat d’oxidacié de la
isoforma CPT1AM.

Tal i com hem observat en els nostres resultats, una reduccié mitjangant un
augment de l'oxidacié d’acids grassos en els nivells lipidics en el fetge pot ser una
bona estratégia per a la reversié dels desordres metabolics provocats per una
acumulacié hepatica en excés de TAG i d’altres espécies lipidiques toxiques com els
principals causants de |'esteatosi hepatica i la inflamacié (Summers SA, 2006). Els
nostres resultats van en la mateixa direccié que els presentats per Stefanovic-Racic
et al. en el qual s’'injectaven Ad-CPT1A a rates alimentades amb dieta grassa durant
1 setmana i al cap de 6 dies analitzaven el contingut de TAG del fetge. En aquest
treball observen una disminucié dels nivells de TAG de 4 vegades respecte als
animals tractats amb el virus Ad-B-gal com a grup control. Segurament, en aquest
estudi I'efecte d’'un tractament a més llarg termini, com el nostre, permetria una
major reduccié dels nivells de TAG en el fetge. En les rates tractades en el treball
de Savage DB et al., en el qual augmenten indirectament |'oxidacié d’acids grassos
inhibint I’ACC1 i I’ACC2 en rates alimentades amb dieta grassa, també presenten
una disminucié de TAG en el fetge d'unes 2 vegades i aix0 suposa una reduccié
significativa de 1,3 vegades en els nivells hepatics de DAG. En el treball d’An J et
al., el qual administren adenovirus a rates alimentades amb dieta grassa per tal de
sobreexpressar la MCD, produint un augment de la FAO mitjangant la disminucié en
els nivells de malonil-CoA, mostren una reduccié de TAG en el fetge semblants al
del treball de Savage DB et al. També en el treball presentat per Ishigaki Y, el qual
augmenta l'energia dissipada en el fetge de ratolins mitjangant I'administracié de
Ad-UCP1 els quals sobreexpressen la UCP1 tan sols s’aprecia una reduccié d'1,4
vegades en el contingut dels TAG en fetge. En el nostre estudi, en el qual s’ha
obtingut una reduccié de 12 vegades en els nivells de TAG en fetge millora
substancialment els resultats presentats pels demés autors, segurament degut a
que la determinacié es va fer al cap de 4 setmanes de tractament i d’accio

continuada de la CPT1. A més a més, aquesta reduccio lipidica queda palesa en el
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nostre estudi histologic on s’aprecia una total normalitzacié de |'esteatosi hepatica
dels animals que sobreexpressen la CPT1AM i una parcial recuperacié en els que
sobreexpressen la CPT1A. En els treballs presentats per Stefanovic-Racic et al., An
J et al. i Savage DB et al. no mostren cap estudi histologic en fetge, mentre que en
el treball d'Thsigaki Y et al. no s’aprecien diferéncies en la histologia hepatica dels

animals tractats.

Curiosament, els animals del nostre experiment, tractats amb dieta control i
que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM no mostren diferéncies significatives en
els nivells de TAG en el fetge respecte els nivells dels animals GFP control. Aquesta
dada és forga interessant i d’especial rellevancia, ja que en aquests animals que
sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM tot i presentar una major oxidacio d’acids
grassos, un lleuger augment dels cossos cetonics en el serum i més formacié d’ATP
en el fetge, no mostren canvis significatius en el pes. Aquest fet recolza la idea que
un augment de la FAO en un estat no patologic i amb ingesta de dieta control, no
causaria cap desordre metabolic important en l'organisme, al menys durant tres

mesos en el que es va dur a terme |'estudi.

2.2 Millora del metabolisme de la glucosa i lipidic en ratolins obesos

degut a I'augment de I'oxidacio-

2.2.1 Metabolisme de la glucosa

Existeixen tres factors claus en la normalitzacié del metabolisme de la
glucosa dels animals que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM alimentats amb
dieta grassa respecte els animals GFP també alimentats amb dieta grassa, 1)
mostren una menor produccié de glucosa hepatica, 2) presenten una major
oxidacié de la glucosa cap a piruvat en fetge i 3) els animals que expressen la

CPT1AM mostren una major captacio de glucosa.

Al analitzar els nostres resultats, observem que els animals controls
alimentats amb dieta grassa, tot i el curt temps d’ingesta de dieta grassa de només
6 setmanes, ja mostren una activacid de la formacié de la glucosa hepatica.
Aguests animals presenten nivells d'mRNA de G6Pasa més elevats, i aixd concorda
perfectament amb la bibliografia, ja que en estats patologics com la diabetis tipus 2
o en condicions d’ingesta continuada de dietes riques en greixos, la via de la

gluconeogénesi es veu activada en el fetge, augmentat els nivells de glucosa en
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sang (Hundal RS, 2001). En canvi, tot i ser esperable, no s’‘observen nivells elevats
d’'mRNA de la PEPCK. Aix0 es pot explicar, perque els animals en el moment
d’analitzar els nivells de missatgers encara no mostren un clar fenotip obés i
insulinoresistent, fet que explicaria perque els nivells de PEPCK encara no es troben
fortament desregulats. Curiosament, en un treball de Varman TS et al. (Varman TS,
2008) demostra que la hiperglicemia en deju en diferents models de rosegadors
amb DT2 vindria promoguda majoritariament per un augment en l'expressié de la

G6Pasa i no per I'expressido de PEPCK.

Per analitzar la via glucolitica ens vam fixar en el complex de la piruvat-
deshidrogenasa (PDC) ja que lliga la degradacié de la glucosa amb el cicle de Krebs
(TCA) mitjangant la descarboxilacié del piruvat. Un inhibidor del complex de la PDC
és la PDK, que quan estar augmentada redueix |'oxidacié del piruvat pel PDC. En el
fetge la supressid de I'oxidacid del piruvat facilita la utilitzacié del piruvat disponible
com a precursor per a la gluconeogénesi, mentre que la funcié de I'oxidacié d’acids
grassos és abastir d’ATP la gluconeogénesi. S’ha descrit, que la supressié del
complex PDC és un desordre metabolic present en la diabetis com a conseqiéncia
d’una mala adaptacio de I'organisme (Sugden MC, 2006). Aquest fet, concorda amb
els nostres resultats, que degut a la ingesta de dieta grassa en els animals tractats
amb els virus AAV-GFP presenten nivells elevats de missatgers PDK4, que conduiria
a una reduccié de l'oxidacio de piruvat provinent de glucosa, prioritzant la utilitzacio
del piruvat per la sintesi de glucosa i afavorint l'oxidacid d’acids grassos i
aminoacids per oxidar. Pero cal tenir en compte, que l'oxidacié d’acids grassos en
fetge es troba inhibida per malonil-CoA (Muoio DM, 2008) i per tant es produeix un
desordre metabodlic. En canvi, els animals que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM
mostren un flux d’oxidaciéo de glucosa a piruvat normalitzat, el qual no es troba

inhibit per cap desregulacié metabolica.

Un aspecte interessant respecte al metabolisme de la glucosa és l'elevat
nivell de missatgers de GLUT2 que presenten els animals alimentats amb dieta
control i amb dieta grassa que sobreexpressen la CPT1AM. Aix0 significaria que
aquests animals mostren una major captacié de glucosa que la resta. De fet un dels
mecanismes in vivo de |'efecte antidiabétic de les TZD s’explica perqué en ultima
instancia promouria I'expressié de GLUT2 (Kim H, 2004). Una de les raons dels alts
nivells de GLUT2 es podria explicar pels nivells més elevats d’oxidacié d’acids
grassos en els animals que sobreexpressen la CPT1AM i que és insensible al

malonil-CoA, precursor de la sintesi de novo d’acids grassos. Aquests animals
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necessiten augmentar la captaci6 de glucosa, ja que tenen una oxidacio-B
permanentment activada, per d’aquesta manera poder completar el cicle de Krebs.
Aquesta hipotesi concorda amb els resultats presentats en el treball de (Akkaoui M,
2009) on es descriu que degut a la sobreexpressio de la forma mutada de CPT1A en
els hepatocits es generaria un cicle fatil independentment de l'origen dels acids
grassos de cadena llarga, augmentant la captacid de glucosa per completar aquest

cicle i prevenint aixi una acumulacié lipidica en excés en el fetge.

2.2.2 Metabolisme lipidic

Els nostres resultats demostren que un augment de l‘oxidacié-B per
I'administracié dels virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM en els animals alimentats amb
dieta grassa normalitza els nivells d'mRNA dels gens estudiats del metabolisme
lipidic a nivells semblants als dels animals GFP alimentats amb dieta control. Per
tant, la sobreexpressi6 de CPT1A i de CPT1AM normalitza les diferents vies del

metabolisme lipidic dels animals alimentats amb dieta grassa.

Els animals que expressen la GFP i que estan alimentats amb dieta grassa
tenen inhibits els nivells d’'mRNA d’AAC1, ACC2, DGAT2 i SCD1. Aix0 significa que
tenen les vies de sintesi d’acids grassos i de sintesi de TAG inhibides, degut en part
al gran aport de greix provinent de la dieta. Aix0 es pot explicar, perqué en
diferents situacions metaboliques el contingut de greix hepatic que prové de la
sintesi lipogenica de novo és de només el 5% del greix total (Ntambi JM, 2002). I
per una altra banda, en el moment de sacrificar els animals i analitzar el nivells
d’'mRNA, aquests es trobaven en dejd, situacidé en la que s’activa la via d’oxidacio
d’acids grassos i s’inhibeix fortament la sintesi lipidica. Cal tenir en compte, que
aquests animals encara no mostren hiperinsulinémia i per tant tampoc han
desenvolupat resisténcia a la insulina, on s’ha descrit que tindriem augmentada la

lipogeénesi i una disminucié de la FAO (Muoio DM, 2008).

Els animals que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM alimentats amb dieta
grassa mostren una via de sintesi lipidica augmentada respecte els animals GFP
alimentats amb dieta grassa. Aixd estaria d’acord, en que els animals tractats amb
els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM mostren uns nivells més elevats de missatgers
del factor de transcripci6 SREBP1c, ja que aquest és un factor lipogénic que ens
indicaria l'activacié d’aquesta via. Aquest augment en el SREBP1c es correlaciona

amb els nivells elevats de GLUT2 que presenten els nostres resultats, ja que
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SERBP1c també podria ser responsable de |'activacié de la via glucolitica. En aquest
punt, seria interessant analitzar el factor de transcripci6 ChREBP (carbohydrate
responsive element binding protein) tot i que no s’ha fet en aquest treball, ja que
intervindria com a mitjancer entre I’accié de la glucosa i la sintesi lipidica (Dentin R,
2006 i Higuchi N, 2010).

Un cop analitzades les diferents vies de sintesi lipidica en el fetge és
important analitzar el grau d’exportacid d'VLDL, ja que en diferents estats
patologics com la DT2 aquest es mostra incrementat (Bostrom K, 1998). Aixi doncs,
era d’esperar que en els animals que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM
presentessin normalitzats els nivells d’MTP, per un costat perqué tenim un
contingut de TAG en el fetge normal i per un altre costat perqué mostren nivells de
FFA en sérum també normalitzats i s’ha descrit que nivells elevats de FFA en sérum
augmenten l’'exportacio hepatica d’VLDL (Adiels M, 2008).

2.3 Disminucio de la inflamacio en el fetge i en el teixit adipods i

millora de la histologia del teixit adipos

L'acumulacio ectopica de greix associada a |'obesitat s’ha relacionat amb un
estat d’inflamacid cronic i moderat per part del fetge i del teixit adipés (Shoelson
SE, 2007). A més, s’'ha demostrat en altres treballs com alts nivells de IL-6 o TNFa
activen la formaciéo de SOCS3, factor que bloqueja la cascada de senyalitzaci6 a la
insulina per diferents vies, promovent la resisténcia a la insulina en el propi fetge i
la resisténcia a la insulina sistémica en ultima instancia (Hotamisigil GS, 2006 i
Wellen KE, 2005).

Els nostres resultats mostren un augment de les principals citoquines
proinflamatories TNFa, IL-6, IL-1B, iNOS, SOCS3 i MCP-I en el fetge i en el teixit
adipds degut a l'acumulacié lipidica com a consequéncia de la ingesta de dieta
grassa, tot i el curt temps (6 setmanes) que portaven alimentats amb aquesta
dieta. La sobreexpressié de CPT1A i de CPT1AM frena l'activacié de les principals
vies inflamatories en els ratolins alimentats amb dieta grassa degut a la reduccié de
I'acumulacié lipidica en el fetge i d'altres teixits. Aquesta normalitzacié en la

inflamacié concorda amb la histologia analitzada del fetge i del teixit adipds blanc.

En el teixit adipds blanc dels animals que sobreexpressen la CPT1A i la

CPT1AM no s’observa la presencia de cél-lules proinflamatories infiltrades. Aquest
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fet ens suggereix que I'augment de l'oxidacié-B en el fetge té un efecte sistémic
indirecte en el teixit adipds. Aix0 ho podem avalar, perqué en els resultats
presentats en aquest treball el pes del teixit adipds blanc epididimal dels animals
tractats amb el virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM es veu significativament reduit en
1,6 i 3 vegades respectivament. Aix0 estaria d’acord amb els resultats a curt
termini descrits en el treball d’Ighisaki Y que presenta una petita reduccié d’1,3
vegades en el pes del teixit adipds blanc epididimal i millores en |'esteatosi hepatica

i del teixit adip6s marrd observades en |'estudi histologic.

Un fet destacable és que la sobreexpressido de la CPT1A i la CPT1AM en els
animals alimentats amb dieta control mostren una tendéncia a I'augment pero no
significativa en els nivells d'mRNA de TNFa, IL-6 i IL-1B en fetge. Mereixen pero,
una especial atencié els nivells d’mRNA de SOCS3 i MCP-I observats en els animals
alimentats amb dieta control i que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM ja que si
mostren un augment significatiu, suggerint que en aquests animals, on hi ha un
aport reduit de substrat degut a la dieta control, 'augment de I'oxidacio-B

promouria una lleugera activacioé de la inflamacio.

2.4 Reduccio de I'estres oxidatiu degut a I'augment de I'oxidacio-B

Un aspecte interessant a tenir en compte és l‘analisi de les especies
reactives d’oxigen anomenades ROS i conegudes com estrés oxidatiu. Varis autors
proposen que un augment en la FAO i l'acumulaci6 de metabolits provinents
d’aquest augment incrementa els nivells de ROS activant la seva produccio
(Peyssare D, 2004) i que aquest augment produeix un estat d’inflamacio (Furukawa
S, 2004; Lin Y, 2005 i Shoelson SE, 2006). També s’ha descrit, que nivells elevats
de ROS poden danyar a la cél-lula fins causar la mort cel-lular mitjangant I'activacio
de I'apoptosi cel-lular. A més a més, s’ha relacionat l'estrés oxidatiu com un dels
factors claus involucrat en la patogénesi de la diabetis (Baynes JW, 1999). Aquests
resultats concorden amb els experiments de Nakamura S et al. on s’ha descrit que
alts nivells de palmitat en hepatocits de rata on hi ha una major oxidacié provoquen
la formacié de ROS a través de l'activacié de la via del JNK (Nakamura S, 2009).
Els nostres resultats mostren que efectivament una dieta grassa és capag
d’augmentar els nivells de ROS en el fetge. Curiosament pero en el nostre estudi,
els ratolins alimentats amb dieta grassa i que sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM
mostren nivells de ROS semblants al ratolins GFP alimentats amb dieta control tot i

tenir una major oxidacid. Aquest resultat gliestiona si una incrementada FAO per se
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és responsable de la produccié de ROS. En aquesta mateixa direccid, en un treball
publicat recentment es demostra que una inhibicié de la CPT1 mitjangant un potent
inhibidor de la CPT1 com és I'etomoxir, augmenta la produccié de ROS degut a la
disminucié en els nivells de NADPH i de glutatié reduit (Pike LS, 2010). A més,
altres factors podrien influir d'una manera més directa amb la formacié de ROS com
per exemple, I'acumulacié de substancies toxiques com els DAG i les ceramides
(Summers SA, 2006). També l'expansio i la hipoxia del teixit adipdés degut a
I'’engrandiment del propi adipocit (Hosogai N, 2007) afavoriria I'augment en la
produccié de citoquines proinflamatories. L’alliberament d’aquestes citoquines per
part del teixit adipds faria augmentar els seus nivells en sang provocant una
actuacio sobre el propi teixit adipds i sobre el fetge i altres teixits, potenciant i

afavorint la produccié de ROS i la inflamacié en el fetge (Shoelson SE, 2007).

2.5 Reversio del fenotip obés

2.5.1 El pes

En els resultats obtinguts per Stefanovic-Racic et al. no s’‘observen canvis
significatius en el pes de les rates alimentades amb dieta grassa i que
sobreexpressen la CPT1A. Aquest resultat és molt semblant al nostre, ja que en els
animals alimentats amb dieta grassa que sobreexpressen la CPT1A tot i mostrar
una menor tendéncia a I'augment de pes, aquesta no és significativa, aix0 es podria
explicar per la forta regulacié de l'oxidacié en el fetge degut als nivells presents de
malonil-CoA. Tampoc en el treball de Savage DB et al. s‘observen canvis de pes
significatius en les rates alimentades amb dieta grassa tractades amb inhibidors de
I’ACC1 i I'ACC2 que promouen una major FAO en el fetge. En canvi, en I'estudi del
grup de Newgard et al. (An J, 2004), les rates alimentades amb dieta grassa i
tractades amb I’Ad per sobreexpressar la MCD i per tant també mostren una major
oxidacié d’acids grassos en fetge mostren una reduccié significativa de pes de
I’11% en només 5 dies de tractament, perd no es realitzen determinacions a més
llarg termini. També en el treball presentat per Ishigaki Y et al., que augmenta
I’energia dissipada en el fetge de ratolins amb la sobreexrpessié amb adenovirus
d’UCP1, obté una reduccié significativa en el pes del 12% durant els 12 primers
dies de tractament, perdo no es manté al llarg dels 15 dies que dura l'experiment.
Aix0 suggereix que els canvis de pes observats en aquests dos treballs podrien
estar molt condicionats per I'Us dels adenovirus com a eina d’infeccid i per la seva

forta resposta immunologica que causen a l'organisme al qual infecten. Aixi doncs,
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un dels principals éxits de la nostra terapia és que els animals tractats amb el virus
AAV-CPT1AM mostren una reduccié significativa en el pes del 20% respecte els
animals control GFP amb dieta grassa 11 setmanes després de |'administracio
virica. Per tant, la sobreexpressié de la CPT1AM mitjancant virus adenoassociats és

una bona eina per la reduccié del pes a llarg termini.

Cal destacar, la importancia que els animals tractats amb els virus AAV-
CPT1A i AAV-CPT1AM i alimentats amb dieta control no mostrin canvis de pes
significatius. Aix0 estar d’acord amb els resultats fins ara analitzats on no es
produeixen canvis en el metabolisme d‘aquests animals tot i tenir una major

oxidacio.

La reduccio en el pes dels animals que sobreexpressen la CPT1AM després
d’ingerir durant 13 setmanes una dieta rica en greixos té un efecte directe sobre el
metabolisme d’aquests animals, ja que mostren nivells de glucosa i insulina i un
GTT i PTT totalment normalitzats. D’aquesta manera, els nostres resultats milloren
els presentats per Stefanovic-Racic M et al. i Savage DB et al., ja que aquests no
obtenen canvis significatius ni en els nivells de glucosa ni en els nivells d’insulina
presentats. També milloren els resultats aportats per An ] et al. perque, tot i
presentar una reduccié en els nivells d’insulina, no veuen canvis en la glucosa en
deju. Cal dir perd, que en aquest treball, si veuen millores en la glucosa després de
realitzar una prova de hiperinsulinémia i euglicémia. Finalment, en el treball de
Ishigaki Y et al. els ratolins no mostren canvis en els nivells d’insulina i si una
millora en el GTT dels ratolins alimentats amb dieta grassa, perd només 7 dies

després de 'administracio virica.

Sorprenentment, en els nostres resultats, els ratolins que sobreexpressen la
CPT1A i alimentats amb dieta grassa, tot i no mostra una reducci6 de pes
significativa, presenten nivells de glucosa i insulina normalitzats, i un GTT i un PTT
també totalment normalitzats. Suggerint una millora del metabolisme de la glucosa

gracies a una major oxidacio d’acids grassos en el fetge.
2.5.2 Normalitzacio de la senyalitzacio de la insulina
L'acumulacio lipidica en el fetge s’ha associat comunament amb la induccié

de la resisténcia a la insulina. Sén multiples els treballs on s’ha descrit com

I'acumulacié de DAG i ceramides indueixen a la resisténcia a la insulina mitjangant
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la translocacié de PKCe alvoltant de IRS-2 (Samuel VT, 2007; Summers SA, 2006 i
Postic C, 2008). A més, s’ha descrit que la pérdua de sensibilitat a la insulina
induida per acids grassos és produida a través de la inhibicié de l'activitat de I’Akt
(Nakamura S, 2009 i Solinas G, 2006) i aquesta és una proteina clau en |'accié de
la insulina sobre el transport de la glucosa i la sintesi de glicogen (Wolf G, 2008).
Alguns estudis publicats recentment han demostrat que la resisténcia a la insulina
associada a lI'acumulacié lipidica en el fetge no estaria provocada per I'acumulacio
d’acids grassos o pels TAG per se (Monetti M, 2007 i Choi CS, 2007).

En el nostre estudi degut a la sobreexpressio de la CPT1A i de la CPT1AM
observem una recuperacié de I’Akt fosforilada en el fetge, muscul i teixit adipos
indicant una recuperacio sistéemica de la cascada de senyalitzacié de la insulina.
Una de les explicacions de perqué millora la sensibilitat a la insulina en els nostres
animals rau en la disminucio en els nivells de TAG del fetge i també, tot i que no ho
hem mesurat, en una disminucid dels nivells d'intermediaris lipidics com DAG i
ceramides, tal i com es pot observar en el nostre estudi histologic del fetge i on
s’aprecia una reduccio severa en el contingut lipidic del fetge en els animals tractats
amb els virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM.

En els treballs de Stefanovic-Racic M et al. en rates o el d’Akkaoui M et al.
fet en hepatocits mitjangant I'augment de l’expressio de CPT1A i/o CPT1AM no
presenten evidéncies clares de la millora de la sensibilitat a la insulina. En el cas del
treball de Stefanovic-Racic M et al. el tractament amb els virus Ad-CPT1A és de
només 5 dies i segurament no és temps suficient per veure millores en el senyal a
la insulina. En l'estudi de Savage DB et al. l'activitat de I’Akt en el fetge en els
animals tractats amb l'inhibidor d’ACC1 i d’ACC2 es veu augmentada en el doble
comparat amb els animals control, suggerint una millora de la resisténcia a la
insulina, causada per la ingesta de dieta grassa, degut a I'augment de la FAO en el
fetge. En aquest treball perd, no s’avalua la sensibilitat a la insulina en el muscul ni
el teixit adipds blanc. Un possible inconvenient de la inhibicié de I’ACC en ratolins
obesos és que la inhibici6 en I'hipotalem pot fer augmentar la ingesta i en el
pancreas reduir la secrecié de la insulina (Harwood HJ, 2005). També en el treball
presentat per An J et al. es mostra una millora de la fosforilacié de I’Akt en el fetge
i muscul degut a I'augment de l'oxidacié d’acids grassos, perd no aporta dades
sobre la sensibilitat a la insulina en el teixit adipds blanc. En aquest treball, també
es suggereix la idea de I'Us d’enzims involucrats en el metabolisme lipidic i del fetge

com a possibles tractaments antidiabétics.
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Un resultat curidés del treball de Ishigaki Y et al. és que tot i realitzar una
terapia génica dirigida en el fetge, només mostra una millora en la sensibilitat a la
insulina per part del muscul, perd no aporta dades sobre la sensibilitat a la insulina
en el fetge i en el teixit adipds blanc. Aquest resultat perd, ens suggereix que una
terapia dirigida al fetge presenta un efecte indirecte en el muscul, semblant als

resultats presentats en el nostre treball.

3. RATOLINS OBESOS GENETICAMENT MODIFICATS DB/DB
MILLOREN EL SEU FENOTIP QUAN ES SOBREEXPRESSA LA
CPT1AM EN EL FETGE

Els ratolins db/db sén un bon model per I'estudi de la diabetis tipus 2 i
I'obesitat ja que presenten hiperglicémia a partir de les 4 o 8 setmanes de vida i
hiperinsulinemia. A més, poden presentar polifagia, polidipsia, proteinuria,

glucosuria i politria.

La reduccié dels TAG acumulats en el fetge és una bona estratégia per
combatre l'obesitat i la diabetis ja que l'esteatosi hepatica s’ha associat molt
estretament amb la resisténcia a la insulina (Marchesini G, 2005) i els diferents
tipus de dislipidémies amb |'obesitat i la diabetis tipus 2 (Kahn SE, 2001). En el
nostre estudi hem demostrat que un augment cronic de l'oxidacié-B mitjangant la
sobreexpressio de la CPT1AM en el fetge de ratolins db/db millora el metabolisme
de la glucosa, la insulina i l'esteatosi hepatica tot i no detectar canvis de pes
significatius i no observar canvis en l'estudi histologic del teixit adipdés blanc
epididimal. Cal dir, que I'experiment es va haver de suspendre degut a la mort i als
propis problemes de salut dels animals db/db control tractats amb els virus AAV-
GFP, cosa que ens planteja 'opci6 de comencar abans el tractament d’aquests
animals per poder allargar I'experiment i observar possibles canvis en el pes, tal i
com ja hem demostrat abans en aquest treball dels efectes beneficiosos d'un

augment de la FAO sobre el pes en ratolins C57BL6 alimentats amb dieta grassa.

La millora en els nivells de glucosa i d’insulina en els animals db/db i tractats
amb els virus AAV-CPT1AM suggereix que aquests animals podrien tenir
augmentada la sensibilitat periféerica a la insulina. Aquesta millora en el seu
metabolisme, i segons el que hem pogut verificar amb els ratolins C57BL6, passaria
per una reducciéo de la gluconeogeénesi hepatica, una millora en el metabolisme

hepatic mitjancant la reduccidé de I'acumulacié lipidica i una disminucidé en |’estat
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inflamatori. El fet de no veure canvis en la histologia del teixit adipds dels animals
db/db i tractats amb els virus AAV-CPT1AM explicaria perqué no s’han detectat

canvis significatius en el pes d'aquests animals.

Altres aproximacions dirigides a millorar el fenotip obés i diabétic de ratolins
db/db mitjancant un augment indirecte de la FAO estarien d’acord amb els nostres
resultats. En un treball de Zhang XD, 2010 el qual inhibeixen farmacoldogicament
durant 5 setmanes la DGAT1 d‘animals db/db aconsegueixen reduir el pes, la
hiperlipidemia i I'esteatosi hepatica. La inhibiciéo de la DGAT1 provoca una activacio
de l’'expressio geénica en el fetge de gens com la CPT1A i el PPARa provocant un
increment de la FAO en els animals db/db. Sobta que tot i reduir l'esteatosi
hepatica d’aquests animals no millorin ni els seus nivells de glucosa ni els nivells
d’insulina en deju. Aixi doncs, una forta i eficient activacié del PPARa pot tenir
efectes beneficiosos en el control del metabolisme de la glucosa mitjangant
I'augment de l'oxidacio-B i la disminucié en els nivells de TAG i de FFA, tal i com
hem observat en els nostres resultats realitzats amb els ratolins C57BL/6 on una
sobreexpressié de CPT1 en fetge afavoria un augment en els nivells d’'mRNA de
PPARa.

Finalment, les nostres observacions demostrarien que |’activacié cronica i
directa de l'oxidaci6-B és una estratégia efectiva per tractar l'obesitat, la
hiperlipidemia i I'esteatosi hepatica a llarg termini a través dels mecanismes que

s’'indiquen en la figura 1.

Aquests resultats conjuntament amb la manca de patogenicitat dels AAVs
son molt engrescadors de cara a nous sistemes de transferéncia genica. Tot i aixo,
serien necessaris realitzar nous estudis per tal d’estudiar els riscos dels tractaments
a llarg termini involucrats amb el vector de transferéncia i amb el gen insertat.
Algunes incerteses com la integracié del gen, els efectes de llargues laténcies i la
probabilitat d’efectes subtils d’'una expressié a llarg termini han de ser estudiades
amb més deteniment. A més, s’ha de mantenir un cert grau de cautela amb una
possible extrapolacié en humans, particularment quan es tractaria de pacients
afectats amb NAFLD (malaltia del fetge gras no alcohdlica), els quals poden no

mostrar una simptomatologia clara.
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Figura 1. Possible mecanisme de l'efecte de la sobreexpressié6 de CPT1A i CPT1AM en el

metabolisme del fetge. Degut a I'augment cronic de I'oxidacio-B en el fetge disminueixen els TAG i els

intermediaris lipidics millorant la sensibilitat a la insulina i augmentant la captacidé de glucosa per part

del fetge. LC-CoAs: acils CoA de cadena llarga; CPT1: carnitina-palmitoiltransferasa 1; ROS: espécies

reactives d’oxigen; TCA: cile de l'acid tricarboxilic; ETC: cadena de transport d’electrons; DAG:

diacilglicerols; PKC: proteina quinasa C.
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4. INVESTIGACIONS FUTURES

En aquest treball presentem una estrategia eficient per a reduir el pes
corporal, I'acumulacié lipidica en el fetge i en el teixit adipds, millora de I'esteatosi
hepatica i de la resisténcia a la insulina sistémica associada a |’‘obesitat. Aix0 s'ha
aconseguit gracies a |'Us de vectors virics, virus adenoassociats, capagos
d’incrementar cronicament i a llarg termini I’'oxidacié d’acids grassos mitjangant la
sobreexpressio de la CPT1A i CPT1AM, forma insensible al malonil-CoA. A més els
resultats ens mostren la CPT1A com una bona diana contra els desordres

metabolics associats a |'obesitat.

Tot i la feina feta i els resultats engrescadors presentats en aquesta tesi, per
tal d’aportar més dades i aprofundir amb el tema, s’haurien de realitzar nous
experiments i noves aproximacions de cara a trobar un tractament eficag contra
I'obesitat. Per exemple, A) de cara a millorar I'eficiencia de transduccio i pensant
amb una futura terapia s’haurien de realitzar nous estudis enfocats en les segients
tematiques 1) amb nous serotips de virus adenoassociats els quals s’han anat
estudiant al llarg de la realitzacié d’aquesta tesi, 2) I’edat d’administracié dels virus
adenoassociats i 3) allargar el temps de tractament. B) Una de les seglients fites a
assolir és la completa reversié del fenotip obés d’un model d’animal DIO. D'aquesta
manera es podrien estudiar els mecanismes de perqué i com la sobreexpressio de
la CPT1A i de la CPT1AM sbén capagos de revertir un fenotip obés clarament
instaurat. Seguint amb aquesta linia també es podria estudiar els efectes d’un
augment de la FAO en altres models d’estudi obesos com ratolins ob/ob i agouti en
els quals ens aportarien més dades alhora d’entendre I'homeostasi de |'organisme

en un fenotip geneticament obes.

En resum, l'estratégia seguida en aquesta tesi ens ha permes: millorar el
metabolisme de la glucosa i el metabolisme lipidic, reduir el contingut de TAG en el
fetge i els nivells sérics de FFA millorant la sensibilitat a la insulina no només en el
fetge sind també en el muscul i en el teixit adipds, aixi com reduir I'estat inflamatori
del fetge i del teixit adipds en animals alimentats amb dieta grassa i que
sobreexpressen la CPT1A i la CPT1AM. L’Us dels virus AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM
protegeixen de la resisténcia a la insulina en tot l'organisme induida per dieta
grassa i no altera cap parametre en els animals alimentats amb dieta control tot i
presentar augments en l'oxidacié d’acids grassos. A més, la sobreexpressio de la

CPT1AM redueix els nivells de glucosa i insulina en sérum i |'esteatosi hepatica en
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un estat d'obesitat sever com el que presenten els ratolins obesos db/db

geneticament modificats.
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CONCLUSIONS

1. L'obtencié de dos vectors virics capacos de sobreexpressar la CPT1A i la CPT1AM
de rata especificament en el fetge de ratolins (AAV-CPT1A i AAV-CPT1AM) injectats
per la vena de la cua, ens ha permés obtenir un augment del 50% en l'activitat

CPT1 i una augment en l‘oxidacié d’acids grassos del 30%.

2. La forma mutada de CPT1A (AAV-CPT1AM) conserva un 80% de l'activitat CPT

independentment dels nivells de malonil-CoA, el seu inhibidor fisiologic.

3. L'augment d’oxidacié d’acids grassos en fetge causat per la sobreexpressié de
CPT1A i CPT1AM comporta un augment en la produccié d’ATP i de B-hidroxibutirat-

CoA en el fetge i un augment de cossos cetonics en serum.

4. Els ratolins alimentats amb dieta grassa que sobreexpressen la CPT1A i la
CPT1AM milloren I'esteatosi hepatica reduint els nivells de TAG en fetge i disminuint
els TAG i els FFA en sérum mostrant valors similars als ratolins alimentats amb

dieta control.

5. L'augment de pes produit per la dieta grassa es veu significativament reduit
degut a la sobreexpressio de CPT1AM. L'administracié dels virus AAV-CPT1A i AAV-

CPT1AM no provoca canvis en els pesos dels ratolins alimentats amb dieta control.

6. La sobreexpressio de la CPT1A i de la CPT1AM en ratolins alimentats amb dieta
grassa normalitza els nivells de glucosa i insulina en sang a llarg termini. A més,
mostren un test de tolerancia a la glucosa (GTT) i un test de tolerancia al piruvat

(PTT) totalment normalitzats.

7. La inflamacié i la produccié de ROS en el fetge induides per dieta grassa es

veuen disminuides per la sobreexpressiéo de CPT1A i CPT1AM.

8. En el teixit adipos blanc la sobreexpressié de la CPT1A i de la CPT1AM en el fetge
de ratolins alimentats amb dieta grassa redueix el pes i la inflamacié del propi teixit

adipods i els nivells de leptina en serum.
9. En el fetge, teixit adipés i muscul es restableix la sensibilitat a la insulina

malmesa per la ingesta de dieta grassa degut a l'administracido dels virus AAV-
CPT1A i AAV-CPT1AM.
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10. La sobreexpressio de CPT1AM de rata en el fetge de ratolins genéticament

modificats db/db millora I'esteatosi hepatica i els nivells de glucosa i insulina.
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ANNEX I

Alineament de les isoformes de CPT1A de rata i ratoli. Ambdues seqliéncies

presenten una similitud del 96%.
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Abstract Carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1) cata-
lyzes the first step in long-chain fatty acid import into mito-
chondria, and itis believed to be rate limiting for 3-oxidation
of fatty acids. However, in muscle, other proteins may col-
laborate with CPT1. Fatty acid translocase/CD36 (FAT/
CD36) may interact with CPT1 and contribute to fatty acid
import into mitochondpria in muscle. Here, we demonstrate
that another membrane-bound fatty acid binding protein,
fatty acid transport protein 1 (FATP1), collaborates with
CPT1 for fatty acid import into mitochondria. Overexpres-
sion of FATP1 using adenovirus in LEE9 myotubes increased
both fatty acid oxidation and palmitate esterification into
triacylglycerides. Moreover, immunocytochemistry assays in
transfected L6E9 myotubes showed that FATP1 was present
in mitochondria and coimmunoprecipitated with CPT1 in
L6E9 myotubes and rat skeletal muscle in vivo. The coover-
expression of FATP1 and CPT1 also enhanced mitochon-
drial fatty acid oxidation, similar to the cooverexpression of
FAT/CD36 and CPT1. However, etomoxir, an irreversible
inhibitor of CPT1, blocked all these effects.Ell These data
reveal that FATP1, like FAT/CD36, is associated with mito-
chondria and has a role in mitochondrial oxidation of fatty
acids.—Sebastian, D., M. Guitart, C. Garcia-Martinez, C.
Mauvezin, J. M. Orellana-Gavalda, D. Serra, A. M. Gémez-
Foix, F. G. Hegardt, and G. Asins. Novel role of FATP1 in
mitochondrial fatty acid oxidation in skeletal muscle cells.
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Fatty acids are a major energy source for skeletal muscle.
They are transported into the cell via a protein-mediated
mechanism, involving fatty acid translocase/CD36 (FAT/
CD36), plasma-membrane-associated fatty acid binding
protein, and fatty acid transport protein (FATP1-6) (1).
Once inside the cell, fatty acids can be esterified, metabo-
lized to lipid second messengers, such as leukotrienes and
eicosanoids, or B-oxidized in the mitochondrion. The first
step of the oxidative pathway is the transport of fatty acids
into the mitochondrial matrix. This step is controlled by
the carnitine palmitoyltransferase (CPT) system, consist-
ing of CPT1, acylcarnitine translocase, and CPT2 (2).

CPT1 catalyzes the conversion of long-chain fatty acyl-
CoAs to acylcarnitines in the presence of L-carnitine and is
the rate-limiting step in the transport of long-chain fatty
acids (LCFAs) from the cytoplasm to the mitochondrial
matrix, where they undergo B-oxidation. CPT1 is tightly
regulated by its physiological inhibitor malonyl-CoA. This
regulation allows CPT1 to signal the availability of lipid
and carbohydrate fuels to the cell (2). Mammalian tissues
express three isoforms: CPT1A (liver), CPT1B (muscle
and heart), and CPT1C (brain) (3-5).

Owing to the metabolic peculiarities of muscle, the regula-
tion of CPT1B by malonyl-CoA is more complex than that
of CPT1A in liver. The regulation of muscle CPT1 by malonyl-
CoA cannot fully explain changes in mitochondrial fatty
acid import. Thus, malonyl-CoA is not responsible for the
increase in fatty acid oxidation during the transition from
low to moderate aerobic exercise or for the decrease in fatty

Abbreviations:  ASP, acid-soluble product; COI, subunit I of cyto-
chrome c oxidase; CPT1, carnitine palmitoyltransferase 1; DAG, diacyl-
glycerol; ER, endoplasmic reticulum; FATPI, fatty acid transport
protein 1; FAT/CD36, fatty acid translocase/CD36; GFP, green fluores-
cent protein; KRBH, Krebs-Ringer bicarbonate HEPES buffer; LCFA,
long-chain fatty acid; MKRH, modified Krebs Ringer HEPES; NEPalm,
nonesterified palmitate; PL, phospholipid; PPAR, peroxisome proliferator-
activated receptor; TG, triacylglyceride.
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acid oxidation during more strenuous exercise (6-8). More-
over, concentrations of malonyl-CoA measured in muscle
(1-4 pM) (9, 10) should inhibit CPT1 activity at any time,
since the IC;, of CPT1B for malonyl-CoA is much lower
than this concentration (~0.03 pM). Several hypotheses
have been advanced to explain this discordance between
malonyl-CoA levels, CPT1 regulation, and LCFA oxidation
in muscle. Thus, alteration in compartmentalization/cellu-
lar distribution of malonyl-CoA may be involved in the
control of CPT1 activity. It has been proposed that the
malonyl-CoA involved in CPT1 regulation is that synthesized
by acetyl-CoA carboxylase 2, which resides in the vicinity
of CPT1 in the outer mitochondrial membrane and modu-
lates CPT1 activity (11). Moreover, other proteins could
also be involved in the transport of fatty acids into mito-
chondria. Thus, Bonen and coworkers demonstrated that
exercise induces the translocation of FAT/CD36 to mito-
chondria, thus increasing muscle fatty acid oxidation (12).

FATPs are a family of membrane-bound proteins that
catalyze the ATP-dependent esterification of LCFA and
very-LCFA to their acyl-CoA derivatives (13-15). Mammals
express six different forms of FATP (FATP1-6) with tissue-
specific expression patterns (14). FATP1 is a 63 kDa protein
that is expressed in cells and tissues with high levels of fatty
acid uptake for metabolism or storage, such as skeletal mus-
cle and adipose tissue (15). The regulatory role of FATP1 in
metabolism has been partially elucidated by gene manipu-
lation. Overexpression of FATP1 in cultured fibroblasts in-
creasesfattyaciduptake (16). Cardiac-specificoverexpression
of FATPI in transgenic mice increases myocardial fatty acid
uptake and free FA accumulation, but not triacylglyceride
(TG) levels, and enhances palmitate oxidation leading to
a lipotoxic cardiomyopathy (17). In contrast, when overex-
pressed in cultured human skeletal myotubes, FATP1 stim-
ulates FA uptake and storage as TG, but not oxidation (18).
Deletion of FATPI protects mice from fatty-acid-induced
insulin resistance and intramuscular accumulation of fatty
acyl-CoAs (19). Furthermore, FATPI is involved in hor-
monal regulation of fatty acid uptake, translocating to the
plasma membrane in response to insulin in adipocytes and
primary skeletal muscle cells (20, 21).

We have recently shown that overexpression of CPT1A
in L6E9 myotubes enhanced CPT1 activity up to 15-fold,
whereas fatty acid oxidation did not increase more than
2-fold, even when a mutant form of CPT1 insensitive to
malonyl-CoA was overexpressed (22). These data indicate
that other factors independent of CPT1/malonyl-CoA in-
teraction could be involved in the control of fatty acid oxi-
dation in these cells. In the search for a novel regulator
of fatty acid oxidation in skeletal muscle, we examined the
effect of FATP1 overexpression on fatty acid oxidation in
L6E9 muscle cells. We show that FATP1 localized in mito-
chondria and coimmunoprecipitated with CPT1. Moreover,
FATP1 overexpression enhanced mitochondrial oxidation
of fatty acids. We also observed all these effects in cells
overexpressing FAT/CD36, which may have a role in this
process in muscle (12). These data reveal a new protein
involved in B-oxidation and could help us to understand
its complex regulation in skeletal muscle.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials and reagents

Protran® nitrocellulose membranes for protein analysis were
from Scheicher and Schuell (Keene, NH). The enhanced chemi-
fluorescence detection kit from Amersham Biosciences was used
for Western blot analysis. The Bradford solution for protein assay
was from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA). FBS, DMEM, and
antibiotics were from Gibco-Invitrogen. Defatted BSA (BSA),
palmitate, and other chemicals were purchased from Sigma-
Aldrich. [1-"*C]Palmitic acid and [1-"*C]palmitoyl-CoA were from
GE Healthcare. Antibodies used included rabbit polyclonal anti-
FATP1 (sc-14497) and rabbit polyclonal anti-FAT/CD36 (sc-
9154) from Santa Cruz Biotechnologies, anti-green fluorescent
protein (GFP) (ref. 8360-1) from Clontech, anti-COI of complex
IV from Molecular Probes, and anti-porin from Calbiochem. Sil-
ica gel 60 TLC plates were from Merck (Rahway, NJ). Etomoxir
was provided by H. P. O. Wolf (GMBH, Allensbach, Germany).

Animals

Samples of gastrocnemius and soleus muscle were taken from
male Sprague-Dawley rats (180-200 g) bred in our laboratory.
Animals were maintained under a 12 h dark/light cycle at 23°C
with free access to food and water. All experimental protocols
were approved by the Animal Ethics Committee at the University
of Barcelona.

Cell culture

The L6E9 rat skeletal muscle cell line was cultured in a hu-
midified atmosphere containing 5% COy in DMEM medium con-
taining 10% FBS, 100 units/ml penicillin G, and 100 pg/ml
streptomycin and 25 mmol /1 HEPES (pH 7.4) (growth medium).
Preconfluent myoblasts (80-90%) were induced to differentiate
by lowering FBS to a final concentration of 2% (v/v) (differentia-
tion medium). Cells were completely differentiated after 4 days
in this medium.

Adenoviral preparation and transduction of L6E9 cells

Ad-CPT1A encoding rat CPT1A, Ad-FATP1 encoding mouse
FATP1, Ad-FAT/CD36 encoding rat FAT/CD36, and Ad-LacZ,
which expresses bacterial 3-galactosidase, were constructed as
previously described (18, 23). Adenoviruses were amplified using
the human embryonic kidney cell line (HEK 293) as host. Lysates
obtained were titrated using the Adeno-X™ Rapid Titer kit
(Clontech) and used directly for cell transduction. The titers of
the lysates were 2.3 x 10 pfu/ml for Ad-LacZ, 1 x 10"’ pfu/ml for
Ad-CPTIA, 1 x 10" pfu/ml for Ad-FAT/CD36, and 3 x 10" pfu/
ml for Ad-FATP1. Myotubes were transduced at day 4 of differen-
tiation with 20 pfu/cell of Ad-LacZ, Ad-FATP1, or Ad-CPT1A and
5 pfu/cell of Ad-FAT/CD36 in serum-free medium for 30 h. Af-
ter this time, the infection medium was removed and cells were
incubated with serum-free medium for a further 16 h.

Transfection of L6E9 cells

The plasmids pFATP1-GFP and pFAT/CD36-GFP, which in-
clude an NHyterminal fusion protein construct with the GFP
(20), were transfected in L6E9 myoblasts using FuGENE 6
(Roche) following the manufacturer’s guidelines. After transfec-
tion, cells were differentiated and used for the experiments.

Measurement of fatty acid oxidation in intact cells

Palmitate oxidation to CO, and acid-soluble products (ASPs),
essentially acyl-carnitine, Krebs cycle intermediates, and acetyl-
CoA (24), were measured in L6E9 cells grown in 6-well plates,
differentiated, and transduced as described above. On the day of
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the assay, cells were washed in Krebs-Ringer bicarbonate HEPES
buffer (KRBH buffer: 135 mM NaCl, 3.6 mM KCI, 0.5 mM
NaH,PO,, 0.5 mM MgSO,, 1.5 mM CaCl,, 2 mM NaHCO,, and
10 mM HEPES, pH 7.4) that contained 0.1% BSA, preincubated
at 37°C for 30 min in KRBH 1% BSA and washed again in KRBH
0.1% BSA. Cells were then incubated for 3 h at 37°C with fresh
KRBH containing 2.5 mM glucose and 0.8 mM carnitine plus
0.25 mM palmitate and 1 pCi/ml [1-14C]palmitate bound to 1%
BSA. Oxidation measurements were performed by trapping the
radioactive COy in a parafilm-sealed system. The reaction was
stopped by the addition of 40% perchloric acid through a syringe
that pierced the parafilm.

Isolation of mitochondria from L6E9 cells and rat
skeletal muscle

Mitochondria-enriched cell fractions from L6E9 myotubes
were obtained as previously described (23) with some modifica-
tions. Briefly, L6E9 cells were grown in 150 mm dishes, left to
differentiate, and transduced as described above. Cells were
scraped out and resuspended in 1 ml of solution A (100 mM KClI,
5 mM MgSO,, 5 mM EDTA, 1 mM ATP, and 50 mM Tris-HCI,
pH 7.4). Cells were homogenized using a glass homogenizer
(20 strokes with both the loose and the tight pestle) and centri-
fuged at 2,000 g for 3 min at 4°C. The supernatant was centri-
fuged again at 16,000 gfor 30 min at 4°C. The mitochondria-enriched
pellet was resuspended in 50-100 pl of solution B (220 mM su-
crose, 70 mM mannitol, 1 mM EDTA, and 10 mM Tris-HCI,
pH 7.4) and used for immunoprecipitation or palmitate oxida-
tion assays. The quality of mitochondria was assessed measuring
the malonyl-CoA-resistant CPT1 activity, attributable basically to
CPT?2 activity inside the mitochondrion, allowing us to quantify
broken mitochondria. According to this method, the integrity of
mitochondria was higher than 80% (data not shown).

Mitochondria-enriched fractions from rat muscle were ob-
tained by differential centrifugation. Two soleus muscle samples
or one gastrocnemius muscle sample from each animal were ho-
mogenized separately in 9 volumes of solution A using an omni-
mixer and then centrifuged at 1,000 gfor 15 min. The pellet was
homogenized and centrifuged at 600 g for 10 min. The resulting
supernatant was centrifuged at 15,000 g for 15 min, and the pel-
let was washed twice in solution A and resuspended at 1 pl/mg
tissue in solution B.

Measurement of palmitate and palmitoyl-CoA oxidation
in isolated mitochondria

L6E9 cells were cultured in 150 mm dishes, differentiated, and
transduced as described above. Mitochondria-enriched fractions
were obtained and resuspended in solution B. Fatty acid oxida-
tion was measured as described elsewhere (12) with minor modi-
fications. For palmitate oxidation assays, 50 pl (150 pg) of
mitochondria and 50 pl of a 2.5 mM 5:1 palmitate-BSA complex
containing 10 pCi/ml [1-14C]palmitate (final concentration: 0.25
mM palmitate and 1 pCi/ml [1—14C]pa1mitate) were incubated
for 1 h with agitation in 400 pl of pregassed (37°C for 15 min with
5% CO¢95% O,) modified Krebs Ringer HEPES (MKRH) buffer
(115 mM NaCl, 2.6 mM KCl, 1.2 mM KH,PO,, 10 mM NaHCOs;,
and 10 mM HEPES, pH 7.4) supplemented with 5 mM ATP,
1 mM NAD", 0.5 mM 1-carnitine, 0.1 mM CoA, 0.5 mM malate, and
25 pM cytochrome C (complete MKRH buffer). For palmitoyl-
CoA oxidation assays 50 pl (400 pg) of mitochondria and 50 pl of
a 2.5 mM 5:1 palmitoyl-CoA-BSA complex containing 1 pCi/ml
[1—14C]palmitoy1—CoA was added to the reaction mixture (final
concentration: 0.25 mM palmitoyl-CoA and 0.1 pCi/ml [1-14C]
palmitoyl-CoA) were incubated for 0.5 h with agitation in 400 pl
of pregassed complete MKRH buffer. Oxidation measurements
were performed by trapping the radioactive COy and ASPs in a

parafilm-sealed system in a 6-well plate with agitation. The reac-
tion was stopped by the addition of 40% perchloric acid through
a syringe that pierced the parafilm.

Measurement of palmitate incorporation into
cellular lipids

Palmitate incorporation into complex lipids was measured in
L6E9 cells that were cultured on 6-well plates and pretreated as
described above. Cells were incubated for 16 h at 37°C in serum-
free medium containing 0.25 mM palmitate and 1 wCi/ml [l-MC]
palmitate bound to 1% BSA. On the day of the assay cells were
washed in PBS, and lipids were extracted as described previously
(23). Total lipids were dissolved in 30 ul of chloroform and sepa-
rated by TLC to measure the incorporation of labeled fatty acid
into phospholipids (PLs), diacylglycerol (DAG), TGs, and nones-
terified labeled palmitate (NE palm), as described (22).

Measurement of acyl-CoA synthetase activity

Samples were assayed for acyl-CoA synthetase activity by the
conversion of [1—14(]]palmitate to its CoA derivative (13). The as-
say mixture contained, in a total volume of 200 pl: 100 mM Tris-
HCI buffer, pH 7.5, 50 pM [1-14C]palmitate (0.2 pCGi/ml), 10 mM
ATP, 5 mM MgCly, 200 pM CoA, 200 pM DTT, and 0.4% Triton
X-100. The assay was initiated by addition of 5-10 pl of enzyme
suspension (30-50 pg) from total or mitochondrial extracts from
L6E9 myotubes. The reaction was carried out at 30°C for 5 min.
Reactions were terminated with the addition of 1.25 ml of isopro-
pyl alcohol:heptane:H,SO, (40:10:1, v/v/v), 0.5 ml of water, and
0.75 ml of heptane to facilitate organic phase separation. The
aqueous phase was extracted three times with 0.75 ml of heptane
to remove unreacted fatty acids, and the radioactivity was deter-
mined by liquid phase scintillation counting.

Immunoprecipitation

Immunoprecipitation studies were performed in L6E9 myo-
tubes and rat skeletal muscle. L6E9 cells were grown on 150 mm
plates, differentiated, and transduced with the adenoviruses. Af-
ter transduction, cells were collected in PBS and homogenized
with a douncer in 500 pl of lysis buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 150
mM NaCl, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 puM
PMSF, 25 ng/ml leupeptin, and 25 pwg/ml aprotinin) and centri-
fuged at 700 gfor 10 min to remove nuclei, cell debris, and floating
cells. For muscle studies, two soleus samples or one gastrocne-
mius sample were homogenized in 9 volumes of lysis buffer using
a polytron. Homogenates were rotated for 1 h at 4°C in an orbital
shaker and centrifuged at 5,000 g for 10 min at 4°C. After that,
1,000 or 2,000 pg of protein was immunoprecipitated with 5 ug/
ml of either anti-FATP1 or anti-FAT/CD36 antibody. For immu-
noprecipitation studies in mitochondria, mitochondrial fractions
were obtained as described above, 1% Triton X-100 was added to
each preparation, and 150 or 300 pg of each fraction was used.
Immunoprecipitates were collected on protein A-Sepharose G
beads, washed five times in lysis buffer, resuspended, and incu-
bated for 5 min at 95°C in 1x SDS-PAGE sample buffer. Samples
were resolved in 8% SDS-PAGE. A CPT1A-specific polyclonal
antibody against amino acids 317-430 of the rat CPT1A (25)
(1/6,000 dilution) was used for the detection of CPTIA protein
in the immunoprecipitates from L6E9 myotubes. A CPT1B-
specific antibody against amino acids 259-760 of the rat CPT1B
(26) was used (1/1,000 dilution) for detection of CPT1B protein
in the immunoprecipitates from rat skeletal muscle.

Immunofluorescence

Cells grown on cover slips were fixed for 15 min with 3% para-
formaldehyde in PBS and then rinsed three times with PBS and
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subsequently incubated for 10 min in PBS containing 50 mM
NH,CI, for 10 min with PBS containing 20 mM glycine, and for
10 min in PBS containing 0.1% triton X-100 and 0.05% colic
acid. Cells were then washed three times in PBS 1x and for 30
min in PBS containing 10% goat serum. Thereafter, cover slips
were incubated with primary antibodies at 0.5-1.0 pg/ml anti-COI
of complex IV (Molecular Probes) and revealed with fluorochrom-
conjugated goat secondary antibodies (Texas Red). Cells were
rinsed three times with PBS prior to mounting in medium for
fluorescence microscopy (Vectashield). Fluorescence images
were obtained with a Leica TCS 4D confocal scanning laser mi-
croscope adapted to an inverted Leitz DMIRBE microscope and
63x (numerical aperture 1.4 oil) Leitz Plan-Apo objectives. The
light source was an argon/krypton laser (75 mW), with which
optical sections (0.1 pm) were obtained. Qualitative analyses of
colocalization were assessed using the plugin RGB Profiler from
the WCIF Image] software. A line was drawn arbitrarily over an
area of interest and the plot presented the overlap of the staining
of each laser (from distinct labeled proteins). Quantitative analy-
ses were performed by calculating Pearson’s correlation coeffi-
cient and Mander’s overlap coefficient, which are both described
in the online manual for the WCIF Image] collection. In many
forms of correlation analysis, the value for Pearson’s range from
1 to —1. A value close to 1 does indicates reliable colocalization.
The Mander’s overlap coefficient ranges from 1 to 0, with 1 being
high colocalization and 0 being low. Having defined and elimi-
nated the background noise from the original picture, we used the
plugin Intensity Correlation Analysis from WCIF Image] software.

Western blotting

Mitochondrial fractions were obtained by differential centrifu-
gation of muscle cell homogenates. Extracts were prepared by
scraping L6E9 cell monolayers from 6 cm dishes into 700 pl of
homogenization buffer consisting of 250 mM sucrose, 10 mM
HEPES (pH 7.4), 1 mM EDTA, 1 uM PMSF, 25 pg/ml leupeptin,
25 pug/ml pepstatin A, and 25 pg/ml aprotinin. Cells were homog-
enized with the aid of a 22G-syringe (15 times). The homogenates
were centrifuged at 1,500 g for 10 min, and the supernatant was
then centrifuged at 10,000 gfor 10 min to obtain a pellet enriched
in mitochondria and other organelles (27). All fractions were
stored at —80°C, and an aliquot of the cell extracts was used for
the measurement of protein concentration. Fifty micrograms of
protein was resolved in 10% SDS-PAGE, and immunoblotting
was performed with the corresponding antibody.

Statistical Analysis

Data are expressed as means + SE. The significance of differ-
ences was assessed by a one-way or two-way ANOVA followed by
Newman-Keuls test for comparisons post hoc. Differences were
considered significant when P < 0.05.

RESULTS

Effect of overexpression of FATP1 on lipid partitioning
in L6E9 myotubes

Mouse FATP1 cDNA was delivered into L6E9 myotubes
by adenovirus. FATPI protein levels increased 2-fold in
Ad-FATPI-transduced cells compared with control Ad-
LacZ-transduced cells (Fig. 1A). To assess the functionality
of the overexpressed FATP1, we measured the incorpora-
tion of palmitate into lipids and oxidation in intact cells.
FATPI overexpression produced a 2-fold increase in the
incorporation of palmitate into TGs (LacZ control value:
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Fig. 1. Overexpression of FATP1, FAT/CD36, and CPTIA in
L6E9 myotubes. L6E9 myotubes were transduced with Ad-FATPI,
Ad-FAT /CD36, Ad-CPT1A, or Ad-LacZ as a control, and a Western
blot using a specific antibody against FATP1 (A), FAT/CD36 (B),
or CPT1A (C) was performed in 50 pg of total extract.

0.36 = 0.04 nmol palmitate/mg protein x h), and no increase
was seen for PLs, DAG, or nonesterified palmitate (NEPalm)
(LacZ control values in nmol palmitate/mg protein x h:
0.14 = 0.01, 0.08 = 0.01, and 0.033 + 0.003 for PL, DAG,
and NEPalm, respectively; Fig. 2A). L6E9 myotubes trans-
duced with Ad-FATP1 showed a 1.5-fold increase in palmi-
tate oxidation to COy compared with Ad-LacZ-transduced
myotubes (6.5 + 0.27 nmol palmitate/mg protein x 3 h;
Fig. 2B). We also examined the effect of FAT/CD36 over-
expression in L6EY myotubes, a protein that has already been
shown to have a role in fatty acid oxidation in muscle (12).
Overexpression of FAT/CD36 (2-fold increase in protein
levels; Fig. 1B) produced a 1.5- to 1.8-fold increase in palmi-
tate esterification to TG, PL, DAG, and NEPalm (Fig. 2A)
and a 1.5-fold increase in palmitate oxidation (Fig. 2B).

Effect of FATP1 overexpression on acyl-CoA
synthetase activity

As FATP1 has acyl-CoA synthetase activity (13), we evalu-
ated whether the overexpression of FATP1 in L6E9 myotubes
was followed by an increase in this activity. We determined
the conversion of palmitate into palmitoyl-CoA in both total
and mitochondria-enriched extracts. Acyl-CoA synthetase
activity increased by 30% and 70% in total and mitochon-
drial extracts, respectively, in FATPI-overexpressing L6E9
myotubes compared with LacZ control cells (control val-
ues: 2.99 + 0.16 and 3.91 + 0.37 nmol palmitoyl-CoA/mg
protein x min in total and mitochondrial extracts, respec-
tively; Fig. 2C).

Effect of FATP1 on fatty acid oxidation in
isolated mitochondria

To assess the role of FATP1 in fatty acid oxidation, we
measured palmitate oxidation in mitochondria-enriched
fractions. Palmitate oxidation to CO, increased 1.7-fold in
mitochondria isolated from FATPIl-overexpressing cells
compared with Ad-LacZ infected cells (0.16 + 0.009 nmol
palmitate/mg protein x h; Fig. 3A). As a positive control, we
also evaluated palmitate oxidation in CPT1-overexpressing
cells. Overexpression of CPT1A (3-fold increase in protein
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Acyl-CoA synthetase
3

LacZ FATP1

Fig. 2. Effect of FATP1 overexpression on palmitate metabolism
and acyl-CoA synthetase activity. A: Palmitate incorporation into
complex lipids. L6E9 cells that were infected with Ad-LacZ, Ad-
FATPI1, and Ad-FAT/CD36 were incubated for 16 h in serum-free
medium containing 1 wCi/ml [1—14C]palmitic acid and 0.25 mM
unlabeled palmitate complexed to 1% (w/v) BSA. Fatty acid incor-
poration into TGs, DAG, PLs, and NEPalm was assessed using TLC
after lipid extraction. B: Fatty acid oxidation. Cells were infected
with Ad-LacZ, Ad-FATP1, or Ad-FAT/CD36, and palmitate oxida-
tion to CO, was measured for 3 h. C: Acyl-CoA synthetase activity
was measured in both total and mitochondrial extracts coming
from L6E9 myotubes transduced with Ad-LacZ or Ad-FATP1. Data
are the mean + SE of five experiments performed in triplicate. *P<
0.01 versus Ad-LacZ; **P< 0.001 versus Ad-LacZ.

levels; Fig. 1C), the endogenous CPT1 isoform expressed
in these cells (22), produced a 2.6-fold increase in mito-
chondrial palmitate oxidation to CO,. Moreover, overex-
pression of FAT/CD36 also increased palmitate oxidation
to CO, by 2.0-fold. To further evaluate the role of FATP1
in fatty acid oxidation, we overexpressed both FATP1 and
CPT1 proteins together. The overexpression of CPTI1A
and FATPI1 enhanced fatty acid oxidation to CO, by 4.7-
fold, showing an additive effect (Fig. 3A). Similarly, coover-
expression of CPTIA and FAT/CD36 also produced an
additive effect on palmitate oxidation to CO, (4.1-fold in-
crease). Palmitate oxidation to ASPs, essentially consisting
of acyl-carnitines, Krebs cycle intermediates, and acetyl-
CoA, was increased from 1.4- to 1.8-fold in CPT1A-, FAT/
CD36-, FATP1-, CPT1A+FAT/CD36-, and CPT1A+FATP1-

A OcControl
500 B Etomoxir 200 uM

Palmitate oxidation
to CO, (%)

LacZ CPTIA FATP1 FAT/ CPT1A CPT1A
CD36 + *
FATP1 FAT/ICD36

B Ocarirol
200 bod W Etomoxir 200 pM

s

.'E g 150

%

Ew

® a 100

s«

E e %50

®

a 0

LacZ CPT1A FATP1 FAT/ CPT1A CPT1A
CD36 * *
FATP1 FAT/CD36

==
d838 88

Ratio ASP/CO,
(nmol/h x mg protein)

o

LacZ CPT1A FATP1 FAT/ CPTIA CP
CD36 +

FATP1 FAT/ICD36

T1A
+

Fig. 3. Palmitate oxidation in mitochondrial fractions. Mito-
chondrial fractions that were obtained from cells infected with Ad-
LacZ, Ad-FATP1, Ad-CPT1A, or Ad-FAT /CD36 were incubated for
1 h with agitation in 400 pl of pregassed complete MKRH buffer
and 50 pl of a 2.5 mM 5:1 palmitate-BSA complex containing 10
pCi/ml [1—14C]palmitic acid, and palmitate oxidation to COy (A)
and to ASPs (B) was measured. The ratio of ASPs/CO, was also
calculated (C). Data are the mean + SE of five experiments per-
formed in duplicate. *P < 0.01 versus Ad-LacZ, **P < 0.001 versus
Ad-LacZ, “P< 0.001 versus the 0V€rexyression of only one protein
(CPT1A, FATP1, or FAT/CD36), and "P< 0.01 versus control with-
out etomoxir.

overexpessing cells compared with Ad-LacZ control cells
(36.1 + 1.5 nmol palmitate/mg protein x h; Fig. 3B). When
mitochondria were incubated with etomoxir, an irrevers-
ible inhibitor of CPT1, the increments in fatty acid oxida-
tion in FATPI- and FAT/CD36-overexpressing cells were
blunted, confirming that CPTI1 activity is necessary for
fatty acid import into mitochondria (Fig. 3A, B). We also
determined the ratio of incomplete (ASPs) versus com-
plete (CO,) oxidation as a measure of mitochondrial fatty
acid oxidation efficiency. The overexpression of CPTI1A,
FATP1, and FAT/CD36 produced a 30-40% decrease in
the ratio ASP/CO,. Importantly, the cooverexpression of
CPTIA together with FATP1 or FAT/CD36 produced a
50-60% decrease in this ratio (Fig. 3C), indicating that the
overexpression of these proteins increased fatty acid oxi-
dation efficiency.

To assess whether the role of FATPI in the increase in
mitochondrial fatty acid oxidation was due to its acyl-CoA
synthetase activity, providing the substrate for CPT1, we
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measured palmitoyl-CoA oxidation to COy and ASPs in iso-
lated mitochondria, where palmitoyl-CoA is oxidized in the
absence of acyl-CoA synthetase activity. The overexpres-
sion of either CPT1 or FATPI alone produced an increase
in fatty acid oxidation to COy compared with LacZ control
cells (2.20 = 0.11 nmol palmitoyl-CoA/mg protein x h),
which was additive when both proteins were overexpressed
together (Fig. 4A). However, no significant difference was
observed in palmitoyl-CoA oxidation to ASPs in FATPI-
overexpressing cells compared with LacZ control cells
(27.6 + 0.37 nmol palmitoyl-CoA/mg protein x h; Fig. 4B).
Increased fatty acid uptake has been shown to increase
transcription of CPTI1 via a peroxisome proliferator-
activated receptor (PPAR)-dependent pathway (28). To
assess the possibility that the increase in fatty acid oxidation
was due to increased expression of CPT1 in cells overex-
pressing FATP1 as a consequence of an increased influx of
fatty acids, we performed a Western blot for CPT1 in L6E9
myotubes. CPT1 protein levels were increased in cells
overexpressing CPT1 but not in those cells overexpressing
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Fig. 4. Palmitoyl-CoA oxidation in mitochondrial fractions. Mito-
chondrial fractions that were obtained from cells infected with
Ad-LacZ, Ad-FATP1, or Ad-CPT1A were incubated for 0.5 h with
agitation in 400 pl of pregassed complete MKRH buffer and 50 pl
of a 2.5 mM 5:1 palmitoyl-CoA-BSA complex containing 1 pCi/ml
[ C]palmltoyl -CoA and palmitoyl-CoA, and oxidation to CO,
(A) and to ASPs (B) was measured. Data are the mean + SE of three
experlments performed in duplicate. *P < 0.01 versus Ad-LacZ;

“P<0.01 versus the overexpression of only one protein (CPT1A or
FATP1).
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FATP1 or FAT/CD36 (Fig. 5). Indeed, the overexpression
of FATP1, FAT/CD36, or CPT1 only affected the expres-
sion of the protein that had been overexpressed but not
the other proteins studied (Fig. 5).

Cellular localization of FATP1

The increase in fatty acid oxidation in isolated mito-
chondria from FATPl-overexpressing cells suggested that
FATPI1 could be localized in the mitochondrion. There-
fore, LOE9 myotubes were transfected with a plasmid that
expressed an N-terminal FATP1-GFP fusion protein, and a
Western blot against GFP or FATP1 was performed. We
detected a band corresponding to the FATP1-GFP fusion
protein (using the GFP antibody) and the endogenous
FATP1 protein (using FATP1 antibody) in the 10,000 g mi-
tochondrial pellet but not in the 10,000 g supernatant
(Fig. 6A). Indeed, this distribution was similar to that of
the mitochondrial marker protein porin. The same result
was obtained for endogenous FAT/CD36 protein and
overexpressed FAT/CD36-GFP fusion protein, which is
consistent with the mitochondrial localization of FAT/
CD36 protein in muscle (Fig. 6A).

To confirm that FATP1 is localized in mitochondria, we
used immunocytochemistry in L6E9 myotubes transfected
with the FATP1-GFP construct. As a marker of the mito-
chondrial network, we used subunit I of cytochrome c oxi-
dase (COI), an enzyme located in the mitochondrial inner
membrane that forms part of Complex IV of the respira-
tory chain (29). We showed that COI protein has a tubular
mitochondrial pattern in L6E9 myotubes. The merging of
FATP1-GFP with the mitochondrial marker COI revealed
a partial overlap of these two proteins, and imaging analy-
sis indicated a substantial colocalization of both pro-
teins (Pearson coefficient of colocalization was 0.537, and
Mander’s Overlap coefficient was 0.723), confirming the
mitochondrial localization of FATP1-GFP protein (Fig. 6B).
Qualitative analyses of colocalization were assessed using
the plugin RGB Profiler from the WCIF Image] software.
An arbitrary line was drawn over an area of interest, and
the plot presents the overlap of staining of each laser (from
distinct labeled proteins; Fig. 6C).

B3 kDa

k02 | & s | Porin

LacZ CPT1A FATP1 FAT/
CD36

Fig. 5. Protein expression levels of CPT1A, FATP1, and FAT/
CD36 in L6E9 myotubes. Western blot for CPT1A, FATP1, and
FAT/CD36 proteins was performed in 50 pg of mitochondrial frac-
tions obtained from cells infected with Ad-LacZ, Ad-CPT1A, Ad-
FATP1, and Ad-FAT/CD36. Western blot against porin was used as
a mitochondrial loading control.
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A it mit Sup. Antibody Protein Plasmid
TE 1,500g 10,000 g 10,000 g used detected transfected
21 kDa - GFP GFP
31 kDa _——— Porin Porin ] PGFP
B3kDa e s — FATP1 FATP1 Fig. 6. FATPI localizes in mitochondria in L6E9
84 kDa — — GFP FATP1.GFP pFATP1-GFP myotubes. A: L6E9 myoblasts were transfected with
31 kDa - Rp— Porin Porin pFATP1-GFP or pFAT/CD36-GFP and induced to dif-
88 kDa i Sk FAT/CD36 FAT/CD36 ferentiate. Western blot analyses were performed 48
109 kDa . GEP FAT/CD36.GFP | pFAT/CD36-GFP h posttransfection on total cell extracts (TE) (35 pg
31 kDa e — Porin Porin protein), mitochondrial enriched fractions (mit) (35
B pg protein) after centrifugation at 1,500 gand 10,000

pFATP1-GFP col Merge

FAPT1 and CPT1 interact in mitochondria

If FATPI is localized in mitochondria and enhances
fatty acid oxidation, FATP1 and CPT1 could interact in
the mitochondria. To assess this possibility, we performed
coimmunoprecipitation assays. FATP1 was immunopre-
cipitated from total lysates of cells infected with Ad-LacZ,
Ad-FAPT1, Ad-CPT1A, or Ad-FATP1 + Ad-CPT1A, and these
immunoprecipitates were then subjected to a Western
blot analysis using a CPT1A-specific antibody. We de-
tected a band corresponding to CPT1 in immunoprecipi-
tates obtained from CPT1A-overexpressing cells, showing
an interaction between FATP1 and CPT1 (Fig. 7A). To
confirm that the two proteins interact in mitochondria,
we also performed immunoprecipitation assays using mi-
tochondrial fractions from these cells. As shown for the
case of total lysates, FATP1 and CPTIA coimmunopre-
cipitated in these fractions (Fig. 7B). Since we did not see
coimmunoprecipitation of FATP1 and CPTI1A in control
LacZ cells, to rule out the possibility that the coimmu-
noprecipitation could be an artifact of the overexpres-
sion system, we performed immunoprecipitation assays
using a greater amount of either total extracts or mito-
chondrial extracts. Using this approach, we showed that
endogenous FATP1 and CPTIA coimmunoprecipitated
in both total and mitochondria-enriched extracts in con-
trol L6E9 myotubes (Fig. 7C). FAT/CD36 has been shown
to coimmunoprecipitate with CPTI1 in human skeletal
muscle (30). We performed immunoprecipitation assays
in our system, which overexpresses FAT/CD36, and found
that the two proteins also coimmunoprecipitated in both
total and mitochondrial extracts when both proteins

g or the supernatant (Sup.) of the 10,000 gpellet (35
pg) and membranes hybridized with antibodies
against FAT/CD36, FATP1, GFP, or porin as stated. B:
Colocalization analysis of the mitochondrial marker
COI and FATP1-GFP. L6E9 cells were transfected with
pFATP1-GFP and studied 48 h posttransfection. a: Im-
age of the FATP1-GFP protein observed under a con-
focal microscope. b: Image of mitochondrial network
by staining with antibodies against COL. c: Colocaliza-
tion of the signal of GFP and COI. C: Qualitative
analyses of colocalization were assessed using the
plugin RGB Profiler from the WCIF Image] software.
A line was drawn arbitrarily over an area of interest,
and the plot presents the overlap of the intensity of
each laser (from distinct labeled proteins).

were overexpressed (Fig. 7A, B). Importantly, to confirm
that FATP1 and CPT1 colocalize in mitochondria, we
performed immunoprecipitation assays in vivo using rat
skeletal muscle. FATP1 and CPT1 coimmunoprecipi-
tated in both total extracts and in isolated mitochondrial
fractions coming from gastrocnemius and soleus muscles

(Fig. 7D).

DISCUSSION

Regulation of fatty acid oxidation in skeletal muscle has
been the object of many studies attempting to explain the
disconnection between malonyl-CoA levels measured in
muscle and the IG5, for the muscle isoform of CPT1. In a
recent study, we showed that overexpression of CPT1A in
L6E9 myotubes enhanced CPT1 activity up to 15-fold,
whereas fatty acid oxidation did not increase more than
2-fold, even when a mutant form of CPT1A insensitive to
malonyl-CoA was overexpressed (22). These data indicate
that other factors independent of the CPT1/malonyl-CoA
interaction could be involved in the control of fatty acid
oxidation in muscle. Furthermore, proteins other than
CPT1 have recently been implicated in fatty acid import
into mitochondria in muscle, such as FAT/CD36 (12) and
UCP3 (31). FAT/CD36 translocates to the mitochondria
during muscle contraction, increasing fatty acid oxidation.
Furthermore, a null mutation in skeletal muscle FAT/
CD36 reveals that palmitate metabolism is markedly down-
regulated under insulin- and AICAR-stimulated condi-
tions. Thisindicatesits critical role in fattyacid esterification
and oxidation and points to another level of regulation in
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A Total lysates from L6ES myotubes

IP: FATP1
IB: CPT1A

LacZ FATP1 CPT1A CPT1A Hegative
+ control
FATP1
IP: FAT/CD36
IB: CPT1A

Hegative LacZ FAT/CD36 CPT1A CPT1A
control +

B

Mitochondrial fractions from L6E9 myotubes

IP: FATP1
IB: CPT1A

-

LacZ CPT1A FATP1 CPT1A Hegative
+ control
FATP1

IP: FAT/CD36
IB: CPT1A

LacZ CPT1A FAT/CD36 CPT1A Hegative

FAT/CD36 + control
FAT/CD36
c L6E9 myotubes
IP:FATP1 [ _
Total Mit. Negative
extract control
D Rat skeletal muscle
i3 - - —wo

Total extract Mit. Total extract  Mit.

Negative
tral

Soleus

Gastrocnemius

Fig. 7. Coimmunoprecipitation of FATP1 and CPT1. L6E9 myotubes were transduced with Ad-LacZ, Ad-
CPTI1A, Ad-FATP1, and Ad-FAT/CD36, and FATP1 or FAT/CD36 proteins were immunoprecipitated using
specific antibodies in either total extracts (1,000 pg) (A) or mitochondrial extracts (150 pg) (B), and CPT1A
protein was detected in these immunoprecipitates by Western blot. C: FATP1 protein was immunoprecipi-
tated in either total extracts (2,000 pg) or mitochondrial-enriched extracts (300 pg) from L6E9 myotubes,
and CPTI1A protein was detected by Western blot. D: FATP1 protein was immunoprecipitated in either total
extracts (1,000 pg) or mitochondria-enriched extracts (150 pg) from both gastrocnemius and soleus mus-
cles, and CPT1B protein was detected by Western blot using a specific antibody. Total expression of CPT1B
in 50 pg of total and mitochondrial extracts is also shown (Input). A negative control with an unspecific
antibody is also shown. IP, immunoprecipitation; IB, immunoblot.

fatty acid oxidation (32). In these FAT/CD36 KO mice,
there was an upregulation of FATP1 and FATP4 in the so-
leus muscle. This upregulation failed to normalize fatty
acid oxidation, but it indicates that other proteins like
FATPI could collaborate in the maintenance of fatty acid
metabolism. In search for a novel regulator of fatty acid
metabolism in muscle, in this study, we demonstrate for
the first time that FATPI, a fatty acid transport protein, is
involved in mitochondrial fatty acid oxidation.
Overexpression of FATP1 in L6E9 myotubes using ade-
novirus increased acyl-CoA synthetase activity and fatty
acid incorporation into TGs, but not into other lipid spe-
cies such as PL, DAG, or NEPalm. These results are consis-
tent with other in vitro studies in 293 cells showing that
fatty acids taken up by FATP1 are preferentially channeled
into TG synthesis (33). Moreover, FATP1 overexpression
increased fatty acid oxidation in intact myotubes. This
result contrasts with the effect of FATP1 overexpression
in human skeletal muscle cells, where palmitate incor-
poration into TG, but not fatty acid oxidation, was also

1796 Journal of Lipid Research Volume 50, 2009

increased (18). This discrepancy could be due to differences
in the model studied and the method used: in this study,
palmitate oxidation was measured in the presence of 2.5
mM glucose, whereas in the previous study, palmitate oxi-
dation was measured in human skeletal muscle cells and
in the absence of glucose. The increase in fatty acid oxida-
tion in FATP1-overexpressing L6E9 myotubes in our study
is consistent with the increase shown for transgenic mice
overexpressing FATP1 in heart (17). However, the TG levels
were not increased in the heart of transgenic mice.

To assess whether the increase in fatty acid oxidation is
a result of an increase in fatty acid uptake at the plasma
membrane or due to a mitochondrial role of FATP1, we
isolated mitochondrial-enriched fractions and measured
palmitate oxidation. We found that FATP1 overexpression
increased mitochondrial fatty acid oxidation, as did the
overexpression of CPTIA, the endogenous CPT1 isoform
expressed in these cells (22). Importantly, the overexpres-
sion of both proteins together produced an additive ef-
fect, indicating that FATP1 and CPT1 collaborate in these
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cells for mitochondrial fatty acid oxidation. It has been
suggested than when the rate of mitochondrial B-oxidation
is increased and exceeds flux through the tricarboxylic
acid cycle and electron transport chain, incomplete fatty
acid oxidation occurs, leading to intramitochondrial me-
tabolite accumulation, mitochondrial stress, and cellular
insulin resistance (34). In our study, FATP1 overexpres-
sion produced a higher increase in complete than in in-
complete fatty acid oxidation, indicating that the effect of
this protein on fatty acid oxidation does not involve the
accumulation of intermediary species of fatty acid oxida-
tion. Hence, FATP1 overexpression increased the efficiency
of the mitochondria to oxidize fatty acids, as indicated by
the diminished ratio incomplete/complete fatty acid oxi-
dation. This effect was also seen in cells overexpressing
CPT1A, especially when both FATP1 and CPTIA were
cooverexpressed, showing a higher coupling of mitochon-
drial fatty acid uptake and oxidation. Interestingly, the use
of etomoxir showed that the control of mitochondrial fatty
acid uptake was dominated by CPT1, and the overexpres-
sion of FATP1 had no effect when CPT1 was inhibited.
This indicates that FATP1 contributes to fatty acid oxida-
tion by collaborating with CPT1, but not by controlling
the entry of fatty acids to the mitochondria.

If FATP1 has a role in mitochondrial fatty acid oxida-
tion, it might be localized in mitochondria. To examine
this possibility, we used different techniques. Western blot
analysis demonstrated that the protein was present in
mitochondrial fractions but not in cytosolic fractions.
Moreover, using immunocytochemistry, we showed both
qualitatively and quantitatively that FATPI-GFP protein
localized partially in structures that were also positive for
the mitochondrial protein COI, indicating that FATPI is
partially localized in mitochondria in L6E9 myotubes. We
used GFP fluorescence since the FATP1 antibodies were
unsuitable for immunocytochemistry studies. Although the
fusion with GFP could affect the localization of the pro-
tein, we do not believe this is the case. In the Western blot
experiments, the FATP1-GFP and the endogenous protein
showed the same distribution pattern of localization after
the cellular fractionation, and another report (35) showed
that the N-terminal GFP-tagged FATPI protein retained
the ability to bind to membranes. In our study, not all the
FATPI colocalized with the mitochondrial marker COI. It
has been described that FATP1 can also localize in the en-
doplasmic reticulum (ER) (35). Given the reticular pat-
tern of GFP fluorescence that we observed in L6E9 cells,
we cannot rule out the possibility that a portion of FATP1-
GFP could also localize in the ER. Furthermore, in a previ-
ous study in human myotubes, overexpressed FATP1-GFP
also showed a cytosolic reticular pattern, but colocaliza-
tion studies with a mitochondrial or ER marker were not
performed (18). Moreover, recent data from our group
demonstrated that FATP1 also localizes in mitochondria in
human and C2C12 muscle cells (36), and in adipocytes, 70%
of FATP1 localizes in cell membrane fraction and approxi-
mately 10% in the nuclear-mitochondrial fraction (16).

The additive effect of FATP1 and CPT1 overexpression in
fatty acid oxidation and the mitochondrial localization of

both proteins indicate that these two proteins may interact
in the mitochondrion. We show that both proteins coimmu-
noprecipitated both in total extracts and in mitochondrial
extracts, strongly supporting the hypothesis that FATP1 and
CPT1 interact in mitochondria. Importantly, using rat skeletal
muscle, we also showed that FATP1 and CPT1 coimmuno-
precipitated both in total extracts and in mitochondria-
enriched fractions, indicating that the interaction between
FATP1 and CPT1 also occurs in skeletal muscle in vivo.
Moreover, this coimmunoprecipitation was higher in soleus
than in gastrocnemius muscle. This indicates that in oxi-
dative muscle, which uses primary fatty acids as an energy
source, the interaction between FATP1 and CPT1 could be
higher than in glycolytic muscles. Furthermore, FATP1 ex-
pression in rat oxidative muscle (soleus) is approximately
twice that in glycolytic (gastrocnemius) muscle (37). Our im-
munoprecipitation assays in LOE9 myotubes and rat skeletal
muscle show that FATP1 and CPT1 interact in basal condi-
tions, suggesting that FATP1 could be constitutively present
in mitochondria. However, some hormonal or physiological
factors that induce fatty acid oxidation, such as exercise,
could also induce the presence of FATP1 in mitochondria.
Future studies are needed to examine this possibility.

FATPI is an integral membrane protein with at least
one transmembrane and multiple membrane-associated
domains (35). It contains an AMP-binding motif that is es-
sential for transport function (38). FATP1 has acyl-CoA
synthetase activity, suggesting that fatty acid uptake cata-
lyzed by FATP1 is linked to the esterification of these fatty
acids with CoA (13). Moreover, FATP1 was shown to het-
erooligomerize with the LCFA-CoA syntethase ACSL1 in
differentiated 3T3-L1 adipocytes (39). Given all the above
observations, it could be hypothesized that FATP1 could
act as a long-chain acyl-CoA synthetase in mitochondria to
activate LCFAs, which CPT1 can then use as a substrate.
However, interestingly, although acyl-CoA synthetase ac-
tivity is increased in mitochondrial fractions from FATP1-
overexpressing LOE9 myotubes, we show that mitochondrial
palmitoyl-CoA oxidation to COy is also increased in these
fractions, as is the oxidation of palmitate, suggesting a role
for FATP1 in mitochondrial fatty acid oxidation indepen-
dent of its acyl-CoA synthetase activity.

In this study, we have also analyzed the effect of overex-
pression of FAT/CD36 in L6E9 myotubes. This has been
described as a new protein involved in mitochondrial fatty
acid oxidation under stimulated conditions (12). Thus,
the presence of FAT/CD36 in mitochondria is induced by
exercise or contraction (12). However, FAT/CD36 KO
mice have normal basal mitochondrial fatty acid oxidation
despite the absence of FAT/CD36 protein (40). These
results suggest that FAT/CD36 could have a role in mito-
chondrial fatty acid oxidation only under certain condi-
tions of increased requirements for fatty acid oxidation,
such as during exercise or muscle contraction. Moreover,
FAT/CD36 has been shown to translocate from intracel-
lular vesicles to the plasma membrane in response to insulin
(41). In this study, we have demonstrated that overex-
pression of FAT/CD36 enhances fatty acid oxidation, in
agreement with the increase in fatty acid oxidation shown
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in contracting muscle in transgenic mice overexpressing
FAT/CD36 (42). Furthermore, FAT/CD36 coimmunopre-
cipitated with CPT1 in L6E9 myotubes, and its overexpres-
sion increased mitochondrial fatty acid oxidation and
mitochondrial fatty acid oxidation efficiency, showing an
additive effect when cooverexpressed with CPT1. It has
already been shown that FAT/CD36 translocates to the mi-
tochondrial membrane in response to exercise, increasing
the ability of mitochondria to oxidize palmitate, both in
rats and in humans (12, 43). Moreover, FAT/CD36 coim-
munoprecipitates with CPT1, and this correlates with
the level of fat oxidation in skeletal muscle (30). Thus, our
results in L6E9 myotubes are in agreement with these
previous data and validate our model of study. Therefore,
according to our data, FATP1 enhances fatty acid oxida-
tion similar to FAT/CD36, suggesting that such effect may
be due to fatty acid recruitment at mitochondria by either
fatty acid binding protein. However, in a recent study, we
have shown that FATP1, unlike FAT/CD36, stimulates the
pyruvate dehydrogenase complex activity and glucose oxi-
dation in cultured myotubes (36), indicating that FATP1
exerts differential effects on mitochondrial metabolism.

In summary, we demonstrate for the first time that
FATP1 has a role in mitochondrial fatty acid oxidation in
collaboration with CPT1. The exact mechanism of this in-
teraction and its regulation remain to be resolved. How-
ever, the data presented here reveal a new protein involved
in mitochondrial oxidation of fatty acids and could help us
to understand the complex regulation of fatty acid oxida-
tion in skeletal muscle B
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Abstract

Obesity-induced insulin resistance is associated with both ectopic lipid deposition
and chronic, low-grade adipose tissue inflammation. Despite their excess fat, obese
individuals show lower fatty-acid oxidation (FAO) rates. This has raised the question
of whether burning off the excess fat could improve the obese metabolic phenotype.
Here, we used human-safe non-immunoreactive adenoassociated viruses (AAV) to
mediate long-term hepatic gene transfer of carnitine palmitoyltransferase 1A (CPT1A),
the key enzyme in fatty-acid B-oxidation, or its permanently active mutant form
CPT1AM, to high-fat diet-treated and genetically obese mice. High-fat diet CPT1A-
and, to a greater extent, CPT1AM-expressing mice showed an enhanced hepatic FAO
which resulted in increased production of CO,, ATP and ketone bodies. Notably, the
increase in hepatic FAO not only reduced liver triacylglyceride content, inflammation
and ROS levels but also affected systemically to decrease epididymal adipose tissue
weight and inflammation and to improve insulin signaling in liver, adipose tissue and
muscle. Obesity-induced weight gain, increase in fasting blood glucose and insulin
levels, and augmented expression of gluconeogenic genes were restored to normal
only 3 months after AAV treatment. Thus, CPT1A- and, to a greater extent, CPT1AM-
expressing mice were protected against obesity-induced weight gain, hepatic
steatosis, diabetes and obesity-induced insulin resistance. In addition, genetically
obese db/db mice that expressed CPT1AM showed reduced glucose and insulin
levels, and liver steatosis. Conclusion: A chronic increase in liver FAO improves the
obese metabolic phenotype, which indicates that AAV-mediated CPT1A expression

could be a potential molecular therapy for obesity and diabetes.
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Introduction

Obesity is a major risk factor for disorders ranging from insulin resistance and type 2
diabetes (T2D) to hepatic steatosis and cardiovascular disease. The incidence of obesity is
increasing worldwide and a concerted effort is being made to understand its pathogenesis.
Two main mechanisms have been proposed to explain obesity-induced insulin resistance:
on the one hand the ectopic deposition of triacylglyceride (TAG) outside the adipose tissue,’
and on the other, the heightened inflammatory state of the adipose tissue and liver.?

However, the ultimate cause of obesity is an energy imbalance between intake and
expenditure, leading to the accumulation of excess nutrients in lipid deposits. Therefore, any
strategy able to tilt the balance towards fatty-acid oxidation (FAO) could improve obesity-
induced disorders. Malonyl-CoA, derived from glucose metabolism and the first intermediate
in lipogenesis, regulates FAO by inhibiting carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1). This
makes CPT1 the rate-limiting step in mitochondrial fatty-acid p-oxidation. Short-term genetic
studies that increased FAO in liver showed a decrease in hepatic TAG content® and insulin
resistance in obese rodents.*® However, to date there is no successful approach to
chronically increase FAO and improve whole-animal obesity-induced insulin resistance in
Vivo.

Here, we achieved hepatic gene transfer of CPT1A (CPT1 liver isoform) to obese
mice by injecting adeno-associated viruses (AAV) into the tail vein. This led to a non-
immunoreactive, long-term increase in lipid oxidation. We also used a mutant but active
form of CPT1A (CPT1AM®), which is insensitive to malonyl-CoA and therefore leads to a
permanent increase in the rate of FAO, independently of the glucose-derived malonyl-CoA
levels. Our results show that an increase in hepatic FAO through AAV-mediated gene
transfer of CPT1A and CPT1AM reduced obesity-induced hepatic steatosis, weight gain,
inflammation, diabetes and insulin resistance in mice consuming a high-fat diet (HFD).
Furthermore, CPT1AM expression also reduced glucose and insulin levels, and liver

steatosis in genetically obese db/db mice.
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Results

AAV1-Mediated Expression of CPT1A and CPT1AM in Mouse Liver Increases
FAO. To deliver CPT1A, CPT1AM and GFP as a control to the mouse liver we prepared
three adeno-associated virus: AAV1-CPT1A, AAV1-CPT1AM and AAV1-GFP. The genome
of each virus contained the target gene under the control of a liver-specific promoter
EalbAATp (Fig. 1A). AAV were administrated by the tail-vein injection to C57BI/6J mice that
had been feeding for two weeks on either normal chow diet (NCD) or HFD. Mice were
studied throughout the dietary treatment, and killed at either 4 or 13 weeks after AVV
administration, for short- or long-term studies, respectively (Fig. 1A). Long-term expression
of the virus was evaluated in mice injected with AAV-GFP until they were 33 weeks old
(Supporting Fig. 1A-D). Specific expression of CPT1A and CPT1AM in the liver was
measured by qRT-PCR (Fig. 1B). CPT1A mRNA expression levels were 58%, and 62%
higher in liver of CPT1A- and CPT1AM-expressing mice, respectively, compared to GFP
control mice. No significant differences were seen in other tissues such as muscle or white
adipose tissue (Fig. 1B). Liver CPT1 protein and activity levels were increased in those
animals injected with AAV-CPT1A and AAV-CPT1AM compared to control AAV-GFP in both
HFD (Fig. 1C,D) and NCD (Supporting Fig. 2A,B). Liver protein levels increased 3.08 + 0.2-
and 3.01 + 0.15-fold in HFD CPT1A-, and CPT1AM-expressing mice, respectively,
compared to GFP control mice (Supporting Fig. 1E). CPT1 activity was also higher in HFD
CPT1A-, and CPT1AM-expressing mice compared to GFP control mice (GFP: 2.51 £ 0.07,
CPT1A: 3.96 + 0.25, and CPT1AM: 4.53 + 0.15 nmol.mg prot".min”; P < 0.05) (Fig. 1D).

CPT1AM is not inhibited by malonyl-CoA in yeast, pancreatic B-cells, muscle cells or
primary rat hepatocytes.®® We measured CPT1 activity in the presence of increasing
concentrations of malonyl-CoA in liver mitochondrion-enriched fractions of GFP-, CPT1A-,
and CPT1AM-expressing mice. At physiological concentrations of malonyl-CoA (1 to 10
pM), CPT1AM-expressing mice retained up to 78% of their activity, while GFP- and CPT1A-
expressing mice retained only 48% (Fig. 1E). This indicates that cells expressing CPT1AM

will retain most of their CPT1 activity independently of the malonyl-CoA levels. Notably, liver
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malonyl-CoA levels were similar for GFP-, CPT1A-, and CPT1AM-expressing mice fed on
either NCD or HFD (Supporting Fig. 1F).

Next, we examined whether the increase in CPT1 mRNA, protein and activity seen in
CPT1A- and CPT1AM-expressing mice affected fatty-acid B-oxidation. We isolated primary
hepatocytes from GFP-, CPT1A-, and CPT1AM-expressing mice treated with NCD or HFD
and measured. [1-"*Cloleate oxidation to CO, and acid-soluble products (ASP), mainly
ketone bodies. In HFD-treated mice, FAO to CO, increased by 20.9% + 0.8, and 56.4% *
4.6 in CPT1A- and CPT1AM-expressing mice, respectively, compared to GFP control mice
(Fig. 1F). Similar results were obtained for FAO to ASP and total FAO (the sum of oxidation
to CO, and ASP) in HFD-treated mice (Supporting Fig. 2C,D) and in NCD-treated mice
(Supporting Fig. 2E-G). Importantly, oxidation rates were higher in CPT1AM- than in
CPT1A-expressing mice, consistent with the higher efficiency of CPT1AM independently of
the glucose-derived malonyl-CoA concentrations.

Long-chain fatty-acids undergoing B-oxidation yield acetyl-CoA moieties that have
two main possible fates: 1) entry to the Krebs cycle for complete oxidation and ATP
production, or 2) conversion to ketone bodies. We hypothesized that accelerated -oxidation
due to CPT1A expression could reduce the surplus of acetyl-CoA groups via both pathways.
Liver ATP levels of CPT1A-, and CPT1AM-expressing mice were increased compared to
control GFP_mice both in NCD and HFD (Table 1). Liver protein levels of mitochondrial
hydroxymethylglutaryl-CoA synthase 2 (HMGS2), the rate-limiting enzyme of hepatic
ketogenesis, were increased in CPT1A-, and CPT1AM-expressing mice compared to control
(Fig. 1C and Supporting Figs 1E and 2A). Consistent with this, liver and serum levels of
ketone bodies such as B-hydroxybutyryl-CoA (BHB-CoA) were higher in CPT1A-, and

CPT1AM-expressing mice than in GFP control mice both in NCD or HFD (Table 1).

CPT1A and CPT1AM Expression Protected from Obesity-Induced Weight Gain
and Insulin Resistance. We next examined the effects of increased [-oxidation on the

obese metabolic phenotype. Mice injected with AAV-GFP, AAV-CPT1A or AAV-CPT1AM
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were studied under a HFD treatment. While no weight differences were seen in CPT1A- or
CPT1AM-expressing mice on NCD, CPT1AM-expressing mice on HFD weighed significantly
less than control mice 11 weeks after AAV infection (GFP: 38.7 £ 1.4 g, CPT1AM: 32.5 + 1.3
g; P < 0.04) (Fig. 2A). Interestingly, CPT1AM-expressing mice showed a stronger anti-
obesity effect than CPT1A-expressing mice, most likely due to the higher FAO rate
observed in the former. The differences in weight gain were not attributable to differences in
food consumption since daily rates of food intake were equal in GFP-, CPT1A-, and
CPT1AM-expressing mice (Table 1). Notably, fasting blood glucose concentrations (GFP:
128.6 £ 18.0, CPT1A: 87.2 £ 10.7, and CPT1AM: 82.0 £ 7.1 mg/dl; P < 0.05) and insulin
levels (GFP: 0.72 £ 0.10, CPT1A: 0.25 = 0.02, and CPT1AM: 0.22 £ 0.02 ng/ml; P < 0.04)
were lower; in both CPT1A-, and CPT1AM-expressing mice than in control mice on HFD,
and similar to the levels found in the mice on NCD (Fig. 2B). Glucose tolerance (measured
via an intraperitoneal GTT; Fig. 2C, left panel) and gluconeogenesis (measured via an
intraperitoneal injection of pyruvate; Fig. 2C, right panel) were lower in both CPT1A- and
CPT1AM-expressing mice than in HFD control mice. Thus, CPT1A and CPT1AM expression
improved the obesity-induced diabetic and insulin-resistant phenotype.

We then examined the effect of the higher FAO levels in CPT1A-, and CPT1AM-
expressing mice on liver steatosis. Liver TAG content of HFD CPT1A- and CPT1AM-
expressing mice was lower than that of HFD control mice (Fig. 3A). Consistent with this,
circulating levels of free fatty acids (FFA) and TAG were also reduced (Table 1). While liver
from HFD control mice showed severe centrilobular steatosis, those of CPT1A-, and to a
greater extent CPT1AM-expressing mice, were clearly improved (Fig. 3B). CPT1A-and

CPT1AM-expression did not affect liver histology in NCD mice (Fig. 3B).

AAV-CPT1A and AAV-CPT1AM-Treatment Reverted the HFD-Induced Increase
in Hepatic Gluconeogenesis, Inflammation and ROS Levels. We next examined the
mechanisms by which accelerated FAO in CPT1A- and CPT1AM-expressing mice improved

obesity-induced diabetes and insulin resistance. Four weeks after virus injection hepatic
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mRNAs levels of genes involved in gluconeogenic, lipogenic and inflammatory pathways
were analyzed. At this short time glucose (data not shown) and body weight (Fig. 2A) values
were already normalized in HFD CPT1AM-expressing mice compared to HFD control mice.
mRNA levels of glucose-6-phosphatase (G6Pase) and pyruvate dehydrogenase kinase-4
(PDK4), which are involved in the gluconeogenic and glycolytic pathways, were increased
under HFD-treatment (Fig. 4A). The increase in G6Pase and PDK4 expression attributed to
HFD was restored to NCD values in CPT1A-, and CPT1AM-expressing mice. No changes
were observed in PEPCK mRNA levels (Supporting Fig. 3A). We next looked at lipogenic
enzymes such as acetyl-CoA carboxylase 1 (ACCH1), diacylglycerol O-acyltransferase
homolog 2 (DGAT2) and the VLDL secretory enzyme microsomal triacylglycerol transfer
protein (MTP). ACC1 and DGAT2 expression was lower in the HFD group, but this decrease
was restored in CPT1A- and CPT1AM-expressing mice (Fig. 4C). Similar results were seen
for other lipogenic genes such as stearoyl-Coenzyme A desaturase 1 (SCD1), and AAC2
mRNA levels (Supporting Fig. 3B,C). Correlating with de novo lipogenesis normalization, the
HFD-increase of MTP mRNA levels seen in GFP control mice was blunted in CPT1A- and
CPT1AM-expressing mice, in which values returned to NCD control levels (Fig. 4C). These
results indicated that the increase in liver FAO observed in CPT1A-, and CPT1AM-
expressing mice improved liver glucose and lipid metabolism.

Obesity-induced insulin resistance has been associated with chronic, low-grade
inflammation in liver and adipose tissue.” To investigate the involvement of inflammation in
the improvement of insulin resistance in CPT1A- and CPT1AM-expressing mice, we
measured mRNA levels of several proinflammatory markers. mRNA levels for TNFa, IL-6
and IL-1a increased 1.56-, 2.30-, and 4.86-fold, respectively, in HFD GFP control mice vs.
NCD (P < 0.04) (Fig. 5A). Importantly, these values were restored to NCD values in both
CPT1A- and CPT1AM-expressing mice. Similar results were obtained for INOS, SOCSS3,
and MCP-1 (Supporting Fig. 3D). Thus, CPT1A and CPT1AM expression and the
concomitant increase in FAO reduced obesity-induced inflammatory stress in the liver.

Oxidative stress can cause inflammation.'® Thus, we next evaluated the mRNA expression
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of the uncoupling protein UCP2, a thermogenic protein and a marker of oxidative stress,"
and ROS liver levels. While HFD increased liver UCP2 mRNA levels in control mice, this
increase was blunted in CPT1A- and CPT1AM-expressing mice (Fig. 4B). These results are
consistent with liver ROS levels analyzed from GFP-, CPT1A-, and CPT1AM-expressing
mice under NCD or HFD treatment. HFD increased ROS levels by 77.29% + 12.33 (P <
0.05) in control mice (Fig. 5B). However, ROS levels in CPT1A- and CPT1AM-expressing
mice were not significantly different from NCD values.

All together, our results indicate that the mechanisms by which CPT1A- and
CPT1AM-expressing mice improved obesity-induced insulin resistance and diabetes involve
a decrease in gluconeogenesis, restoration of fatty-acid synthesis levels, and decreased

inflammatory and ROS levels.

Systemic Effect of Liver CPT1A, and CPT1AM Expression. We examined the
systemic effect of a chronic increase in liver FAO in adipose tissue. Epididymal adipose
tissue weight from CPT1A- and CPT1AM-expressing mice on HFD was reduced by 34.57%
+ 7.9, and 68.15% + 3.9, respectively, compared to HFD GFP control mice (P < 0.01) (Fig.
6A). The stronger decrease in the epididymal fat pad from CPT1AM-expressing mice is
consistent with their higher rate of liver FAO (Fig. 1F). Concordant with the decrease in the
adipose tissue weight, leptin serum levels from HFD CPT1A- and CPT1AM-expressing mice
were reduced 1.8-, and 2.6-fold, respectively, compared to HFD GFP control mice (P < 0.04)
(Fig. 6B).

Obese adipose tissue is characterized by enlarged adipocytes together with an
increase in mononuclear cell infiltration.'*'® Mononuclear cell infiltration was lower in HFD
CPT1A-expressing mice, and almost undetectable in HFD CPT1AM-expressing mice (Fig.
6C). Consistent with this, expression of proinflammatory markers such as TNFa, IL-6 and
MCP-1 was lower in epididymal fat pads from HFD CPT1A- and CPT1AM-expressing mice

than in HFD GFP control mice (Fig. 6D-F).
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The effect of an increase in hepatic FAO on insulin signaling was evaluated in liver,
adipose tissue, muscle, and spleen. Interestingly, HFD-induced reduction of insulin-
stimulated AKT phosphorylation was improved in CPT1A- and CPT1AM-expressing mice
not only in liver but also in epididymal adipose tissue and muscle (Fig. 7A). No differences
were seen in spleen. This is consistent with the improvements in glucose and insulin levels

seen in these mice (Fig. 2B,C).

AAV-CPT1AM-Treatment Improved Obesity-Induced Insulin Resistance and
Diabetes in db/db Mice. Since CPT1AM expression gave the strongest effect in terms of
FAO, we examined the effect of AAV-CPT1AM-treatment on genetically obese mice. AAV-
GFP or AAV-CPT1AM was injected into 8-week-old db/db and db/+ control mice and the
metabolic phenotype was analyzed 3 months later. CPT1AM treatment reduced glucose by
41.2% % 3.5 and insulin levels by 51.3% + 4.6 in db/db mice (Fig. 7B,C). Hepatic steatosis
was reduced (Fig. 7D) but no differences were seen in epididymal adipose tissue

(Supporting Fig. 3F).
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Discussion
It is widely accepted that pharmacological or genetic strategies to enhance FAO may be
beneficial for the treatment of obesity and T2D. Shulman and colleagues™'” showed that
increasing FAO can ameliorate insulin resistance by reducing hepatic and intramyocellular
lipid levels. However, increased rates of FAO in muscle have also been associated with
skeletal muscle insulin resistance'®'® due to mitochondrial overload and incomplete FAQ.?
Furthermore, recent studies from Hoehn et al.?' reported that an increase of FAO has little
effect on adiposity and weight-gain in mice fed HFD. These findings raise questions about
whether strategies that increase FAO per se are sufficient to reduce whole-body adiposity in
vivo, and which are the most appropriate tissue and gene targets. The data presented here
support the notion that increased flux of fatty acids exclusively into liver mitochondria by
chronic over expression of the B-oxidation key enzyme, CPT1A, protects against obesity-
induced insulin resistance and T2D.

The beneficial effects of CPT1A, and CPT1AM gene transfer reported here were
mainly the consequence of three key factors. First, the use of AAV for long-term gene
expression. Recombinant AAVs are attractive candidates for use as human gene therapy

vehicles because they may overcome the problem of preexisting immunity®2

against
human AAV serotypes, and produce long-term expression of the target genes. Second, the
choice of the liver as a target organ, since it plays a central role in both energy expenditure
and lipid/glucose homeostasis. And third, the use of a mutant but active form of CPT1A
(CPT1AM®), which is insensitive to its physiological inhibitor, malonyl-CoA. We and others
have shown that expression of CPT1AM leads to a permanent rise in the rate of FAQ,
independently of the glucose-derived malonyl-CoA levels.”® Overall, the use of AAV-CPT1A
and AAV-CPT1AM led to a long-term liver-selective gene transfer that allowed us to
evaluate the metabolic impact and underlying mechanisms of increased FAO in HFD and
genetically obese mice.

HFD CPT1A- and CPT1AM-expressing mice showed general improvement in

hepatic glucose and lipid metabolism as a consequence of increased hepatic fatty acid flux
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through mitochondria. This, in turn, prevented intracellular lipid accumulation in liver and
adipose tissue, especially in CPT1AM-expressing mice. However, increased fatty acid flux in
the absence of a concomitant dissipation of FAO metabolites has been associated with
enhanced ROS production® and a consequent inflammatory state.'®®? Interestingly,
CPT1A-, and CPT1AM-expressing mice on HFD had normalized liver ROS levels and
inflammatory state in both liver and adipose tissue, with a significant decrease in
proinflammatory mediators such as TNFa, IL-6 and MCP-1. These results suggest that
factors other than a chronic FAO increase per se are responsible for ROS production and
inflammation. Accumulation of toxic substances (DAG or ceramides),?” hypoxia® as well as
adipose tissue-derived cytokines® might participate in the induction of ROS production and
inflammation. On the other hand, the beneficial effect of an increased FAO rate observed in
HFD CPT1A- and CPT1AM-expressing mice might also be attributed to a concomitant
enhancement of hepatic ketone body production (present data and®). Although to a lesser
extent, increased FAO to CO, , ATP and ASPs was also observed in NCD CPT1A- and
CPT1AM-expressing mice. Importantly, no changes were seen in this case in body weight,
hepatic ROS levels or other hepatic parameters. The present results reinforce the idea that
hepatic CPT1A-, and to a greater extent CPT1AM-, treatment is a valid in vivo strategy to
reduce obesity and improve metabolic parameters without producing undesired alterations
on NCD conditions. However, we cannot rule out possible side effects produced by hepatic
FAQ induction for periods longer than those tested in this study.

Several authors have focused on treatments to increase FAO in order to reduce
hepatic steatosis, such as liver-specific ACC suppression® or hepatic MCD overexpression.*
They reported a decrease in hepatic TAG content and insulin resistance in obese animals,
which-is consistent with our findings. However, the contribution of an increase in FAO was
difficult to discern since these were short-term studies using approaches that also targeted
other metabolic functions. In contrast, a direct increase in FAO through adenovirus-
mediated over expression of CPT1A was reported by Odoherty et al. ® The latter study also

showed a reduction in hepatic TAG levels, although it was too short to reveal any
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improvement in insulin sensitivity. Our strategy directly and chronically increased FAO in
HFD-treated mice. This led to a decrease in hepatic TAG content and circulating FFA and a
consequent improvement in insulin signaling, not only in liver but also in muscle and adipose
tissue. Thus, AAV-mediated expression of CPT1A, and to a greater extent CPT1AM,
protected mice from HFD-induced whole-animal insulin resistance without altering any of

these parameters in NCD control mice..

The lack of pathogenicity of the AAV vectors used and the improvement in hepatic
steatosis, serum glucose and insulin levels observed in the severe obesity developed by
genetically obese db/db mice are encouraging results with which to address new challenges
related with this gene transfer system. Further studies will be required to elucidate long-term
risks which involve both vector and transgene. Uncertainties surrounding gene transfer such
as gene integration, the effects of long latencies and the probability of subtle effects during
long-term gene expression must be studied with care. Furthermore, additional caution is
needed regarding the feasibility of extrapolating these data to humans, particularly in

NAELD , which is considered a relatively benign disease.

In summary, we report a novel and efficient gene therapy approach to reduce body
weight, liver steatosis, fat accumulation in adipose tissue, and obesity-induced diabetes and
insulin resistance in rodents. This was achieved by an AAV-mediated, long-term increase in
FAO. These results point towards CPT1A as new potential therapeutic target against

obesity-induced disorders
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Materials

Adeno-Associated Vectors. AAV vectors, serotype 1, AAV1-AAT-GFP, AAV1-AAT-
CPT1A and AAV1-AAT-CPT1AM were constructed to drive mouse liver expression of GFP,
CPT1A and CPT1AM respectively. Vector plasmids carried the human albumin enhancer
element and the human w.1-antitrypsin (EalbAATp) liver-specific promoter described by
Kramer et al.;** the cDNA sequence of GFP, CPT1A® and CPT1AM;® the woodchuck
posttranscriptional regulatory element (WPRE, acc #AY468-486);* and the bovine growth
hormone polyadenosine transcription termination signal [bGH-poly(A)] (bases 2326-2533
GenBank acc #M57764). The expression cassette was flanked by two inverted terminal
repeats (ITRs) derived from AAV2. AAV1 vectors were produced in insect cells using
baculovirus®. The vector preparations used had titers of 1x10", 7.6x10", and 7.5x10"
genome copies (gc)/ml for AAV1-AAT-GFP, AAV1-AAT-CPT1A, and AAV1-AAT-CPT1AM

respectively.

Animals. Eight-week-old male C75BI/6J mice were fed for 10-15 weeks with either
NCD (TestDiet D8Y2, 10% Kcal fat) or HFD (TestDiet D8Y1, 60% Kcal fat). Two weeks after
diet treatment, AAV1 vectors were administered by tail vein injection in a single dose of
7.5x10'2 gc/kg of body weight. Mice were killed 4 to 13 weeks after virus injection. Eight-
week-old male C75BL/KsJ-db/db and C75BL/KsJ-db/+ control mice were injected with AAV1

vectors in-the tail vein, at the single dose of 7.5x10'? gc/kg and killed 17 weeks later.

Hepatology 14
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Methods. Primary mouse hepatocytes were isolated by the collagenase method®
and used to measure fatty-acid oxidation to CO,>* Isolation of mitochondria from liver were
obtained as previously described.*®> Measurement of CPT1 activity was determined by the
radiometric. method.*® Glucose and pyruvate tolerance tests (2.0 g per kg body weight) were
administered by intraperitoneal injection after an overnight fast. Histological examination
was done using formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections stained with hematoxylin-

eosin at the Pathology Department of the Hospital Clinic of Barcelona.

Statistical Analysis and Other Methods. Data are presented as mean + S.E.M.
Student ¢ tests were used for statistical analysis. Differences were considered significant at

P < 0.05 and complete methods are described in the supporting documents.
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Injected with AAV-CPT1A or AAV-CPT1AM. (A) Insulin signaling in liver and epididymal white
adipose tissue (WAT), as indicated by Western blotting of insulin-induced AKT phosphorylation
(pAKT, Ser473) and quantification of pAKT normalized by total AKT. A.U., arbitrary units. (B)
Fasting blood glucose on db/db mice 3 months after AAV injection. (C) Insulin levels on db/db mice
3 months after AAV injection. (D) Liver histological sections from representative db/db mice 3
months after injection with AAV-GFP or AAV-CPT1AM and stained with H&E. n= 8-10. * P < 0.05.
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Daily food intake and metabolic variables in serum and liver
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NCD HFD

AAV-GFP AAV-CPTIA  AAV-CPT1AM AAV-GFP AAV-CPT1A AAV-CPTIAM
Daily food intake (g) 343+0.14 3.68 +0.12 349+0.14 272+ 0.15% 291 +0.19 2.52+0.13
serum
FFA (mM) 0.94 +0.1 1.23 £ 0.08 1.24 £0.16 1.34 £ 0.08* 1.05 £ 0.07# 1.11 £ 0.08#
TAG (mg/dl) 82.97 £ 6.90 84.31 +£3.20 78.61 £2.70  113.79 £10.00* 114.09 £ 9.3 89.96 + 8.3#n
BHB (mM) 1.40 £ 0.04 1.74 £ 0.04# 1.82 +0.17# 1.57 £ 0.1* 1.59 £ 0.06 1.90 £ 0.13#n
liver
BHB-CoA (nmol/g liver) 74+0.8 9.7+1.1 12.6 +1.3# 6.8 £0.9 102 £1.8 14.6 +1.7#
ATP (nmol/g liver) 6.9+0.5 154 + 1.6# 25.1 £2.4#u 7.2 +£0.8 16.8 + 1.2# 23.2 +2.8#un

Daily food intake and circulating free fatty acids (FFA) and triacylglycerides (TAG) and B-hydroxybutyrate (BHB) and 3-hydroxybutyrate-CoA
(BHB-CoA) and ATP from 16-week-old overnight fasted mice. Average food intake was calculated for the period between 8 to 14 weeks of age.
Data are represented as mean + S.EM. * P < 0.05 AAV-GFP HFD vs. NCD. # P < 0.05 compared to AAV-GFP on the same diet. ® P < 0.05

compared to AAV-CPT1A vs. AAV-CPT1AM on the same diet.
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Supporting Information
Materials and Methods

Animals. Male C75BI/6J, C75BL/KsJ-db/db, and C75BL/KsJ-db/+ (6 weeks old)
were purchased from Janvier Laboratories (France) for gene-transfer studies in vivo.
Mice were maintained for 2 weeks in our facility to acclimatize prior to the experiments.
Eight-week-old C75BI/6J mice were fed for 10-15 weeks with either NCD (International
Products Supplies Limited, TestDiet D8Y2, 10% Kcal fat) or HFD (TestDiet D8Y1, 60%
Kcal fat). Two weeks after NCD or HFD treatment, AAV1 vectors were administered by
tail vein injection in a single dose of 7.5x10" gc/kg of body weight. Mice were killed 4
to 13 weeks after virus injection. For the experiments on genetically obese mice, eight-
week-old C75BL/KsJ-db/db and C75BL/KsJ-db/+ control mice were also injected with
AAV1 vectors in the tail vein, at the single dose of 7.5x10" gc/kg of body weight and
killed 17 weeks later. All mice had free access to water and chow and were housed
under alternating 12h light and dark cycles. Experiments were conducted in
accordance with the University of Barcelona guidelines under protocols approved by

the Federation of European Laboratory Animal Science Association (FELASA).

Isolation of Primary Mouse Hepatocytes and Fatty-Acid Oxidation.
Hepatocytes were isolated from the livers of fed anesthetized mice by a modification of
the collagenase method*'. Briefly, livers were perfused with Hank’s balanced salt
solution (HBSS, pH 7.4, 37°C, gassed with 95% O, and 5% CO.: 5.4 mM KClI, 0.44 mM
KH,PQOy4, 138 mM NaCl, 4.17 mM NaHCO,, 0.338 mM Na,HPO,, 5.56 mM glucose, 50
mM HEPES, and 0.5 mM EGTA) through the inferior vena cava for 5 min at a rate of 5
ml/min. Livers were then perfused with HBSS (without EGTA) containing 5 mM CaCl,
and 0.25% (w/v) collagenase IV (Sigma) for 12 minutes approximately. The liver was
then removed and gently teased apart in HBSS, and the cell suspension was washed

three times in HBSS. Cell viability as assessed by the trypan blue exclusion test was
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always higher than 80%. Hepatocytes were seeded at a density of 3.5x10° cells in
0.1% (w/v) gelatin-treated 25-cm® flasks in DMEM medium (Gibco #11966),
supplemented with 10% FBS, 10 mM glucose, 10 pg/ml streptomycin, 100 units/ml
penicillin, 100 nM dexamethasone (Sigma), and 100 nM insulin (Sigma). After cell
attachment (5 h), the medium was replaced for 16 h by fresh DMEM medium
containing either 0.1% BSA, 1 mM carnitine, 20 mM glucose, 10 nM insulin, 10 pg/ml
streptomycin and 100 units/ml penicillin.

Fatty-acid oxidation to CO, and acid-soluble products (ASPs), essentially
consisting of acyl-carnitine, Krebs-cycle intermediates, and acetyl-CoA,** was
measured in isolated primary mouse hepatocytes cultured in 25-cm?® flasks.
Hepatocytes were incubated for 3 h at 37°C in a CO.-free incubator with DMEM
medium as described above containing 0.3 mM oleate and 1 pCi/ml [1-"*C]oleic acid
bound to 1% (w/v) BSA. Oxidation to CO, and ASPs was measured as previously

described.*®

Isolation of Mitochondria from Liver. Mitochondria-enriched cell fractions
from hepatocytes were obtained as previously described'® with minor modifications.
Briefly, hepatocytes were scraped and resuspended in 2 ml of solution A (70 mM
sucrose, 220 mM mannitol, 2 mM EDTA, 5 mM HEPES and protease inhibitor cocktail
from Roche, pH 7.4). Cells were homogenized using a glass Wheaton-Dounce
homogenizer (20 strokes with both the loose and the tight pestle) and centrifuged at
2,000 x g for 3 min at 4°C. The supernatant was centrifuged again at 16,000 x g for 30
min at 4°C. The mitochondria-enriched pellet was resuspended in 50-100 pl of solution
A.. Mitochondria-enriched cell fractions from liver were obtained as previously

described.**

Measurement of CPT1 Activity. CPT1 activity in 10 pg of protein from

mitochondrial-enriched cell fractions was determined by the radiometric method as
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previously described® with minor modifications. The substrates were L-[methyl-
®H]carnitine and palmitoyl-CoA. Enzyme activity was assayed for 4 min at 30°C in a
total volume of 200 pl. For malonyl-CoA inhibition assays, 10 g of mitochondrion-
enriched cell fractions was preincubated for 1 min at 30°C with different amounts of

malonyl-CoA prior CPT1 activity assay.

Western Blot Analysis. CPT1A and CPT1AM detection from liver
mitochondrial-enriched fractions were determined as previously described.'> HMG-CoA
synthase detection from liver mitochondrial-enriched fractions was as previously

described.*®

Measurement of plasma metabolic variables. Blood samples were obtained
from the tails of unanesthetized mice after an overnight fast. Blood glucose
concentrations were measured using a Glucometer Elite (Bayer). Serum insulin and
leptin were measured by ELISA (Millipore). Plasma triacylglycerides, B-hydroxybutyrate

and free fatty-acids were measured with a kit from Linear Chemicals S.L.

TAG content. Pulverized frozen liver (100 mg) was homogenized in 500 pl
PBS. Chloroform-extracted lipid was dried under an N, stream and redissolved in
isopropanol, and triacylglycerides were quantified using the Cromatest Triglycerides

MR kit (Linear Chemicals S.L.).

Analysis of Insulin/AKT Signaling Pathway. Overnight-fasted mice were
anesthetized, injected through the inferior vena cava with 2.5 units of insulin
(HumulinR, Lilly), and killed after 5 min. Harvested epididymal white adipose tissue,
liver, muscle and spleen, stored until use in liquid N,, were pulverized and
homogenized with a Polytron for 30s in lysis buffer (30 mM HEPES, 150 mM NacCl, 1

mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 3 uM aprotinin, 10 uM leupeptin, 5 yM pepstatin A,
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25 mM benzamidine, 25 mM sodium vanadate, 5 mM glycerol phosphate, 100 mM
NaF, 1.0 mM ammonium molybdate, 30 mM tetrasodium pyrophosphate, 5 mM EGTA,
10% glycerol, 1% Triton X-100, and 0.5% sodium deoxycholate, pH 7.4). Lysates were
shaken for 1 hour at 4°C and centrifuged for 20 min at 16,500 x g. Tissue extracts (30
Mg protein) were resolved on 8% acrylamide gels, transferred into Hybond-P PVDF
membranes (GE Healthcare) and incubated for 1 h at r.t. with antibodies against AKT
(Cell Signaling #9272) and Ser473-phosphorylated AKT (Cell Signalling #4051S).

Detection was carried out with the ECL detection system (Biological Industries).

RNA Extraction and Quantitative RT-PCR. Total RNA was extracted from
frozen, pulverized tissue from overnight fasted mice using RNeasy (QIAGEN). cDNA
was synthesized with the Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit (Roche). PCR
amplifications using LightCycler 480 SYBR Green | Master kit (Roche) and measured
with the Roche LightCycler 480 Real-Time PCR System were normalized against ACT-
B. Primers from Roche include ACT-B (#05046190001) and TNFa (5-
CCAGTGTGGGAAGCTGTCTT-3 and 5-AAGCAAAAGAGGAGGCAACA-3’  with
Probe #103, #04692217001). Forward/reverse primers for other genes:

ACC1: 5-TGGATCCGCTTACAGAGAGACT-3/5-GCCGGAGCATCTCATTCG-3’
ACC2: 5-CCAGTCTTCCGTGCCTTTGTAC-3/5CTCATCCCTCGCTCTGAACG-3’
ACTINB: 5-ATGCTCCCCGGGCTGTAT-3/5-CATAGGAGTCCTTCTGACCCAT-3
CPT1A: 5-GACCCTAGACACCACTGGCCG-3/5-GAGAGGACCTTGACCATAGCC-3’
DGAT2: 5-GCACAGAGGCCACAGAAGTG-3/5-CCCTCAACACAGGCATCG-3
G6Pase: 5-AGGAAGGATGGAGGAAGGAA-3'/5-TGGAACCAGATGGGAAAGAGS’
IL-1a: 5-GCCCATCCTCTGTGACTCAT-3/5-AGGCCACAGGTATTTTGTCG-3’

IL-6: 5-CTGCAAGAGACTTCCATCCAGT-3/5-GAAGTAGGGAAGGCCGTGG-3’
iINOS: 5-CGAAACGCTTCACTTCCAA-3'/5-TGAGCCTATATTGCTGTGGCT-3
MCP1: 5-TCCCAATGAGTAGGCTGGAG-3/5-AAGTGCTTGAGGTGGTTGTG-3’

MTP: 5-GTGGAGGAATCCTGATGGTGA-3/5-TGATCTTAGGTGTACTTTTGCCC-3’
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PDK4: 5-TTTCTCGTCTCTACGCCAAG-3'/5-GATACACCAGTCATCAGCTTCG-3’
PEPCK: 5-GTCAACACCGACCTCCCTTA-3/5-CCCTAGCCTGTTCTCTGTGC-5
SCD1:5-TTCTTGCGATACACTCTGGTGC-3/5-CGGGATTGAATGTTCTTGTCGT-3’
SOCS3: 5'-CCTTCAGCTCCAAAAGCGAG-3/5-GCTCTCCTGCAGCTTGCG-3'

UCP2: 5-CCGGGGCCTCTGGAAAG-3'/5-CCCAAGCGGAGAAAGGA-3’

Histology. Histological examination was done using 4 um thick formalin-fixed,
paraffin-embedded tissue sections stained with hematoxylin and eosin (H&E) at the

Pathology Department of the Hospital Clinic of Barcelona.

Malonyl-CoA and B-Hydroxybutyrate-CoA Measurements. Liver samples
were obtained as previously described*” with minor modifications. Powdered tissue
was homogenized in 1 ml of ice-cold 10% trichloroacetic acid containing 50 uM DTT.
HPLC/MS analysis was performed at the Scientific-Technical Services of the University

of Barcelona as previously described.*®

ATP Extraction and Measurement. Liver samples were immediately frozen in
liquid nitrogen until the extraction procedure. The frozen tissue was powdered and
homogenized in 1.0 mL of 40% ice-cold HCLO4 and incubated for 10 minutes. The
precipitated proteins were removed by centrifugation (10,000 x g for 10 minutes), and
300pl of supernatant was neutralized by 5M KHCOs. Ten microliters of supernatant
was pipetted into the wells of a white nonphosphorescent microplate, placed in a
luminometer (Turner System), and processed by addition of 90 of ATP monitoring
reagent (Invitrogen A220066). ATP concentrations were calculated from a calibration
curve constructed at the same time by means of standard ATP dissolved in the

appropriate solution for each experiment.
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Glucose and pyruvate tolerance test. Glucose (2.0 g per kg body weight) or
sodium pyruvate dissolved in PBS (2.0 g per kg body weight) were administered by
intraperitoneal injection after an overnight fast for GTTs or pyruvate tolerance tests,
respectively. Blood glucose concentrations were measured using a Glucometer Elite

(Bayer) before, 15, 30, 60, 90 and 120 min after the administration.

Carbonylation (Oxidative Stress) Measurement of Liver Proteins. Liver

proteins were extracted in solution A described above. Carbonylation of liver protein

extracts was assessed using the OxyBlot Protein Oxidation Detection Kit (Millipore).
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Supporting Fig. 1. Long-term expression of AAV-GFP-infected mice, protein levels and liver malonyl-
CoA levels. (A-D) White image (A) and GFP fluorescence (B-D) of primary hepatocytes isolated from
AAV-GFP-infected mice on NCD at 14, 22, and 33 weeks of age.(E) Quantification of CPT1A and
HMGS2 protein levels from liver mitochondria of HFD mice, (A.U.), arbitrary units (F) Liver malonyl-
CoA levels analyzed by HPLC/MS on 14-week-old GFP-, CPT1A-, and CPT1AM-expressing mice on
NCD (open bars) vs. HFD (filled bars). n= 6-10.
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Supporting Fig. 2. Increased CPT1A protein, activity, oleate oxidation and ketogenesis in CPT1A-,
and CPT1AM-expressing mice. (A) Protein levels and quantification from liver mitochondria of NCD
mice (A.U.), arbitrary units. (B) CPT1 activity from isolated liver mitochondria of NCD fed mice. (C,
D) Oleate oxidation to ASP and total oxidation from primary hepatocytes isolated from HFD GFP-,
CPT1A-, or CPT1AM-expressing mice. (E-G) Oleate oxidation to CO2, ASP and total oxidation from
primary hepatocytes isolated from NCD GFP-, CPT1A-, or CPT1AM-expressing mice. Experiments
done at 4 weeks after the virus treatment. Shown representative experiments performed in
triplicate. n=6-10. *P < 0.05. **P < 0.05 vs. GFP.
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Supporting Fig. 3. Gene expression and tissue histology. (A-D) mRNA expression in liver of 14-
week-old GFP-, CPT1A-, and CPT1AM-expressing mice on NCD (open bars) vs. HFD (filled bars). n=
6-10. * P < 0.05 NCD AAV-GFP vs. HFD AAV-GFP, AAV-CPT1A or AAV-CPT1AM; ** P < 0.05 NCD
AAV-GFP vs. NCD AAV-CPT1A or AAV-CPT1AM. (E) Liver and adipose tissue histology from db/db
mice treated with AAV-GFP or AAV-CPT1AM. (F) Liver histological sections from representative db/+
mice 3 months after injection of AAV-GFP or AAV-CPT1AM and stained with H&E. (H) Epididymal
adipose tissue histological sections stained with H&E from representative db/+ or db/db mice 3
months after injection with AAV-GFP or AAV-CPT1AM. n= 8-10.
189x229mm (300 x 300 DPI)

Hepatology



