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Regulacién transcripcional del gen de mitofusina 2 en misculo esquelético

Papel funcional de la proteina mitocondrial Mitofusina.

Las mitocondrias son orgdnulos dindmicos que cambian de nimero y morfologia
dependiendo del tipo celular y de las condiciones ambientales en una misma célula
(Bereiter-Hahn y Voth, 1994; Griparic y van der Bliek, 2001) . Los cambios en la
morfologia mitocondrial se producen mediante procesos de fusion y fision mitocondrial
(Karbowski y Youle, 2003; Mozdy y Shaw, 2003). La primera proteina de fusion
mitocondrial identificada fue la proteina de Drosophila melanogaster Fzo (Hales y Fuller,
1997). En mamiferos existen dos homoélogos de Fzo denominados Mitofusina 1 y 2 (Santel

y Fuller, 2001).

Estructura proteica de la Mitofusina (Mfn).

Las Mfnl y 2 humanas poseen 741 y 757 aminoacidos respectivamente y Fzo de
Drosophila 833 aminodcidos (Fig. 1). Fzo tiene una identidad del 32% con Mfnl y con
Mifn2 de un 33%. La identidad entre las dos mitofusinas humanas es de un 60% mientras
que su homologia es de un 77% (Santel y Fuller, 2001). La region con mayor homologia
entre Mfnl y 2 estd en el dominio GTPasa situado en el extremo N-terminal. Mfn2 posee
entre los aminoacidos 576-590 un motivo rico en prolinas que se halla pobremente
conservado en Mfnl y Fzo. Dominios ricos en prolinas con la repeticion PXX estan
involucrados en interacciones proteina-proteina (Kay et al., 2000). En la region C-terminal
se halla un segmento hidrofobico que forma el dominio transmembrana. A ambos lados del
dominio transmembrana se encuentran dos regiones coiled-coil. Los motivos coiled-coil
son regiones con estructura de helices-o. con una periodicidad de siete aminodcidos
designados de la a-g. Los aminoacidos a y d son residuos hidrofébicos. Estos residuos
hidrofébicos se orientan en la misma cara de la hélice de modo que pueden interaccionar

hidrofébicamente con otra hélice para estabilizar una interaccidon proteina-proteina.
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Fzo 1 I || [T I ] 833
Mfnl 1 [ || [ 741
Mfn2 11 W1 || [T 1 [ 757

| [ 1] ] MME

| | MMI

Figura 1. Estructura y topologia de la Mfn. A.- La familia de la Mfn comprende un grupo de
proteinas GTPasas con gran homologia en el extremo N-terminal donde se encuentra el
dominio GTPasa (azul claro). En el extremo C-terminal se encuentra un dominio transmebrana
(gris) partido por un pequefio loop, mas evidente en Fzo de D. Melanogaster. A ambos lados
del dominio transmembrana se hallan dos dominios coiled-coil (azul oscuro). Mfn2 posee dos
dominios que no se hallan conservados en las otras Mfn. En el extremo N-terminal, un dominio
de unién a Ras (rojo) y entre el coiled-coil 1 y el dominio transmebrana una zona rica en
prolinas (amarillo) que podria estar involucrado en interacciones con proteinas. B.- Mfn
localiza en la membrana mitocondrial externa (MME), con la parte N- y C-terminal orientada
hacia el citosol. El dominio transmembrana atraviesa dos veces a la membrana mitocondrial
externa quedando un pequefio loop orientado en el espacio intermembrana.

Papel de la Mfn en la fusiéon mitocondrial.

En las células eucariotas la morfologia mitocondrial se mantiene por un equilibrio entre los
procesos de fusion y fision mitocondrial. Los procesos de fision dependen de GTPasas de la
familia de las dinaminas (Shaw y Nunnari, 2002). Como se ha comentado, los procesos de
fusion dependen de las mitofusinas. Tanto Mfnl como Mfn2 son necesarias en la fusion

mitocondrial. Ratones deficientes en Mfnl o en Mfn2 mueren durante la gestacion, pero en
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dias embrionarios distintos y mostrando diferente fragmentacion mitocondrial (Chen et al.,
2003). La sobreexpresion de Mfnl en células deficientes de Mfn2 rescatan parcialmente la
morfologia mitocondrial y viceversa (Chen et al., 2003). Durante la fusion mitocondrial es
necesaria la interaccion de Mfn presentes en mitocondrias adyacentes, formando complejos
homo y heterotipicos (Chen et al., 2003; Koshiba et al., 2004). En un primer paso hay un
acercamiento entre mitocondrias mediado por el dominio coiled-coil 2 de las Mfn,
formando un complejo dimérico antiparalelo mediante interacciones hidrofobicas (Koshiba
et al., 2004). En un segundo paso se debe producir una distorsion, posiblemente mediada
por la hidrdlisis de GTP, para a continuacion fusionarse las membranas externas de la
mitocondria. Estudios de fusiéon mitocondrial in vitro utilizando mitocondrias de levadura
indican que el proceso de fusion mitocondrial tiene dos fases, una primera fase en la que se
fusionan las membranas mitocondriales externas y una segunda fase en la que se fusionan
las membranas mitocondriales internas. En ambas fases el papel de la actividad GTPasa es
fundamental para completar la fusion mitocondrial pues mutaciones en el dominio GTPasa
inhiben la fusion in vivo y los ensayos in vitro de fusion mitocondrial indican que la
hidroélisis del GTP es esencial para la fusion (Rojo et al., 2002; Santel and Fuller, 2001;
Santel et al., 2003). Ademas de la actividad GTPasa, es necesaria la existencia de potencial
de membrana mitocondrial (AYW) para la fusion tanto de la membrana mitocondrial externa
como la interna (Legros et al., 2002; Meeusen et al., 2004).

Tanto Fzo como sus homologos de mamifero, Mfnl y Mfn2, se hallan en la membrana
mitocondrial externa, atravesandola dos veces y exponiendo los extremos N- y C-
terminales hacia el citoplasma, dejando un pequefio /oop en el espacio intermembrana (Fig.
1; Mozdy y Shaw, 2003). Se ha sugerido la existencia de una interaccion directa o indirecta
entre las Mfn y la membrana mitocondrial interna para coordinar su fusion dado que
mutantes de Fzo muestran comprometida la fusion de la membrana mitocondrial interna in
vitro (Meeusen et al., 2004). El loop orientado hacia el espacio intermembrana es
posiblemente el dominio que interacciona con la membrana mitocondrial interna. La
interrupcion del loop intermembrana de Fzo inhibe la fusion mitocondrial (Fritz et al.,
2001). Mgm1 es una GTPasa localizada en el espacio intermembrana en levaduras cuya
mutacion provoca fragmentacion mitocondrial (Wong et al., 2000). Se ha demostrado la

interaccion de Fzo con Mgml y con Ugol, otra proteina mitocondrial localizada en la
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membrana  mitocondrial externa y cuyos mutantes se caracterizan por presentar
fragmentacion mitocondrial (Sesaki y Jensen, 2001). Ensayos de co-inmunoprecipitacion
muestran que la asociacion Fzo-Mgm1-Ugol parece ser transitoria, esto sugiere que estas
proteinas solo se asocian en los complejos de fusion activos para disociarse después de la
fusion (Sesaki y Jensen, 2004). Ugol no parece estar conservada en mamiferos, pero Mgm1
tiene un homologo humano denominado OPA-1 (Olichon et al., 2002). Esta proteina se ha
localizado en la membrana mitocondrial interna (Olichon et al., 2002) aunque en otro
trabajo se ha localizado también en el espacio intermembrana y en la membrana
mitocondrial externa (Satoh et al., 2003). EI hecho de que en levaduras interaccionen Fzo-
Mgml-Ugol hace plantearse si en mamiferos pueda existir la interaccion, directa o
mediada por una proteina aun por descubrir, Mfn-Opal durante el proceso de fusion
mitocondrial. La existencia de este tipo de interacciones ayudara a entender el mecanismo
por el cual las proteinas Fzo (Mfn) participan en la fusion de la membrana mitocondrial

interna.

Papel de 1a Mfn en el metabolismo mitocondrial.

Existen diversas evidencias que demuestran que el comportamiento dindmico de las
mitocondrias es crucial en determinadas funciones celulares como la herencia del mtDNA
(Hermann et al., 1998; Rapaport et al., 1998), el envejecimiento celular (Nakada et al.,
2001), la transmision de senales de Ca* (Skulachev, 2001; Szabadkai et al., 2004) y en
procesos de desarrollo celular como la espermatogénesis en Drosophila (Hales y Fuller,
1997).

El grupo de Skulachev en Mosct fue pionero en proponer un papel de la red mitocondrial
en el metabolismo (Amchenkova et al., 1988). En sus estudios Skulachev demostré que las
mitocondrias estdn conectadas formando una unidad eléctrica que comparte el mismo
potencial de membrana mitocondrial. Estas observaciones, junto con el hecho de que las
redes mitocondriales mas extensas se hallen en células con elevado gasto energético como
las musculares, llevdo a Skulachev a proponer la denominada teoria de los cables
transmisores de energia (Skulachev, 2001) en la que se propone que una red mitocondrial

extensa es eficiente en condiciones en las que la disponibilidad de oxigeno en la region
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central es limitante para mantener la actividad de la cadena respiratoria. En estas
condiciones, el funcionamiento mitocondrial podria ser de tal manera que las mitocondrias
localizadas cerca de la membrana citoplasmatica consumiesen el oxigeno aportado por los
capilares y el gradiente de protones generado por la cadena respiratoria se transmitiria a las
mitocondrias perinucleares donde tendria lugar la sintesis del ATP.

Existen diversas evidencias del papel de las Mfn en el mantenimiento del metabolismo
mitocondrial, especialmente Mfn2. La funcién de la actividad respiratoria de células
deficientes en Mfnl o Mfn2 estd altamente comprometida como se demostro con la tincion
con el colorante sensible al AW, MitoTrackerRed. Células deficientes de Mfnl muestran
una tincion débil y en el mismo tratamiento con células mutantes de Mfn2 no se evidencid
tincion (Chen et al., 2003). Otro dato que sugiere un papel metabolico de Mfn2 y de Mfnl
proviene de estudios del K.O. de ambos genes. Tanto el K.O. de Mfnl como el de Mfn2
son letales a partir del dia embrionario 10,5 cuando se produce la maduracion de la
ultraestructura mitocondrial cardiaca y aumenta la dependencia de la OXPHOS para la
produccion de energia (Bushdid et al., 2003). Ademas, la placenta del K.O. de Mfn2
muestra defectos en las células del trofoblasto, que se caracterizan por ser células
poliploides con una gran actividad metabdlica, fenotipo que no se observa en el K.O. de
Mitn1 (Chen et al., 2003).

En nuestro laboratorio se ha investigado el papel de Mfn2 en la regulacion del metabolismo
mitocondrial. Hemos demostrado que la expresion génica de Mfn2 se reprime en musculo
esquelético de ratas obesas e individuos obesos y existe una reduccion de la red
mitocondrial en el misculo esquelético de ratas obesas (Bach et al., 2003). La represion de
Mfn2 en células musculares disminuye la oxidacion de glucosa, acidos grasos, el AW,
aumenta la captacion de glucosa y la actividad glucolitica (Bach et al., 2003; Pich, 2004).
Todos estos cambios no se asocian a disminuciones en la masa mitocondrial y el mtDNA,
pero si a una disminucion en la cantidad de proteina y actividad de los complejos I, II, Il y
V (Pich, 2004). Por otra parte, la sobreexpresion de Mfn2 produce aumento de la oxidacion
de glucosa y el A¥Y de modo independiente a la actividad GTPasa y al dominio
transmembrana (Pich, 2004). Las células que sobreexpresan Mfn2 muestran una mayor
expresion proteica del complejo I y IV (Pich, 2004). En cuanto a los posibles mecanismos

por los que Mfn2 modifica la actividad mitocondrial datos de la Dra. Pich han demostrado
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la coinmunoprecipitacion de Mfn2 con los complejos I y II de la cadena de transporte

electronico.

Papel de Mfn en la apoptosis.

El papel de la mitocondria en la apoptosis se ha relacionado con la perdida del AW, que se
considera un punto de no retorno en el proceso apoptotico (Zamzami et al., 1995). En el
proceso apoptotico se libera el citocromo c¢ y otras proteinas mitocondriales como
Smac/Diablo que activan las caspasas (Wang, 2001). Durante estadios tempranos de la
apoptosis se fragmenta la mitocondria (Wang, 2001). La proteina proapoptética de la
familia de Bcl2, Bax es esencial en la via mitocondrial de la apoptosis (Wei et al., 2001).
Bax es citosolica en células sanas, pero la iniciacion del proceso apoptdtico provoca su
localizacion en puntos de la mitocondria junto con el también miembro de la familia de
Bcl2, Bak (Hsu et al., 1997; Nechushtan et al., 2001). Se ha propuesto que el mecanismo
por el que Bax induce la apoptosis es mediante la interaccion de Bax con los componentes
del poro de transicion de la permeabilizacion (Desagher y Martinou, 2000). Basandose en
estudios con membranas artificiales, se ha propuesto otro modelo en el que Bax,
directamente, forma poros que permiten la liberacion de proteinas mitocondriales al citosol
para iniciar la apoptosis (Antonsson et al., 1997; Schlesinger et al., 1997; Basanez et al.,
1999). Estudios recientes han relacionado la maquinaria de fusién/fision en la regulacion de
la apoptosis. La proteina de fision mitocondrial Drpl y la de fusiéon Mfn2 colocalizan con la
proteina proapoptotica Bax en determinados puntos de la mitocondria, pero no lo hacen
otras proteinas implicadas en la morfologia mitocondrial (Karbowski et al., 2002). La
sobreexpresion Drpl o Mfn2 per se no provocan apoptosis a pesar de modificar la
estructura mitocondrial, pero sensibilizan a las células a estimulos apoptodticos (Sugioka et
al., 2004; Szabadkai et al., 2004b; Pich, 2004). Un estudio reciente de Sugioke et al.
demuestra que la sobrexpresion de Mfnl y Mfn2 inhiben la liberacion del citocromo c y la
activacion de Bax/Bak estimulada por el inhibidor de la topoisomerasa II, etoposide,
mientras que su represion por siRNA provoca una mayor sensibilizacion a la apoptosis. En

este mismo estudio se muestra que la represion de Drpl bloquea el efecto apoptotico del
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mismo estimulo. Este estudio no es el primero que asocia Drpl con una mayor
sensibilizacion a la apoptosis (Breckenridge et al., 2003; Frank et al.,, 2001), pero
recientemente se ha demostrado el papel de Drpl como proteina protectora contra la
apoptosis mediada por el exceso de captacion mitocondrial de Ca*" (Szabadkai et al.,
2004a). Ciertos estimulos como la ceramida C,, el 4cido araquidonico o el H; O, inducen el
movimiento de Ca>" del reticulo endoplasmico a la mitocondria, provocando un gran
incremento en la concentracién de Ca*" lo que lleva a permeabilizacion de la membrana
mitocondrial y activacion de caspasas (Bernardi, 1999). La entrada de Ca”" se produce en
puntos de la mitocondria yuxtapuestos al reticulo endoplasmatico y se propaga a través de
la red mitocondrial. En este sentido, la fragmentacion de la red protege de la difusion de
Ca®" alo largo de toda la red mitocondrial. El papel de Mfn en la apoptosis mediada por el
exceso de captacion mitocondrial de Ca®" no ha sido determinado.

Por ultimo, es de interés destacar que Mfn2 se expresa abundantemente en el cerebro (Bach
et al., 2003) y en muchas enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer o Parkinson
se ha demostrado muerte neuronal por apoptosis (Vila y Przedborski, 2003). El papel de
Mifn2 en el desarrollo de estas enfermedades deberia ser objeto de estudio. De hecho,
recientemente se ha relacionado mutaciones en el gen de Mfn2 con la neuropatia de tipo 2

de Charcot-Marie-Tooth (Zuchner et al., 2004).

Papel de Mfn en la proliferacion celular.

Los primeros estudios que sugieren un papel de la mitofusina en la proliferacién celular
provienen de estudios de expresion diferencial en células de cancer de pulmén. Se observo
que Mfnl, asi como una forma corta generada por splicing alternativo, se hallaba
sobreexpresada en las células tumorales (Chung et al., 2001). El significado fisiologico de
esta observacion o si es causa o consecuencia del proceso tumoral se desconoce, pero su
sorprendente localizacion en la membrana citoplasmatica con el extremo N-terminal
dirigido hacia el exterior celular permite hipotetizar a los autores de un posible papel de

Mifnl como receptor que media en las vias de transduccion de sefiales (Chung et al., 2001).
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Recientemente se ha descrito a Mfn2 como una proteina antiproliferativa, implicada en
desordenes vasculares (Chen et al., 2004). La accién antiproliferativa de Mfn2 es
independiente de su localizacion mitocondrial, al contrario, la deleccion del dominio
transmembrana potencia el efecto antiproliferativo. El mecanismo por el que Mfn2 inhibe
la proliferacion es por interaccion con Ras e inhibicion de la via de sefializacion Ras-Raf-
MEK-ERK1/2. La interaccion con Ras se produce en el motivo p21™ que existe entre los
aminoacidos 77-92 de Mfn2. Esta secuencia se conserva entre especies, pero no se
encuentra ni en Mfnl ni en Fzo, por lo que se puede suponer que esta funcion
antiproliferativa estd limitada a Mfn2. La deleccion del motivo p21™ de Mfn2 bloquea el

efecto antiproliferativo.

Regulacion transcripcional de la biogénesis mitocondrial.

La mitocondria ha sido ampliamente estudiada por su papel en la generacion de ATP a
partir de substratos metabolicos a través de la cadena respiratoria y la fosforilacion
oxidativa (OXPHOS). Desde el punto de vista de la biogénesis la mitocondria, ésta necesita
la contribucion de dos genomas fisicamente separados. Las mitocondrias poseen su propio
genoma que en mamiferos codifica para 37 genes (Garesse y Vallejo, 2001). El genoma
mitocondrial codifica componentes de la maquinaria de traduccion y 13 genes que
codifican proteinas del sistema OXPHOS. El genoma nuclear se encarga de codificar el
resto de las subunidades del sistema OXPHOS asi como factores implicados en el
metabolismo del DNA mitocondrial (mtDNA) y otras proteinas mitocondriales. La
biogénesis mitocondrial requiere, por tanto, de la cooperacion del genoma mitocondrial y

del nuclear.
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Transcripcion de genes mitocondriales.

El mtDNA se hereda exclusivamente por parte materna y se caracteriza por la existencia de
pocos espacios intergénicos, carencia de intrones y un codigo genético que difiere
ligeramente del codigo universal (Clayton, 2000) .

El genoma mitocondrial estd formado por una molécula circular de DNA de doble cadena
de aproximadamente 16,5 kb en los vertebrados, y que permite la sintesis de 24
componentes de la maquinaria de traduccion mitocondrial: 22 tRNAs y 2 rRNAs (12S y
16S) asi como proteinas componentes del sistema OXPHOS: 7 subunidades del complejo I
(ND1 a 6 y ND4L), una subunidad del complejo III (Cyt b), 3 subunidades del complejo IV
(COX-I alll) y 2 subunidades del complejo V (ATPasa 6 y 8) (Garesse y Vallejo, 2001).
Los elementos en cis responsables de estos procesos se hallan principalmente localizados
en una pequefia region del DNA no codificante, la region D-loop. Los elementos en trans
implicados en el metabolismo del mtDNA son codificados por el genoma nuclear. La
transcripcion y replicacion del mtDNA se realizan en la mitocondria. La cadena pesada (H)
y la ligera (L) se replican asincronicamente y asimétricamente. La sintesis del DNA de la
cadena pesada empieza en el origen de replicacion Oy situado en el D-loop, la de la cadena
ligera en el origen de replicacion Or situado a 2/3 mas alld en el genoma (Garesse y
Vallejo, 2001).

En mamiferos la transcripcion se inicia en tres promotores PH1 , PH2 y PL en el D-Loop
(Garesse y Vallejo, 2001). En la replicacion del mtDNA el transcrito de RNA iniciado en el
PL es cortado en una zona de tres secuencias altamente conservadas (CSB I, I1 y III), y la
replicacion de la cadena H se inicia en los sitios de corte (Bogenhagen y Clayton, 2003).
Asi la transcripcion estd acoplada a la replicacion del mtDNA. Los niveles de transcritos
mitocondriales correlaciona generalmente con variaciones en el mtDNA (Heddi et al.,
1993; Puntschart et al., 1995; Williams, 1986). Los transcritos mitocondriales son
poligénicos. La transcripcion del mtDNA requiere una mtRNA polimerasa (Tiranti et al.,
1997) la cual necesita de factores de transcripcion para poder reconocer el promotor
mitocondrial e iniciar la transcripcion (Fisher y Clayton, 1985).

El factor de transcripcion Tfam fue el primero en purificarse (Fisher y Clayton, 1985).

Existen lugares de union en el PHI1 y PL aunque posee mayor afinidad y capacidad de
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activar la transcripcion desde el PL (Fisher et al., 1987). Ademas de la unidn especifica al
promotor, Tfam se une inespecificamente a otras secuencias del mtDNA lo que sugiere que
juega un papel en el mantenimiento y estabilizacion del cromosoma mitocondrial (Parisi et
al., 1993). Los niveles de Tfam correlacionan con la abundancia del mtDNA (Larsson et al.,
1994; Poulton et al., 1994). El K.O. de Tfam sufre letalidad embrional y deplecion del
mtDNA (Larsson et al., 1998). Recientemente se ha clonado un factor de transcripcion
mitocondrial B humano (McCulloch et al., 2002). Este puede unir el DNA y estimular la
transcripcion. Se han identificado dos isoformas del mtTFB, TFB1 y TFB2 (Falkenberg et
al., 2002). Ambos factores interaccionan con la mtRNA polimerasa y uno u otro son
necesarios, ademas del Tfam, para iniciar la transcripcion in vitro, aunque no parecen ser
necesarios en la elongacion (Falkenberg et al., 2002). TFB1, ademads, interacciona con
Tfam en el extremo C-terminal (McCulloch y Shadel, 2003), donde se halla el dominio de
activacion transcripcional de Tfam (Dairaghi et al., 1995).

La induccion de la transcripcion mitocondrial por T3 en mitocondrias aisladas (Enriquez et
al., 1999) sugiere la existencia de otros factores reguladores. En el mtDNA existen
secuencias con homologia a los elementos de respuesta a hormonas tiroidales y se ha
descrito la existencia de una isoforma de c-Erb A al que puede unir T3 (p43) en la
mitocondria (Wrutniak et al., 1995), en secuencias con homologia al elemento de respuesta
a hormonas tiroidales que se hallan en el D-loop. Esto sugiere que p43 puede ser un factor

de transcripcion mitocondrial dependiente de hormona tiroidea.

Transcripcion de proteinas mitocondriales codificadas por el

genoma mitocondrial.

Como se ha comentado anteriormente s6lo 13 proteinas del sistema OXPHOS son
codificadas por el genoma mitocondrial; el resto de proteinas mitocondriales necesarias
para la funcionalidad y mantenimiento de la estructura mitocondrial son codificadas por el
genoma nuclear. En los tltimos afios se han descrito dos tipos de moléculas implicadas en

la regulacion de la expresion de genes que codifican proteinas mitocondriales: los factores
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de transcripcion, que se unen a los promotores de los genes para regular su expresion y los
coactivadores, moléculas reguladoras que no se unen directamente al DNA, pero que

gjercen su accion interaccionando con factores de transcripcion y otros coactivadores.

Papel de los factores de transcripcion.

NRF1.

El estudio del promotor del citocromo ¢ permiti6 la identificacion de un elemento en cis
necesario para la maxima actividad promotora al que se unia un factor de transcripcion
denominado NRF-1. La purificacion y clonacion del NRF-1 humano permitié determinar
que NRF-1 es una proteina de 68 kD y su union al DNA se produce en forma de
homodimero a cajas de unién a NRF-1 palindromicas. La unién se produce a través del
contacto con nucledtidos de guanina (Chau et al., 1992; Virbasius et al., 1993a). La
fosforilacion de una serina en su dominio N-terminal aumenta la afinidad de union al DNA
y su funcién activadora (Gugneja y Scarpulla, 1997; Herzig et al., 2000).

Numerosos genes nucleares que codifican proteinas mitocondriales poseen lugares de union
funcionales a NRF-1 (Tabla 1). La expresion de NRF-1 se induce en condiciones en las que
se activa el programa de de biogénesis mitocondrial (Kelly y Scarpulla, 2004). La deleccion
del gen de NRF-1 en ratones provoca letalidad embrionaria entre los dias E3,5 y E6,5 (Huo
y Scarpulla, 2001). Los blastocitos K.O. son incapaces de crecer in vitro y muestran

incapacidad para mantener el AY y muestran reduccion en los niveles de mtDNA.

NRF2 (GABP).

El estudio del promotor del gen de la citocromo oxidasa IV permiti6 la identificacion del
NRF2 (Huo y Scarpulla, 2001a). El lugar de union de NRF2 solapaba con multiples
secuencias GGAA caracteristicas de los lugares de union de factores de transcripcion de la

familia ETS. NRF2 estd compuesto por 5 subunidades (Virbasius et al., 1993b); una
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NRF1 NRF2
OXPHOS
Citocromo c de rata +
Citocromo ¢ humano +
Subunidad 8 NADH deshidrogenasa humana +
Subunidad B succinato deshidrogenasa humano + +
Subunidad C succinato deshidrogenasa humano + +
Subunidad D succinato deshidrogenasa humano + +
Proteina de unién a la ubiquinona humana +
Citocromo oxidasa IV de rata +
Citocromo oxidasa I'V de raton +
Citocromo oxidasa Vb de raton + +
Citocrom,o oxidasa Vb de rata + +
Citocromo oxidasa Vb humano + +
Citocromo oxidasa VIc de rata +
Citocromo oxidasa VIaL humano + +
Citocromo oxidasa VIlaL bovino + +
Citocromo oxidasa VIIaL humano +
Citocromo oxidasa VIIc bovino +
ATP sintasa y bovina +
ATP sintasa ¢ humana +
ATP sintasa § humana +
Replicacion y transcripcion del mtDNA
Tfam humano + +
Tfam de raton +
Tfam de rata +
MRB RNA de raton +
TFB1 humano +
TFBI1 de ratén + +
TFB2 humano +
TFB2 de raton + +
Biosintesis del HEMO
5-aminolivulinato sintasa de rata +
Uroporfirinégeno I1I sintasa de raton + +
Proteinas de traslocacion y ensamblaje
TOM 20 humano + +
Chaperonina 10 de raton +
SURF-1 humano +
COX17 de raton + +
Canales de iones
VDAC3 humano +
VDACS3 de raton +
VDACI1 humano +
Transportadores
Glicerol fosfatasa deshidrogenasa humana +
Traduccion
Ribosoma mitocondrial humano S12 + +

Tabla 1. Genes nucleares codificantes de proteinas mitocondriales con cajas de
union a NRF1 y NRF2. Las referencias bibliograficas originales se pueden
encontrar en: Kelly y Scarpulla, 2004; Scarpulla, 2002.

22



Regulacion transcripcional del gen de mitofusina 2 en musculo esquelético

subunidad a con capacidad de unioén al DNA y otras cuatro que asocian con la subunidad
o, pero que no tienen capacidad de unirse al DNA (Bi, B2, v1 ¥ v2) La clonacién de las cinco
subunidades desvel6 que NRF2 era el homologo humano de GABP (LaMarco y McKnight,
1989) donde B, y y1 eran ligeras variantes de splicing de las subunidades 3; y f2 del GABP
de raton. Las subunidades sin capacidad de unién al DNA facilitan la uniéon en forma de
heterotetrameros a las cajas de unidon a NRF?2 situadas en tindem (Thompson et al., 1991) y
poseen el dominio de activacion transcripcional (Gugneja et al., 1996). Al igual que con
NRF1, el nimero de genes que codifican proteinas mitocondriales regulados por NRF2 ha
ido creciendo en los ultimos afios (Tabla 1). Recientemente se ha determinado que NRF2
junto con ERRa son los factores de transcripcion clave en la regulacion de genes del
sistema OXPHOS por PGC-1a (véase mas adelante; Mootha et al., 2004). La deleccion de
la subunidad o del NRF2 es letal, los heterocigotos para la mutacion no muestran
diferencias fenotipicas y los niveles de expresion no difieren de los animales salvajes

(Ristevski et al., 2004).

ERRa.

Como se ha comentado, ERRa es un elemento clave en la regulacion de genes del sistema
OXPHOS por PGC-1a. La regulacion de ERRa no so6lo se limita a genes de la OXPHOS
sino que también regula genes implicados en la biogénesis mitocondrial. La inhibicién de
ERRa compromete seriamente la capacidad de PGC-1a para inducir la expresion de genes
que codifican para proteinas mitocondriales e incrementar el contenido de mtDNA en la
célula, mientras que la expresion constitutiva de ERRa es suficiente para provocar ambas
respuestas (Schreiber et al., 2004).

ERRa es un receptor nuclear (NR) huérfano capaz de unirse a los elementos de respuesta a
hormonas (HRE) como monémero o como homodimero (Giguere, 1999). Su expresion es
ubicua, pero los niveles de expresion son mayores en aquellos tejidos con elevados
requerimientos energéticos como corazén, musculo esquelético, tejido adiposo marrén o
rifdn (Sladek et al., 1997). La expresion de ERRa se induce en condiciones de mayor gasto

energético y es regulada por PGC-1a (Schreiber et al., 2003). La deleccion del gen del
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ERRa es viable y fértil, su peso corporal se encuentra disminuido al igual que la
proporcion de grasa. El K.O. es resistente a la obesidad inducida por la dieta sin que haya
cambios en el gasto energético o consumo de alimentos. Estos variaciones fenotipicas se
deben a una menor expresion tanto de genes reguladores de la adipogénesis como de otros

genes del metabolismo energético (Luo et al., 2003).

MEF2.

MEF2 fue descrito inicialmente como un factor de transcripcion enriquecido en musculo
que se une a una secuencia rica en A/T como homo- o heterodimero (Black y Olson, 1998).
Aunque la expresion de MEF2 es elevada en musculo, también lo es en neuronas y en
menor medida en otros tipos celulares. En vertebrados existen 4 genes MEF2: MEF2A, B,
C y D con patrones de expresion diferentes, pero solapados, a lo largo del desarrollo
embrionario y en los tejidos adultos. El calcio, a través de su accion sobre proteinas
fosfatasas y proteinas quinasas, las cuales modifican a MEF2 (véase mas adelante), regula
su actividad transcripcional (McKinsey et al., 2002).

La primera evidencia de que MEF2 podia regular la expresion de genes codificantes para
proteinas mitocondriales provino del estudio del promotor de las subunidades de citocromo
oxidasa especificas de musculo COX-VIaL y COX-VIII que carecen de cajas de union a
NRF, pero dependen de MEF2 para su expresion (Wan y Moreadith, 1995). El raton
deficiente en MEF2A sufre letalidad perinatal, y aquellos ratones que llegan a la edad
adulta muestran reduccion en el nimero de mitocondrias y mtDNA (Naya et al., 2002). La
represion de la expresion de MEF2 por medio de la HDAC provoca la disminucién de
mitocondrias y de la expresion de proteinas mitocondriales asi como del regulador de la

biogénesis mitocondrial PGC-1a (Czubryt et al., 2003).

Otros factores.

En general, los genes del sistema OXPHOS y enzimas implicados en el metabolismo

mitocondrial carecen de caja TATA y poseen multiples lugares de uniéon a Spl en el
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promotor proximal. Spl es un factor de transcripcion ubicuo perteneciente a la familia de
los reguladores transcripcionales Sp/XKLF/Kruppel-like que se ha relacionado con la
expresion constitutiva de genes implicados en diversas funciones (Suske, 1999). Se ha
descrito la activacion funcional del promotor de diversos genes del sistema OXPHOS por
Sp1, pero no hay evidencias de una regulacion controlada de genes de la OXPHOS por Spl
(Scarpulla, 2002).

PPARa y o son factores de transcripcion de la familia de los receptores nucleares que
regulan la expresion de enzimas implicados en la oxidacion de 4cidos grasos (Gulick et al.,
1994; Wang et al.,, 2003; Tanaka et al., 2003). PPRy tiene un papel regulador en la
diferenciacion del tejido adiposo (Rosen et al., 2000) aunque no se ha asociado a la
expresion de genes de la OXPHOS, pero si a la proteina desacopladora del tejido adiposo
marron UCP1, que junto a los receptores de hormona tiroidea y éacido retinoico actaa en el
enhancer de su promotor (Silva y Rabelo, 1997).

La estimulacion eléctrica de miocitos cardiacos produce aumento en la masa y la actividad
mitocondrial. La induccion del citocromo ¢ viene precedida por incrementos en el mRNA
de c-Fos, c-Jun, B-Jun y NRF1 (Xia et al., 1997), Posteriormente se demostré un papel
funcional de c-Jun y c-Fos en la activacion del promotor del citocromo ¢ en colaboracion
con NRF-1 (Xia et al., 1998).

CREB es otro factor de transcripcion relacionado con la expresion de genes codificantes de
proteinas mitocondriales como el citocromo ¢ (Herzig et al., 2000b), la HMG-CoA (Eggers
et al., 2000) o la L-CPTI (Louet et al., 2002). CREB regula la expresion de PGC-la en
musculo esquelético (Handschin et al., 2003).

El doble KO de NFATc3 y NFATc4 muestra en el tejido cardiaco defectos mitocondriales
tanto estructurales como funcionales en ausencia de cambios notables en la expresion de la
mayoria de genes implicados en la biogénesis y el metabolismo mitocondrial salvo la fatty
acid binding protein de tipo cardiaco y la piruvato carboxilasa (Bushdid et al., 2003), pero
no se ha demostrado un efecto directo de miembros de la familia NFAT sobre el promotor

de estos genes.
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Papel de los coactivadores nucleares.

El programa de biogénesis mitocondrial requiere la expresion coordinada de multiples
genes regulados por diversos factores de transcripcion. Es mediante los coactivadores como
se coordina la expresion de los genes necesarios para la funcion mitocondrial y su

biogénesis.

PGC-1a.

PGC-1a fue clonado en una busqueda por doble hibrido de factores que interaccionaban
con PPARy en el TAM (Puigserver et al., 1998). La expresion de PGC-1a es abundante en
corazén, musculo esquelético, TAM, cerebro, higado y rifion, tejidos todos ellos con
especiales requerimientos energéticos. Su expresion se induce en diferentes tejidos por la
exposicion al frio, el ejercicio y el ayuno, condiciones en las que aumenta la demanda
energética para producir calor o ATP (Puigserver y Spiegelman, 2003). La sobreexpresion
de PGC-1a en distintas lineas celulares induce la expresion de NRF1, NRF2, Tfam y
ERRa, estimula la respiracion mitocondrial acoplada o desacoplada y la biogénesis
mitocondrial (Puigserver et al., 1998; Schreiber et al., 2004; Wu et al., 1999). La
sobreexpresion de PGC-la en corazén provoca un gran aumento en la cantidad de
mitocondrias (Lehman et al., 2000). Ratones transgénicos que sobreexpresan PGC-1a en
musculo esquelético tienen una mayor proporcion de fibras musculares oxidativas tipo [ y
un aumento en la expresion de genes del metabolismo mitocondrial, la coactivacion a
MEF2 es responsable en parte de este cambio (Lin et al., 2002b; Miura et al., 2003).
Ademas, en higado PGC-1a regula la expresion de genes implicados en la gluconeogénesis
(Yoon et al., 2001) y en las células beta del pancreas altera la expresion de diversos genes
metabolicos provocando la supresion de la liberacion de insulina mediada por glucosa
(Yoon et al., 2003). El raton knock-out de PGC-la tiene reducida su actividad
mitocondrial, pero paraddjicamente es delgado y resistente a la obesidad inducida por la
dieta. Este fenotipo se explica por una hiperactividad provocada por lesiones en la region

del cerebro que controlan el movimiento (Lin et al., 2004).
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PGC-1a posee en su N-terminal un dominio de activacion transcripcional con el cual

interacciona con SRC-1 y CBP/p300 (Figura 2; Puigserver et al., 1999). En esta region se

A LXXLL@ gl? q? HCF RS RMM
1 I [T T11 1797
_— NRF1 ~ ————— FOXO01
CBP/p300 PPARy MEF2 Toop
SRC-l p160MYB MEDIADOR
NR
B
PGC-la 1 I (11 1797
40% 35% 48%
PGC-1p 1 [ | [ ] 1014
28% 44%
PRC 1 [ I ] 1665

Figura 2. Dominios funcionales de la familia PGC-1. A.- PGC-la posee un potente
dominio de activacion en el extremo N-terminal (rojo) que le permite la interaccidon con
otros coactivadores transcripcionales. El dominio LXXL (negro) es responsable de Ia
interaccion dependiente de ligando con ciertos receptores nucleares. Un dominio central
contiene varios lugares de fosforilacion por la quinasa p38 MAPK. El dominio HCF (azul)
le permite la interaccion con el Host Cell Factor 1. El extremo C-terminal contiene los
dominios de de procesamiento del RNA, el motivo de reconocimiento del RNA (RRM;
naranja) y una zona rica en serinas y argininas (RS; amarillo). B.- Representacion
esquematica de los dominios de los tres miembros de la familia PGC-1. Se indica el
porcentaje de homologia entre los distintos dominios de PGC-1. (Adaptado de Puigserver y
Spiegelman, 2003)

encuentra el motivo LXXLL con el cual interacciona con la mayor parte de los receptores
nucleares (Puigserver y Spiegelman, 2003). De modo independiente de ligando también
interacciona con PPARy en un dominio entre los aminoacidos 200 y 400 (Puigserver et al.,
1998). En este mismo dominio PGC-1a es el responsable de la union y coactivacion de
NRFI1 (Wu et al., 1999a). No se ha demostrado una interaccion directa de PGC-1a con
NRF2, pero PGC-1a y B interaccionan con el factor denominado Host Cell Factor (HCF-
1), una proteina implicada en el ciclo celular y la infeccion viral (Lin et al., 2002a). Se ha

demostrado la interaccion de HCF-1 con NRF2 (Vogel y Kristie, 2000). HCF-1 podria
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servir de puente en la coactivacion de miembros de la familia de PGC-1 con NRF2 aunque
el complejo heterotrimérico PGC-1-HCF-1-NRF2 atn no se ha demostrado. Un dominio
entre los aminoacidos 400 y 500 permiten su interaccion con MEF2 (Michael et al., 2001).
El dominio C-terminal de PGC-1a permite su interaccion con FOX1 (Puigserver et al.,
2003).

Muchos coactivadores activan la transcripcion remodelando la cromatina gracias a que
poseen actividades enzimaticas especificas tales como acetil transferasas (Naar et al.,
2001). PGC-1a no posee secuencias con homologia a otros coactivadores. El modo en el
que activa la transcripcion es reclutando moléculas con actividad Histona Acetil
Transferasas (HAT) como SRC-1 y CBP/p300 (Puigserver et al., 1999). TIF-2 atenua la
interaccion de PGC-1a con SRC-1 (Picard et al., 2002). Ademas de interaccionar con
proteinas con capacidad de modificar la cromatina, PGC-1a también interacciona con el
complejo de preiniciacion de la transcripcion a través de TRAP/Mediador (Wallberg et al.,
2003). PGC-1a posee dominios implicados en el procesamiento del RNA, de hecho se ha
visto asociado a complejos con la forma fosforilada de la RNA polimerasa II y en estudios
de procesamiento del mRNA se ha demostrado un papel en el splicing del mRNA so6lo de
genes en los que PGC-1a se une a su promotor (Monsalve et al., 2000).

La fosforilacion de PGC-1a por la p38 MAPK aumenta su estabilidad y vida media
(Puigserver et al., 2001) y desestabiliza la unién con su represor pl60 myb binding protein

(p160™°"; Fan et al., 2004).

PGC-1 related coactivator (PRC).

PGC-1a tiene un patron de expresion restringido y su expresion no se detecta en algunas
lineas proliferativas con la funcion mitocondrial activa. Esto sugiri6 la existencia de otro
coactivador capaz de regular la funcion mitocondrial. PRC se identificd en una busqueda en
las bases de datos (Andersson y Scarpulla, 2001). PRC contiene varios dominios de
homologia con PGC-la, entre ellos la region N-terminal, el dominio LXXLL de
interaccion con los NR, una zona rica en prolinas y regiones de interaccion con el RNA en

el C-terminal (Fig. 2; Andersson y Scarpulla, 2001). La mayor similitud entre PGC-1a y
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PRC se halla en los dominios N- y C-terminales con un 48 y 46% respectivamente
(Kressler et al., 2002). PRC interacciona y activa a NRF1 en el promotor de la 5-ALAS,
también activa el promotor de citocromo c, pero para ello ademas de NRF1 necesita la
colaboracion de CREB (Andersson y Scarpulla, 2001). La expresion de PRC es ubicua y a
diferencia de PGC-la su expresion no aumenta en respuesta al frio, pero muestra una
regulacion dependiente del ciclo celular por lo que se sugiere que PRC actua en respuesta a

senales proliferativas (Andersson y Scarpulla, 2001).

PGC-1B (PERC).

PGC-1p fue identificado también en una busqueda en las bases de datos (Kressler et al.,
2002; Lin et al., 2002a). Su homologia con PGC-1a es mayor que la de PERC (Fig. 2). En
el extremo N-terminal muestra una identidad del 40% con PGC-la y de un 28% con PRC
(Lin et al., 2002d). En el extremo C-terminal la identidad es de un 48% con PGC-1a y de
un 46% con PRC (Lin et al., 2002a). A diferencia de los otros dos miembros de la familia,
PGC-1P no posee la secuencia rica en serinas y prolinas que permite la interaccion con la
maquinaria de procesamiento del RNA. El patron de expresion de PGC-1J es similar al de
PGC-1a, pero su expresion no es inducida en respuesta al frio (Lin et al., 2002a). El ayuno
induce fuertemente la expresion de PGC-1a y B en el higado provocando un aumento en la
expresion de genes mitocondriales, pero a diferencia de PGC-1a, PGC-1P no regula la
expresion de genes gluconeogénicos posiblemente por una menor afinidad con HNF-4a y
FOXO1 (Lin et al., 2003). PGC-1pB coactiva a NRF1, HNF-4a (Lin et al., 2002a), ER
(Kressler et al., 2002) y ERR (Kamei et al., 2003). Ratones transgénicos de PGC-1p
exhiben un incremento en la expresion de MCDA, un elevado gasto energético y son
resistente a la obesidad inducida por la dieta (Kamei et al., 2003).

PGC-1a y B incrementan la masa y la respiracion mitocondrial, pero la proporcion de

respiracion desacoplada es mayor en aquellas células con mayor expresion de PGC-1a (St

Pierre et al., 2003).
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Senalizacion en el control de la biogénesis mitocondrial.

Calcio.

El calcio (Ca®") es un segundo mensajero intracelular que ha sido ampliamente estudiado.
Incrementos en la concentracion de Ca®" citosélico libre en células L6 inducido por un
ionoforo de Ca®" provocan un aumento en la biogénesis miotocondrial; en estas
condiciones, se detecta un incremento en la expresion de PGC-1, NRF1, NRF2 y Tfam
(Ojuka et al., 2003). La elevacion de Ca®" intracelular activa diversas proteinas quinasas y
proteinas fosfatasas que activan cascadas de sefalizacion cuyo resultado final es la
modificacion de la transcripcion de determinados genes. Posiblemente la proteina quinasa
més relevante en el control de la biogénesis mitocondrial inducida por Ca®' es la quinasa
dependiente de calcio/calmodulina (CaMK). De las tres CaMK (CaMKI, CaMKII y
CaMKIV), CaMKI y CaMKII muestran una expresion general mientras que la expresion de
CaMKIV se limita principalmente al cerebro, linfocitos T y células germinales masculinas
(Anderson y Kane, 1998). Las CaMK fosforilan serinas/treoninas en una gran variedad de
substratos (Anderson y Kane, 1998). CaMKI y CaMKIV muestran una capacidad similar de
activar genes (Kane y Means, 2000; Wu et al., 2002). Los ratones transgénicos que
expresan una forma constitutivamente activa de CaMKIV muestran un aumento en la
biogénesis mitocondrial y de proteinas y enzimas implicadas en el metabolismo de los
acidos grasos y la OXPHOS, asi como PGC-1a (Wu et al., 2002). Recientemente se ha
descrito el raton K.O. de CaMKIV (Akimoto et al., 2004), el cual no presenta
anormalidades mitocondriales en el musculo esquelético. La funcién observada en el
transgénico de CaMKIV puede ser llevada a cabo por CaMKI que a diferencia de CaMKIV
se expresa abundantemente en musculo y muestra una capacidad similar a la de CaMKIV
activando genes en un background muscular (Wu et al., 2002). CaMK es capaz de activar
PGC-1la a nivel transcripcional (Handschin et al., 2003; Wu et al., 2002). CaMK activa
CREB y MEF2 los cuales actian en el promotor de PGC-la (Czubryt et al., 2003;
Handschin et al., 2003). La expresion ectopica de CaMK incrementa la actividad
transcripcional de MEF2 sin cambiar la afinidad de MEF2 al DNA (Passier et al., 2000). Se

ha demostrado que la fosforilacion de MEF2D por CaMK incrementa su actividad
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transcripcional (Blaeser et al., 2000). CaMK también incrementa la actividad
transcripcional de MEF2 rompiendo la asociacion de MEF2 con los represores HDAC 4, 5,
7 y 9 por fosforilacion de estos ultimos (Lu et al., 2000). Aunque no se conoce el
mecanismo preciso, CaMKIV regula la funcion transcripcional del coactivador asociado a
PGC-1a, CBP/p300 (Chawla et al., 1998).

La proteina fosfatasa calcineurina también estimula la biogénesis mitocondrial y la
transcripcion de PGC-1a, aunque lo hace en menor medida que CaMK (Wu et al., 2002).
La calcineurina es capaz de activar a MEF2 (Wu et al., 2000; Wu et al., 2001) el cual actiia
sobre el promotor de PGC-1a (Handschin et al., 2003). Asi mismo, la calcineurina
desfosforila al factor de transcripcion NFAT vy ello permite la traslocacion de NFAT del
citoplasma al nucleo. La activacion de NFAT esta implicada en la transicion de la fibra
muscular de contraccion rapida a contraccion lenta (Crabtree y Olson, 2002; Olson y
Williams, 2000a), pero no esta claro el papel de NFAT en la regulacion de la biogénesis
mitocondrial.

El aumento en la concentracion de Ca®’ activa a la proteina quinasa C que se ha visto

implicada en la regulacion transcripcional del gen del citocromo ¢ (Freyssenet et al., 1999).

Estado energético de la célula.

Existen varias evidencias de que el descenso en la relacion ATP/AMP es responsable de
aumentos en la masa mitocondrial. Muchos estudios indican un aumento en la expresion de
NRF1 en respuesta a la contraccion en musculo esquelético (Hood, 2001). EIl
desacoplamiento de la respiracion por la sobreexpresion de UCP1 en células HeLa provoca
el incremento de NRF1 y diversas proteinas mitocondriales (Li et al., 1999). El tratamiento
de ratas con acido B-guanidinopropionico, que reduce los niveles de fosfocreatina y ATP,
conlleva una activacion de NRF1 y un incremento en la masa mitocondrial (Bergeron et al.,
2001). Este tratamiento provoca la activacion de la quinasa dependiente de AMP (AMPK).
La activacion de la AMPK en musculo esquelético de ratas tratadas cronicamente con

AICAR provoca el incremento de varias enzimas mitocondriales (Winder et al., 2000). La
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activacion de AMPK se asocia a aumentos en la expresion de PGC-la en musculo

esquelético (Zong et al., 2002).

Estimulacion adrenérgica.

En tejidos con capacidad termogénica, como el TAM, la sefializacion B-adrenérgica y
activacion de la cAMP estimulan la respiracion desacoplada y el incremento el masa
mitocondrial (Puigserver et al., 1998). El tratamiento de la linea celular de adipocitos
marrones HIB-1B con el agonista B-adrenérgico isoproterenol induce la expresion de PGC-
la. Receptores B3-adrenérgicos (B3-AR) median la induccion de PGC-la pues ratones
KO del B3-AR no muestran induccion de PGC-la. en TAM al ser expuestos al frio
(Puigserver y Spiegelman, 2003) y tratamientos con agonistas especificos del B3-AR

inducen la expresion de PGC-1a en TAM (Gomez-Ambrosi et al., 2001).

Oxido nitrico (NO).

El NO actta sobre la mitocondria a distintos niveles. E1 NO es un vasodilatador que regula
el flujo sanguineo a los tejidos y por tanto el suministro de oxigeno y substratos del
metabolismo mitocondrial (Nisoli et al., 2004). Ademas el NO regula directamente la unién
del oxigeno a la hemoglobina (Wolzt et al., 1999). El NO regula la funciéon mitocondrial
uniéndose a la citocromo ¢ oxidasa en competicion con el oxigeno inhibiendo a la enzima
(Cleeter et al., 1994). Recientemente han surgido evidencias que el NO activa la biogénesis
mitocondrial en varios tipos celulares incluyendo adipocitos y HeLa (Nisoli et al., 2003).
La actividad termogénica y masa mitocondrial de animales KO de la oxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS) se halla significativamente alterada (Nisoli et al., 2003). Los efectos del
NO en la biogénesis mitocondrial son dependientes de cGMP y se asocian a la activacion
de PGC-1a (Nisoli et al., 2003). Cabe destacar que la e-NOS se activa por AMPK, por
incrementos en la concentracion de Ca®" y por sefalizacion p-adrenérgica (Nisoli et al.,

2004).
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1 Modelos animales y toma de muestras.

El modelo animal elegido en esta tesis ha sido la cepa Wistar de Rattus Norvegicus. Las
ratas se adquirieron en Interfauna S.A., y fueron mantenidas por el servicio de
estabulacion de la Facultad de Biologia. Se alimentaron ad libitum con pienso de los
laboratorios Purina. Las condiciones de estabulacion han sido las habituales: temperatura de

22 °Cy ciclos de luz y oscuridad de 12 horas.

1.1 Tratamiento con el agonista especifico A3-AR CL-316243.

1.1.1 Tratamiento agudo.

A las ratas macho se les inyect6 intraperitonealmente una dosis de CL-316243 (1 mg/kg).
A las 24 h fueron anestesiados con pentobarbital (200 mg/kg) y se extrajo el tejido
adiposo marrén (TAM), el misculo gastrocnemius. Las muestras extraidas se congelaron

en nitrogeno liquido y se mantuvieron a -80°C hasta el momento de su procesamiento.

1.1.2 Tratamiento cronico.

Ratas macho fueron anestesiadas (con flujo controlado de isofluorano) y operadas por el Dr
Luc Marti para implantar una minibomba osmotica que suministraba el compuesto CL-
316243 a 1 mg/kg*dia. Al cabo de siete dias fueron anestesiados con pentobarbital (200
mg/kg) y se extrajo el TAM y el musculo gastrocnemius. Las muestras extraidas se
congelaron en nitrogeno liquido y se mantuvieron a -80°C hasta el momento de su

procesamiento.
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1.2 Exposicion al frio.

Ratas macho fueron expuestas al 4 °C durante 48h, a continuacion fueron anestesiados con
pentobarbital (200 mg/kg) y se extrajo el TAM y el musculo gastrocnemius. Las muestras
extraidas se congelaron en nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80°C hasta el momento de

su procesamiento.

2 Cultivos celulares.

2.1 Condiciones generales.

La manipulacion de las lineas celulares se ha llevado a cabo siguiendo las condiciones
habituales de esterilidad para minimizar cualquier riesgo de contaminacion. En todo
momento se ha trabajado en campanas de flujo laminal. La superficie de trabajo se ha
tratado con etanol al 70% tanto al inicio como al final de cada protocolo, ademas de ser
irradiada con rayos U.V. cuando la campana no estaba siendo utilizada. El material fungible
estéril utilizado (pipetas, tubos de centrifuga, placas de cultivo, etc.) se ha comprado a las
casas Corning o Falcon, indistintamente. Las soluciones utilizadas (medio de cultivo
DMEM, antibioticos, reactivos,...) se han comprado estériles con calidad para uso en
cultivos celulares (a Gibco BRL o a BioWhittaker). Algunos reactivos se han esterilizado
en autoclave o bien por filtrado (usando filtros de 0,22 um de didmetro, Schleicher &

Schuell).

2.2 Medios y técnicas generales.

Las lineas celulares utilizadas han sido bésicamente fibroblastos y mioblastos. Como sus
requerimientos son similares, se han usado los mismos medios y técnicas en todos los

casos, salvo que se especifique lo contrario.
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2.2.1 Medios y reactivos generales

Soluciones generales:

Medio DMEM de BioWhittaker (con 4,5 g/l de glucosa, con glutamina)

Suero bovino fetal (FBS) de Gibco BRL. Previamente a su utilizacion se inactiva
calentandolo a 56 °C durante 30 minutos. El suero inactivado (FBS inactivado) se
alicuota en tubos estériles de 50 ml y se guarda a -20 °C o bien a 4 °C si se va a
utilizar inmediatamente.

Penicilina/Estreptomicina (BioWhittaker o Gibco BRL) 10.000 U/ml:10.000 pg/ml.
HEPES 1,25 M pH 7.4; filtrado a través de filtros 0,22 um y guardado a -20 °C.
Tripsina (Gibco BRL).

Tri-yodotironina (T3). Para experimentos de transfeccion con receptores de
hormona tiroidea, éstos se activaban afiadiendo hormona tiroidea T3 al medio de
cultivo. La tri-yodotironina se comprd a Sigma (cat # T-2752), y se afiadid a una
concentracion final de 50-100 nM. Se prepara un stock a 50 uM, disolviendo 1,7 mg
de T3 en 1 ml de NaOH 0,05 M, y anadiendo esta disolucién sobre 50 ml de medio
completo al 2% deplecionado de hormona tiroidea (ver apartado 2.2.2). Esta
disolucion se filtra para esterilizarla y se alicuota y guarda a -20 °C, protegida de la
luz. Estos pasos de disolucion se realizan porque la T3 resulta dificil de disolver

directamente en el medio.

Preparacion de medios y reactivos:

Medios completos: Sobre un volumen de 500 ml de medio DMEM se afaden los

siguientes reactivos a la concentracion final indicada:

=  HEPES 25 mM (dilucion 1/50 del stock). Esto proporciona un sistema adicional
de tamponamiento del medio ademas del que proporciona el incubador de CO,
(CO,/HCOy3).

= Penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml (dilucién 1:100 del stock).
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= Suero bovino fetal inactivado. Se afiade al 10% (v/v) para el medio de

crecimiento y al 2% (v/v) para el medio de diferenciacion.

Habitualmente se prepara un volumen de 500 ml de medio que se conserva a 4°C hasta un

maximo de 4-6 semanas. Los medios se calientan a 37°C antes de afiadirlos a las células

para evitar someterlas a estrés térmico.

2.2.2 Medio completo deplecionado de hormona tiroidea.

En algunos experimentos de transfeccion nos interesaba disponer de un medio libre de

hormonas tiroideas, para observar mdas claramente el posible efecto del T3 afiadido

externamente. Estos medios, tanto de crecimiento (FBS 10%), como de diferenciacion

(FBS 2%), se preparan del mismo modo que los medios completos vistos en el apartado

anterior (2.2.1), con la tnica salvedad de que el suero utilizado se depleciona previamente

de hormona tiroidea. La deplecion se consigue mediante el tratamiento del suero con la

resina de intercambio i6nico AG 1-X8 (BioRad, 200-400). El protocolo de deplecion de

suero es el siguiente:
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Se pesan 10 g de resina y se lavan tres veces consecutivas con 30 ml de agua estéril.
La resina se recoge por centrifugacion a 1.500 g durante 5 minutos después de cada
lavado, y se decanta el sobrenadante.

Esta resina lavada se afiade sobre 200 ml de FBS inactivado en una botella de 250
ml.

La suspension de resina se agita vigorosamente durante 4 horas a temperatura
ambiente en un agitador.

El suero se separa de la resina por centrifugacion en una botella de centrifuga
Nalgene de 250 ml (20 minutos a 2.000 rpm en un rotor Sorvall GSA). Recogemos
el sobrenadante y lo transferimos a una nueva botella.

El sobrenadante se trata de nuevo con 10 g de resina fresca, esta vez durante toda la

noche, y se separa de nuevo por centrifugacion.
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7. El proceso se repite de nuevo con 10 g de resina fresca, esta vez durante 4 horas
mas.

8. Se toma este ultimo sobrenadante, que ya es el suero deplecionado de hormona
tiroidea, y se esteriliza por filtracion a través de filtros de 0,22 um de didmetro de
poro. Se alicuota en tubos estériles de polipropileno de 50 ml y las alicuotas se

conservan a -20°C.

2.2.3. Técnicas generales.

El trabajo con lineas celulares comporta su mantenimiento (descongelacion y

amplificacion) y su conservacion (por congelacion).

A) Descongelacion de células.

Las células pueden conservarse en criotubos en tanques de nitrégeno liquido durante afios.
Para periodos mas cortos (semanas o meses), se pueden conservar a -80°C. Para su

descongelacion generalmente hemos utilizado el siguiente protocolo:

1. Se descongela rapidamente el vial (criotubo) a 37°C.

2. Se afiade el contenido del vial a un tubo de centrifuga de 15 ml con 5-10 ml de
medio completo.

3. Se centrifuga a 1.200 rpm (260 g) durante 4 minutos.

4. Se elimina el sobrenadante. Estos ultimos 3 pasos sirven para eliminar los restos de
DMSO (crioprotector) que hay en el medio de congelacion (ver apartado C).

5. Resuspendemos el pellet en un volumen adecuado de medio completo (5-10 ml).

6. Se siembra la resuspension en un frasco, o placa, de superficie adecuada. Si el
cultivo es reciente y se espera una alta viabilidad de las células se puede sembrar en
un frasco de 75 sz; si, por el contrario, se trata de un cultivo congelado hace
mucho tiempo es conveniente sembrarlo en una placa de 3,5 cm” de diametro o en

un frasco de 25 cm?. Esperamos que las células lleguen a un 75-80% de confluencia
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y procedemos segin los protocolos de mantenimiento de la linea celular (ver

apartado B).

B) Mantenimiento de cultivos celulares.

Una vez que tenemos un cultivo en crecimiento, nos interesa mantener las células en

division o bien amplificarlas. Con los tipos celulares que hemos utilizado, sobretodo en el

caso de las lineas mioblasticas, se debe prevenir un exceso de confluencia ya que estas

células pueden alterar sus caracteristicas bioquimicas y funcionales, e incluso perder la

capacidad de diferenciarse si sobrepasan una confluencia del orden del 80 u 85%. El

procedimiento que utilizamos para despegar las células de un frasco de 75 cm” y mantener

el cultivo utiliza como proteasa la tripsina y es el siguiente:
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Se aspira el medio en que las células estan creciendo.

Se lavan con PBS (unos 10 ml). Se procura no verter con fuerza el liquido sobre las
células para no arrancarlas del frasco. EIl EDTA presente en esta solucion secuestra
los iones Ca®" necesarios para el mantenimiento de la adhesion celular al sustrato.
Se afiade 1 ml de tripsina . Cuando se han utilizado flascones o placas de superficie
diferente, este volumen se ha variado proporcionalmente.

Se agita suavemente el frasco o placa para repartir la tripsina. Cuando las células se
despegan, y si hay un alto grado de confluencia, puede verse a simple vista una
masa blanquinosa flotando en el liquido que son las células despegadas. Se puede
también comprobar al microscopio que efectivamente hemos conseguido despegar
las células de la superficie de plastico. Conviene no prolongar el tiempo de
exposicion de las células a la tripsina, ya que esta proteasa puede llegar a digerir las
proteinas de la superficie celular (receptores, transportadores,...) y comprometer su
viabilidad.

Se anaden 10 ml de medio o DMEM completo (proporcion 1:10 del volumen de
proteasa afiadido) para diluir la tripsina.

Se cuenta una alicuota en una camara de Neubauer.
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7. Se diluyen las células hasta una concentracion adecuada segun las necesidades. Por
ejemplo: si queremos amplificar un cultivo de células 10T1/2 sembraremos del
orden de 400.000 células por frasco de 75 cm?.

8. Se siembra el volumen de células correspondiente en la placa o el frasco.

C) Congelacion de células.

Los cultivos celulares se pueden mantener durante largo tiempo congelados en nitrégeno
liquido. Es conveniente mantener stocks de células congeladas de un niamero bajo de pases
de mantenimiento, ya que los cultivos tienden a envejecer y a perder sus caracteristicas
bioquimicas y morfoldgicas con las subdivisiones y sucesivos tratamientos con tripsina.
Ademas conviene tener cultivos congelados en prevision de posibles contaminaciones en el
cultivo con el que se esta trabajando. El protocolo utilizado para la congelacion es el

siguiente:

1. Se recupera el cultivo en crecimiento por tripsinizacion como se explica en el
apartado B.

2. Se vuelve a centrifugar a 1.200 rpm (260 g) durante 4 minutos.

3. Se resuspenden las células en una solucion de DMSO (Sigma, cat. D-2650) diluido
al 10% en FBS a una concentraciéon de aproximadamente 10° células/ml. El DMSO
actia de crioprotector; a pesar de ello debe evitarse una exposicion prolongada de
las células a este producto a temperatura ambiente ya que resulta toxico.

4. Se alicuota esta suspension en volumenes de 1 ml en criotubos de 1.8 ml
(previamente colocados en hielo), indicando el numero de procesos de
tripsinizacion que ha sufrido el cultivo, la cantidad de células congeladas, el tipo
celular y la fecha de congelacion.

5. Se almacena inmediatamente a -80°C y al dia siguiente se pasa al tanque de
nitrégeno liquido. Alternativamente se puede congelar a -20°C y al cabo de unas
horas pasarlo a -80°C y al dia siguiente pasarlo a nitrégeno liquido, en un proceso

de congelacion progresiva menos dafiino para las células.
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6. Una vez que el vial estd congelado se puede conservar durante semanas a -80°C o

bien se conserva en el tanque de N, liquido durante periodos mas largos.

2.3 Lineas celulares utilizadas.

2.3.1 Linea fibroblastica C3H10T1/2.

La linea de fibroblastos de raton C3H10T1/2 ( en adelante 10T1/2) se compr6 a la ATCC
(American Type Culture Collection, cat. CCL-226, lot F-13396) y se mantuvieron

siguiendo las condiciones generales de cultivo.

2.3.2 Linea miogénica L6E9.

La linea celular L6E9 fue subclonada a partir de la linea L6 por el Dr. Nadal-Ginard
(Nadal-Ginard, 1978). El Dr. Nadal-Ginard (Universidad de Harvard, USA) nos doné
amablemente esta linea. La linea celular L6 fue establecida por Yaffe (Yaffe, 1968) a partir
de un cultivo primario de musculo esquelético de la pata de neonatos de rata, transformado
mediante la adicion de metilcolantreno. Del mismo modo que las células que provienen de
cultivos primarios, esta linea celular consiste en mioblastos mononucleados con capacidad
de diferenciar a miotubos multinucleados de forma espontanea.

La linea celular L6E9 se mantiene en estado proliferativo en medios ricos en suero (10%
de suero bovino fetal) y presenta una morfologia fusiforme. En condiciones de menor
cantidad de suero (2% de FBS) y alta confluencia celular se induce su diferenciacion: los
mioblastos salen del ciclo celular, se alinean y finalmente se fusionan formando miotubos
multinucleados alargados y ramificados. Estos cambios morfologicos van acompanados de
cambios bioquimicos como por ejemplo la expresion de genes correspondientes al fenotipo
de musculo diferenciado y la represion de la expresion de genes correspondientes al
fenotipo de mioblasto (Nadal-Ginard, 1978). Los miotubos formados tienen una vida de

aproximadamente 7 dias.
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2.3.3 Células HeLa.

Esta linea se obtuvo de la ATCC (cat. CCL-2) y se mantuvieron siguiendo las condiciones

generales de cultivo. Son células epiteliales de adenocarcinoma de cérvix.
2.3.4 Células 293.

Las células 293 son células de rifion embrionario humano que fueron originariamente
transformadas con DNA procedente de adenovirus de tipo 5 (AdS) por el Dr. Graham
(Graham et al., 1977). Estas células contienen y expresan la region El (early region 1) del
AdS y por tanto permiten el crecimiento de adenovirus deficientes en E1. Se han utilizado
para la propagacion y titulacion de adenovirus recombinantes. Se obtuvieron de la ATCC

(cat. CRL-1573) y se mantuvieron siguiendo las condiciones generales de cultivo.
2.3.510T1/2 antisentido de Mfn2.

Las 10T1/2 transfectadas establemente con una secuencia de 300 bp complementaria al
mRNA de Mfn2 asi como las antisentido control transfectadas con el vector de expresion
vacio fueron producidas en nuestro laboratorio por el Dr. Bach (Bach et al., 2003). Esta
linea antisentido posee unos niveles de expresion de mRNA y proteina de Mfn2 de un 70%
menor que las 10T1/2 control. Las condiciones de cultivo son las mismas que las de las

10T1/2.

3 Técnicas generales de manipulacion del DNA.

El trabajo con DNA y bacterias implica la utilizaciéon de material esterilizado para evitar
contaminaciones con DNAsas, con otras bacterias y con DNA ajeno. La manipulacion de

bacterias se ha realizado siempre en las proximidades de un mechero Bunsen que nos
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proporciona un érea estéril de trabajo. El material fue autoclavado a 1 atmoésfera de
sobrexpresion durante 20 minutos para esterilizarlo e inactivar las DNAsas que pudiera
haber. Los reactivos utilizados eran de calidad para Biologia Molecular y el agua empleada
para prepararlos de calidad ultrapura (sistema Milli-Q de Millipore). El pH de las
soluciones se ajustd antes de ser esterilizadas mediante autoclavado o filtracion (filtros de

0,22 um @ de poro).

3.1 Bacterias competentes.

Para mantener y amplificar los plasmidos, éstos han sido transformados en las cepas de E.
coli DH5a y XLBlue desarrolladas por Stratagene. La preparaciéon de las bacterias

competentes fue realizado por los técnicos contratados por el laboratorio.

3.1.1 Transformacion.

Las bacterias competentes pueden incorporar facilmente DNA exogenos. Esto facilita la
amplificacion o la seleccion de los plasmidos recombinantes que nos interesan. El
protocolo seguido ha sido el siguiente:
1. A 100 pl de bacterias competentes afiadimos el DNA que queremos transformar.
Para transformar plasmidos se utilizan cantidades inferiores a 50 ng. Para productos
de ligacion hemos anadido 1/2 o todo el volumen de la reaccion de ligacion (entre 5
y 10 ul).
2. Lo mezclamos y lo mantenemos en hielo durante 30 minutos. Esto permite la
adsorcion del DNA a la superficie de la bacteria.
3. . Lo incubamos a 42 °C durante 90 segundos.
4. Anadimos 1 ml de medio LB y lo incubamos a 37 °C durante 1 h. Agitamos
ocasionalmente los tubos. Durante este tiempo las bacterias que han incorporado el

plasmido expresan la resistencia al antibidtico que permite su seleccion.
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5. . Concentramos el cultivo por centrifugacion en un tubo eppendorf a velocidad

maxima durante 2 minutos.

3.2 Recuperacion del DNA.

Para purificar los plasmidos a partir de los cultivos bacterianos hemos utilizado equipos
comerciales segun la cantidad de DNA que se necesitaba: minipreps para fines analiticos y

maxiprep para la obtencion de grandes cantidades de DNA.

3.2.1 Miniprep.

En esta tesis se han utilizado para preparacion de todo tipo de DNA plasmidico Kkits
comerciales de la casa Qiagen siguiendo las instrucciones del proveedor, en este caso
QIAprep Miniprep, basado en el método de lisis alcalina (Birnboim and Doly, 1979). Este
método consiste en lo siguiente: (1) lisis alcalina de las bacterias, (2) precipitacion de las
proteinas y del genoma bacteriano, y (3) purificacion del plasmido mediante una resina que

provee el mismo kit. Materiales, reactivos y soluciones.

3.2.2 Maxiprep.

Los equipos utilizados para la preparacion de DNA a gran escala son de nuevo los
comercializados por Qiagen. También estan basados en la lisis alcalina de las bacterias y en
la purificacion de los pldsmidos mediante cromatografia de intercambio idnico. El

protocolo utilizado ha sido el indicado por el proveedor.

3.3 Analisis del DNA por restriccion.

La digestion del DNA se ha llevado a cabo siguiendo las instrucciones de los proveedores y

utilizando los tampones suministrados con los enzimas. Se recomienda una relacion de una
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unidad enzimatica por pg de DNA y una digestion de una hora a la temperatura dptima del
enzima. No obstante, por lo general hemos utilizado concentraciones mas elevadas de
enzima para optimizar la digestion (2-4 U/ug). En ningun caso se ha superado un volumen
de enzima superior al del 10% del volumen final de reaccion, dado que la solucion de
enzima suele contener glicerol al 50% como crioprotector, y concentraciones de glicerol

superiores al 10% pueden inhibir la reaccion enzimatica.

3.4 Electroforesis en gel de agarosa.

La electroforesis en gel de agarosa es un método estandar para separar fragmentos de DNA.
La movilidad de los fragmentos de DNA es inversamente proporcional al logaritmo de su
peso molecular. El factor més importante en la separacion de los fragmentos de DNA es la
medida del poro del gel, es decir, la concentracion de agarosa. Rutinariamente hemos
utilizado una concentracion del 1% (p/v) de agarosa que nos da una buena resolucion en la
separacion de fragmentos de entre 0,4 a 6 kb. Para resolver fragmentos mas pequefios se

utilizan concentraciones de hasta el 3% de agarosa.

A) Soluciones.

e TAE 50x (Tampon Tris-Acetato-EDTA) (2 M Trizma base; 1 M acido borico; 50
mM EDTA). Se conserva a temperatura ambiente.

e Solucién de bromuro de etidio 400 pg/ml

e Tampon de carga 5x (40 mM EDTA; 0,1 % SDS; 30% Ficoll-400; 0,2% azul de
bromofenol). Se conserva alicuotado a -20°C.

e Gel de agarosa (1% agarosa; Bromuro etidio 16 ng/ml; TAE 1x). Generalmente se
ha preparado justo antes de utilizarlo aunque se puede conservar a 4°C envuelto en
papel transparente para evitar su desecacion.

e Marcadores de peso molecular (1 kb plus DNA ladder, Invitrogen)

B) Preparacion del gel y las muestras.
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Rutinariamente hemos preparado geles de 50 ml, volumen 6ptimo para los sistemas de
electroforesis utilizados. Las cantidades indicadas se pueden variar segun el sistema de

electroforesis empleado.

C) Preparacion del Gel.

1. Pesamos 0,5 g de agarosa y afiadimos 50 ml de TAE x1 en un erlenmeyer de 150-
200 ml (gel al 1% de agarosa). Marcamos el volumen de la solucion.

2. Fundimos la agarosa en un microondas y lo dejamos enfriar a temperatura ambiente.
Anadimos agua destilada por compensar las pérdidas por evaporacion (hasta la
marca anterior).

3. Preparamos el soporte del gel sellando los extremos y colocando el peine (molde
para los pozos).

4. Cuando el erlenmeyer se puede tocar sin que queme (aprox. 40°C) se anade el
bromuro de etidio. Se mezcla bien y se vierte dentro del soporte sellado y con el
peine (molde por los pozos) preparado.

5. Cuando el gel es solido quitamos el peine y lo colocamos en la cubeta de
electroforesis.

6. Cubrimos el gel con tampoén TAE x1.

D) Preparacion de las muestras.

En un tubo eppendorf de 1,5 ml se afiade la muestra de DNA y el volumen correspondiente
de tampon de carga 5x (concentracion final 1x). Se cargan volimenes finales de entre 10-
25 ul dependiendo del volumen del pozo del gel. La muestra se puede diluir con agua
bidestilada caso de estar demasiado concentrada. Se prepara paralelamente un tubo con el

marcador de peso molecular.

Se carga cada muestra en un pozo del gel, se conectan los electrodos a la fuente de
electroforesis y se corre el gel a un voltaje constante de 70-90 voltios. El DNA, con carga

negativa, migra al polo positivo. El resultado de la electroforesis se comprueba en un
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transiluminador de rayos UV. Disponiamos de un sistema de obtencion de imagenes para
obtener fotografias de los geles. En los casos en que el DNA se queria recuperar del gel se

ha evitado una exposicion prolongada a los rayos UV que pudiera producir dafios al DNA.

3.5 Recuperacion de fragmentos de DNA (de geles de agarosa).

Los fragmentos separados en un gel de agarosa se pueden recuperar para utilizarlos en una
ligacion, para obtener sondas marcadas o para otras finalidades. Durante la realizacion de
esta tesis se ha utilizado el kit comercial de la casa Amersham-Biosciences GFX™™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (cat. 27-9602-01) siguiendo las instrucciones del

proveedor.

3.6 Ligacion.

La obtencion de nuevas construcciones es posible gracias a las técnicas de DNA
recombinante. El protocolo de incorporacion de fragmentos de DNA en un plasmido
(ligacion) utilizado en esta tesis ha sido estandar (Sambrook et al., 1989). El protocolo
seguido ha sido el mismo para unir fragmentos con extremos romos o cohesivos. Se ha
procurado minimizar la exposicion del DNA a ligar a los rayos UV, que pueden alterar su

estructura y disminuir la eficiencia de la ligacion.

A) Procedimiento

1. Se mezclan los fragmentos que se van a ligar procurando mantener una relacion
molar inserto/vector de 3 a 1 y que la cantidad total de DNA sea de
aproximadamente 100 ng. El volumen de la reaccion suele ser de 10 pl. Se anade 1
pl de tampon de ligacion 10X y 1 ul de T4 ligasa (New England Biolabs, cat
MO02025S).

2. Se incuba a 4°C durante 16-18 horas.
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3. El producto de ligacion se transforma en bacterias competentes y los plasmidos se
analizan por restriccion. En ligaciones en las que el vector tiene la posibilidad de
religarse sin incorporar inserto, aquel se ha desfosforilado previamente a la ligacion

con fosfatasa alcalina (Roche, cat. 713 023).

3.7 PCR.

La PCR (Polymerase Chain Reaction) consiste en la amplificacion de un fragmento de
DNA a partir de DNA molde. La enzima responsable de esta amplificacion es la DNA
polimerasa. En esta tesis se han utilizado dos polimerasas diferentes: la Tag DNA
polymerase (Roche, cat. 1430-000), que no tiene actividad exonucleasa; y la Expand High
Fidelity Tag polymerase (Roche, cat1 732650), que presenta actividad exonucleasa 3°—>5’ 1
se utiliza para amplificar fragmentos de cDNA que es imprescindible una elevada
fiabilidad de secuencia. Las cantidades de enzima, tampon, DNA molde, dNTPs y primers

se debe poner a punto para cada pareja de primers.

3.8 Mutagénesis dirigida.

Se ha utilizado el kit de mutagénesis QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit de
STRATAGENE (cat. 200516), que permite la obtencion rapida de plasmidos mutantes
partiendo de DNA de cadena doble evitando asi el paso previo de obtencion de DNA de
cadena sencilla necesario en otros protocolos de mutagénesis. El método se basa en la
amplificacion del DNA por PCR con la Pfu DNA polimerasa, a partir de dos
oligonucledtidos complementarios que contienen la mutacion que se quiere introducir. Una
vez finalizada la amplificacion, el producto se trata con la enzima de restriccion Dpn I,
que solo corta el DNA que estd metilado, de manera que s6lo las cadenas sintetizadas in
vitro seran resistentes a la accion de esta enzima. Después se transforma este DNA en

bacterias E. coli competentes y se analizan por restriccion (si se ha introducido o elimina
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una diana de restriccion con la mutacion) o secuenciacion los clones obtenidos. En todas las

mutaciones realizadas se ha seguido las instrucciones del kit.

3.9 Secuenciacion.

La comprobacion definitiva de una ligacion complicada u otra alteracion de la secuencia de
DNA, asi como la confirmacion de una secuencia de nucleotidos, requiere la utilizacion de
un sistema de secuenciacion. Con este objeto hemos utilizado el equipo ABI PRISM™ Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems). Consiste en una
reaccion de PCR donde se incluyen dideoxinucledtidos fluorescentes que paran la
polimerizacion y permiten su identificacion. Se han seguido las instrucciones del
proveedor.

Todas las reacciones de secuenciacion han sido analizadas por los servicios Cientifico-

Técnicos de la Universitat de Barcelona.

4 Amplificacion FirstChoice™ RACE-Ready cDNA.

Esta técnica nos permite amplificar un ¢cDNA de nuestro interés asegurandonos de
incorporar el extremo 5’ del cDNA. Utilizamos el kit de Ambion FirstChoice™ RACE-
Ready ¢cDNA de musculo esquelético humano (cat. 3264). La caracteristica del cDNA que
se incluye en el kit estd en que en una primera fase el RNA del kit es enriquecido con
mRNA a través de 3 rondas de seleccion con 6ligo dT. El RNA es tratado a continuacion
con fosfatasa intestinal de ternero (CIP,de calf intestinal phosphatase) que elimina todos los
5’-fosfatos de moléculas como rRNA, mRNA fragmentado y tRNA. La caperuza de los
extremos 5’ intactos del mRNA no es afectada por la CIP. EI RNA se trata entonces con la
fosfatasa acida del tabaco (TAP) que elimina la caperuza dejando un monofosfato a 5°. Un
oligonucleotido sintético se adapta en el extremo 5° de los RNAs mediante la T4 RNA
ligasa. El oligonucledtido no se puede unir a los otros RNA porque estas moléculas no

tienen el fosfato a 5’ necesario para la reaccion. Se realiza seguidamente una reaccion de
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transcriptasa reversa usando primers al azar para obtener el cDNA. Finalmente el cDNA se
trata con RNAsa para eliminar el RNA y por cromatografia de exclusiéon molecular se

seleccionan todos aquellos cDNAs mayores de 200 nucleotidos.

El kit proporciona dos primers que anillan con el adaptador sintético. Con estos dos primers
y dos primers especificos de Mfn2 humana se realiza una nested PCR.

Los primers especificos de Mfn2 utilizados anillan en el segundo exo6n y las condiciones de
la nested PCR han sido las aconsejadas por el fabricante.

Los productos de la PCR son visualizados en un gel de agarosa al 2% mediante tincién con
bromuro de etidio.

Para determina el origen de transcripcion, los fragmentos de PCR son clonados en un

plasmido tipo pGEM-T easy (PROMEGA, cat 1360) y los clones positivos secuenciados.

5 TRANSFECCION CELULAR TRANSITORIA.

El andlisis de la funcionalidad de una proteina o bien de la actividad transcripcional de una
region promotora de un gen requiere de las técnicas de transfeccion. En la realizacion de
esta tesis se han utilizado basicamente dos métodos: transfeccion mediante fosfato calcico
(Wigler et al., 1979) y transfeccion mediante el reactivo comercial FuGENE 6 Transfection

Reagent de Roche (cat. 1814443).

5.1 Plasmidos utilizados.

Todos los plasmidos empleados en experimentos de transfeccion fueron purificados
mediante la utilizacion de kits comerciales de la empresa Qiagen para mini-, maxipreps.

Una descripcion de los plasmidos utilizados se puede encontrar en el anexo.
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5.2 Métodos de transfeccion transitoria.

5.2.1 Método del fosfato calcico.

Este método se basa en la introduccion de un coprecipitado de fosfato calcico y DNA
exogeno en la célula. El precipitado se adhiere inicialmente a la superficie de la célula y
posteriormente es endocitado. El precipitado se forma al mezclar dos soluciones; una salina
que contiene cloruro célcico y otra tamponada que contiene el fosfato (HBS); el DNA
presente queda incorporado al precipitado que se forma.

El pardmetro mas importante en la formacion correcta del precipitado es el pH de la
solucion de fosfatos HBS: pequefias variaciones en el pH dan lugar a la formacion de un
precipitado demasiado grueso para permitir la endocitosis del DNA, o bien de un
precipitado demasiado pequefio que no sedimenta sobre las células y por ello disminuye
mucho la eficiencia de transfeccion. En cualquier caso se recomienda comprobar la
eficiencia de transfeccion con soluciones de diferentes pH (dentro del rango tedricamente
optimo de entre 6,9 y 7,2) con plasmidos que expresen proteinas facilmente monitorizables
(como por ejemplo green fluorescent protein GFP). Otro parametro importante en la
formacion del precipitado es la cantidad de DNA. Se recomienda el uso de entre 15-20 ug
de DNA total por cada placa de 10 cm de didmetro. Para conseguir estas cantidades se
afiade a los DNA de interés un DNA carrier (en nuestro caso siempre fue el plasmido

pBluescript 2 KS’) para completar la cantidad total indicada.

La eficiencia de transfeccion entre diferentes puntos experimentales puede variar debido a
problemas metodologicos dificiles de controlar. Para corregir estas variaciones se
cotransfecta cada condicion con una misma cantidad de un plasmido que expresa
constitutivamente GFP. La valoracion de GFP en los extractos citoplasmaticos de las
células transfectadas permite cuantificar la eficiencia de transfeccion de cada punto y

corregir las variaciones provocadas por factores metodologicos.
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Este método fue utilizado para transfectar las células HeLa obteniendo eficiencias de

transfeccion en esta linea celular del 80-100%.

A) Soluciones y reactivos.

HBS 2x (0,28 M NaCl; 50 mM HEPES; 1,5 mM Na,HPO,).

Se ajusta al pH que da un precipitado Optimo (entre 6.9-7,2) con NaOH. Se
esteriliza por filtracion, se alicuota y se conserva a -20°C. Una vez descongelada
una alicuota se mantiene a 4°C. Esta solucion se puede obtener por dilucion 1/10 de
una solucion stock 10 veces mas concentrada (HBS 20x) o por posterior ajuste del
pH.

Solucion de CaCl, (2 M CaCly; 0,1 M Tris-base).

Se ajusta el pH a 7,2 con HCI, se filtra y se conserva a 4°C. Las alicuotas que no se
utilizan se pueden conservar a -20°C.

DNA carrier (pBluescript 2 KS-)

Vector GFP

Plasmidos a transfectar

Medio completo (10%FBS)

Agua bidestilada esterilizada por filtracion, se conserva a 4°C. Las alicuotas que no

estan en uso se pueden guardar a -20°C.

B) Procedimiento.

Todas las operaciones se llevaron a cabo en una campana de flujo laminar para mantener

las condiciones de esterilidad necesarias para evitar contaminaciones del cultivo celular.

1.

. . 2 ’ (4
Se siembran suficientes flascones de 75 c¢m” unos dias antes de la transfeccion de
modo que dispongamos de suficientes células para el experimento. Es conveniente

que las células se encuentren a un 20% de confluencia el dia de la transfeccion.
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2. Se atemperan las soluciones necesarias a temperatura ambiente. Se prepara la
mezcla de DNA que se quiere transfectar en tubos estériles de 15 ml en un
volumen de 0.5ml.

3. Se anaden a la mezcla de DNA 0.5 ml de la solucion de CaCl,.

4. Se afiaden 1 ml de HBS x2 a un nuevo tubo de 15 ml estéril y transparente. Se
anade la mezcla de DNA-CaCl, sobre el HBS gota a gota mientras se mezcla con
un vortex a baja velocidad. Al acabar de afiadir toda la solucién se mantiene el
vortex a maxima velocidad (con el tubo tapado) durante 5 segundos. Se deja
reposar la mezcla durante al menos 15 minutos a temperatura ambiente.

5. Después de la incubacion de 15 minutos repartimos la mezcla de precipitado y
células a cada placa (2 ml por placa). Repartimos bien las células agitando las
placas con un movimiento en cruz y las dejamos en el incubador de células
durante 6-18 horas (normalmente las dejabamos 16-18 horas, durante la noche).

6. Después de la incubacion aspiramos el medio con el precipitado no incorporado y
lavamos las células dos veces con PBS x1. Una excesiva exposicion de las células
al precipitado puede comprometer su viabilidad.

7. Anadimos 10 ml de medio completo fresco y dejamos las placas en el incubador

durante 48-72 horas para permitir la expresion de los pldsmidos transfectados.

5.2.2 Transfeccion con el reactivo comercial FUGENE™.

Este método de transfeccion comercializado por Roche estd basado en una mezcla de
lipidos no liposomales que permiten introducir eficientemente DNA exogeno en células
eucaridticas. Su ventaja principal es que permite reducir el nimero de células y la cantidad
de DNA necesarios para la transfeccion y por tanto aumentar el ntimero de puntos
experimentales por transfeccion, ademas de ofrecer un protocolo experimental de mayor
rapidez. Por estos motivos, la mayor parte de las transfecciones transitorias realizadas en
esta tesis doctoral se han llevado a cabo utilizando este sistema siguiendo las instrucciones

de la casa comercial, la relacion pg DNA: pl FuGene, ha sido de 1: 2,5.
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6 Analisis de la actividad transcripcional.

El anélisis de la actividad transcripcional de genes reportero se llevéd a cabo tipicamente a
las 40 horas después de la transfeccion utilizando la actividad del enzima reportero

Luciferasa.

6.1 Ensayo de actividad luciferasa.

Los estudios llevados a cabo en esta tesis han utilizado como gen reportero la enzima
luciferasa de la luciérnaga. La presencia de esta enzima es detectable en extractos de
células transfectadas gracias a su bioluminiscencia: la reaccion catalizada por la luciferasa
transforma la luciferina en oxiluciferina en presencia de ATP, Mg®" y O, y produce
ademads fotones de luz visible. Para la deteccion de actividad luciferasa en esos ensayos se
utilizé el kit comercial Dual-Luciferase® Reporter Assay System de Promega (cat. E1910),
y se siguieron basicamente las instrucciones del fabricante. Con este sistema podemos
preparar extractos citoplasmaticos de células transfectadas, y analizar la actividad de la
luciferasa en un lumindmetro. Como control de transfeccion de estos experimentos se
utiliza la cotransfeccion de la luciferasa Renilla, que transforma la coelenterazina en
coelenteramida, también con produccion de luz. En el kit se dispensa el material necesario
para poder detectar la actividad luciferasa y Renilla a partir de un mismo extracto
citoplasmatico. Si se ha cotransfectado el plasmido reportero con vectores de expresion de
factores de transcripcion el sistema utilizado era el Luciferase® Assay System (cat. E4030),
dado que el factor de transcripcion sobreexpresado puede actuar sobre el promotor del
CMV que dirige la expresion de la Renilla y la normalizacion de la eficiencia de
transfeccion por la Renilla no es posible. En este caso la eficiencia de transfeccion se

determina cotransfectando con GFP y midiendo en el FACS el porcentaje de células que
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expresan GFP. Asumimos que las células transfectadas con GFP también lo estan con los

otros plasmidos

A) Preparacion de extractos.

Los extractos se preparan con un tampoén de lisis que en nuestro caso se utilizo inicamente

para placas multi-well de 24 pocillos, 100 ul por pocillo.

B) Soluciones y Reactivos.

PBS x1.
Tampodn de lisis pasiva x5 (Passive Lysis Buffer, PLB, kit Promega).
Agua bidestilada.

C) Procedimiento.
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Eliminamos por decantacion el medio de cultivo de las placas. Lavamos 2 veces las
placas con PBSx1 de forma cuidadosa para evitar arrancar las células.

Anadir el tampon de lisis PLB x1 (diluido anadiendo 4 volimenes de agua a 1
volumen de PLB x5) necesario para cubrir el pocillo, 100 ul.

Situamos la placa en una plataforma rotatoria y agitar suavemente durante 15-30
minutos.

Se transfiere el lisado a un tubo eppendorf limpio. Este lisado crudo esta listo para
leer la actividad luciferasa, pero para otras determinaciones de proteina posteriores
es conveniente aclarar el lisado centrifugando durante 30 segundos en una

microfuga a maxima velocidad y pasando el lisado a un tubo fresco.
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6.2 Ensayo de la Actividad Dual Luciferasa/Renilla.

A) Reactivos y Materiales.

e Reactivo para ensayo de luciferasa: (Luciferase Assay Reagent II; LAR 1II)
e Reactivo de ensayo Renilla: (Stop&Glo® Reagent)
e Lumindmetro

e [Extractos celulares.

B) Procedimiento.

1. En un luminémetro Turner TD-20/20 se ceban los inyectores 1 y 2 con reactivo de
luciferasa LAR 2 y reactivo de Renilla Stop&Glo®, respectivamente.

2. Preparamos un numero suficiente de tubos de polipropileno adecuados para el
luminometro, segun el nimero de muestras a ensayar.

3. Se afiaden entre 2 y 20 pl del primer extracto citoplasmatico a un tubo y se coloca
en el lumindmetro. Este habra sido programado previamente para inyectar
secuencialmente 50 pl del reactivo LAR II, esperar unos segundos, leer durante un
tiempo prefijado, inyectar 50 ul de reactivo Stop & Glo® y esperar y leer de nuevo
durante unos segundos prefijados. Los datos se imprimen también de manera

automatica.

Después de cada lectura se descarta el contenido y el tubo y se procede con el siguiente. Si
la lectura esta fuera de rango, el usuario puede modificar tanto la cantidad de extracto a
afiadir (entre 2 y 20 pl), como la sensibilidad del luminémetro (por lo general fijada en un
60%) o bien el tiempo de espera antes de cada lectura (entre 5 y 15 segundos) o el tiempo
de integracion durante el cual se captan las unidades relativas de luz (entre 5 y 15

segundos).
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7 Infeccion con adenovirus.

El trabajo con los adenovirus se ha realizado en una campana de flujo laminal exclusiva
para el trabajo con adenovirus. Se han seguido las siguientes precauciones: se trabaja
siempre con guantes, bata y mascarilla, las soluciones con adenovirus, una vez utilizadas,
se inactivan con lejia y el material (puntas, placas, pipetas,...) se guardan en bolsas que

seran tratadas como residuos con riesgo de contaminacion biolégica.

En esta tesis se ha utilizado un adenovirus recombinante bicistronico, que codifica para
PGC-1la y para GFP, lo que permite monitorizarlo facilmente. El adenovirus fue cedido

generosamente por el Dr. Puigserver (Dana-Farber Cancer Institute Boston, USA.).

7.1 Amplificacion de Adenovirus.

A) Soluciones y reactivos.

e Medio DMEM al 2% de suero.
e Medio DMEM al 10% suero.

e Adenovirus.

B) Procedimiento.

1. Se parte de 5 placas de 15 cm de @ de células 293 con una confluencia de
aproximadamente el 80%.

2. Se saca el medio al 10% de suero.

3. Se anade 5 ml DMEM al 2% por medio al 2% de suero.

4. Se anaden los adenovirus con aproximadamente 1-2 particulas viricas por célula

(MOI 1-2).
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5. Se deja al incubador durantel,5 horas, preferiblemente en ligera agitacion.

6. Se sube el volumen a 25 ml con DEMEM al 10%.

7. Al cabo de 36-48 horas se debe producir el efecto citopatico. En tal caso los
adenovirus estan listos para ser recogidos. Si el efecto citopatico se produce antes de
24 horas se debe posiblemente a un efecto toxico de las proteinas virales y no a la

amplificacion de los adenovirus.

7.2 Purificacion de adenovirus.

La purificacion de los adenovirus se ha realizado utilizando el kit BD Adeno-X"" Virus
Purification Kit (BD Biosciences, cat 631533) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Basicamente consiste en pasar el medio por un filtro que retiene a los adenovirus, recoger
las células y lisarlas mediante tres ciclos de congelaciéon descongelacion y pasar el
sobrenadante del lisado por el filtro. Finalmente tras unos lavados del filtro con el tampon
de lavado suministrado por el fabricante eluir los virus en un volumen pequefio (2-4 ml). La
ventaja que ofrece el kit respecto al método manual es que en este tltimo la recoleccion de
células se debia hacer al inicio del efecto citopatico antes de la lisis celular, pero con el kit
esto no es limitante pues el filtro es capaz de retener las particulas viricas del medio. Dado
que en el kit se puede recolectar los virus una vez finalizado el efecto citopatico se parte de

un nimero menor de placas (5 contra 30 del método manual).

7.3 Titulacion de virus: método del ensayo de formacion de calvas.

El problema de la deteccion de DNA viral por la densidad 6ptica (DO) a 260 nm (1
unidad de absorbancia equivale a 10" pfu/ml) es que en esta determinacién no se
discrimina entre DNA virico no infectivo y DNA virico infectivo, por lo que a la hora de
infectar se puede sobrevalorar enormemente la concentracion virica. Para la titulacion del

virus uno de los métodos mas sensibles y sencillos es el ensayo de formacion de calvas.
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A) Soluciones y reactivos.

e Stock de adenovirus.

e Medio DMEM.

e Medio DMEM completo.
e Fungizona.

e Extracto de levadura.
B) Procedimiento.

1. Se parte de 20-24 placas de 60 mm de diametro de células 293 al 90-95% de
confluencia.

2. Se prepara diluciones seriadas de la solucién viral a titular. Si por DO a 260 nm un
stock determinado es de10'® pfu/ml las diluciones seran de 107 a 10™"° en 1 ml de
medio de cultivo sin suero.

3. Con cada dilucion, por triplicado, se infectan las células 293 de 1 hora a 37 °C.

4. Se retira la solucion viral y la placa se cubre con 8 ml de la mezcla 1:1 de medio
DMEM 2X (suplementado con un 10% de suero, 1% fungizona y 1% de extracto
de levadura) i la solucion de agar noble 1% que se halla a 56 °C. Cada 3-4 dias se
realiza un cambio del medio de las placas afiadiendo 5 ml de la misma mezcla de

medio y agar.

Transcurridos 10-12 dias, las calvas ya son evidentes. A pocos aumentos se visualizan
como areas mas densas y ligeramente blanquecinas en la superficie de la monocapa
celular. Si la estimacion por DO ha sido correcta se esperaria para la dilucion 107 1000
calvas. En la cuenta de las calvas se utiliza solo las placas que contienen entre 30 y 300
calvas (las que tienen mas o menos dan lugar a medidas que no son muy exactas). El titulo
viral sera la suma de las calvas de cada placa por su dilucion dividido por el nimero de

placas contadas.
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7.4 Protocolo de infeccion.

A) Soluciones y reactivos.

e Medio DMEM.
e Medi DMEM completo de proliferacion (10 % de FBS).

e Adenovirus.

B) Procedimiento.

1. Se induce la diferenciacion de las células L6E9 en placa de 10 cm @. Las 10T1/2 se
crecen en placa de 10 cm (obtencidn de proteina) o multiwell de 6 (ensayos de V).

2. Las L6E9 se infectan al tercer dia de diferenciacién y las 10T1/2 cuando se hallan
en una confluencia del 90%.

3. Las células se incuban durante 1-2 horas en un volumen bajo de DMEM sin suelo
con un nimero de unidades infectivas de 200 y 500 en el caso de las L6E9 o de 100
en el de las 10T1/2.

4. Pasadas las 1-2 horas se sube le volumen de medio con suero y se devuelven las
placas al incubador hasta el momento en que se utilizan para los distintos
protocolos. Para la obtencion de RNA durante 48 horas y para la obtencion de

proteina o los ensayos de ¥ 72 horas.

8 Obtencion de mitocondrias y proteinas mitocondriales.

8.1 Aislamiento de mitocondrias de tejido de rata.

No existe un protocolo comun para el aislamiento de mitocondrias de tejidos y células.
Aunque se sigue el mismo esquema: preparacion de un homogenado seguido de una
centrifugacion diferencial y , si es necesario, centrifugacion por gradiente de densidad. Las

caracteristicas intrinsecas de las células o de los tejidos y la finalidad experimental de las
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mitocondrias aisladas determinan la seleccion del homogeneizador, la composicion del
tampon, los niveles aceptables de contaminantes etc., es por eso, que un buen aislamiento
de mitocondrias requiere conocer la naturaleza de les células o el tejido con los que se va a
trabajar. Los protocolos de aislamiento de mitocondrias de tejidos y células fue puesto a
punto en nuestro laboratorio por la Dra. Pich.

Las soluciones utilizadas, deben mantener la integridad de las mitocondrias, facilitar el
fraccionamiento y ser compatibles con procedimientos posteriores. Tipicamente, las
mitocondrias son aisladas en una solucidon que contiene un tampdn para mantener el pH del
homogenado, un agente quelante y un azicar para mantener la tonicidad de los organulos,
casi siempre se utiliza 0,25 M sacarosa; dependiendo de la procedencia de las mitocondrias

la composicion exacta del tampdon cambiara.

La preparacion del homogenado es un paso critico en el aislamiento de mitocondrias. El
objetivo principal es romper y abrir las células sin afectar la integridad de los organulos

subcelulares.

A) Materiales y reactivos.

e Musculos de ratas winstar soleus y EDL.

e TAMPON I (0,1 M KCI; 5 mM MgCl, pH 7,4; 5 mM EGTA; 5 mM pirofosfato
sodico pH 6,8; Inhibidores de proteasas Papstatina A 2 pM, PMSF 0.5 mM,
Aprotinina 1U/ml).

e TAMPON II (0,25 M sacarosa; 50 mM KCIl; 5 mM EDTA; 1 mM pirofosfato
sodico; 5 mM MgCl, pH 7.4; Inhibidores de proteasas Papstatina A 2 uM, PMSF
0.5 mM, Aprotinina 1U/ml).

Estos tampones se preparan el dia del experimento y se mantienen en hielo durante todo el

proceso.

e Politron CPCU.
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e Homogenizador (tipus tight-fitting glass-Teflon homogenizer).

e Centrifuga Sorvall (rotor SA600) o Microfuga (dependiendo de los gramos de tejido
de partida) atemparadas a 4°C.

B) Procedimiento.

1. Se pesan los tejidos y se sumergen en el tampén [ a 4 °C unos 20 minutos.
Cambiando el tampon por uno fresco a los 10 minutos. Este tipo de tampoén
contribuye a evitar la contaminacién con miofibrillas que se podria dar después del
proceso de homogeneizacion y que dificultaria las posteriores etapas de

centrifugacion diferencial.

2. Los tejidos se sumergen en tampon Il en una placa petri que se coloca sobre una
superficie horizontal en hielo y se cortan en pequefios trozos de aproximadamente 3

3
mm .

3. Los pedazos de musculo son primero disgregados mediante la accion mecénica del
politron (1400 rpm). La relacion volumen del tampdn: masa del tejido es de 10:1.

El proceso se realiza a 4 °C.

4. Los trozos de tejido son homogenados, 10-12 veces con un homegenizador de
vidrio y un émbolo de teflon conectado a un motor que proporciona una fuerza de
1400 rpm. El proceso se realiza a 4 °C. Antes de proceder a las etapas de
centrifugacion diferencial se separan aproximadamente 100 pl del homogenado

obtenido (fraccion H) para posteriores analisis.

5. El homogenado se centrifuga a 1300 g durante 10 minutos a 4 °C. Se guarda el
sobrenadante (SN1) y el precipitado se resuspende en tampon II y se vuelve a

centrifugar a 1300 g durante 10 minutos a 4 °C.

6. El segundo sebrenadante obtenido (SN2) se junta con el SN1 y se centrifuga a 9000

g durante 15 minutos a 4 °C. El precipitado es la fraccion mitocondrial (MT).

7. La MT se resuspende en un volumen de aproximadamente 5 veces el del precipitado

y se repite la centrifugacion a 9000 g durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante
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obtenido se descarta y el precipitado final (que contiene las proteinas
mitocondriales) se resuspende con una pipeta automatica. Durante todo el proceso

las fracciones se mantienen en hielo.

8. Se realiza una valoracion de proteinas (apartado 11). Se alicuotan las fracciones y se

conservan a -80 °C.

8.2 Solubilizacion de miofibrillas.

Los tejidos musculares presentan gran abundancia de miofibrillas. Las mitocondrias
ademas de de distribuirse en las zonas subsarcolemares de las fibras musculares,
frecuentemente, se acumulan entre las miofibrillas lo que puede dificultar el proceso de
obtencion de mitocondrias.

Es aconsejable solubilizar las miofibrillas de musculo esquelético antes de proceder a la

centrifugacion diferencial para la obtencion de mitocondrias.

A) Materiales y reactivos.

e 4MKCIL

e 0,1 M Pirofosfato sddico.

e Homogenado de musculo esquelético.

e Tampo6n de solubilizacion (0,6 M KCI; 15mM Pirofosfato sodico pH 6,8).
e Microultracentrifuga Beckman atemperada a 4°C.

e Tubos eppendorf Beckman para microultracentrifuga.

e Rotor RP100-AT4 de ultracentrifugacion de angulo fijo.

B) Procedimiento.

1. Al homogenado de musculo esquelético se le afiade KCI hasta una concentracion

final de 15 mM.
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2. Se solubiliza durante 1 hora en agitacion a 4 °C.

3. Se centrifuga la muestra a 45.000 rpm durante 1 hora a 4 °C en una
microultracentrifuga.

4. Se descarta el sobrenadante y el precipitado obtenido se resuspenden en tampon 11

(vean 8.1 A) y se procede a la obtencion de mitocondrias.

8.3 Aislamiento de mitocondrias procedentes de cultivos celulares.

El protocolo para extraer mitocondrias de células es esencialmente el mismo que para

obtener mitocondrias de tejidos, pero con algunas modificaciones.

A) Materiales y reactivos.

e Tampon de homogeneizacion (0,25 M sacarosa; 1| mM EGTA; 10 mM HEPES-
NaOH pH 7.4; Inhibidores de proteasas Papstatina A 2 uM, PMSF 0.5 mM,
Aprotinina 1U/ml). Este tampodn se prepara el mismo dia del experimento y se
mantiene en hielo durante todo el proceso.

e Placas de células en cultivo. 2 placas de 10 cm de & o 1 placa de 15 cm de &.

e scraper de plastico para desadherir las células de la superficie de la placa

e PBS,pH 74.

e Homogenizador (tipo tight-fitting glass-Teflon homogenizer).

e Microfuga atemperada a 4°C. Tubos eppendorf de 1,5 ml

e Microultracentrifuga Beckman. Tubos eppendorf de 1,5 ml para ultracentrifuga

(Beckman, #357448), atemperada a 4°C. Rotor RP100-AT4

B) Procedimiento.
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1. Se parte de 2 placas de 10 cm de & o de una placa de 15 cm de & con células en
estado de confluencia.

2. Se colocan las placas sobre una superficie horizontal en gel, se aspira el medio de
cultivo de les placas y las células se lavan 2 veces en PBS.

3. Se elimina el PBS y se congelan las placas rapidamente a -80°C si la extraccion de
mitocondrias no se realiza el mismo dia.

4. Se afiaden de 500ul-1ml de tampon de homogenizacion frio con inhibidores de
proteasas y se desadhieren las células de la placa con la ayuda de un scraper. El
volumen de tampon depende de la confluencia de las células: se afiade 1 ml de
tampon en el caso de que los placas estén a una confluencia del 100% y 500 pl si
estan a un 50%.

5. Se recoge la suspension obtenida en un homogenizador de vidrio en hielo y se
homogeniza el lisado de células 10 veces con un émbolo de teflon conectado a un
motor (distancia del émbolo al homogenizador de vidrio: 0,13-0,18 mm).

6. Recogemos el homogenado en un tubo eppendorf de 1,5 ml, se separan ~100 pl para
posteriores analisis, y se centrifuga a 1500 g durante 10 minutos a 4 °C. Se guarda el
sobrenadante en gel, el precipitado obtenido se resuspende en un volumen de
aproximadamente 700 pl de tampon de homogenizacion y se repite la misma etapa
de centrifugacion a 1500 g durante 10 minutos a 4°C.

7. Se descarta el sobrenadante y el precipitado obtenido se resuspende en ~200 pl de
tampon de homogenizacion (el volumen de resuspension variara dependiendo del
tamano del precipitado).

(Después de aplicar repetidamente este protocolo en las lineas celulares estudiadas se ha

observado que a 1500 g sedimentan las mitocondrias mas pesadas y mayoritarias. Se ha

utilizado esta fraccion como fraccion mitocondrial).

8. Si se continia el proceso de centrifugacion diferencial, el sobrenadante de la
centrifugacion de 1500 g se centrifuga a 10.000 g durante 10 minutos a 4°C. El
precipitado obtenido se resuspende en 150 pl de tampon de homogenizacion y
contendrd las mitocondrias mas ligeras que no hayan precipitado en la

centrifugacion anterior.
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9. Se realiza una valoracion de proteinas (apartado 12). Se alicuotan las fracciones y se

conservan a -80 °C.

9 Obtencion de extractos nucleares.

9.1 Obtencion de nucleos.

Para realizar los ensayos de retardo en gel o band-shift se requiere la obtencion de nucleos
purificados en las mejores condiciones funcionales posibles, por lo que se requieren
protocolos adecuados para este fin. Los protocolos de obtencion de nucleos a partir de

cultivo celular seguidos en esta tesis son una adaptacion de los protocolos estandar.

A) Soluciones y reactivos.

e Tampo6n hipoténico (10 mM HEPES pH 7,9;1,5 mM MgCl,; 10 mM KCI; 0,2 mM
de PMSF"; 0,5 mM de DTT).

“Estos reactivos se afiaden inmediatamente antes de su utilizacién.

e Solucion de azul de tripan (0,4 g de azul de tripan (0,81 g NaCl; 0,66 g KH,PO4Se
disuelve hirviéndose en agua, se deja enfriar, se ajusta el pH a 7,2-7,3 con NaOH y

se lleva a 100 ml con ddH,0).

B) Procedimiento.

1. Se necesitan entre 5 y 10 placas de 15 cm @ de cultivo celular.

2. Se aspira el medio y se lava dos veces con 10 ml de PBS frio. Se recuperan las
células rascando dos veces con un scrapper y afiadiendo 5 ml de PBS cada vez. Las
células se recogen en tubos de centrifuga de 50 ml (el contenido de 5 placas por

cada tubo de centrifuga).
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10.

11.

12.

Se centrifuga la suspension de células a 4°C a 2.600 g (3.000 rpm en una centrifuga
SORVALL RC3B) durante 10 minutos.

Se descarta el sobrenadante y se mide el volumen del pellet celular (pcv). Se
resuspende en 5x pcv volumenes de PBS. El pcv suele oscilar entre 400-600 pl.

Se centrifuga a 4°C y 3.000 rpm durante 10 minutos.

Se resuspende el pellet celular en 5x pcv volimenes de tampon hipotonico. Este
paso se realiza lo mas rapido posible para evitar una lisis celular prematura.

Se vuelve a centrifugar a 4°C y 3.000 rpm durante 10 minutos.

Se resuspende en 3x pcv volumenes de tampon hipotonico y se incuba a 4°C durante
10 minutos.

Se transfiere la suspension a un homogeneizador Potter-Elvehjem de 5 ml y se
rompen las células bajando el émbolo 10 veces.

Se comprueba la lisis mezclando 10 pl de homogenado, 40 pl de tampdn hipoténico
y 10 pl de soluciéon de azul de tripan y observando esta preparaciéon en un
microscopio. Los nucleos aparecen teflidos por el colorante indicando que la
membrana celular impermeable al colorante se ha roto. La lisis tiene que ser
superior al 95%.

Se transfiere el homogenado a un tubo de centrifuga de 15 ml y se precipitan los
nucleos centrifugando a 2900 g a 4°C durante 20 minutos.

Se descarta el sobrenadante y se procede a la extraccion de proteina nuclear.

9.2 Obtencion de Extractos Nucleares puros.

Partiendo de nucleos purificados se extraen las proteinas nucleares incrementando la

osmolaridad y la fuerza i6nica de la suspension de nticleos, afiadiendo KCI. Los nucleos se

contraen y liberan las proteinas solubles que contienen. Las proteinas unidas al DNA como

los factores de transcripcion se despegan en estas condiciones de fuerza idnica, y se pueden

recuperar en el extracto nuclear. Este protocolo se lleva a cabo inmediatamente a

continuacion de la purificacion de nicleos y debe hacerse lo mas rapido posible para evitar
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una pérdida de las actividades de unién al DNA de los factores de transcripcion presentes

en el extracto.

A) Soluciones.

Tampon de baja concentracion de sal (Low salt buffer) (20 mM HEPES pH 7,9;
25% glicerol; 1,5 mM MgCly; 20 mM KCl; 0,2 mM EDTA; 0,2 mM de PMSF*;
0,5 mM de DTT*).

Tampon de alta concentracion de sal (High salt buffer) (20 mM HEPES pH 7,9;
25% glicerol; 1,5 mM MgCly; 1,2 M KCI; 0,2 mM EDTA; 0,2 mM de PMSF*; 0,5
mM de DTT*).

Tampodn de didlisis (20 mM HEPES pH 7; 20% glicerol; 100 mM KCI; 0,2 mM
EDTA; 0,2 mM de PMSF*; 0,5 mM de DTT¥).

*Estos reactivos se afiladen inmediatamente antes de utilizar la solucidn.

B) Procedimiento.

1.

Al final del protocolo de aislamiento de nucleos se mide el volumen ocupado por el
precipitado de nucleos (pnv del inglés packed nuclear volume). Se resuspenden
¢éstos en la mitad del volumen del pnv con tampoén de baja concentracion de sal (low
salt buffer). El pnv suele ser de unos 150-250 pl.

Anadimos poco a poco tampdn de alta concentracion de sal (high salt buffer) hasta
la mitad del volumen del pnv. Generalmente se va anadiendo el volumen de este
tampon en fracciones de 1/10. Al afiadir cada fraccion se mezcla la suspension con
una pipeta para evitar concentraciones locales de sal demasiado elevadas que
podrian colapsar los nucleos y liberar la cromatina.

Colocamos el tubo de microcentrifuga en un agitador orbital y lo incubamos durante
30 minutos para permitir la extraccion de las proteinas nucleares. En este paso los

nucleos se contraen y liberan su contenido proteico.
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Se centrifuga la suspension en una microcentrifuga a maxima velocidad durante 30
minutos para separar los nucleos del extracto.

Recuperamos el sobrenadante y lo introducimos en una bolsa de didlisis (Sigma
cat.# D-9277), previamente lavada con agua destilada. Colocamos la bolsa de
diélisis con el extracto en un vaso de precipitados que contiene 50 ml de tampon de
dialisis a 4°C (relacion minima de 50:1 entre el volumen del tampdn y el del
extracto crudo). Se deja durante 30 minutos en agitacion a 4°C.

Se recupera el extracto dializado en un tubo de microcentrifuga y se centrifuga a
maxima velocidad durante 30 minutos a 4°C para separar los restos de nucleos
contaminantes y precipitar el DNA que pueda haber.

Se alicuota el sobrenadante (suele ser de unos 100-200 pl) en alicuotas de 10-30 pl
en tubos de microcentrifuga que se congelan inmediatamente en nitrogeno liquido.
Los extractos se conservan a -80°C durante meses aunque las actividades de union
al DNA van disminuyendo con el tiempo y los ciclos de congelacion-

descongelacion de cada alicuota.

9.3 Obtencion de extractos nucleares crudos.

Este protocolo (Bhavsar et al., 2000) comparandolo con el procedimiento anterior nos

permite obtener extractos nucleares en menos tiempo y el material de partida se reduce

considerablemente.

El protocolo consiste en tripsinizar las células, lavarlas y romperlas con un detergente que

lisa la membrana citoplasmdtica mientras que la nuclear permanece intacta. Como paso

final, los nticleos se tratan con una solucion de alta concentracion de sales con lo que se

colapsan los nucleos y los extractos nucleares se liberan.

A) Soluciones y reactivos
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Tampon de baja concentracion de sales (tampon A) (10 mM HEPES pH 7.,9; 10 mM
KCI; 0,1 mM EDTA).
Tampon de alta concentracion de sales (tampon C) (20 mM HEPES pH 7.,9; 0,4 mM
NaCl; 1 mM EDTA).

Inmediatamente antes de utilizarse estos tampones se anade: 1mM de DTT; 0,5

mMPMSF; 10 pg/ml de aprotinina; 10 pg/ml de leupeptina.

Solucién al 10 % de NP-40.
Tripsina.

Suero fetal bovino (FBS).
PBS (X1).

B) Procedimiento.

W

NS » e

Se extrae el medio de las placas y se lava dos veces con PBS 1x frio.

Se tripsiniza.

Se afiade 400 pl de FNBS para inactivar la tripsina. Se transfieren las células en
suspension de la placa a un eppendorf de 1,5 ml.

Se centrifugan un minuto a 4 °C a 11000 g.

El precipitado se resuspende en 1 ml de PBS ftrio

Se repite el apartado 4.

El precipitado se resuspende en 400 pl de solucion A fria. La resuspension se
realiza gota a gota y dando pequefios golpes con el dedo a la parte inferior del
eppendorf.

Se deja el tubo en hielo durante 15-30 minutos invirtiendo cada 5-10 minutos el
tubo para que las células no precipiten.

Se afiade 25 pl de NP-40 al 10% (concentracion final 0,625 %) y rapidamente se

invierte el tubo varias veces. No se debe permitir que las células estén en contacto
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con el NP-40 mucho tiempo, por ello se recomienda que este paso se realice junto a
una centrifuga.

10. Se centrifugan un minuto a 4 °C a 11000 g.

11. El precipitado (nucleos) se resuspenden en 50 pl de solucion C fria. Igual que con la
solucion A, se ha de hacer gota a gota.

12. Se deja el tubo en hielo durante 15-30 minutos para que los ntcleos colapsen. Con
cierta frecuencia se le dan unos golpecitos a la parte inferior del tubo para facilitar
la extraccion de los extractos nucleares.

13. Se centrifuga durante 15 minutos a 11000 g a 4 °C.

14. El sobrenadante se pasa a un tubo nuevo y se conserva a -80 °C.

10 Retardo en gel.

El ensayo de retardo en gel (EMSA por “electrophoretic mobility shift assay”, también
llamado gel-shift, o band-shift) permite detectar y caracterizar in vitro la interaccion
proteina-DNA, por lo cual es una valiosa herramienta en el estudio de factores de
transcripcion. Consiste en la incubacion de extractos nucleares con una sonda marcada
radiactivamente, correspondiente a la region de interés del promotor que se estudia, en unas
condiciones adecuadas de unidn. Esta incubacién se corre en un gel de poliacrilamida no
desnaturalizante: la movilidad de la sonda es menor si una parte de ésta ha interaccionado
con proteinas nucleares. Para disminuir las interacciones inespecificas se afiade un
oligonucleotido irrelevante no marcado (normalmente polidI-dC; en ocasiones polidG-dC).
La unién especifica se verifica con la adicion de un exceso de sonda no marcada (o una
secuencia de DNA que contiene los elementos de unidon para los factores que estamos

estudiando) que compite con la sonda marcada en la union de los factores de transcripcion.

72



Regulacion transcripcional del gen de mitofusina 2 en musculo esquelético

10.1 Obtencion y marcaje de las sondas.

10.1.1 Anillamiento y marcaje de oligonucleotidos sintéticos.

Este método es muy util para la obtencion de sondas pequetias (15-30 pb) marcadas. Los

oligonucleodtidos correspondientes a la secuencia directa y reversa de la sonda fueron

sintetizados por TIB MOLBIOL. Estos oligonucledtidos son anillados y marcados con la

T4 polinucledtido-quinasa o por fill-in si el anillamiento de los oligonucleotidos deja un

extremo protuberante a 5°.

A) Reactivos y equipamiento.

Oligonucledtidos sintéticos.
ddH,O estéril.

Termomixer.

B) Procedimiento.

Se resuspenden los oligonucleotidos liofilizados en TE o ddH,O estéril para obtener
una concentracion de 100 pmol/ul (se conserva a -20°C).

Se mezclan volumenes iguales de cada oligonucledtido (20 pl de cada uno) en un
tubo de microcentrifuga y se incuba a 85 °C durante 5 minutos.

Se baja la temperatura del termomixer a 65 °C y se deja durante 15 minutos.

Se baja la temperatura del termomixer a 37 °C y se deja durante 15 minutos.

Se deja el tubo con los oligonucledtidos a temperatura ambiente durante 15 minutos
mas.

Finalmente se deja el tubo en hielo durante 5 minutos.

La reaccion de anillamiento se puede comprobar en un gel de agarosa al 3%,

cargando un volumen igual de reaccion (DNA de doble cadena) y de los
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oligonucleotidos individuales. Corremos el gel a un voltaje bajo y poco tiempo
hasta que el azul de bromofenol entre en el gel. Los oligonucledtidos anillados
aparecen mas brillantes porque el DNA de doble cadena tiene mas afinidad por el
bromuro de etidio que el DNA de cadena sencilla, puesto que este compuesto se
intercala en la estructura de la doble hélice. Ademas, si el gel se corre mas tiempo la

movilidad también es diferente; mayor para los oligonucleotidos desanillados.

. Los oligonucledtidos anillados se conservan a -20°C. Su concentracion es la mitad

de la de los oligonucledtidos originales sin anillar: 50 pmol/pl.

10.1.2 Marcaje de los oligonucledtidos de doble cadena por fill-in.

Este método se utiliza cuando uno de los oligonucledtidos es una o unas pocas bases mas

corto que el otro de modo que al anillarse se generan extremos 5’ protuberantes con al

menos una G. La incubacién con la klenow y o-?P-dCTP rellena el extremo 5’

protuberante incorporando la C radiactiva.

A) Reactivos y materiales.

200 ng de oligonucledtidos de cadena doble.

Klenow (Roche, cat. 1 008 404 .2U/pul).

10 x tampo6n Klenow (suministrado con el enzima).
a->P-dCTP (Amersham). 3.000 Ci/mmol. Cat. AA0OS5.
ddH,O estéril.

Columnas de filtracion en gel G-25 (MicroSpin™', Amersham).

B) Procedimiento.
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1. Mezclamos en un tubo eppendorf:
e 200 ng de oligonucleotido sintético.
e 5 ul de tampon Klenow 10x.
e 5plde a-*P-dCTP.
e Hasta 48 ul de agua estéril.
e 2 uldeKlenow.

2. Lo incubamos a 37°C durante 30 minutos.

10.1.3 Separacion de nucleétidos no incorporados.

Para separar la sonda marcada de las moléculas de a-"P-CTP no incorporadas hemos
utilizado minicolumnas de filtracion en gel que permiten separar los oligonucleétidos no
incorporados de las moléculas de DNA marcadas, si éstas tienen al menos 10 bp de
longitud (MicroSpin™ G-25 Columns, Amersham Pharmacia, Cat 27-5325-01). El

protocolo de utilizacion ha sido el indicado por el fabricante.

10.1.4 Marcaje de los oligonucleotidos de doble cadena por la T4 polinucledtido-

quinasa.

Este método aprovecha la actividad de la T4-polinucledtido-quinasa que permite la

transferencia del grupo fosfato en posicion y al extremo 5’ del DNA.

A) Reactivos y Materiales

e 20 pmoles de oligonucledtidos de cadena doble (generalmente a partir de una
solucion madre de 5 pmols/ul).
e T4 Polinucle6tido-quinasa (Promega, cat.# M-4101, 10 U/pl).

e 10 x tampdn T4 Polinucle6tido-quinasa (suministrado con el enzima).
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v °P-ATP Redivue (Amersham, cat.# AA0018).
e EDTA0,5M.
e ddH,O estéril.

e Columnas de filtracion en gel G-25 (MicroSpin™, Amersham Pharmacia).

B) Procedimiento.

1. Mezclamos en un tubo de microcentrifuga:
a. 4 pl de la solucion madre de oligonucledtidos 5 uM (Spmols/pl).
b. 2ul de tampdn T4 Polinucledtido quinasa 10x.
c. 5 pldey-"*P-ATP Redivue.
d. 7 pl de agua estéril.

e. 2ul de T4 Polinucledtido quinasa.

2. Lo incubamos a 37°C durante 1 hora.
3. Paramos la reaccion afiadiendo 1 ul de EDTA 0,5 M.
4. Se separa el oligonucledtido marcado de los nucledtidos no incorporados con la

columna G-25 como se describe en el apartado anterior.

10.2 Ensayo de retardo en gel.

10.2.1 Preparacion del sistema de electroforesis.

En primero lugar preparamos el gel no desnaturalizante que nos permitira separar la sonda
libre y los complejos de retardo. La reaccion de union se llevara a cabo a continuacion
(apartado 10.2.2). La concentracioén de la mezcla acrilamida:bis-acrilamida (29:1) utilizada
depende de la medida de la sonda y de la migracion de los complejos que se quieran

detectar. Para ensayos con sondas pequefias (15-30 pb) el porcentaje suele ser del 7%, para
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sondas mas largas (mas de 100 pb) o ensayos de super-shift el porcentaje utilizado es del

4%.

A) Reactivos y Soluciones.

Solucién al 30% de acrilamida (Serva). Disuelta en agua bidestilada y filtrada. Se
conserva a 4°C protegida de la luz.

Solucién al 2% de Bis-N,-methylene-bis-acrylamide (BioRad). Disuelta en agua
bidestilada y filtrada. Se conserva a 4°C protegida de la luz.

Solucién de acrilamida-bisacrilamida.

TEMED (BioRad).

Persulfato amonico al 10% (APS).

Tampén TBE x5 (0,45 mM Tris-HCI; 0,45 mM 4cido bérico; 10 mM EDTA pH 8).

B) Procedimiento.

I.

Utilizamos el sistema de electroforesis HSI. Lavamos con etanol los dos cristales
del sistema, especialmente las caras que estaran en contacto con el gel. Tomamos
dos separadores y un peine de 0,75 mm de grosor. Montamos el sistema siguiendo
las especificaciones del proveedor poniendo a veces grasa lubricante de rotor en la
parte inferior de los cristales para evitar pérdidas de la solucion de poliacrilamida.
Preparamos por un lado tampon TBE 0,5x diluyendo en agua destilada, y por otra
40 ml de gel en un vaso de precipitados de cristal segun las formulas siguientes:

- Gel de poliacrilamida al 4%: 5,2 ml Acrilamida al 30%; 2 ml de solucion de
Bis-acrilamida al 2%; 4 ml de tampon TBE 5x; 180 ul APS al 10%; 28,6 ml
ddH,O0.

- Gel de poliacrilamida al 7%: 9,1 ml Acrilamida al 30%; 3,2 ml de solucion
de Bis-acrilamida al 2%; 4 ml de tampén TBE 5x; 180 ul APS al 10%; 23,2
ml ddH;O0.
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3. Anadimos 15 pul de TEMED. Lo mezclamos e inmediatamente lo vertemos entre los

dos cristales. Cuando la solucion llega a la parte superior de los vidrios colocamos
el peine (normalmente utilizamos uno de 15 pozos) y dejamos que polimerice
durante al menos 30 minutos. El gel puede utilizarse a continuacion o bien puede

guardarse a 4°C cubierto con Parafilm para evitar que se seque.

10.2.2 Reaccion de union al DNA.

La reaccion de union de las proteinas nucleares del extracto al DNA se realiza en tampo6n

de didlisis (apartado 9.2) diluido 1/2. Se incluye una condicion control con la sonda sin

extracto proteico para tener una referencia de la movilidad de la sonda libre en el gel no

desnaturalizante, y otra donde se carga un tampon marcador que contiene azul de

bromofenol y xilen cianol, que serviran por monitorizar la electroforesis.

A) Soluciones y reactivos.
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Tampoén de didlisis (se guarda a 4°C, sin PMSF, ni DTT)

Muestra en la que se quiere detectar la presencia de proteinas que se unen al DNA:
extractos nucleares, producto de transcripcion y traduccion in vitro, proteinas
recombinantes:

Poli dI-dC (Sigma cat.# P4929, 10 unidades de absorbancia). Se prepara una
solucion estoc disolviendo el vial en 600 pl de agua estéril (0,8 pg/ul). Se guarda en
alicuotas de 30 ul a -20 °C.

Sonda de DNA marcada.

PMSF 0,1 M. Disuelto en isopropanol.

0,1 M DTT.

Oligonucledtidos no marcados para utilizar como competidores.

Tampon marcador de electroforesis (Formamida al 95%; 20 mM EDTA; 0,05% azul

de bromofenol; 0.5% xilen cianol).
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Los oligonucledtidos utilizados en esta tesis para realizar band-shift son:

MEF2:

5’-ATT TTT GTA TTT TTA GTA CAG-3°

MEF2mut: 5-ATT TTT GGA TCC TTA GTA CAG-3’
MEF2Glut4: 5°-CGT GGG AGC TAA AAA TAG CCA -3’

ERR:

5’-TTT CCT CAA AGG CGA CTG AAG GGC AG-3’

ERRmut:  5’-TTT CCT CAT ATG CGA CTG AAG GGC AG-3’

B) Procedimiento.

1.

Precorrer el gel a 100 V durante al menos 1 h antes de cargar las muestras. Se utiliza
tampon TBE 0,5x en la electroforesis. Se lavan los pozos inyectando tampdén con
una pipeta para eliminar los restos de material del gel que puedan quedar y que
podrian interferir posteriormente con la muestra.

Se escribe una tabla con la composicion de cada tubo de reaccion. Como la mezcla
es complicada y puede incorporar diferentes condiciones es necesario que sea clara.
El volumen final tiene que ser tan pequefio como sea posible (hasta 20 pl,
usualmente entro 10 y 15 pl). El glicerol presente en el tampon de didlisis (20%) de
las muestras proporciona la densidad necesaria porque la muestra baje hasta el
fondo del pozo en el momento de cargarla, pero concentraciones superiores al 12%
pueden inhibir la interaccion proteina-DNA. Asi pues, afadiremos tampoén de
diélisis para igualar los volumenes necesarios de muestra entre los diferentes puntos
hasta la mitad del volumen final. El resto del volumen estd compuesto por
soluciones acuosas que diluyen el glicerol (solucion de poli-dldC, sonda,
competidores, anticuerpos si los hay y H,0).

Preparamos 1 ml de tampon de diélisis completando la solucion de stock con 1 ul de
la soluciéon de stock de PMSF y Sul de la solucion stock de DTT. Descongelamos
los competidores especificos, las alicuotas necesarias de poli-dI-dC y los extractos
nucleares. Estas soluciones se mantienen en hielo.

Preparamos las mezclas de reaccion en un tubo eppendorf siguiendo el esquema

preparado y afiadiremos en este orden: agua bidestilada, tampdén de didlisis,
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10.

11.

competidor especifico (si es necesario y en un exceso molar de 50-200 veces),
extracto proteico (normalmente entre 5y 10 pg) y 1 pl de la solucion stock de poli-
dIdC.

Centrifugamos durante unos 5 segundos en una microcentrifuga.

Preincubamos la reaccién durante 15 minutos a temperatura ambiente. Mientras
tanto, descongelamos la sonda marcada.

Anadimos unas 15.000 cpm de sonda a cada tubo y los incubamos en hielo durante
20 minutos. Paramos el precorrido del gel y lo preparamos por cargar las
reacciones.

Cargamos las muestras.

Corremos el gel a 150 V hasta que el azul de bromofenol haya recorrido unas 3/4
partes de la longitud del gel (comprobamos su migracién relativa segun la
concentracion de poliacrilamida del gel y la medida de la sonda que utilizamos).
Desmontamos el sistema rapidamente por evitar la difusion de las bandas y
separamos el gel de los cristales. Recuperamos el gel con un adhiriéndolo a un papel
Whatman de una medida algo superior a la del gel y lo cubrimos con papel de
plastico.

Secamos el gel (secador de geles BioRad Gel Drier), con el secador precalentado a
80°C. El gel se suele secar en unos 40-50 minutos.

Exponemos el gel en un film.

10.2.3 Reaccion de union al DNA en presencia de anticuerpos (super-shift).

Consiste en un protocolo de retardo en gel donde se afade un anticuerpo que reconoce

especificamente a una de las proteinas que se pueden unir a la sonda. Si el factor de

transcripcion que se une a la sonda de DNA es reconocido por el anticuerpo se genera un

complejo de mayor peso molecular que presentard por tanto un mayor retardo en el gel.

Generalmente se aflade un carril de control al cual no se afiade muestra, pero si sonda y

anticuerpo para descartar posibles interacciones entre el anticuerpo y la sonda.

En esta tesis se ha utilizado un anticuerpo policlonal contra MEF2A amablemente cedido

por la Dr. Mora (University of Iowa, U.S.A) y como control un anticuerpo policlonal

80



Regulacion transcripcional del gen de mitofusina 2 en musculo esquelético

irrelevante generado en conejo, como el anticuerpo contra MEF2A. Se utilizé 1 pl de cada

uno de ellos por reaccion.

B) Procedimiento.

Se sigue el mismo procedimiento que en el ensayo de retardo en gel pero teniendo en
cuenta que en el momento de preparar la mezcla de reaccion el volumen de anticuerpo que
se afadira posteriormente. Una vez se ha incubado la mezcla de reaccion con la sonda
marcada durante 20 minutos en hielo, se afiade el anticuerpo correspondiente (normalmente
1 ul) y se incuba durante 30 minutos mas en hielo. Las muestras a las que no se afiade
anticuerpo o proteina se incuban paralelamente durante estos 30 minutos. A continuacion

se cargan las muestras y se procede segun el protocolo de retardo en gel anterior.

11 Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP).

La ChIP es una técnica que permite estudiar interacciones DNA/proteina in vivo. En este
método células intactas son fijadas mediante formaldehido, para mantener la interaccion
DNA/proteina. A continuacion las células son lisadas y el DNA fragmentado por
sonicacion en pequefios fragmentos de 200 a 1000 pb. El complejo DNA/proteina es
inmunoprecipitado con un anticuerpo especifico de la proteina de interés para a
continuacion romper el crosslinking. Las proteinas son eliminadas por tratamiento con
proteasa K y el DNA purificado. El DNA es analizado por PCR para saber si la proteina se
une a la region del DNA de interés. La técnica de la ChIP es de gran utilidad dado que la
union DNA/proteina en el contexto cromosdémico depende de diversos factores como la
topologia cromosdmica y los efectos reguladores de diversos factores de transcripcion y

coactivadores.
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11.1 Fragmentacion de la cromatina.

La fragmentacion de la cromatina por sonicacion en fragmentos entre 200-1000 bp es un
paso decisivo para el éxito de la ChIP. Antes de empezar el protocolo de la ChIP se debe

poner a punto para cada tipo celular las condiciones de sonicacion.

A) Soluciones y reactivos.

e Placade 10 cm de O de células HeLa.
e PBS frio.

e Formaldehido al 37%.

e (Glicina 1,25 M.

e Scrapers.

e Plataforma agitadora.

e Sonicador IKA U200Scontrol.

e Tampon de lisis (1% SDS; 10 mM EDTA; 50 mM Tris-HCI pH 8,1)
e NaCl 5M.

e EDTA0,5M.

e Tris-HCI 1 M pH 6,5.

e Proteinasa K (10 mg/ml).

e Microcentrifuga atemperada a 4 °C.

e Equipo de electroforesis en gel de agarosa al 2%.

A los tampones se le afiade antes de empezar inhibidores de proteasas:
— 0,5 mM de PMSF.
— 10 pg/ml de aprotinina.
— 10 pg/ml de leupeptina.

B) Procedimiento.
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Crosslinking del factor de interés al DNA afadiendo directamente al medio de
cultivo formaldehido a una concentracion final del 1%. Dejar en agitacion a
temperatura ambiente durante 12 minutos.

Anadir de glicina a una concentracion final de 0,125 M para parar la reaccion de
fijacion. Dejar en agitacion 5 minutos.

Lavar dos veces con PBS frio. A partir decai lasa muestras se han de mantener en
hielo.

Afadir 2 ml de tampén de lisis (=200 pl por cada 10° células) y rascar con el
Scraper.

Hacer alicuotas de aproximadamente 10° células (~200 pl) y incubar durante diez
minutos en hielo.

Sonicar ajustando a ciclo 1 y amplitud 80% durante 10 segundos con un nimero
creciente de pulsos. Entre pulso y pulso se dejan las muestras en hielo al menos 1
minuto (en este punto se puede parar el ensayo y congelar las muestras a -80 °C)
Romper el crosslinking afiadiendo 20 pl de NaCl 5M y calentar durante 4-5 horas a
65 °C.

. Afadir 10 pl de EDTA 0,5M, 20 ul de Tris-HCI pH 6,5 IM y 2 ul de proteinasa K e
incubar a 42 °C durante 1 hora.

Correr en un gel de agarosa al 2% una muestra (10-20 pl) de cada tubo de DNA con
distinto niimero de pulsos de sonicacion y visualizarlo por tinciéon con bromuro de
etidio. El nimero de pulsos 6ptimos de sonicacion es aquella que muestra un smear

intenso entre 200 y 600 bp.

11.2 Preparacion de Proteina A/DNA de esperma de salmon sefarosa.

El complejo DNA/proteina/anticuerpo es inmunoprecipitado mediante bolitas de proteina A

sefarosa bloqueadas con BSA y DNA de esperma de salmén para evitar interacciones

inespecificas. Estas bolitas bloqueadas se pueden comprar preparadas, pero en esta tesis se

bloquearon de modo manual.
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A) Soluciones y reactivos.

e TE (10 mM Tris pH 8; InmM EDTA pH 8).
e BSA.

e Bolas de proteina A sefarosa.

B) Procedimiento.

1. Calcular el volumen de bolas de proteina A sefarosa que se necesitaran.

2. Lavarlas dos veces con TE.

3. Teniendo en cuenta que el volumen final serd el doble que el volumen de las bolitas,
afiadir DNA de esperma de salmon a una concentracion final de 0,2 mg/ml y BSA a
una concentracion final de 1 mg/ml. Ajustar hasta el volumen final con TE.

4. Agitar e un orbital durante 45 minutos a 4°C.

11.3 Ensayo de ChIP.

Una vez optimizado el protocolo de fragmentacion de la cromatina se puede realizar el

ensayo de ChIP.

A) Soluciones y reactivos.

e Tampoén de dilucion (SDS 0,01 SDS; 1,1% Triton X-100; EDTA 1,2 mM; 16,7 mM
Tris-HCI pH 8,1; 167 mM NaCl).
e Proteina A/DNA de esperma de salmon sefarosa.

e Anticuerpo.

84



Regulacion transcripcional del gen de mitofusina 2 en musculo esquelético

Tampén de lavado con baja concentracion de sales (0,1% SDS; 1%
Triton X-100; 2mM EDTA; 10 mM Tris-HCI pH 8,1; 159 mM NaCl).

Tampén de lavado con alta concentracion de sales (0,1% SDS; 1%
Triton X-100; 2mM EDTA; 10 mM Tris-HCI pH 8,1; 500 mM NaCl).

Tampdn de lavado con LiCl (0,25 M Lic.; 1% NP40; 1% deoxycholate; 1 mM
EDTA; 10 mM Tris-HCI pH 8,1).

TE.

Tampodn de elucion preparado al instante (1% SDS; 0,1 M NaHCOs).

NaCl 5M.

EDTA 0,5 M.

Tris HC1 1 M, pH 6,5.

Proteinasa K.

Fenol:Cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1.

Etanol absoluto y al 70%.

Microcentrifuga atemperada a 4°C.

A los tampones se le aflade antes de empezar inhibidores de proteasas:

— 0,5 mM de PMSF.
— 10 pg/ml de aprotinina.

— 10 pg/ml de leupeptina.

B) Procedimiento.

l.

Los 6 primeros pasos son idénticos a los seguidos en la puesta a punto de la
fragmentacion de la cromatina. Las muestras salvo que se indique lo contrario se
han de mantener en hielo.

Centrifugar las muestras sonicadas a 13000 rpm a 4 °C durante 10 minutos.
Descartar el pellet y diluir el sobrenadante 10 veces con tampon de dilucion. En este
punto se debe guardar hasta el proceso de rotura del cross/ink un 10% del volumen

de la muestra que servird como input (material de partida).
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10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

Para reducir uniones inespecificas prelavar la muestra con 50 pl de Proteina A/DNA
de esperma de salmon sefarosa en un orbital a 4 °C durante 1 hora.

Centrifugar brevemente y recuperar el sobrenadante.

Anadir el anticuerpo (la cantidad varia entre anticuerpo) e incubar toda la noche en
un orbital a 4 °C.

Anadir 30 pl de bolitas de proteina A/DNA de esperma de salmén sefarosa e
incubar a 4 °C con un orbital para unir a la proteina A el complejo DNA-factor-
anticuerpo.

Centrifugar brevemente y descartar el sobrenadante.

Lavar durante 3-5 minutos rotando con 1 ml de tampdn con baja concentracion de
sales.

Lavar durante 3-5 minutos rotando con 1 ml de tampon con alta concentracion de
sales.

Lavar durante 3-5 minutos rotando con 1 ml de tampdn con baja concentracion de
sales.

Lavar durante 3-5 minutos rotando con 1 ml de tampdn con LiCL

Lavar 2 veces durante 3-5 minutos rotando con 1 ml de TE. En el ultimo lavado se
cambia de tubo.

Eluir el complejo DNA-factor del anticuerpo afiadiendo 0,25 ml de tampén de
elucion al pellet de proteina A sefarosa-anticuerpo-DNA-factor. Mezclar
brevemente y rotar a temperatura ambiente durante 15 minutos. Centrifugar
brevemente, recuperar el eluido en otro tubo y repetir el proceso. Combinar las dos
elusiones.

Romper el crosslinking afiadiendo 20 pl de NaCl 5M y calentar durante 4-5 horas a
65 °C.

Anadir 10 pul de EDTA 0,5M, 20 ul de Tris-HCI pH 6,5 1M y 2 ul de proteinasa K e
incubar a 42 °C durante 1 hora.

Recuperar el DNA por extraccion con fenol-cloroformo y precipitar con etanol.
Resuspender el pellet de DNA en agua.

Realizar PCR con primers que amplifiquen unos 200-400 bp de la secuencia de

interés.



Regulacion transcripcional del gen de mitofusina 2 en musculo esquelético

20. Visualizar los productos de PCR en gel de agarosa al 3% y tincidon con bromuro de

etidio.

Antes de realizar la PCR las condiciones deben haberse puesto a punto. Los primers deben
amplificar 200-400 bp y situarse a 5’ y 3’ de la caja de union del factor de transcripcion o
coactivador de interés. La ChIP es una técnica de enriquecimiento de cromatina asociada a
una proteina determinada, no se produce una completa purificacion, por tanto es inevitable
cierta contaminacién con DNA inespecifico. Por esta razéon la PCR debe pararse cuando
ain esta en fase lineal. Se debe utilizar como control primers que amplifiquen zonas
irrelevantes donde no se espera la union del factor. Es conveniente afiadir un control en el
que no se afiade anticuerpo o el anticuerpo es irrelevante para descartar uniones
inespecificas del DNA al anticuerpo o a las bolas de sefarosa. Por otra parte, es aconsejable
utilizar un control positivo, si es posible, la primera vez que se inmunoprecipita con un
anticuerpo pues anticuerpos que funcionan en otras aplicaciones no siempre funcionan en la

ChIP.
Los primers utilizados han sido los siguientes:

CI-PGCI1-F: 5’-ACGTTAAATACAGCGGTGGATGTTA-3’
CI-PGCI-R: 5’-TAGAGGGCCAGGCCTAGGGTGAAGT-3’
CI-MEF2-F: 5’-GTGCAGTGGCATGATCTCGGCTCA-3’
CI-MEF2-R: 5’-GGCGAGGCGGGTGCATCGGGAGTT-3’
Ciclofilina-F: 5’-CAAATGCTGGACCCAACACAA-3’
Ciclofilina-R: 5’-CCTCCACAATATTCATGCCTTCTT-3’

12 Valoracion de proteinas.

La cuantificacion de proteinas se ha realizado por el método BCA Protein Assay (PIERCE,

cat. 23225) basado en la reaccion de Biuret.
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13 Western Blot.

El ensayo de Western Blot permite la deteccion de proteinas previamente separadas por
SDS-PAGE mediante un anticuerpo especifico. Consiste en la transferencia de las proteinas
a una membrana sintética, lo cual facilita la manipulacion posterior y el acceso de los
reactivos a la muestra, la deteccion de la proteina de interés con un anticuerpo especifico y
la deteccion de los complejos anticuerpo-proteina. A continuacion se detalla el protocolo
utilizado para la electroforesis de proteinas y para la transferencia y deteccion de las

mismas.

13.1 Electroforesis SDS-PAGE.

La electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida es el método mas comiin de separacion de
proteinas en funcidon de su tamaiio. Consiste en la desnaturalizacion de las proteinas de la
muestra con el detergente SDS, que confiere carga negativa al complejo y se separa en una

matriz de poliacrilamida-bisacrilamida aplicando un campo eléctrico.

Se utilizan dos tipos de gel para realizar el SDS-PAGE: un gel de empaquetamiento
(staking) y uno de separacion (running). El gel de empaquetamiento tiene menos porcentaje
de acrilamida (3,3%) y por tanto tiene un poro mayor. Este gel cumple la funcion de alinear
las proteinas de la muestra antes de ser separadas. El gel de separacion tiene un porcentaje
de acrilamida mayor (entre 7,5% y 12%, segin el rango de resolucion que se quiera
obtener) y genera una malla con un poro mas pequeilo que permite la separacion de las

proteinas por su peso molecular.

Para identificar los pesos moleculares de las proteinas de la muestra cargamos un carril con
marcadores de peso pretefiidos (mezcla de proteinas de peso conocido que se encuentran
formando un complejo con un colorante). Este carril también nos permite monitoritzar la

electroforesis o la transferencia a membranas (Western Blot).
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A) Soluciones y reactivos.

Tampon de electroforesis 10x (Trizma base 250 mM; Glicina 1,91 M; 1% SDS).
Tampoén de carga Laemmli 3x (LSB x3) (4 ml Tris-HCI 1,5 M, pH 6,8; 12 ml de
glicerol 100%; 4 ml de SDS 30%; 1 mg de azul de bromofenol (BPB); se ajusta a 20
ml con H,0O).

Tampdén LSB x3 con B-mercaptoetanol al 5%.

Gel de separacion (Acrilamida 7,5-12%; Bis-N, -metilen-bis-acrilamida al 0,27%;
0,043% APS; TEMED 2,2 mM).

Gel de empaquetamiento (Acrilamida 3,3%; Bis-N, -metilen-bis-acrilamida al
0,088%; 0,1% APS; 0,1% SDS; TEMED 6,6 mM).

Fumarasa pretefiida (Sigma) al 0,02% en tampo6n de LSB x1. Se conserva alicuotada
a-20°C.

Marcadores de peso molecular pretefiidos, preparados en tampon LSB x1 (BioRad).

B) Procedimiento.

Hemos utilizado los sistemas de electroforesis Mini-Protean de BioRad. Estos sistemas

permiten el trabajo con volumenes relativamente pequefios (20-100 ul de carga) y geles

facilmente manipulables.

Se anaden entre 15-100 pg de proteina en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.

Se igualan los volimenes con agua bidestilada y anadimos el tampon de LSB x3
con -mercaptoetanol de forma que éste quede diluido 3 veces.

Hervimos las muestras y la fumarasa pretefiida a 95 °C durante 5 minutos. No es
necesario hacerlo con los marcadores de pesos moleculares. Se ponen en hielo unos
minutos para enfriar la mezcla.

Centrifugamos a velocidad méaxima durante unos segundos. Las muestras estan

preparadas por cargar.
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5. El gel se suele preparar antes que las muestras y generalmente el mismo dia en que
se utiliza.

6. Cargamos los marcadores de pesos moleculares, las muestras y la fumarasa con una
jeringa Hamilton.

7. Colocamos la tapa con los electrodos y llevamos a cabo la electroforesis durante
aproximadamente 1 h a 125 V. Detenemos el proceso cuando el frente marcado por
el BFB llega hasta el final del gel.

8. Desmontamos el sistema y separamos el gel de los cristales. Procedemos a la
transferencia de las proteinas a una membrana de difluoruro de poli-vinilideno

(PVDF).

13.2 Transferencia de proteinas.

Hemos utilizado el sistema Mini-Protean TransBlot Cell de BioRad. Las proteinas se han
transferido a una membrana de PVDF (Inmobilon-P, Millipore). Este material hidrofobico

es mucho mas resistente que la nitrocelulosa.

A) Soluciones y Reactivos.

e Tampon de transferencia (pH 8,3) (Trizma-base 25 mM; Glicina 192 mM: Metanol
20%).

B) Procedimiento.

1. Tras la electroforesis se descarta el gel de empaquetamiento (stacking gel). El gel de
separacion se separa y se sumerge en tampon de transferencia.
2. Se corta una membrana de igual medida que el gel, se incuba en metanol durante

unos 30-60 segundos, después en agua bidestilada durante 2 minutos hasta que esté
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completamente hidratada, y finalmente se sumerge en tampon de transferencia. Se
cortan 2 rectangulos de papel Whatmann 3MM ligeramente mas grandes que el gel.

Se prepara un recipiente con tampon de transferencia y se utiliza para montar el
sandwich de transferencia. Este estard compuesto por: una esponja rectangular
(suministrada con el sistema), uno de los rectangulos de papel Whatmann, el gel
marcado para poder reconocer su orientacion, la membrana marcada del mismo
modo, el otro papel Whatmann y una segunda esponja. Se procura que no queden
burbujas entre el gel y la membrana, que podrian afectar a la transferencia.
Cerramos este casete procurando no mover el sandwich.

Colocamos el casete en la cubeta de transferencia asegurandonos que la orientacion
sea la correcta: las proteinas migran del gel hacia la membrana al desplazarse hacia
el polo positivo. Introducimos un bloque de hielo (soporte suministrado con el
sistema) que evitara un excesivo calentamiento del sistema durante la transferencia.
Llenamos la cubeta con tampdén de transferencia y aplicamos una corriente
constante de 250 mA durante 1 hora. Mantenemos el tampon de transferencia en
agitacion con una varilla magnética.

Desmontamos el sistema evitando que la membrana se seque. Las bandas
correspondientes al marcador y la fumarasa pretefiidos nos dan idea de la eficiencia
de la transferencia.

Colocamos la membrana en un recipiente con solucion de bloqueo (apartado

siguiente).

13.3 Ensayo de immunodeteccion.

Este proceso consiste en: a) bloqueo de la membrana, b) incubaciéon con el anticuerpo

primario, c) incubacién con anticuerpo secundario conjugado con HRP, y d) deteccién con

el sistema ECL (Enhanced Chemioluminiscence) de Amersham.

El bloqueo de la membrana, que se consigue incubandola con una solucidon rica en

proteinas, previene la union inespecifica del anticuerpo. El segundo paso permite la

deteccion de la proteina de interés por parte del anticuerpo. El complejo proteina-
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anticuerpo es reconocido por un anticuerpo secundario que permite su deteccion por ECL y

una amplificacion de la sefal.

A) Soluciones y Reactivos.

Solucién de bloqueo: leche desnatada al 5% en PBS.

Solucién de anticuerpo primario: preparados en solucion de bloqueo diluida en PBS
(1% leche).

TBS x1 (Tris-HCl 50 mM; NaCl 150 mM. Se ajusta el pH a 7,5).

Solucion de anticuerpo primario. Los utilizados en esta tesis han sido los siguientes:

_Anticuerpo  policlonal anti-Mfn2 producido en conejo en nuestro

laboratorig. Anticuerpo monoclonal anti-Porina (Cat. 529536. Calbiochem, La Jolla,
CA). Anticuerpo monoclonal producido en raton.

Tampodn de lavado: Tween-20 al 0,2% en PBS x1.

Anticuerpos secundarios: Comerciales, producidos en oveja y acoplados a la HRP.
Dirigidos contra IgG de conejo o raton.

Reactivo ECL (Amersham, cat. RPN 2209). Se prepara mezclando 5 ml del reactivo
1 con 5 ml del reactivo 2. Se puede conservar preparada durante 24 horas. Es

recomendable preparar este reactivo inmediatamente antes de ser utilizado.

B) Procedimiento.
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Incubamos la membrana con solucion de bloqueo durante 1 hora a 37 °C en un bafio
con agitacion.

Sellamos la membrana dentro de una bolsa de plastico y afiadimos 5 ml de solucion
de anticuerpo primario. Lo incubamos en agitacion orbital a 4 °C durante 16-18
horaso 1 ha37°C.

Recuperamos la solucién de anticuerpo y la conservamos. Lavamos la membrana
con 100-150 ml de tampodn de lavado durante 10 minutos a 37 °C y con agitacion.

Repetimos el paso anterior dos veces mas.
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5. Incubamos en 5-10 ml de la soluciéon de anticuerpo secundario adecuada
(dependiendo de la especie en que se ha producido el anticuerpo primario) y lo
mantenemos a temperatura ambiente y agitacion orbital durante al menos 1 hora.

6. Descartamos la solucion de anticuerpo. Lavamos la membrana 3 veces con tampdon
de lavado a 37 °C y agitacion durante 10 minutos cada vez.

7. Incubamos la membrana durante 1 minuto con el reactivo de ECL. La ponemos en
una bolsa de plastico para evitar que se seque y exponemos en una pelicula
fotografica con la membrana a temperatura ambiente.

8. La membrana se puede reutilizar incubandola con otro anticuerpo (a partir del paso
2) siempre y cuando la sefal de la proteina que se quiere detectar no se confunda
con la de la proteina previamente detectada. En nuestro caso, en vez de hacer una
segunda incubacidn posterior, cortamos la membrana en dos trozos e incubamos
cada parte con el anticuerpo correspondiente. Este corte debe hacerse utilizando los
marcadores de pesos moleculares como referencia para saber aproximadamente la

altura a la que se encuentran las proteinas que queremos detectar.

14 Northern blot.

Esta técnica permite la deteccion de la presencia, niveles y tamafio de transcritos
especificos d¢ mRNA de una preparacion de RNA total. La manipulacion de las muestras
debe ser cuidadosa para prevenir contaminaciones por RNAsas procedentes del medio
ambiente o de las manos del manipulador. En este sentido es imprescindible el uso de
guantes y de soluciones libres de RNAsas. Todas las soluciones deben ser preparadas con
agua tratada con DEPC, se deben utilizar reactivos de uso especifico libres de RNAsas y
material de vidrio sometido a esterilizacion a 200°C durante por lo menos 4 horas. El
material de plastico estéril debe ser reservado por este uso exclusivo. El pH de las
soluciones tiene que ser medido con tiras de pH tomando muestras de la solucion y

afiadiéndolas sobre la tira.
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El protocolo de Northern Blot consiste en los pasos siguientes: preparacion de las muestras,
sintesis de la sonda marcada, preparacion y carga del gel, transferencia a una membrana,

hibridacion con la sonda y deteccion.

14.1 Obtencion de RNA total.

Para la obtencion de las muestras de RNA se han utilizado el kit de GibcoBRL Trizol®,
basado en el método de Chomczynski y Sacchi. El reactivo mantiene la integridad del RNA
mientras se lisan las células. La adicion de cloroformo, seguido de centrifugacion, separa la
solucion en una fase organica y otra acuosa. El RNA se encuentra exclusivamente en la fase

acuosa. El RNA es precipitado de la fase acuosa con alcohol isopropilico.

14.2 Preparacion del gel.

Los geles de RNA se preparan en condiciones desnaturalizantes (en presencia de
formamida). Las condiciones desnaturalizantes aseguran una migracion electroforética del
RNA proporcional a su medida. Se afiade bromuro de etidio a la muestra para poder

visualizarla.

A) Soluciones y reactivos.

e Tampoén de electroforesis 10x (MOPS 400 mM pH 7; Acetato sédico 100 mM;
EDTA 10 mM).

e Tampon de carga 2x (Ambion, cat.8546G).
e Gel de agarosa/formaldehido (1% agarosa; 0,66M Formaldehido. Se disuelve en
tampon de electroforesis.

e Bromuro de etidio 400 pg/ml.

B) Procedimiento.
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Anadimos en un tubo de microcentrifuga la cantidad de RNA que se quiere analizar
(18 pg).

Lo resuspendemos en tampon de carga de RNA 2x y 1 ul de la solucion de bromuro
de etidio.

Desnaturalizamos las muestras a 65°C durante 5-10 minutos. Las dejamos en hielo
hasta el momento de cargarlas en el gel.

Preparamos el gel de agarosa/formaldehido (una concentracion del 1% de agarosa
permite una buena resolucion de los pesos moleculares del rango 0,4-6 kb) en
tampon de electroforesis 1x diluido en H,O-DEPC: fundimos la agarosa en un
microondas y posteriormente afiadimos el formaldehido al gel en una campana
extractora, mezclamos y afiadimos la mezcla a la cubeta preparada con un peine
para formar los pozos. Lo dejamos polimerizar.

Extraemos el peine, situamos el gel en el sistema de electroforesis y anadimos
tampon de electroforesis hasta que quede cubierto.

Cargamos las muestras incluyendo un carril con marcadores de peso molecular (0,5

pg de RNA ladder, GIBCO-BRL). Corremos el gel a 40 V durante 4-5 horas.

14.3 Transferencia.

Membrana de nylon (Hybond-N y Hybond-N", Amersham).
Papel Whatmann.

Papel de filtro.

SSC 20x (citrato so6dico 0,3 M pH 7, NaCl 3 M y H,O DEPC).
UV Stratalinker® 1800 (Stratagene).

Procedimiento.

1.

Corremos el gel de RNA en condiciones desnaturalizantes.

2. Tras la electroforesis, comprobamos en un transiluminador la migracion y estado de

las muestras. Hacemos una foto.
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10.
11.

12.

Colocamos un cristal de 15x20 cm en una cubeta con 500 ml de tampén 10xSSC de
forma que se mantenga sostenido por las esquinas de la cubeta. Colocamos sobre el
cristal un fragmento de papel Whatmann de la misma anchura que el gel pero mas
largo de forma que sus extremos queden sumergidos en el tampon de transferencia
inferior. Haciendo rodar una varilla de vidrio eliminamos las burbujas de aire
atrapadas entre el papel y el cristal.

Cortamos los pozos del gel y lo colocamos sobre el papel Whatmann de forma que
la cara superior del gel quede en contacto con el papel (la base de los pozos queda
hacia arriba). Humedecemos el gel en tampon de transferencia. Rodeamos el gel con
Parafilm para asegurar que el tampon so6lo pasara a la membrana a través del gel.
Colocamos un fragmento de membrana Hybond-N" de la misma medida del gel
encima de éste procurando que no queden burbujas de aire entre ellos. Extraemos
las burbujas que queden atrapadas rodando con una varilla de vidrio. Conviene
marcar la membrana para poder reconocer facilmente su orientacion y el orden de
las muestras.

Ponemos un papel Whatmann de las mismas dimensiones sobre la membrana.
Eliminamos las burbujas que puedan quedar y colocamos dos hojas mas de papel
Whatmann.

Apilamos (hasta unos 10 cm de altura) papel de filtro seco de las mismas
dimensiones que la membrana encima del papel Whatmann. Colocamos en la parte
superior un cristal plano y encima un peso de unos 500 g.

Transferimos durante 16-24 horas.

Desmontamos el sistema, lavamos la membrana en ddH,O para eliminar los restos
de agarosa y de sales de la membrana.

Fijamos el RNA a la membrana por irradiacién con U.V.

Hacemos una foto de la membrana para tener constancia de la eficiencia de la
transferencia..

Guardamos la membrana a 4°C dentro de una bolsa sellada hasta que se proceda a la

hibridacion.
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14.4 Sintesis de la sonda marcada.

Las sondas utilizadas se obtuvieron por marcaje de fragmentos de cDNA recuperados por
digestion con enzimas de restriccion y purificacion de la banda de interés (apartados 3.3 y

3.5). El marcaje se llevo a cabo por cebado aleatorio (random priming).

El método de cebado aleatorio consiste en la elongacion de hexanucledtidos aleatorios por
el fragmento Klenow de la DNA-polimerasa de E. coli. Se incluye en la reacciéon un
nucledtido radiactivo (o**-P-dCTP). El DNA molde es el fragmento de cDNA del gen de
interés. La mezcla de hexanucledtidos contiene todas las combinaciones posibles de las
cuatro bases tomadas de seis en seis. Hemos utilizado el kit rediprime 2 (Amersham
Pharmacia, cat.# RPN 1633) siguiendo las instrucciones del fabricante. El sistema es muy
sencillo pues en el kit se hallan todos los reactivos liofilizados en un tubo excepto el DNA y
el nucledtido radiactivo. El nucleotido radiactivo proviene de la casa comercial Amersham.
La sonda marcada se separa de los nucledtidos no incorporados mediante columnas de

cromatografia de exclusiéon molecular (MicroSpin G-25 Columns).

14.5 Hibridacion y lavados.

Determinamos la temperatura de hibridacion y de lavado segun la temperatura de fusion (de
desnaturalizacion) del complejo DNA:RNA. Hemos llevado a cabo tanto la hibridacion
como los lavados en condiciones astringentes. Por lo general hemos prehibridado e
hibridado a 65°C.

La prehibridacion que bloquea la membrana para impedir la union inespecifica del sonda y
la hibridacion de la sondase ha realizado con la solucién de hibridacion comercial Rapid
Hyb Buffer, de Amersham Pharmacia (cat# RPN1635). La ventaja de esta solucion
comercial es que la prehhibridacion e hibridacion se realiza con el mismo tampén y en

tiempos muy inferiores a los utilizados con tampones caseros.
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A) Materiales y reactivos.

Tubo de hibridacion.
Incubador de hibridacion.

Tampon SSC/ 0,1% SDS.

B) Procedimiento.
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Introducimos la membrana en un tubo de hibridacion. Afiadimos la solucion de
prehibridacion. Incubamos a 65°C con agitacion durante 45 minutos. El kit permite
la prehibridacion durante 15 minutos.

Decantamos la solucion de prehibridacion y afiadimos la solucion de hibridacion.
Incubamos a 65°C y con agitacion durante dos horas.

Decantamos la solucion de hibridacion y transferimos la membrana a un contenedor
con SSC 2x. Lavamos brevemente a temperatura ambiente.

Posteriormente se realiza una serie de lavados con SSC 1x/SDS 0,1% —SSC
0,5x/SDS 0,1%—>SSC 0,1x/SDS 0,1%. Durante tiempos de aproximadamente 10
minutos cada lavado y temperaturas variables, normalmente los dos primeros a
temperatura ambiente y los dos tltimos a 65 °C, pero las condiciones de lavado se
pueden variar dependiendo de la intensidad de la radiactividad que se monitoriza
con un contador Geiger y/o que ésta no se halle distribuida homogéneamente en
toda la membrana, lo que indicaria uniones inespecificas.

Cuando la radiacion monitorizada con un contador geiger se halla localizada donde
se espera que halla migrado nuestro mRNA y con la intensidad adecuada (no menos
de 1000 cpm) cubrimos la membrana con papel de plastico y la exponemos a una

pelicula fotografica.
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15 Medida de cambios en el potencial de membrana

mitocondrial (AY).

Para realizar este tipo de medidas se utilizan sondas fluorescentes sensibles al AY
mitocondrial o mitochondrial dyes. Existen una gran variedad de este tipo de sondas que
emiten fluorescencia a longitudes de onda diferentes. Estos reactivos, son moléculas
catidnicas y lipofilicas, su union a las membranas fosfolipidicas depende de la carga en la
superficie y del potencial de membrana. A las mitocondrias, se acumulan en la matriz
mitocondrial debido a su carga negativa y gracias a la solubilidad que presentan tanto en la
membrana mitocondrial interna como en la matriz. La intensidad de fluorescencia de las

sondas sera proporcional al AY mitocondrial.

15.1 Medida del AY mediante la sonda DilC,(5).

Se utilizé la sonda DilC,(5) (Indocarbocianina de cadena alquil corta), ya que presentaba
una longitud de onda (A) de emision diferente a la de la proteina GFP. La A de emision del

DiIC;(5) es 675 nm y la de la proteina GFP es 525 nm.

A) Soluciones y reactivos.

e DilC, (5) (Molecular Probes, H-14700) disuelta en DMSO, se conserva a —20°C y
protegida de la luz, a una concentracion stock de 100 mM

e CCCP ( Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone; N° catalogo: 21855, Sigma-
Aldrich)

e PBS

e Material estandar de cultivos

e Medio DMEM incompleto.
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B) Procedimiento.

I.

Se parte de células creciendo en placas de 6 pozos (en este trabajo se utilizé células
10T1/2 y células 10T1/2 transfectadas establemente con un cDNA antisentido de
Mifn2). Se tripsinizan las células y se resuspenden en 2 ml de medio incompleto y se
depositan en tubos de 15 ml. Se anade la sonda al tubo de modo que quede en una
concentracion final de 250 ng/ml y se deja incubar a 37 °C en agitacion y protegidas
de la luz.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugan las células, y el precipitado se
lava con PBS. Se realiza un segundo lavado, para eliminar el exceso de sonda no
unida o unida inespecificamente.

Después del ultimo lavado, se resuspenden las células en 0,5-1 ml de PBS y se
analiza la fluorescencia del DilC;(5) en el citometro de flujo.

Pera validar que la sonda utilizada es sensible a cambios especificos de AY
mitocondrial, cada medida de fluorescéncia obtenida, se vuelve a realizar afiadiendo

a la muerstra el desacplador CCCP (agente que disipa el AWY).

15.2 Validacion de la sonda depenendiente de AY. Eleccion de la concentracion de

CCCP.

Para cada sonda utilizada en la medida de AY y para cada linea celular es necesario

determinar previamente las concentraciones de CCCP en las que el AY se disipa

completamente respecto a una situacion control.

En este trabajo, para la eleccion de la [CCCP] se probaron el siguiente rango de

concentraciones: 0, 5, 10, 25, 50 1 100 uM y después de 5 minutos de reaccion se analizo la

fluorescencia del DiIC; (5). Se obtuvieron valores minimos de fluorescencia entre las

concentraciones 25 y 50 uM. Entre 50 y 100 uM la fluorescencia no variaba. Por lo que se

utiliz6 la concentracion de sonda a 50 uM para desacoplar el AY. Se analizd también el

efecto del DMSO (reactivo en el que se disuelve la sonda).
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El gen humano que codifica para Mitofusina 2 (Mfn2) fue identificado por el Dr. Bach en
nuestro grupo de investigacion en estudios de hibridacion substractiva encaminados a la
identificacion genes diferencialmente expresados en musculo esquelético en condiciones de
resistencia a la insulina (Bach et al., 2003). Mfn2 es una proteina de fusion mitocondrial

(Bach et al., 2003; Rojo et al., 2002; Santel y Fuller, 2001).

Durante la tesis doctoral del Dr. Bach se propuso que Mfn2 podria jugar un papel relevante
en la biologia mitocondrial asi como en la fisiopatologia de la obesidad y/o la diabetes

basandose en las siguientes evidencias experimentales:

a) Mfn2 es una proteina mitocondrial.

b) La expresion génica de Mfn2 se reprime en musculo esquelético de sujetos obesos y de
pacientes diabéticos de tipo 2.

c) La represion de Mfn2 reduce el consumo de oxigeno, el potencial de membrana

mitocondrial y la oxidacion de glucosa en células en cultivo.

Sobre la base de estas observaciones y dado que Mfn2 presenta desregulacion en
situaciones fisiopatologicas como la obesidad o la diabetes, el objetivo general de esta tesis
doctoral ha sido estudiar la regulacion transcripcional de Mfn2. Para ello nos planteamos

los siguientes objetivos especificos:

- Caracterizar la region promotora del gen de la Mfn2.

- Estudiar los cambios en la expresion de Mfn2 en musculo esquelético
condiciones de de mayor consumo energético y el analisis del mecanismo
molecular por el que se producen.

- Estudio de la expresion de Mfn2 en fibras musculares glucoliticas y oxidativas y

analisis de los posibles factores de transcripcion implicados.
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1. CARACTERIZACION DEL PROMOTOR DE Mfn2.

El promotor proximal del gen de Mfn2 humano se halla en una isla CpG.

El gen humano de Mfn2 se halla en el cromosoma 1, mas concretamente en el locus
1p36.22. Inicialmente se describié un unico origen de transcripcion. En la figura 3 se
muestra la secuencia del promotor proximal de Mfn2, el primer exén (sombreado) y parte
del primer intréon. En las proximidades del origen de transcripcion descrito, destaca una
gran proporcion de G y C que se extiende a lo largo de la mayor parte de la secuencia
mostrada y la carencia de una caja TATA. En el genoma de muchos vertebrados los
dinucleodtidos CpG se hallan pobremente representados debido a que forman un substrato
para la DNA metiltransferasa. La metilacion de la citosina formando 5-metilcitosina puede
deaminarse formandose timina que no se repara por las enzimas reparadoras del DNA
(Bird, 2002). Sin embargo, existen regiones en el genoma de 0,5-2 kb que tienen una
proporcion relativamente alta de dinucledtidos CpG denominadas islas CpG. En 1987
Gardiner-Garden y Frommer definieron una isla CpG (Gardiner-Garden y Frommer, 1987)
como una secuencia de al menos 200 bp con un contenido alto de C+G (mayor del 50%) y
la relacion de CpG observados/ CpG esperados mayor o igual a 0,6. Se ha estimado que en
mamiferos las islas CpG se hallan asociadas con aproximadamente la mitad de los
promotores de genes codificantes de proteinas (Smale y Kadonaga, 2003). Dado el alto
contenido de C+G en el promotor humano de Mfn2 quisimos saber si en efecto se hallaba
en una isla CpG. Para ello, se utilizé el programa EMBOSS del EMBL-EBI que determina
posibles islas CpG.

En la figura 4 se muestran los resultados obtenidos al introducir en el programa la

secuencia del gen de Mfn2 humano con las bases comprendidas entre -600 y +600 respecto
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al origen de transcripcion descrito en aquel momento. En la figura 4 A, que muestra la
relacion de CpG observados/ CpG esperados, se pueden observar dos regiones cuya

relacion supero el valor de 0,6, entre -500 y -400, pero que no cumple los criterios para ser

-360 cttcaccctaggcctggceccctctagagaacactcctctaagattacagaatgcaaatctyg
_300 gattccagagctggcagaggccccagggtcaggctctaggacaaccggcgaaaaagcggyg
_240 aacctctactccacgcccttggtttttcecgecccttgacagettgaggectececgececgett
-1 80 tgcceccgceccccecccagcteccggeccgacgeccaccggaactacageccccatgatgcagtg
-120 ggagtccgagcctctgegtecgteccgettgggacgegeccggeggaggagtggecgegeggag
_60 gagtggcgcgctgagacgccgctcgaagcgeccgagtecgecggggcagcagaggcgtaagga
+1 gtaggcggggcgagccggctgggctcagggtccaccagectcacccgggtcgaggggcaat
+61 ctgaggcgactggtgacgcgecttatccacttcecctectececcgectecececectggggtggeg
+1 21 ctcgctggtgacgtagtgagtgtgatggccgeccgcgaggccgggaaggtgaaggtgagag
+181 ggcgagcaagccggggtggcggggactggceccggececcggecccggcgagtectgagecaget
+241 cggcgtgggccgacgggattctggggeccacgggggtctgggatgcagtcaagecggggtec
+301 ccactctccggecctecgececgecgggeccteecccggecctgagaggagggggcgggecacgyg

+361 gacctgggactggtcggtggggtcccecctgtagettctcatcgecceccgectttecace

Figura 3. Secuencia del promotor proximal de Mfn2. Secuencia del gen humano de Mfn2 entre
las bases -360/+418. La posicion +1 corresponde al inicio de transcripcion depositado en las
bases de datos del EST del NCBI, nimero de acceso D86987. El sombreado gris indica el primer
exon.

isla CpG al ser de un tamafio inferior a 200 bp y no tener una proporcion de C+G superior
al 50% a lo largo de toda la secuencia. La otra region se expande entre aproximadamente
-260 y +360, en ella la relacion CpG observados/CpG esperados es superior a 0,6, con
valores de aproximadamente 1,2 entre -200 y el inicio de transcripcion. A lo largo de estos
aproximadamente 620 bp, la proporcion de C+G es superior al 60%, cumpliéndose los tres

criterios que determinan una isla CpG.
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Figura 4. El promotor proximal del gen de Mfn2 humano se halla en una isla CpG. Se utilizd
el programa EMBOSS del EMBL-EBI para determinar las posibles islas CpG en la secuencia -
600/+600 del DNA humano de Mfn2. Graficamente se representa las CG observadas/CG esperadas
( panel A), la proporcion de C+G (panel B) y la extension de la isla CpG (panel C).

En miusculo esquelético humano el gen de Mjfn2 posee varios origenes de

transcripcion.
Una de las caracteristicas de promotores con islas CpG es que poseen diversos origenes de

transcripcion. Los datos iniciales y las secuencias depositadas en las bases de datos

indicaban que Mfn2 so6lo tenia un origen de transcripcion. Para comprobar esto, se procedid
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a determinar el origen de transcripcion de Mfn2 en musculo esquelético humano a partir del
kit de Ambion FirstChoice™ RACE-Ready ¢DNA . El ¢cDNA suministrado en el kit
proviene de mRNA al que se le ha anadido un adaptador a la caperuza de 7-metil-
guanosina propia del mRNA procesado. Con unos primers especificos del adaptador y
otros que anillan con el exon 2 de Mfn2 se realiz6 una nested PCR. El producto de la PCR
se corrid en gel de agarosa al 2% y por tincidn con bromuro de etidio se visualizaron varias
bandas (Fig. 5 A). El producto de PCR se clon6 en el plasmido pGEMT-easy y se
secuencid. De las secuencias obtenidas se encontraron dos poblaciones mayoritarias, una
cuyo origen de transcripcion se extendia entre -7 y -4 (inicio 2; 8 clones), siendo +1 el
inicio de transcripcion depositado en las bases de datos y al que nos referiremos en lo
sucesivo, y la otra con el inicio a +58 (inicio 5; 8 clones). Ademas se observaron inicios de
transcripcion a  -47 (inicio 1; 2 clones), +37 (inicio 3; 1 clon), +52 (inicio 4; 2 clones) y
+124 (inicio 6; 1 clon). De las secuencias obtenidas se tiene la seguridad de que provienen
de un mRNA procesado, pues el adaptador se une sélo aquellos mRNAs con caperuza y se
descarta de esta forma la posibilidad que los resultados obtenidos provengan de mRNAs
parcialmente degradados.

A pesar de la abundancia de promotores en islas CpG, los elementos responsables de su
funcion basal no estan bien definidos. Generalmente estos promotores no poseen caja
TATA, elementos DPE o Inr, pero no es extrafio que su transcripcion se inicie en regiones
con una homologia débil al Inr consenso aunque lo pueden hacer en secuencias no
relacionadas (Smale y Kadonaga, 2003). El analisis detallado de la secuencia del promotor
basal (Fig. 5 B) mostro que sélo los origenes 1 y 5 tenian una secuencia con relativa
homologia con el elemento Inr y el origen 1 poseia a 28 bp en direccion 3’ del origen de
transcripcion una secuencia con cierta homologia con el elemento DPE que potencia el
efecto del elemento Inr (Butler y Kadonaga, 2002; Smale y Kadonaga, 2003). En cuanto al
inicio 2 que mediante RACE se demostr6 ser, junto al inici6 5, el mas representado, no
habia elemento Inr, pero entre -60 y -200 existen multiples cajas de uniéon a Spl (ver mas
adelante). Una de las caracteristicas de las islas CpG es la presencia de multiples cajas de
unién del factor de transcripcion Spl. Normalmente la transcripcion se inicia entre 40 y 80
bp a 3’ de las cajas de uniéon a Spl el cual se supone dirige la maquinaria basal de

transcripcion (Smale, 1997b; Smale y Kadonaga, 2003).
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- RACE

1 2

-60 gaqtggcchctgl-\gacgccqctcgaagcgccgagtcgcg-gcaqagchTAAgga
3 4 5
+1 gtaggcggggcgagccggctgggctcagggtccaccAgectcacccgggtcgAggggcAat

+61 ctgaggcgactggtgacgcgcttatccactteccctecctececcgecteccecctggggtggeg

6
+121 ctcGetggtgacgtagtgagtgtgatggeccgecgecgaggeccgggaaggtgaag

Inr Py-Py(C)-A,,-N-T/A-Py-Py
DPE ,,;A/G-G-A/T-C/T-G/A/C

Figura 5. En misculo esquelético humano el gen de Mfn2 posee varios origenes de
transcripcion. Se realizé una reaccion de RACE de cDNA de musculo esquelético humano.
(A) El producto de la PCR se corrié en un gel de agarosa y se visualizo por tinciéon con
bromuro de etidio. Las flechas sefialan los productos de PCR predominantes, en el control
negativo de la PCR (-) no se observa ninguna banda. El producto de PCR fue clonado y
secuenciado. (B) Representacion de los distintos inicios de transcripcion hallados (en
mayuscula y negrita). Los numeros indican el nombre asignado a cada inicio. Los inicios de
transcripcion con homologia al elemento Inr estdn marcados en amarillo, 28 bp a 3’ del
elemento Inr se resalta en verde el elemento DPE con homologia débil.
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Caracterizacion preliminar de la funcion del promotor basal de Mfn2.

Para determinar la actividad transcripcional del promotor basal de Mfn2 se clond la region
del gen humano de Mfn2 entre -229 y +348 en el plasmido reportero pGL3 (-229/+348-
Luc). A partir de esta construccion se realizaron diversas delecciones como se representan
en la figura 6. Las diversas construcciones se transfectaron junto con un vector de
expresion de la renila (pRL) en la linea de fibroblasto murino 10T1/2 y se determiné la
actividad luciferasa como medida indirecta de actividad transcripcional. Para corregir las
eficiencias de transfeccion, los valores de actividad luciferasa de cada muestra se
normalizaron con los correspondientes valores de renila. En la figura 6 A se aprecia que la
construccion -229/+348-Luc muestra una potente actividad transcripcional (143 veces)
cuando se compara con el pGL3-basal, es decir, el plasmido con el gen reportero de la
luciferasa pero sin que éste sea dirigido por un promotor. La eliminacion de la secuencia -
229/+45 y por tanto de los inicios 1, 2 y 3 no produjo cambios significativos en la actividad
transcripcional. La actividad transcripcional de la construccion +84/+348-Luc que so6lo
conserva el inicio de transcripcion 6 fue un 75% menor que la de la construccion -
229/+348-Luc. La eliminacion del fragmento -229/+123 produjo una perdida total de la
actividad transcripcional a pesar de mantener el inicio 6, lo que demuestra la necesidad de
secuencias a 5’ del inicio de transcripcion para permitir la unién al DNA de la maquinaria
basal de transcripcion y sugiere que a 3° de +124 no existen otros inicios de transcripcion
en el primer exon.

La eliminacion de la region -229/-54 produjo una disminucion de un 30% de la actividad
transcripcional respecto a -229/4+348-Luc, pero cuando el fragmento eliminado fue -
229/+45 no se modifico la actividad transcripcional. Para estudiar con mas detalle la region
-229/+45 se utilizaron otras construcciones representadas en la figura 6 B. La region -229/-
54 que no posee inicio de transcripcion es capaz de dirigir la transcripcion de la luciferasa
mas fuertemente que la region -229/+45 donde se hallan los inicios 1, 2 y 3 lo que sugiere
que en -54/+45 se pueden unir complejos represores. La construccion -54/+45-Luc apenas
mostraba el doble de actividad transcripcional que el pGL3-basal.

Una nueva evidencia de la importancia de la region -229/-54 en la funcionalidad del

promotor basal de Mfn2 se obtuvo al eliminar la secuencia -229/-54 de la construccion
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Figura 6. Actividad transcripcional del promotor basal de Mfin2. Células 10T1/2 fueron
cotransfectadas con el plasmido pRL y (panel A) diversas delecciones a 5’ del promotor basal
dirigiendo al gen de la luciferasa. La actividad transcripcional corresponde al valor de la actividad
luciferasa normalizado por la actividad de la renila. (panel B) Delecciones a 5° y 3” que indican un
papel importante de la secuencia -229/-54. La barras verticales negras representan los distintos
origenes de transcripcion. (panel C) La construccién sin la region -229/-54 muestra un dréstico
descenso en la actividad promotora. Los resultados representan la media + error estandar de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. * indica una diferencia estadisticamente

significativa respecto a la construccion mayor, p<0.05.

113



Resultados

-532/4+45-Luc (Fig. 6 C). La actividad transcripcional de -532/+45-Luc deleccionado fue un
20% de la construccion -532/+45-Luc indicando la relevancia de la region -229/-54 en el

mantenimiento de la trascripcion basal de Mfn2.

La region -1983/+45 tiene una actividad promotora fuerte.

Con el objetivo de estudiar el efecto de diversos factores de transcripcion en la expresion
de Mfn2 se clono la region -1983/+45 del gen humano de Mfn2 en el plasmido reportero
pGL3-basal. Su actividad promotora se compar6 en células 10T1/2 con el plasmido pGL3-
SV40 en el cual el gen de la luciferasa se halla dirigido por el promotor fuerte SV40. La
actividad transcripcional de -1983/+45-pGL3 fue sensiblemente superior a la de pGL3-
SV40 (Fig. 7).
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Figura 7. La region -1983/+45 tiene una actividad promotora fuerte. Células 10T1/2 fueron
cotransfectadas con el plasmido pRL y el plasmido reportero pGL3 con el gen de la luciferasa
dirigido por la region del gen humano de Mfn2 -1982/+45 (-1982/+45-Luc), el promotor virico
SV40 (pGL3-SV40) o vacio (pGL3-basal) . La actividad transcripcional corresponde al valor
de la actividad luciferasa normalizado por la actividad de la renila. Los resultados representan
la media + error estandar de tres experimentos independientes realizados por triplicado. .*
indica una diferencia estadisticamente significativa respecto a -1982/+45-Luc, p<0,05.
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Sp1 activa al promotor de Mfn2y Sp3 lo reprime.

Como se ha visto en la figura 4, la region -229/-54 es de gran importancia en el
mantenimiento de la actividad promotora basal de Mfn2. En ésta region al igual que en
otras regiones del promotor proximal de Mfn2 se hallan varios posibles cajas de union a
Spl (Fig. 8 A) como es comun en promotores con islas CpG. Se sugiere que Spl puede
dirigir, en este tipo de promotores, a la maquinaria basal de transcripcion (Smale, 1997a;
Smale y Kadonaga, 2003). Para determinar si factores de transcripcion Spl y Sp3 modulan
la expresion de Mfn2 se cotransfectd en células 10T1/2 el plasmido -1984/+45-Luc junto
con vectores de expresion de Spl y Sp3 o un vector irrelevante. La actividad luciferasa de
las células que sobreexpresaban Spl fue mas de tres veces superior a la de las células
control, mientras que en las células que sobreexpresaban Sp3 se observd una severa
reduccion en la actividad luciferasa (Fig. 8 B). Esto indica que los miembros de la familia
Sp son capaces de regular la transcripcion de Mfn2. En el promotor de Mfn2 Spl tiene un
papel activador de la transcripcion y Sp3 es un represor como ya se ha descrito en otros

genes (Hagen et al., 1994; Majello et al., 1994; Suske, 1999).

Analisis de delecciones del promotor de Mfn2.

Con el objetivo de determinar regiones del promotor de Mfn2 importantes para su
regulacion transcripcional se generaron cinco delecciones a 5’ de la construccion -
1982/+45-Luc. Las lineas 10T1/2 (Fig. 9 A), L6E9 (Fig. 9 B) y HeLa (Fig. 9 C) fueron
transfectadas transitoriamente con las delecciones del promotor de Mfn2 y a las 40 horas se
midié la actividad luciferasa. Los resultados obtenidos variaron dependiendo del tipo
celular (Fig. 9). Asi, la deleccion del fragmento -1980/-1330 no modifico la actividad
promotora en células 10T1/2 o L6E9, pero en HelLa se observo una disminucion de la
actividad promotora. Del mismo modo, es destacable que la perdida de la region -682/-532

provoca un fuerte aumento en la actividad promotora en células 10T1/2 que no se observa
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en las células L6E9 o HeLa lo que sugiere que en 10T1/2 se expresan elementos represores

capaces de unirse a ésta region, pero que no se expresan en L6E9 o HeL a.

A

=240 gaacctctactccacgecccttggtttttcecgecccttgacagettgaggectccgecceget

-180 ttgccccgceccececccccagectceccggecgacgecccaccggaactacageccccatgatgecagt

120 gggagtccgagcctctgecgtcgteccgecttgggacgecgeccggecggaggagtggecgecgecgga
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Figura 8. Sp1 activa al promotor de Mfin2 y Sp3 lo reprime. A.- Representacion de la region
-229/-54 del promotor de Mfn2 humano. Subrayado se muestra las posibles cajas de uniéon a Sp
predichas por el programa AliBaba2.1. B.- Células 10T1/2 fueron cotransfectadas con la
construccion -1982/+45-Luc y un vector de expresion irrelevante (basal) o de Spl o de Sp3.
Los datos representan la media + error estandar de tres experimentos realizados por triplicado. *
Indica una diferencia estadisticamente significativa respecto al basal. P< 0,05.

La pérdida de la regién -1982/-682 representd un aumento en la actividad promotora del

50-100% en células L6E9 y 10T1/2, pero no se vio modificada la actividad promotora en
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Figura 9. Analisis de delecciones del promotor de Mfn2. Se cotransfectaron células 10T1/2
(panel A), L6E9 (panel B) o HeLa (panel C) con el plasmido pRL y la construccion -1982/+45-
Luc o delecciones a 5°. La actividad transcripcional corresponde al valor de la actividad
luciferasa normalizado por la actividad de la renila. Los resultados representan la media + error
estandar de tres experimentos independientes realizados por triplicado. * Indica una diferencia
estadisticamente significativa respecto a -1982/+45-Luc. P< 0,05.
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HeLa. En L6E9 deben existir factores activadores que se unen entre -682 y -229 pues la
perdida de este fragmento implica una caida en la actividad luciferasa. Un hecho comun a
las tres lineas celulares es que, como ya se ha visto en 10T1/2, entre -229 y -54 deben
unirse factores que dirigen a la maquinaria basal de transcripcion, posiblemente Spl, pues
la pérdida de este fragmento supone una caida en la actividad promotora a los niveles del

pGL3-basal.

La insulina no regula la transcripcion de Mfn2.

La clonacion de Mfn2 se realizd al buscar genes que se expresaban diferencialmente en
musculo esquelético en condiciones de resistencia a la insulina (Bach et al, 2003). Para
comprobar si la insulina regula la expresion de Mfn2 se utilizaron cultivos de LO6E9
diferenciadas a miotubos. Se extrajo RNA de L6E9 miotubos tratados con insulina 100 nM
durante 2 y 5 horas. 18 png de RNA se analizoé por Northern blot hibridando con una sonda
especifica de Mfn2 sin que se apreciaran diferencias entre las células tratadas y las
controles (Fig. 10 A). El tratamiento con 1 uM de insulina durante 48 horas tampoco hizo
variar los niveles de transcrito de Mfn2 (Fig. 10 B). Estos resultados nos indican que in
vitro la insulina no regula la expresion de Mfn2.

La posible regulacion in vivo se analizd por Northern blot a partir de 18 ng de RNA
extraido de gastrocnemius de ratas controles o ratas diabéticas por tratamiento con
streptozotocina (STZ). Este tratamiento genera un modelo animal de diabetes tipo 1 al
destruir las células beta del pancreas. La ausencia de insulina circulante en las ratas tratadas

con STZ no supuso cambios en la expresion de Mfn2 (Fig. 10 C).
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Figura 10. La insulina no regula la transcripcion de Mfn2. Células L6E9 fueron
diferenciadas a miotubos y tratadas con insulina 100 nM durante 2 o 5 horas (A) o con
insulina 1 uM durante 48 horas (B). Se extrajo el RNA y se analiz6 por Northern blot.
(C) 18 ng de RNA de musculo gastrocnemius de ratas diabéticas por tratamiento con
streptozotocina (STZ) o ratas control (CT) fueron analizados por Northern blot. El
mRNA de Mfin2 se detectd6 mediante una sonda de 1 kb del cDNA de Mfn2. La
integridad del RNA y como control de carga se utilizé la imagen de la tincion con
bromuro de etidio de la subunidad 28S del rRNA en el gel de agarosa.

La leptina no regula in vitro la transcripcion de Mfn2 en musculo.

El modelo animal utilizado que permiti6 la clonaciéon de Mfn2 fue la rata Zucker obesas
fa/fa. Estas ratas tienen una mutacion en el receptor de la leptina que le impide su
activacion en respuesta a la leptina. El efecto de la leptina se produce principalmente en el
sistema nervioso central, a través del hipotadlamo, sin embargo se ha demostrado la
sefalizacion directa de la leptina en otros tejidos periféricos (Flier, 2004). La hipdtesis que
la leptina regula la expresion de Mfn2 en musculo esquelético se probo tratando células

L6E9 miotubos con leptina recombinante murina durante 24 horas y analizando la
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expresion de Mfn2 por Northern blot (Fig. 11). Las células musculares tratadas con leptina
a 10 o 100 nM no experimentaron cambios en la expresion de Mfn2. Este resultado no
descarta un papel de la leptina en la expresion de Mfn2, pero demuestra la necesidad de

utilizar modelos experimentales mas complejos.
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Figura 11. La leptina no regula in vitro la transcripcion de Mfn2 en misculo. Células L6E9
fueron diferenciadas a miotubos y tratadas con leptina a 10 o 100 nM durante 24 horas. Se
extrajo RNA y se analiz6 por Northern blot. El mRNA de Mfn2 se detectdé mediante una sonda
de 1 kb del cDNA de Mfn2. La integridad del RNA y como control de carga se utilizd la
imagen de la tincion con bromuro de etidio de la subunidad 28S del rRNA en el gel de agarosa.

Regulacion de Mfn2 por diversos factores de transcripcion.

El principal inconveniente de los ensayos con genes reporteros es que un resultado negativo
no implica necesariamente que a nivel cromosdémico dicho factor no regule la expresion de
un gen, ya que dirigiendo al gen reportero s6lo se pueden clonar unos pocos kb de un
promotor. La ventaja de la técnica es que se permite de modo sencillo determinar el
posible papel de un factor de transcripcion dado en la regulacion de un gen.

Para estudiar el posible papel de factores de transcripcion candidatos a regular Mfn2 se
cotransfectaron células 10T1/2 con la construccion -1982/+45-Luc y vectores de expresion
de diversos factores de transcripcion que podrian actuar sobre el promotor de Mfn2 (tabla

2).
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NRF-1 es un factor de transcripcion implicado en la regulacion de la expresion de un gran
numero de genes nucleares que codifican para proteinas mitocondriales. El programa TESS
que busca posibles elementos de union a factores de transcripcion predijo una caja de union
a NRF-1 con homologia débil, pero la sobreexpresion de NRF-1 no modifico la actividad
luciferasa de -1982/+45-Luc.

De los diversos receptores nucleares (NR) estudiados cabe destacar la fuerte activacion de
HNF-4a. HNF-4a que regula genes relacionados con el metabolismo del colesterol,
aminodcidos, lipidos y carbohidratos se expresa abundantemente en higado, rifidén, intestino
y pancreas (Giguere, 1999). Rifion e higado son dos tejidos donde la expresion de Mfn2 es
abundante. El papel de HNF-4a se debe estudiar para conocer mejor el modo en que se
regula la expresion de Mfn2 en estos tejidos.

A pesar del ligero 50% de incremento en la actividad luciferasa de las células 10T1/2 que
sobreexpresan ROR a2, no se deberia excluir la posibilidad de una regulacion por RORa2
especifica de tipo celular, dado que su expresion es elevada en musculo esquelético
(Giguere, 1999b).

Los factores de la familia NFAT se han relacionado con la expresion de genes propios del
musculo esquelético de contraccion lenta (Olson y Williams, 2000; Schiaffino y Serrano,
2002). En las condiciones experimentales utilizadas s6lo NFAT4 activd modestamente al
promotor de Mfn2.

La expresion de Mfn2 se induce durante la adipogénesis (Bach et al, 2003). C/EBPa, un
factor clave en la adipogénesis (Herrera et al., 1989; Lin y Lane, 1992; MacDougald y
Lane, 1995), activa al promotor de Mfin2 en un 63%.

El factor miogénico MyoD activa fuertemente al promotor de Mfn2. MEF2 es otro factor
miogénico que regula fuertemente la expresion de Mfn2. La caracterizacion de la

regulacion de Mfn2 por MEF2 se describe en la tercera seccion de resultados.
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Basal 1 + 0,05
NRF1 0,86 +0,08
RORa2 147 +0,12*
COUP-TFII 1,35 +£0,21*
HNF-4a 321 +0,38 *
PPARYy 1,09 +0,03
C/EBPa 1,63 +0,09 *
MyoD 385 +0,89*
MEF2A 2,7 +0,28 *
PGC-1a 399 +0,43*
NFAT1 095 +£0,1
NFAT?2 1,08 +0,12
NFAT4 145 +0,08 *

Tabla 2. Regulacion de Mfn2 por diversos factores de transcripcion. Células 10T1/2 fueron
transfectadas con la construccion -1982/+45-Luc (Basal) junto con un vector de expresion
irelevante o con vectores de expresion de los distintos factores de transcripcion que aparecen en la
tabla. A las 40 horas se determino la actividad luciferasa como medida indirecta de actividad
transcripcional. Los resultados representan la media + error estandar relativos al Basal de al menos
dos experimentos independientes realizados por triplicado. * Indica una diferencia estadisticamente
significativa respecto al basal. P< 0,05.

MEF2A y NFAT?2 no cooperan para activar al promotor de Mfn2.

En el musculo adulto, la isoforma NFAT2 es la que juega un papel mas determinante en la
transicion fibra rapida a fibra lenta (Abbott et al., 1998; Liu et al., 2001). Los miembros de
la familia NFAT requieren, posiblemente, la colaboracion de otros factores de transcripcion

para poder ejercer su funcion activadora (Crabtree y Olson, 2002; Horsley y Pavlath,
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2002). Una de sus parejas es MEF2 (Blaeser et al., 2000; Chin et al., 1998; Wu et al.,
2000). Los ensayos luciferasa con resultado negativo de la capacidad activadora de NFAT2
del promotor de Mfn2 se realizaron en la linea de fibroblasto murino 10T1/2. Estas células,
a diferencia del musculo esquelético, no expresan MEF2. Si NFAT2 para activar al
promotor de Mfn2 necesitase de la cooperacion de MEF2 seria 16gico el resultado negativo.
Se cotransfecto la construccion —1982/+45-Luc junto con vectores de expresion de MEF2A
y NFAT2. El ensayo luciferasa no mostré cambios en la actividad transcripcional inducida

por MEF2A cuando se cotransfectd junto con el vector de expresion de NFAT2 (Fig. 12).
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Figura 12. MEF2A y NFAT?2 no cooperan para activar el promotor de Mfn2. Células 10T1/2
fueron cotransfectadas con la construccion -1982/+45-Luc junto con vectores de expresion de
MEF2A, NFAT?2 (barras negras) o irrelevante (barras blancas) y sus combinaciones. A las 40 horas
se determind la actividad luciferasa como medida indirecta de actividad transcripcional. Los datos
representan la media + error estandar de dos experimentos realizados por triplicado. * Indica una
diferencia estadisticamente significativa respecto a la transfeccion con el plasmido irrelevante. P<
0,05.

NFAT?2 necesita la colaboracion de de c-Jun para activar al promotor de Mfn2.
Se ha descrito la cooperacion de NFAT con AP-1 en la activacion de los genes del sistema

inmune (Macian et al., 2001). La posible cooperacion entre NFAT2 y AP-1 se testd

cotransfectando las 2 kb del promotor de Mfn2 dirigiendo al gen reportero luciferasa con
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los vectores de expresion de NFAT2 y c-Jun y c-Fos como heterodimero AP-1. Los
ensayos de actividad luciferasa mostraron que en solitario ni AP-1 ni NFAT2 provocaban
ningin efecto significativo sobre el promotor de Mfn2, pero cuando se combinaban se
producia una induccion de la actividad transcripcional ligeramente superior al doble del
basal (Fig. 13 A).

A continuacién determinamos si tanto c-Jun como c-Fos eran precisos para producir el
efecto activador con NFAT2 o si uno de ellos en solitario era suficiente para producir el
mismo efecto. Las diversas combinaciones de cotransfecciones en células 10T1/2 del
promotor de Mfn2 con c-Jun, c-Fos y NFAT2 indicaron que c-Jun era suficiente para

producir el efecto activador del promotor de Mfin2 en colaboracion con NFAT2 (Fig. 13 B).
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Figura 13. NFAT2 colabora con c-Jun para activar el promotor de Mfn2. Células 10T1/2
fueron cotransfectadas con la construccion -1982/+45-Luc y un vector de expresion
irrelevante (barras blancas) o de NFAT?2 (barras negras) junto con vectores de expresion para
c-Jun y c-Fos (AP-1) (panel A) o en las combinaciones indicadas (panel B). A las 40 horas se
determiné la actividad luciferasa como medida indirecta de actividad transcripcional. Los
datos representan la media + error estandar de tres experimentos realizados por triplicado. *
Indica una diferencia estadisticamente significativa respecto a la transfeccion con el plasmido
irrelevante. P< 0,05.
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2. Mfn2 MEDIA EL EFECTO ESTIMULADOR DE PGC-1a SOBRE LA
ACTIVIDAD MITOCONDRIAL.

Ratas Zucker obesas expresan un 40% menos mRNA de Mfn2 en musculo esquelético que
ratas Zucker control (Bach et al., 2003). En humanos se vio un descenso similar en la
expresion de Mfn2 en individuos obesos respecto a controles sanos con normopeso, de
manera que los niveles de expresion de Mfn2 presentan una correlacion negativa con el
indice de masa corporal (Bach et al., 2003).

Estudios de expresion de Mfn2 en diferentes tejidos mostraron mayores niveles de mRNA
en corazdn, musculo esquelético, cerebro, rifion e higado. Tejidos, todos ellos, con
elevadas necesidades energéticas (Bach et al., 2003).

La represion de la expresion de Mfn2 en células musculares mediante adenovirus
antisentido resultd en una caida del potencial de membrana mitocondrial, el consumo de
oxigeno, la oxidacion de piruvato, glucosa y palmitato mientras que con la sobreexpresion
de Mfn2 se incrementd el potencial de membrana mitocondrial y la oxidacion de glucosa
(Bach et al., 2003 ; S. Pich, 2004).

Todos estos datos en conjunto indican que Mfn2 podria estar implicada en la homeostasis
energética. De ser cierta esta hipotesis se esperaria un incremento de la expresion de Mfn2
en aquellas condiciones donde el gasto energético se viese incrementado. El objetivo de
esta seccion fue estudiar los cambios en la expresion de Mfn2 en musculo esquelético
condiciones de de mayor consumo energético y el analisis del mecanismo molecular por el

que se producen.
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La expresion de Mfn2 aumenta en musculo esquelético y tejido adiposo marron

(TAM) en condiciones de gasto energético incrementado.

Variaciones de la expresion de Mfn2 en condiciones de mayor gasto energético
proporcionarian una evidencia adicional del papel de Mfn2 en la homeostasis energética.
La exposicion al frio es un tratamiento cldsico para incrementar el consumo energético del
organismo. El mantenimiento de la temperatura corporal en estas condiciones implica la
puesta en marcha de los mecanismos de respuesta termogénica entre los cuales esta la
disipacion en forma de calor del potencial de membrana mitocondrial generado por el
bombeo de protones al exterior de la matriz mitocondrial (Lowell y Spiegelman, 2000).
Con este objetivo, se expusieron 5 ratas Wistar a 4°C durante 48 horas o bien fueron
mantenidas a temperatura ambiente (grupo control). Transcurrido este tiempo los animales
fueron sacrificados y el TAM y el musculo esquelético, los dos principales tejidos
termogénicos en mamiferos, fueron procesados para extraer el RNA. Se determind la
expresion del transcrito de Mfn2 mediante Northern blot, usando una sonda especifica
(Bach et al., 2003). El TAM y el musculo esquelético de los animales expuestos al frio
mostraron una induccién de Mfn2 de 2,4 y 2,0 veces, respectivamente (Fig. 14). Dado que
el frio también provoca el incremento de la masa mitocondrial. Las mismas membranas se
hibridaron con una sonda especifica del citocromo oxidasa II (COX-II), una proteina
mitocondrial que es codificada por el genoma mitocondrial. La expresion de COX-II no
varié en musculo mientras que en TAM se produjo un aumento del 30%. Este aumento es
muy inferior al observado en Mfn2 (Fig. 14) lo que indica que el aumento de Mfin2 se
produce de manera especifica como respuesta al frio y no se trata de un hecho indirecto
debido al aumento de la masa mitocondrial.

La sefial de frio es comunicada al TAM y al musculo esquelético por el sistema nervioso
simpatico (Lowell y Spiegelman, 2000), en consecuencia, el tratamiento con agonistas [3-
adrenérgicos provoca comportamiento energético similar a la exposicion al frio (Landsberg
et al., 1984). Por ello se utilizo el agonista especifico B-3-adrenérgico CL-316243 (Boss et
al., 1999) dado que parece ser que este isotipo de receptor adrenérgico es el que juega un
papel mas determinante en la sefializacion de la sensacion de frio del cerebro al TAM

(Lowell y Spiegelman, 2000). Se administré CL-316243 (1 mg/kg corporal) por inyeccion
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Figura 14. La expresion de Mfn2 aumenta en musculo esquelético y TAM en condiciones
de gasto energético incrementado. Se realizaron ensayos de Northern blot a partir de 18 pug de
RNA de TAM o musculo esquelético de ratas Wistar control o expuestas a 4°C durante 48 horas
( paneles A y B) o tratadas con CL-316243 (1 mg/Kg) durante 24 horas (panel C) o durante 7 dias
(1 mg/kg*dia) (panel D). El mRNA de Mfn2 se detecté mediante una sonda de 1 kb del cDNA de
Mfn2. El mRNA de COX-II se utiliz6 como estimacion de la expresion de genes mitocondriales.
La integridad del RNA y como control de carga se utilizé la imagén de la tincion con bromuro de
etidio de la subunidad 28S del rRNA en el gel de agarosa. Representacion grafica de los valores
del analisis densitométrico del mRNA de Mfn2 (columnas blancas) o COX-II (columnas negras)
en el TAM (panel E) y musculo esquelético (panel F). * indica una diferencia estadisticamente
significativa respecto al mRNA del grupo control. p< 0,05.
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intraperitoneal a 5 ratas Winstar y al grupo control se le administro suero salino. A las 24
horas de la administracion los animales fueron sacrificados y se obtuvo mRNA del TAM y
del musculo esquelético. La expresion de Mfn2 se determinod mediante Northern blot en los
citados tejidos observandose un incremento de un 60% en la expresion de Mfn2 en el TAM
de los animales tratados con CL-316243 sin que hubiese modificacion en la expresion de
COX-II cambios en la expresion de Mfn2 en musculo esquelético (resultados no
mostrados), resultado que concuerda con la ausencia de receptores (3-3-adrenérgicos en
musculo esquelético La administracion durante 7 dias de CL-316243 (1 mg/dia*Kg peso)
resulto en una fuerte induccion de Mfn2 en musculo esquelético (Fig. 14 D y F)

posiblemente por un mecanismo indirecto determinante en la respuesta al frio a largo plazo.

El coactivador PGC-1a regula la expresion de Mfn2 en musculo.

Durante la respuesta al frio se activa el programa termogénico lo cual requiere una
transcripcion coordinada y precisa de un conjunto de genes. El coactivador PGC-1a se ha
demostrado ser un director del programa termogénico (Puigserver et al., 1998).

Los resultados anteriores demuestran que Mfn2 aumenta su expresion en condiciones de
mayor gasto energético y en concreto en condiciones donde se activa el programa
termogénico. A continuacion, nos planteamos si PGC-la podia estar regulando la
expresion génica de Mfn2. Dado que la expresion de PGC-la es muy débil en lineas
celulares de musculo (Wu et al., 1999) procedimos a analizar el efecto de la sobreexpresion
de PGC-1a sobre la expresion de Mfn2. Asi, miotubos L6E9 se infectaron con 200 y 500
unidades infectivas de adenovirus que codifican para PGC-la. A las 48 horas de la
infeccion se extrajo el RNA y por Northern blot se observé una potente induccion de Mfn?2
muy superior a la observada de COX-II (Fig. 15 A) en las células que sobreexpresaban
PGC-1a.

Para comprobar que el incremento en mRNA de Mfn2 en las células musculares que
sobreexpresan PGC-la se traducia en un incremento en los niveles de proteina, los
miotubos L6EY se infectaron con el adenovirus codificante para PGC-1a y como control -

para excluir la posibilidad de que la induccién en la expresion de Mfn2 fuese debido a un
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efecto indirecto de la infeccion- con un adenovirus irrelevante que codifica para -
Galactosidasa con las mismas unidades infectivas utilizadas en el experimento de Northern
blot, 200y 500. A las 72 horas de la infeccion se procedi6 al fraccionamiento subcelular de
las células musculares. Se purificod la fraccion mitocondrial y se detecto la abundancia de
Mfn2 en ensayos de Western blot. Los resultados obtenidos indicaban que existia
incremento en la expresion de Mfn2 en las mitocondrias de las células que sobreexpresaban
PGC-1a respecto a las células no infectadas o infectadas con un adenovirus irrelevante
(Fig. 15 B). Como control de carga se utilizd la proteina mitocondrial porina. Esto nos
permitio concluir que PGC-1o aumenta la expresion génica de Mfn2 y que este aumento se
traduce en un aumento de los niveles de proteina, siendo este aumento muy superior al
incremento de la masa mitocondrial. En otras palabras, una mayor expresion de PGC-1a
implica que por unidad de masa mitocondrial la cantidad de Mfn2 presente en la

mitocondria aumente, tal vez, por regulacion a nivel transcripcional.
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Figura 15. El coactivador PGC-1a regula la expresion de Mfn2 en células musculares. A.-
Deteccion del mRNA de Mfn2 por Northern blot de L6E9 miotubos control (CT) o infectados con las
unidades infectivas indicadas (MOI) de un adenovirus codificante para PGC-1a. El mMRNA de COX-
Il se utilizd como estimacion de la expresion de genes mitocondriales. La integridad del RNA y
como control de carga se utilizé la imagen de la tincion con bromuro de etidio de la subunidad 28S
del rRNA en el gel de agarosa. B.- Western blot de la fraccion mitocondrial de L6E9 miotubos
control (CT) o infectadas con adenovirus codificante para PGC-1a (P) o un adenovirus irrelevante
(I). Como control de carga se utilizé la proteina porina.
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PGC-1a actua sobre el promotor humano de Mfn2.

Para analizar el posible papel de PGC-la en la regulacion transcripcional de Mfn2
cotransfectamos en fibroblastos 10T1/2 el pladsmido pGL3 basal o el plasmido conteniendo
la region comprendida entre —1982 y +45 del gen de Mfn2 humano dirigiendo la expresion
del gen reportero luciferasa (-1982/+45-Luc) junto con un vector de expresion para PGC-
la. Los ensayos de actividad luciferasa, como medida indirecta de transcripcion,
demostraron un incremento de 4 veces en la actividad transcripcional del promotor de Mfn2
cuando se cotransfectaba con el vector de expresion para PGC-la respecto a la
cotransfeccion junto con el vector de expresion pCDNA3 basal, esto es, sin inserto (Fig. 16
A). Este incremento en la actividad transcripcional se debe a secuencias especificas del
promotor humano de Mfn2 pues la cotransfeccion de pGL3-basal, sin la presencia de
ningun tipo de promotor que dirija la expresion del gen de la luciferasa, junto con el vector
de expresion para PGC-1a no produjo cambios significativos en la actividad luciferasa
residual del pGL3-basal (Fig. 16 A).

El mismo resultado se observd cuando las cotransfecciones se realizaron en las lineas
celulares HeLa (Fig. 16 B) y L6E9 (Fig. 16 C) por lo que se opt6 en los sucesivos estudios
utilizar la linea celular 10T1/2 para mapear la region del promotor de Mfn2 humano sobre
la que actia PGC-1a. Los motivos que nos hicieron seleccionar esta linea celular fueron los
siguientes: a) es de cultivo sencillo, b) se transfecta con alta eficiencia y c) al igual que en

las lineas musculares, PGC-1a actia como coactivador del promotor humano de Mfn2.

PGC-1a actua sobre la region del promotor humano de Mfn2 comprendida entre las

bases —532 y —229.

PGC-1a inicialmente se clondé como un coactivador de receptores nucleares de hormonas
(Puigserver et al., 1998), ya en este primer trabajo se observo que PGC-1a poseia diversos
dominios y dependiendo del dominio con el que interaccionaba con el NR ésta era
dependiente o no de ligando. Trabajos posteriores demostraron que PGC-la era un

coactivador promiscuo, coactivando no sélo a NR sino que también a otros factores de
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Figura 16.- PGC-1a estimula la actividad del promotor Mfin2. A.- Se transfectaron fibroblastos
10T1/2 con el plasmido -1982/+45-Luc o pGL3-basal junto con un vector de expresion para PGC-
1o (barras negras) o un vector de expresion irrelevante (barras blancas) y se determind la actividad
luciferasa como medida de la actividad transcripcional. Células HeLa (panel B) o L6E9 (panel C) se
transfectaron con el plasmido -1982/+45-Luc junto con un vector de expresion irrelevante o con un
vector de expresion para PGC-1a y se determind la actividad luciferasa. Los datos representan la
media + error estdndar de 3 a 5 experimentos realizados por triplicado.* indica una diferencia
estadisticamente significativa debida a PGC-1a, p<0,05.

transcripcion de familia distinta como MEF2, FOXO o NRFI1 (Michael et al., 2001;
Puigserver et al., 2003; Wu et al., 1999). Esto obligd a mapear detalladamente la region del
promotor de Mfn2 sobre la que actuaba PGC-1a dado que eran muchos los factores que
podian ser coactivados por PGC-1a y no se podia excluir que dicho factor fuese alguno
an no descrito.

Se cotransfecto el vector de expresion para PGC-1a junto con diversas delecciones a 5° del
promotor humano de Mfn2 dirigiendo la actividad del gen reportero de la luciferasa. Los

ensayos de actividad luciferasa indicaron que la construccion con la secuencia comprendida
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entre —532 y +45 mantenia un fuerte aumento en su actividad transcripcional al ser
cotranfectado con el vector de expresion para PGC-1a y que dicho aumento en la actividad
promotora desaparecia cuando la secuencia que dirigia la transcripcion del gen de la
luciferasa comprendia las bases entre -229 y +45 (Fig. 17). Asi pues, entre las bases —532 y
—229 se debia unir un factor de transcripcion al cual se uniria PGC-1a para aumentar la

actividad transcripcional en el promotor de Mfn2.

Luc
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— |
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Figura 17. PGC-1a actiia sobre la region del promotor humano de Mfn2 comprendida entre
las bases —532 y -229. Actividad transcripcional de delecciones a 5’ del promotor de Mfn2
transfectados en células 10T1/2 junto con un vector de expresion irrelevante (barras blancas) o un
vector de expresion de PGC-1a (barras negras). Los datos representan la media + error estdndar de
3 a 5 experimentos realizados por triplicado.* indica una diferencia estadisticamente significativa
debida a PGC-1a, p<0,05.

PGC-1a actua sobre la region del promotor humano de Mfn2 comprendida entre las

bases —439 y —352.

El fragmento de 303 bp delimitado en el apartado anterior continuaba siendo demasiado
grande. Optamos por aplicar dos nuevas estrategias que nos permitirian confirmar los
resultados anteriores y delimitar mejor la region donde actua PGC-1la. En primer lugar
utilizando la construccion del promotor —1982/+45 eliminamos pequefios fragmentos

intermedios del promotor (Fig. 18 A) conservando el resto de la secuencia. Esto permitid
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determinar, de acuerdo con el resultado anterior, que en el contexto de las 2 kb a 5’ del
inicio de transcripcion del gen de Mfn2 humano la eliminaciéon de la secuencia
comprendida entre —532 y-229 comportaba la perdida del efecto coactivador de PGC-1a
(Fig. 18 A), pero la eliminacion del fragmento comprendido entre —352 y —229 continuaba
mostrando activaciéon por PGC-la y no era asi si el fragmento eliminado comprendia la
secuencia entre —532 y —352.

La siguiente estrategia consistid en colocar a modo de enhancer fragmentos cortos del
promotor de Mfn2 en un vector pGL3 dirigido por el promotor débil de la timidina quinasa
(TK) (Fig. 18 B). Esto ofrecia dos ventajas, por una parte favorecia la estrategia de
generacion de nuevas construcciones y por otra reducia el posible background debido a la
posibilidad de que PGC-la incrementase los niveles de un determinado factor de
transcripcion y que éste actuase sobre el promotor de Mfn2 sin la necesidad de interaccionar
con PGC-1a.

El uso de las construcciones dirigidas por el promotor de la TK permitié confirmar que
entre —532 y —352 se halla la region donde actia PGC-1a (Fig. 18 B). Si el fragmento que
se colocaba a modo de enhancer contenia la secuencia entre —532 y —459 no se producia
ningun tipo de activacion al cotransfectarse con PGC-1a., pero si el fragmento colocado a
5’ del promotor de la TK contenia la secuencia entre —459 y —352 se obtenia una fuerte

activacion transcripcional (Fig. 18 B).

Se requiere la secuencia entre —432 y —407 para la coactivacion por PGC-1a.

La produccion de nuevas construcciones que permitiesen una mayor delimitacién de la
secuencia donde actuaba PGC-1a requirid generar nuevas dianas de restriccion mediante
mutagénesis dirigida. De este modo se pudo determinar en 25 bp la secuencia requerida por
PGC-1a para ejercer su actividad como coactivador. Delecciones a 5° de la construccion
dirigida por el promotor de la TK y con el fragmento comprendido entre —459 y —352
mostraron que cuando se eliminaba la secuencia entre —459 y —432 PGC-1la continuaba
ejerciendo su efecto, pero la eliminacion de la secuencia entre —432 y —407 implicaba una

no activacion por el coactivador (Fig. 19 ).

135



Resultados

A
Luc
-532 =229
———— —
-352 229 N
[ | [ |
-532 -352
[ | [ |
-1982 +45 -
[ |
0 1 2 3 4
B
TK Luc
-459 -352 .
—
-532 -459
—
-532 -352 .
—— [z 7
-352 -229
| I i ]
-532 -229 %
[ | ]
0 4 8 12 16
Actividad Luciferasa Relativa

Figura 18. PGC-1qa actia sobre la region del promotor humano de Mfn2 comprendida entre —
439 y —-352. A.- Actividad transcripcional de las construcciones del promotor de Mfn2 transfectadas
en células 10T1/2 junto con un vector de expresion irrelevante (barras blancas) o un vector de
expresion de PGC-1a (barras negras). B.- Actividad transcripcional de fragmentos del promotor
humano de Mfn2 colocados a modo de enhancer en TK-Luc transfectados en células 10T1/2 junto
con un vector de expresion irrelevante (barras blancas) o un vector de expresion de PGC-1a (barras
negras). Los datos representan la media + error estandar de 3 experimentos realizados por
triplicado.* indica una diferencia estadisticamente significativa debida a PGC-1a., p<0,05.
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Figura 19. Se requiere la secuencia entre —432 y —407 para la coactivacion por PGC-1a.
Mediante mutagénesis dirigida se obtuvieron delecciones a 5° de la construccion -459/-352-TK-Luc
que se transfectaron en células 10T1/2 junto con un vector de expresion irrelevante (barras blancas)
o un vector de expresion de PGC-1a (barras negras). Se determiné la actividad luciferasa como
medida indirecta de actividad transcripcional. Los datos representan la media + error estandar de 3
experimentos realizados por triplicado.* indica una diferencia estadisticamente significativa debida
a PGC-la, p<0,05.

La region donde actiia PGC-1a esta altamente conservada y contiene 3 cajas de union

para NR.

El alineamiento de la secuencia entre —432 y —395 del promotor humano de Mfn2 con su
secuencia equivalente de ratdn mostré que esta secuencia estaba altamente conservada (Fig.
20), denotando su importancia. La observacion detallada de dicha secuencia revelo 3
posibles elementos de respuesta a hormonas (HRE) conservados entre el gen humano y el

de raton donde se unen los NR (Fig. 20).
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1 2 3
Humano 5’- TGCTGCTCTTC - -[TTTCCT|CAA| AGGCGA|CTGA|AGGGCA|GCA -3’
Raton 5’- GGCTGCTGTTTAGTTGCCT CAA AGGCAA|CTGAAGGACA| TTT _3°
Consenso AGGTCA

Figura 20. La region -432/-407, donde actia PGC-1a, esta altamente conservada y contiene 3
cajas de unién para NR. Alineamiento de la secuencia humana comprendida entre -432/-395 del
gen humano de Mfn2 con su equivalente en raton. Encuadrado se muestran 3 elementos de
respuesta a hormonas altamente conservados.

El receptor de hormona tiroidea (TR) no es responsable de la activacion

transcripcional de PGC-1a en el promotor de Mfn2.

Los NR suelen unirse como homo- o hetrodimeros y la separacion y orientacion de los
HRE determinan cual de los miembros de la familia de de los NR se une (Giguere, 1999).
En la secuencia donde se mapd que actia PGC-la en el promotor de Mfn2 se hallan
conservados 3 posibles HRE formando dos de ellas un DR4, es decir una repeticion directa
(cabeza-cola) separada cada caja por 4 bp. Este tipo de separacion ha sido una de las mas
estudiadas por ser alli donde se unen el TR (Glass, 1994). Se ha propuesto un papel
relevante de TR en la respuesta termogénica (al Adsani et al., 1997), siendo uno de los
primeros factores de transcripcion que se demostrd que era coactivado por PGC-1la de
modo dependiente de ligando (Puigserver et al., 1998). Estos datos nos llevaron a
determinar si TR era el factor al cual coactivaba PGC-la en el promotor de Mfn2. La
construccion —532/+45-Luc fue cotransfectada en presencia o ausencia de hormona tiroidea
T3 tanto en medio habitual como con medio con suero depleccionado de hormona (véase
materiales y métodos). Sorprendentemente la presencia de T3 tanto en medio habitual como
deplecionado no tuvo ningtn efecto sobre el papel activador de PGC-1a (Fig. 21 A). Para
excluir la posibilidad de que la falta de efecto de T3 fuese debido a unos bajos niveles
endogenos de TR, cotransfectamos la construccion con el promotor de la TK con la

secuencia -459/-352 a modo de enhancer (-459/-352-TK-Luc) con o sin un vector de
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Figura 21. El receptor de la hormona tiroidea (TRol) no es responsable de la activacion
transcripcional de PGC-1a en el promotor de Mfn2. A.- Células 10T1/2 cultivadas con en un
medio con suero depleccionado de hormona o normal fueron transfectadas con la construccion -
532/+45-Luc y con un vector de expresion irrelevante o un vector de expresion de PGC-la y se
tratd durante 24 horas con 100nM T3 o el vehiculo. B.- La construccion -459/-352-TK-Luc se
cotransfect6 en células 10T1/2 con un vector de expresion irrelevante (barras blancas), un vector de
expresion de PGC-la (barras negras) y un vector de expresion de TRal combinados como se
indica y se trato con 100nM T3 o el vehiculo en un medio con suero depleccionado de hormona.
Se determind la actividad luciferasa. Los datos representan la media + error estandar de 3
experimentos realizados por triplicado.* indica una diferencia estadisticamente significativa
respecto a la construccion -532/+45-Luc o -459/-352-TK-Luc. p<0,05.
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expresion codificante para TRal en presencia o ausencia de T3 en un medio depleccionado
de hormona tiroidea (Fig. 21 B). Los resultados obtenidos nos confirmaron que el efecto de
PGC-1a sobre el promotor de Mfn2 no era debido a la coactivacion de TR. En las
condiciones experimentales utilizadas se observd que la sobreexpresion de TR afectaba a la
actividad promotora de -459/-352-TK-Luc. Ante la ausencia de ligando su efecto fue
represor, anulando la actividad activadora de PGC-1a. Al afiadir T3 no hubo ningln efecto
sobre la actividad de la construccion basal, pero anulé el efecto activador de PGC-la
posiblemente al impedir la union al promotor del factor al cual coactiva o bien el secuestro

de PGC-1a por TRal.

TK Luc
-459 -352

=0=0-(-==mm ‘

HRE 1 2 3 0 2 4 6 8

Actividad Luciferasa Relativa

Figura 22. La HRE 2 es necesaria para el efecto coactivador de PGC-1a. Células 10T1/2 se
transfectaron con la construccion -459/-352-TK-Luc salvaje o mutaciones en cada uno de los HRE
junto con un vector de expresion irrelevante (barras blancas) o un vector de expresion de PGC-1a
(barras negras). Se determindé la actividad luciferasa como medida indirecta de actividad
transcripcional. Los datos representan la media + error estandar de 3 experimentos realizados por
triplicado.* indica una diferencia estadisticamente significativa debida a PGC-1a, p<0,05.
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La HRE 2 es necesaria para el efecto coactivador de PGC-1a.

El resultado negativo con el TR condujo a un analisis mas detallado del papel de cada caja
en la activacion por PGC-1a. Se procedi6é a mutar cada HRE con el fin de determinar que
combinacion dimérica podria ser responsable de la activacion por PGC-1a (figura 22). La
mutaciéon de la HRE 3, tal y como esperdbamos, no bloqued el efecto de PGC-la,
sorprendentemente tampoco lo hizo la mutacion de la HRE 1, mientras que la mutacion de

la HRE 2 aboli6 totalmente el efecto de PGC-1a (figura 22).

PGC-1a coactiva a ERRa..

Como se ha comentado, los NR se unen fundamentalmente en forma de homo- o
heterodimeros, pero se ha descrito la existencia de unos pocos NR huérfanos que lo pueden
hacer con gran estabilidad en forma de monémeros (Giguere, 1999). ERRa puede unirse
tanto en forma de homodimero como de mondémero en un HRE caracterizado por ser
flanqueado a 5° por una zona rica en A o T (Giguere, 1999). Se ha descrito que ERRa a) se
induce por PGC-1a (Schreiber et al., 2003; Mootha et al., 2004), b) se expresa en respuesta
al frio (Schreiber et al., 2003) y otras condiciones donde aumenta la expresion de PGC-
la (Ichida et al., 2002), c) presenta expresion ubicua, y abundantemente en los mismos
tejidos en los que lo hace PGC-1a (Puigserver y Spiegelman, 2003; Schreiber et al., 2003)
y d) jugar un papel en la induccion de genes involucrados en el metabolismo energético
(Sladek et al., 1997; Vega y Kelly, 1997). Todos estos datos nos hicieron proponer a ERRa
como candidato en la accion de PGC-la. La construccion -459/-352-TK-Luc fue
cotransfectada con vectores de expresion para ERRa, PGC-1a 0 ambos (Fig. 23 A). Los
resultados mostraron una ligera activacion por ERRoa sobre el promotor de Mfn2 en
ausencia de PGC-lay una fuerte activacion sinérgica en presencia de PGC-la. La
mutacion de la caja HRE 2 en la construccion -459/-352-TK-Luc no mostrd activacion por
ni por ERRa, ni por PGC-1a ni por ERRa y PGC-1a (Fig. 23 A). Estos resultados se

verificaron en el contexto de las primeras 2 kb del promotor humano de Mfn2. Asi, la
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sobreexpresion conjunta de PGC-la y ERRo produjo una activacion sinérgica del
promotor de Mfn2 (-1982/+45-Luc) respecto a la activacion producida por ERRa o PGC-
la (Fig. 23 B). La mutacion del HRE 2 produjo un ligero aumento en la actividad basal del
promotor sin que esta actividad se modificase por la cotransfeccion con PGC-la o ERRa

y PGC-1a. (Fig. 23 B).
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Figura 23. PGC-1a coactiva a ERRa. La construccion -459/-352-TK-Luc salvaje o aquella en la
que estd mutada el HRE 2 (panel A) o la construccion -1982/+45-Luc salvaje o aquella con el HRE
2 mutado (panel B) se cotransfect6 en células 10T1/2 con un vector de expresion irrelevante (barras
blancas), un vector de expresion de PGC-1a (barras negras) y un vector de expresion de ERRa
combinados. Se determind la actividad luciferasa. Los datos representan la media + error estandar
de 3 experimentos realizados por triplicado.* indica una diferencia estadisticamente significativa
debida a PGC-1a. # indica una diferencia estadisticamente significativa de de las cotransfecciones
con PGC-1a y ERRa respecto a la suma de los valores de la cotransfeccion de PGC-1a y ERRa en
solitario. p<0,05.

142



Regulacion transcripcional del gen de mitofusina 2 en musculo esquelético

ERRa se une al HRE 2.

A continuacion se realizaron ensayos de band-shift con el objetivo de verificar la unién de
ERRa a HRE 2. Para ello se incub6 un oligonucleotido sintético con la secuencia entre —
421 y -397 del promotor humano de Mfn2 marcado radiactivamente con 3ul del producto
de transcripcion y traduccion in vitro (TNT) del vector de expresion de ERRa y se observo
la aparicion de una banda de retardo electroforético (Fig. 24). Dicha banda era competida
cuando ademas del oligonucle6tido marcado se incubaba con un exceso de 10 y 50 veces de
oligonucleodtido frio. Si el competidor frio portaba la mutacion en la caja la banda de
retardo continuaba siendo visible incluso con un exceso de oligonucledtido mutado frio de

50 veces, aunque con una intensidad inferior que en ausencia de competidor.

Oligo Mut. - - - 10x50x
Oligo Frio -10x 50x - - -
TNT-CT - - - - - s
TNT-ERRqy + + + + + -

Figura 24. ERRa se une al HRE 2. Se incubaron 3 pl del producto de transcripcion y traduccion
in vitro (TNT) del vector de expresion de ERRa con el oligonucledtido de doble cadena marcado
radiactivamente correspondiente al fragmento del promotor humano de Mfin2 comprendido entre -
421/-397 . Aparece una banda de retardo (flecha) que se compite con oligonucleétido frio en
exceso. La incubacion con el producto de TNT de un vector inespecifico no produjo banda de
retardo.
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PGC-1a interacciona in vivo con el promotor de Mfn2.

Los resultados obtenidos hasta el momento indicaban la importancia de la caja 2 en la
activacion transcripcional por PGC-1a del promotor de Mfn2. A ésta caja se une ERRa
cuyo promotor esta regulado por PGC-1a (Mootha et al., 2004). El efecto sinérgico de
ERRa y PGC-1a observado en los ensayos de luciferasa descartaban que el efecto de PGC-
la fuese debido a un aumento de los niveles de ERRa., pero no podia excluirse un posible
efecto indirecto de PGC-la incrementando los niveles de un determinado factor de
transcripcion, el cual a su vez actuase de manera sinérgica con ERRo. Para demostrar un
efecto directo de PGC-1la se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina
(ChIP). Para ello se transfectaron células HeLa, las cuales expresan ERRa y PGC-1a es
capaz de inducir la actividad transcripcional del promotor de Mfn2 (Fig. 16 B), con un
vector de expresion que codificaba para PGC-1a con un epitopo flag y se procedio al
protocolo del ChIP. El DNA inmunoprecipitado con un anticuerpo anti-flag fue amplificado
con primers especificos del promotor humano de Mfn2 (Fig. 25 A) mostrando un enorme
enriquecimiento del producto de PCR en las HeLa tranfectadas con PGC-1a respecto a
HeLa transfectadas con un plasmido control (Fig. 25 B). Como control de la especificidad
de la técnica se utilizaron primers del gen de la Ciclofilina. Cuando en la PCR se usaron
primers del gen de la Ciclofilina no se observo el enriquecimiento observado al utilizar los
primers especificos de Mfn2 (Fig. 25 B). Estos resultados indican que PGC-1a interacciona

con el promotor de Mfn2 incrementando su actividad transcripcional.

El incremento de potencial de membrana mitocondrial (AY) inducido por PGC-

la requiere una expresion inalterada de Mfn2.
Ademads de actuar sobre la biogénesis mitocondrial, PGC-1a aumenta el AY (Sano et al.,

2004; St Pierre et al., 2003; Wu et al., 1999). La infeccion de células 10T1/2 con un

adenovirus codificante para PGC-1a provoco un aumento del AW determinado con la sonda
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HRE 2

Primers —_— —

(-505/ -325)

Mfn2 Ciclofilina
PCR PCR

CT PGC-1a. CT PGC-1a
ChiP T
Input Eie B

Figura 25. PGC-1la interacciona in vivo con el promotor de Mfn2. A.- Representacion
esquematica de la situacion de los primers que permiten amplificar el fragmento -505/-325 del gen
humano de Mfn2. En negro se representa la caja HRE 2. B.- Se transfectaron células HeLa con un
vector de expresion de PGC-1a con un epitopo flag (PGC-1a) o un vector de expresion irrelevante
(CT). Las células se fijaron con formaldehido y se lisaron a continuacion. EI DNA sonicado fue
inmunoprecipitado con un anticuerpo anti-flag. Se rompid el crosslinking, y el DNA del
inmunocomplejo purificado fue amplificado con primers especificos del gen de Mfn2 (Mfn2 PCR)
o del gen de la Ciclofilina (PCR Ciclofilina) y el producto de la PCR se visualizo por tinciéon con
bromuro de etidio en un gel de agarosa. El input es el 10% del DNA inicial antes de
inmunoprecipitarse.

DilC,(5) (véase materiales y métodos) (Fig. 26). Células transfectadas establemente con un
oligonucleodtido antisentido de Mfn2 (10T1/2-AS) mostraron que su AY era un 50% menor
al de las 10T1/2, tal y como ya se habia descrito (Bach et al., 2003), pero el incremento en
el AY mediado por la induccién de PGC-1a se vio seriamente comprometido en las células
10T1/2-AS indicando la necesidad de la induccién de Mfn2 en la activacion mitocondrial

mediada por PGC-1a.
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Figura 26. El incremento de potencial de membrana mitocondrial inducido por PGC-1a
requiere una expresion inalterada de Mfn2. Células 10T1/2 (WT) o 10T1/2 transfectadas
establemente con un oligonucleétido antisentido de Mfn2 (AS) fueron infectadas con un adenovirus
codificante para PGC-1a (barras blancas) o -Galactosidasa (barras grises) o no infectadas (barras
negras). A las 48 h las células fueron incubadas con Dily(5) y analizadas en el citometro de flujo
antes y después de afiadir el desacoplador CCCP (50 uM) para discriminar entre el potencial de
membrana mitocondrial y la unién inespecifica de la sonda. Media + error estdndar de tres
experimentos realizados en triplicado. * indica una diferencia estadisticamente significativa
respecto a las 10T1/2 salvajes. p<0.05
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3. Papel de MEF2 en la regulacion de Mfn2 en fibras musculares

oxidativas y glucoliticas.

Los resultados obtenidos en el apartado anterior sugieren que Mfn2 juega un papel
determinante en la regulacion de la homeostasis energética. Los expresion de Mfn2 en
humanos es abundante en tejidos con elevado consumo energético (Bach et al., 2003) tales
como corazoén y musculo esquelético. Asi, la expresion de Mfn2 se induce fuertemente
durante el proceso de diferenciacion muscular (Bach et al., 2003). Basandose en la
presencia de una forma especifica de la cadena pesada de la miosina (MyHC) el musculo
esquelético comprende dos tipos de fibra fundamentalmente. Las fibras lentas o tipo 1 y las
fibras répidas o tipo 2. Las tipo 2 pueden subdividirse en 2A, 2X y 2B. Fibras de tipo
intermedio con composicion mezclada de la MyHC se hallan presentes en la mayoria de los
musculos esqueléticos. Cada tipo de fibra se diferencia ademds por sus caracteristicas
metabolicas. Las fibras tipo 1 y 2A son oxidativas, las 2X intermedias y las fibras tipo B
glucoliticas. Quisimos respondernos a la pregunta de si fibras musculares con un
metabolismo oxidativo expresan mas Mfn2 que aquellas con un metabolismo glucolitico,
lo que aportaria una nueva evidencia del papel bionergético de Mfn2, y como se regula

esta expresion.

La abundancia mitocondrial de Mfn2 es superior en musculo soleus que en musculo

EDL.

A partir de ratas Wistar se obtuvieron fracciones mitocondriales de musculo soleus (rico en

fibras oxidativas de tipo 1) y de EDL (enriquecido con fibras glucoliticas de tipo 2B). Se
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cargaron 40 png de la fraccion mitocondrial de cada uno de ellas para ser analizados por
Western blot. Como control de carga se utilizo el anticuerpo contra la proteina mitocondrial
porina. El uso de un anticuerpo especifico contra Mfn2 y el posterior analisis
densitométrico reveld6 que en soleus, musculo de contraccion lenta y metabolismo
oxidativo, se expresaba un 75 % mas Mfn2 por unidad de masa mitocondrial que en EDL

(Fig. 27).

EDL Soleus EDL Soleus

Mfn2 EE— e ———— s PR s

Porina et o o - ——

Mfn2/Porina (U.R.)

EDL Soleus

Figura 27. Abundancia de Mfn2 en las fracciones mitocondriales de musculo soleus y EDL.
Se obtuvieron las fracciones mitocondriales del musculo soleus y EDL de 4 ratas Wistar. A.- Se
realizaron ensayos de Western blot para detectar Mfn2 a partir de 40 pg de proteina mitocondrial.
La misma membrana se reveld con un anticuerpo contra porina, como control de carga. B.-
Representacién grafica de la media + error estandar de los valores del andlisis densitométrico de
los niveles de Mfn2 corregidos por los niveles de porina . * indica una diferencia estadisticamente
significativa de los valores de Mfn2 en soleus comparado con EDL. p= 0,0092
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Hay mayor expresion de mRNA de Mfn2 en musculo soleus que en EDL.

Cada tipo de fibra muscular tiene un programa distinto de expresion génica . Se comprobd
si la diferencia de expresion de la proteina Mfn2 entre Soleus y EDL se debia a diferencias
en la expresion del gen. Se analizd RNA extraido a partir de musculo soleus y EDL de ratas
Wistar por Northern blot. La expresion de Mfn2 en musculo soleus fue significativamente
mayor (un 50%) que en musculo EDL (Fig. 28). Como control de carga las mismas

membranas fueron hibridadas con una sonda contra la 3-actina.

Sol. EDL Sol. EDL

B-actina M M M

1

Soleus

1,5

0,5 ii .
EDL

Figura 28. Expresion de mRNA de Mfn2 en musculos soleous y EDL. Se purifico6 RNA de
musculo soleus y EDL de 4 ratas wistar. A.- Se realizaron ensayos de Northern blot. El mMRNA de
Mfn2 se detecté mediante una sonda de 1 kb del cDNA de Mfn2. Como control de carga se utilizé
una sonda contra B-actina. B.- Representacion grafica de la media + error estandar de los valores
del analisis densitométrico del mRNA de Mfn2 corregido con el de B-actina. * indica una diferencia
estadisticamente significativa del mMRNA de Mfn2 en soleus respecto a EDL. p= 0,0052.

mRNA Mfn2/mRNA B-actina (U.R.)
[y
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Figura 29. Expresion de mRNA de Mfn2 en las fracciones roja y blanca de musculo
gastrocnemius. Se separaron las fracciones rojas (G.R.) y blancas (G.R.) del musculo
gastronecmius de 4 ratas Wistar. Se purifico el RNA de las distintas fracciones y se analizaron por
Northern blot. A.- El mRNA de Mfn2 se detectd6 mediante una sonda de 1 kb del cDNA de Mfn2.
Como control de carga se utiliz6 una sonda contra B-actina. B.- Representacion grafica de la media
+ error estandar de los valores del analisis densitométrico del mRNA de Mfn2 corregido con el de
B-actina. * indica una diferencia estadisticamente significativa del mRNA de Mfn2 en el
gastrocnemius rojo respecto al gastrocnemius blanco. p=0,0032.

Gastrocnemius rojo expresa mas Mfn2 que gastrocnemius blanco.

Los dos resultados anteriores comparan los niveles de Mfn2 en 2 musculos con funcién y
carateristicas tanto contractiles como metabdlicas muy distintas. El misculo gastrocnemius
contiene una mezcla de fibras oxidativas y glucoliticas. La fraccion oxidativa se puede
separar facilmente debido a su coloracion roja oscura de las fibras glucoliticas que son de
un color rojo palido. Se separd de ratas wistar la fraccion oxidativa y la glucolitica del

musculo gastrocnemius para determinar si las diferencias de expresion de Mfn2 observadas
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entre soleus y EDL también se producian cuando se comparaba partes de un mismo
musculo con diferentes actividades metabolicas. Las distintas fracciones de Gastrocnemius
fueron procesadas para aislar RNA y analizadas por Northern blot. La fraccion oxidativa
expresaba un 50% mas de mRNA de Mfn2 que la fraccion glucolitica (Fig 29). Como

control de carga las mismas membranas fueron hibridadas contra f-actina.

La expresion de Mfn2 se regula por incrementos en la concentracién de Ca**

intracelular.

La concentracion y amplitud de la entrada de Ca*" intracelular como consecuencia de la
actividad neuromuscular es responsable de la activacion de cascadas de sefalizacion que
regulan la expresion de genes caracteristicos de los diversos tipos de fibra muscular
(Schiaffino y Serrano, 2002). Los niveles de Ca®" intracelular son mayores en fibras lentas
que en fibras rapidas y aumentan en fibras rapidas estimuladas cronicamente con
frecuencias bajas (Carroll et al., 1999). El incremento en la concentracién de Ca®’
activa enzimas regulados por Ca’" como la proteina fosfatasa calcineurina y la proteina
quinasa CaMK que estan relacionados con el control del tipo de fibra muscular (McKinsey
et al., 2002; Schiaffino y Serrano, 2002). Con el objetivo de asociar elevaciones en la
concentracion de Ca®>" intracelular con la expresion de Mfn2, se trataron miotubos L6E9
con fonomicina 1uM durante 24 horas o DMSO, que es el vehiculo en el que se disuelve la
Tonomicina. La ionomicina es un ionoforo de Ca®" que se ha descrito es capaz de activar en
células musculares a la calcineurina (Wu et al., 2000) y la CaMK (Li et al., 2002). A partir
del RNA purificado de las celulas tratadas con Ionomicina o las tratadas con DMSO se
realizaron ensayos de Northern blot y se determin6 la expresion de Mfn2. El tratamiento
con ionomicina indujo 2 veces la expresion de Mfn2 en células L6E9 miotubos comparadas
con el control (Fig 30). De estos resultados se concluye que el aumento en la concentracion
de Ca*" citosélico regula la expresion de Mfin2. Ademas, podemos sugerir un posible papel

de calcineurina y/o CaMK en la via de sefalizacion que regula la expresion de Mfn2.
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Figura 30. La expresion de Mfn2 se regula por cambios en la concentracion intracelular de
Ca*". A.- Células L6E9 miotubos fueron tratadas con ionomicina 1 uM durante 24 horas. Se extrajo
el RNA y las muestras se analizaron por Northern blot. El mRNA de Mfn2 se detectd6 mediante una
sonda de 1 kb del cDNA de Mfn2. Como control de carga se utiliz una sonda contra -actina. B.-
Representacion grafica de la media + error estandar de tres experimentos independientes de los
valores del analisis densitométrico del mRNA de Mfn2 corregidos con los valores de B-actina. *
indica una diferencia estadisticamente significativa entre los niveles de mRNA de Mfi2 en L6E9
tratadas con ionomicina respecto a las tratadas con el vehiculo. P=0,033.

MEF?2 activa la expresion de Mfn2.

Los efectores downstream de calcineurina son NFAT y MEF2, y estas proteinas se han
implicado en la activacion de la expresion de genes en fibras de tipo I (Olson y Williams,
2000a; Schiaffino y Serrano, 2002). Uno de los principales efectores de CaMK es MEF2
(McKinsey et al.,, 2002). Para comprobar si alguno de estos factores podia regular la
expresion de Mfn2 en la fibra oxidativa, células 10T1/2 fueron cotransfectadas con la
construccion -1982/+45 del gen humano de Mfn2 dirigiendo la expresion del gen reportero
Luciferasa (-1982/+45-Luc) con un vector de expresion irrelevante o con diversos vectores
de expresion de la familia MEF2. Se midi6 la actividad luciferasa como medida indirecta
de actividad transcripcional. Los tres miembros de la familia MEF2 incrementaron de

forma significativa la actividad transcripcional del promotor de Mfn2 aunque MEF2D lo

152



Regulacion transcripcional del gen de mitofusina 2 en musculo esquelético

hizo modestamente. Las inducciones mediadas por MEF2A y MEF2C fueron similares, de

tres veces respecto al basal (Fig. 31 A).

* *
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Figura 31. MEF2 activa la expresién de Mfn2. Células 10T1/2 se cotransfectaron con la
construccion -1982/+45-Luc y un vector de expresion irrelevante (basal) o vectores de expresion de
MEF2A, MEF2C o MEF2D (panel A) o NFATI1, NFAT2 o NFAT4 (panel B). A las 40 horas se
determiné la actividad luciferasa como medida indirecta de actividad transcripcional. Los datos
representan la media + error estandar de tres experimentos realizados por triplicado. * Indica una
diferencia estadisticamente significativa respecto al basal. P< 0,05.

Para determinar el papel de los miembros de la familia NFAT, células 10T1/2 se
cotransfectaron con -1982/+45-Luc junto con un vector de expresion irrelevante o con un
vector de expresion de NFAT1 (NFATp), NFAT2 (NFATc) o NFAT4 (NFATc3). De los
tres miembros de la familia NFAT s6lo NFAT4 mostro un ligero aumento en la actividad

transcripcional del promotor de Mfn2 (Fig. 31 B). La falta de efecto de los otros dos
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miembros de la familia NFAT sobre el promotor de Mfn2 en este tipo de ensayos no

descarta que estos factores puedan estar regulando in vivo la expresion de Mfn2.
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Figura 32. MEF2 actia en el promotor de Mfn2 entre las bases -1030 y -862. Células 10T1/2
fueron cotransfectadas con (panel A) la construccion -1982/+45-Luc o sus delecciones a 5’ como se
indica o (panel B) el fragmento del promotor de Mfn2 comprendido entre -1332 y -682 colocado a
modo de enhancer en la construccion TK-Luc o sus delecciones a 5’ junto con un vector de
expresion irrelevante (barras blancas) o un vector de expresion de MEF2A (barras negras). A las 40
horas se determind la actividad luciferasa como medida indirecta de actividad transcripcional. Los
datos representan la media + error estandar de tres a cinco experimentos realizados por triplicado. *
Indica una diferencia estadisticamente significativa respecto a la transfeccion con el pldsmido
irrelevante. P< 0,05.

MEF2 actua en el promotor de Mfn2 entre las bases —1030 y —862.

Para estudiar con mayor detalle la regulacion de Mfn2 por MEF2 se procedié a mapar la

zona donde actia MEF2. En primer lugar se realizaron cotransfecciones del vector de
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expresion de MEF2A con delecciones a 5° de la construccion —1982/+45-Luc. Los
resultados obtenidos mediante ensayo luciferasa mostraron que entre las bases —1332 y —
682 se hallaba el lugar de union de MEF2A al promotor de Mfn2 (Fig. 32 A). Una vez
localizada esta region como lugar de union de MEF2A se realizaron nuevas construcciones
colocando esta region a modo de enhancer a 5° del promotor de la TK que dirigia al gen
reportero de la luciferasa. En este contexto la region del promotor de Mfn2 clonada
continuaba respondiendo a MEF2A (Fig. 32 B). Dos nuevas delecciones a 5’ de esta
construccion permitieron determinar que con la eliminacion del fragmento —1030/-862 se

perdia el efecto activador de MEF2A (Fig. 32 B).

De las dos posibles cajas de union a MEF2 existentes entre —1030 y —862 solo la caja 2

responde a MEF2.

Los factores de transcripcion de la familia MEF2 se unen a secuencias ricas en Ay T. La
observacion minuciosa del fragmento —1030/-862 donde actia MEF2A revelo la existencia
de 2 posibles cajas de union de MEF2 parcialmente solapadas (Fig. 33 A). Para determinar
el papel funcional de cada una de ellas en respuesta a MEF2 se mutaron como se indica en
la figura 34 A. Este tipo de mutaciones en la region rica en A/T ha sido utilizada con éxito
por otros (Czubryt et al., 2003; Santalucia et al., 2001). La cotransfeccion en células
10T1/2 con un vector de expresion de MEF2A junto con el fragmento del promotor de
Mfn2 —1332/-682 mutado en la caja 1 no perdi6 la capacidad activadora de MEF2A
observada en la secuencia salvaje (Fig. 33 B) Al mutarse la caja 2 el efecto activador de
MEF2A se bloqued totalmente (Fig. 33 B). A continuacidon se realizaron las mismas
mutaciones en el contexto de las 2 kb del promotor humano de Mfn2. El resultado obtenido
fue el mismo que cuando se utiliz6 la secuencia —1332/-682, la mutacion en la caja 1 no
modificaba el efecto activador de MEF2A y la mutacion en la caja 2 lo suprimia totalmente
(Fig. 33 O).

Por ultimo se comprobd que la mutacion de la caja 2 provoco la inhibicion del efecto

estimulador de MEF2C (Fig. 33 D).
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Figura 33. Entre -1030 y -862 existen dos posibles cajas de unién a MEF2, pero solo la caja 2
responde a MEF2. A.- Secuencia de las dos posibles cajas de union a MEF2 existentes entre -1030
y -862 y de las mutaciones que se generaron. Células 10T1/2 fueron transfectadas con la
construccion -1332/-682-TK-Luc (panel B), -1982/+45-Luc (panel C) salvajes o con mutaciones en
las cajas MEF2 como se indica junto a un vector de expresion irrelevante (barras blancas) o un
vector de expresion de MEF2A (barras negras). (Panel D) Células 10T1/2 fueron transfectadas con
la construccién -1982/+45-Luc salvaje o con una mutaciéon en la caja 2 junto con un vector de
expresion irrelevante (barras blancas) o un vector de expresion de MEF2A (barras negras) o un
vector de expresion de MEF2C (barras ralladas). A las 40 horas se determin la actividad luciferasa
como medida indirecta de actividad transcripcional. Los datos representan la media + error estandar
de tres experimentos realizados por triplicado. * Indica una diferencia estadisticamente significativa
respecto a la transfeccion con el plasmido irrelevante. P< 0,05.

MEF2A se une a la caja 2 in vitro.

Los ensayos funcionales mostrados en el apartado anterior indicaban una union de MEF2 a
la caja 2. Para demostrar la unién de MEF2A a la caja 2 se procedio a la realizaron ensayos
de band-shift. Células HeLa, que no expresan MEF2, fueron transfectadas con el vector de
expresion para MEF2A. Al cabo de 48 horas se procedié a purificar extractos nucleares
(véase materiales y métodos). La incubacion de 4 pg de extractos nucleares con un
oligonucleotido radiactivo que contenia la secuencia de la caja 2, mostré dos bandas de
retardo, caracteristicas de MEF2 (Czubryt et al., 2003; Santalucia et al., 2001),al correrse
en un gel de acrilamida (Fig. 34 A). Con la sonda libre no incubada con extractos nucleares
o incubada con extractos nucleares de HeLa transfectadas con un plasmido irrelevante no se
detectaron las bandas de retardo (Fig. 34 A; carriles 1 y 8). Las bandas de retardo se
compitieron cuando la incubaciéon se produjo con un exceso de oligonucledtido no
radiactivo (Fig. 34 A; carriles 3 y 4) o cuando la incubacion se produjo con un exceso de
oligonucleodtido correspondiente al enhancer especifico de musculo de Glut4 donde se ha
demostrado la funcion de MEF2 (Santalucia et al., 2001) (Fig. 34 A; carril 5). La
incubacion con un oligonucledtido no radiactivo con la caja 2 mutada no produjo cambios
de la unién de MEF2A al oligonucledtido salvaje marcado (Fig. 34 A; carriles 6 y 7). En
concordancia con la incapacidad de competir el oligonucledtido mutado frio, incluso con un
exceso de 100 veces, cuando se marcé radiactivamente el oligonucledtido mutado y se
incubo con extractos nucleares de células HeLa transfectadas con el vector de expresion de
MEF2A no se detectaron las bandas de retardo observadas con el oligonucledtido salvaje

(Fig. 34 A; carril 10).
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Figura 34. MEF2A se une a la caja 2. Células HelLa fueron transfectadas con un vector de
expresion de MEF2A o irrelevante, se purificaron extractos nucleares. A.- 4 pg de extractos
nucleares se utilizaron en ensayos de band-shift. Las flechas indican las bandas de retardo de
MEF2A que son competidas por el oligonucledtido frio (comp. salvaje) o un oligonucleétido del
promotor de Glut4 que une MEF2 (comp. Glut4), pero no por el oligonucleo6tido frio mutado (comp.
Mut.). La incubacion con el oligonucledtido mutado marcado no produjo las bandas de retardo. B.-
Se confirm6 que la banda de retardo observada se debia a la union de MEF2 con el oligonucledtido
radiactivo al incubarse con un anticuerpo especifico contra MEF2A y visualizarse un supershif. La
incubacién con un anticuerpo irrelevante no produjo un cambio de movilidad de la banda de
retardo.

En ensayos de band-shift 1a prueba de que la banda de retardo observada corresponde al
factor en cuestion se consigue incubando la mezcla oligonucledtido marcado-extractos
nucleares con un anticuerpo especifico del factor de transcripcion de interés. En tales
circunstancias o bien la banda de retardo tiene una menor migracion produciendo lo que se
denomina un supershift o bien se evita la union del factor de transcripcion al
oligonucledtido marcado. El ensayo de band-shift con la presencia de un anticuerpo
policlonal contra MEF2A (Mora y Pessin, 2000) produjo un supershifi de la banda de
retardo (Fig. 34 B). Cuando la incubacion se realizé junto con anticuerpo policlonal
irrelevante producido en conejo, al igual que el de MEF2A, no se produjo un supershift ni

se alter6 la bando de retardo (Fig. 34 B).

MEF?2 se une in vivo al promotor de Mfn2.

Para demostrar que la union de MEF2A al promotor de Mfn2 se produce también en el
contexto de la complejidad cromosdmica se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChIP). Los primers especificos del promotor de Mfn2 (Fig. 36 A) amplificaron
el DNA inmunoprecipitado por un anticuerpo contra MEF2A de lisados de las células de
origen humano HeLa transfectadas con el vector de expresion de MEF2A. Esto no sucedio
cuando la transfeccion se produjo con un plasmido irrelevante. La especificidad de la
técnica se demostréo al no producirse amplificacion ni en células control ni en células
transfectadas con el vector para MEF2A cuando los primers utilizados eran especificos del

gen de la ciclofilina (Fig. 35 B).
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Figura 35. MEF2A se une in vivo al promotor de Mfn2. A.- Representacion esquematica de la
posicion de los primers que permiten amplificar el fragmento -1004/-828 del promotor humano de
Mfn2. B.- Células HeLa se transfectaron con un vector de expresion de MEF2A (MEF2A) o un
vector de expresion irrelevante (CT). A las 72 horas las células se fijaron, lisaron y sonicaron. Se
inmunoprecipitaron con un anticuerpo contra MEF2A. Se purificé el DNA inmunoprecipitado y se
realizdo una PCR con primers especificos del promotor de Mfn2 (Mfn2 PCR) o con primers que
amplifican el gen de la ciclofilina (ciclofilina PCR) el producto de PCR visualizado por tincion de
bromuro de etidio en un gel de agarosa s6lo se detectd con los primers especificos del promotor de
Mfn2 en las HeLa que sobreexpresan MEF2A. El input representa un 10% del DNA inicial antes de
incubarse con el anticuerpo contra MEF2A.

PGC-1a no coactiva a MEF2 en el promotor de Mfn2.

PGC-1a influye en el fenotipo de las fibras musculares de tipo I coactivando a MEF2D en
el gen de la MyHC (Lin et al., 2002). La coactivacion de MEF2A por PGC-1a se ha
descrito en el gen de Glut4 (Michael et al., 2001) y en el propio gen de PGC-1a en un
proceso de realimentacion positivo (Czubryt et al., 2003). La capacidad de PGC-la de
coactivar a un determinado factor es especifico de promotor (Puigserver et al., 1998). En la
seccion anterior se demostré como PGC-la inducia la actividad transcripcional del
promotor de Mfn2 mediante ERRa. Para comprobar si MEF2 podria ser coactivado por

PGC-1a en el promotor de Mfn2 se cotransfectd en células 10T1/2 la construccion -
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1984/+45-Luc junto con los diferentes vectores de expresion de MEF2 en presencia o
ausencia del vector de expresion de PGC-1a. Los resultados de actividad luciferasa como
medida de la actividad transcripcional se muestran en la figura 36 A. Se observo una mayor
actividad transcripcional de MEF2A y MEF2C cuando son transfectados junto con PGC-
la, pero el incremento en la actividad transcripcional puede asumirse a un efecto aditivo de
la actividad inducida por MEF2 maés la de PGC-1a al actuar sobre el ERRa intrinseco.
Como el resultado obtenido no era suficientemente informativo se optd por utilizar la
construccion con las 2kb del promotor de Mfn2 que carece de la region comprendida entre
—532 y —352. Los resultados obtenidos mostraron que tal como se habia descrito (Fig. 18 A)
la construcciéon empleada no responde a PGC-la. La cotransfeccion con vectores de
expresion de MEF2A o MEF2C junto con PGC-1a mostraron un ligero incremento de la
actividad transcripcional respecto a la activacion que producia MEF2A o MEF2C en
solitario, (Fig. 36 B), pero dificilmente achacables a un efecto coactivador. El resultado
obtenido en este modelo experimental no descarta que en el contexto de una fibra muscular
PGC-1a pueda coactivar a MEF2 al requerir esta coactivacion alguna proteina o proteinas

estabilizadoras del complejo MEF2-PGC-1a que no se expresan en la linea celular 10T1/2.
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Figura 36. PGC-1a no coactiva a MEF2 en el promotor de Mfn2. Células 10T1/2 fueron
cotransfectadas con (panel A) la construccion -1982/+45-Luc o (panel B) la construccion -
1982/+45-Luc con una deleccion entre las bases -532/-352 y un vector de expresion de MEF2A,
MEF2C o MEF2D en las combinaciones que se indican en la figura junto con un vector de
expresion irrelevante (barras blancas) o para PGC-1a (barras negras). A las 40 horas se determind
la actividad luciferasa como medida indirecta de actividad transcripcional. Los datos representan la
media + error estandar de tres experimentos realizados por triplicado. * Indica una diferencia
estadisticamente significativa respecto a la transfeccion con el plasmido irrelevante. P< 0,05.
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1. Caracterizacion del promotor de Mfn2.

El gen de Mfn2 fue identificado en nuestro laboratorio en una busqueda de genes con
expresion alterada en condiciones de resistencia a la insulina (Bach et al., 2003). La
informacioén sobre Mfn2 depositada en las bases de datos indicaba un Unico inicio de
transcripcion. La observacion detallada de la region donde se hallaba el origen de
transcripcion evidencié la ausencia de caja TATA y una proporcion muy alta de
nucleotidos de C y G. Los programas predictores de islas CpG indicaron que el promotor
proximal de Mfn2 se hallaba en una isla CpG. Los dinucleotidos CpG se hallan pobremente
representados en el genoma de muchos vertebrados pero existen regiones en el genoma de
0.5-2 kb que tienen una proporcion relativamente alta de dinucleotidos CpG denominadas
islas CpG (Bird, 2002). Existen evidencias que relacionan la metilacion de promotores en
islas CpG con la silenciacion génica (Bird, 2002) y la impronta génica (Feil y Khosla,
1999). Esto sugiere que la expresion de Mfn2 puede ser regulada por metilacion. En
estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio, se ha detectado un polimorfismo en
una sola base en el promotor de Mfn2 en la que se sustituye la secuencia TG por CG lo que
la hace susceptible de metilacion. Mientras que en estado no metilado la actividad
promotora es similar en ambos alelos, la metilacion in vitro provoca una gran reduccioén en
la actividad promotora en el alelo CG y no lo hace en el alelo TG (Naon D y Soriano FX,
resultados no mostrados). Actualmente se estd determinando si la metilacion de esta
secuencia se produce in vivo.

A pesar de que las islas CpG se han asociado con aproximadamente la mitad de los
promotores de genes codificantes de proteinas, los elementos que le otorgan la funcion
promotora basal estan poco definidos. Una caracteristica de estos promotores es la ausencia

de la caja TATA y maltiples inicios de transcripcion (Smale y Kadonaga, 2003). Por medio
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de RACE, determinamos que la transcripcion de Mfn2 se iniciaba en al menos seis puntos,
siendo especialmente mayoritarios los transcritos que se iniciaban en las cercanias del
inicio de transcripcion descrito hasta el momento y otro a +58 bp. La potencia de estos
inicios de transcripcion se deberia verificar mediante otras técnicas como la de primer
extension pues el RACE se basa en la técnica de la PCR vy la reaccion puede favorecer los
fragmentos mas cortos. El uso de ensayos con genes reporteros permitié determinar la
actividad transcripcional relativa de diversos fragmentos del promotor basal. Las
construcciones que incluian el primer intron de Mfn2 mostraron mayor actividad
transcripcional, posiblemente por la presencia de elementos reguladores en esta region. Los
genes de la MHC-A y N-Ras pierden capacidad promotora cuyo se deleccionan secuencias
a 3’ del inicio de transcripcion (Kawamoto, 1994; Jeffers y Pellicer, 1994), en ellos se
encuentran los elementos denominados MED-1 (del inglés Multiple Start site Element
Downstream). Los elementos MED-1 se han encontrado en genes con multiples inicios de
transcripcion, la secuencia consenso es GCTCCC/G y se localizan a 3’ del inicio de
transcripcion (Ince y Scotto, 1995). En el gen de Mfn2 a +238 tiene una secuencia cercana
al consenso, GCTCGG. No hay estudios que indiquen como puede afectar la sustitucion de
una base en la caja MED-1 a sus efectos transcripcionales. Tampoco se puede descartar en
el gen de Mfn2 la presencia de elementos a 3’ que dirijan la RNA polimerasa Il y aun no
hayan sido descritos.

Otra caracteristica de los promotores localizados en islas CpG es la presencia de multiples
lugares de union al factor de transcripcion Spl, el cual se sugiere puede dirigir a la
maquinaria basal de transcripcion para formar el complejo de preiniciacién en un margen
de bp poco definidos (Smale y Kadonaga, 2003). Estudios deleccionales del promotor de
Mfn2 (construccion -1982/+45-Luc) en las lineas celulares 10T1/2, LOE9 y HeLa indicaron
que la expresion de Mfn2 depende de elementos reguladores activadores y represores que
varian en las distintas lineas celulares, pero en todas ellas la secuencia comprendida entre -
229 y -54 fue importante en la transcripcion basal. Alli existen diversos lugares de unién a
Spl el cual activa al promotor de Mfn2 mientras que Sp3, como ya se ha descrito, lo
reprime (Hagen et al., 1994; Majello et al., 1994b; Suske, 1999). Sp1 es un factor ubicuo
relativamente poco regulado, pero recientemente se ha sugerido un papel de Spl en

respuesta a determinadas sefales extracelulares como la insulina (Samson y Wong, 2002).
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La expresion de Mfn2 se halla reprimida en musculo esquelético en condiciones de
resistencia a la insulina, pero por los datos obtenidos por administracion de insulina in
vitro o con un modelo animal de diabetes de tipo 1 nos indican que la insulina no regula la
expresion de Mfn2 en musculo esquelético. El modelo animal a partir del que se identifico
Mifn2 fueron las ratas Zucker obesas fa/fa que tienen una mutacion en el receptor de la
leptina que le impide su activacion en respuesta a la leptina. Los estudios de administracion
de leptina a miotubos L6E9 no modificaron la expresion de Mfn2, pero estos datos no
excluyen el papel de la leptina en la regulacion de la expresion génica de Mfn2 dado que
aunque el musculo esquelético expresa el receptor de la leptina y es sensible a ella
(Minokoshi et al., 2002), los efectos de la leptina se producen principalmente en el sistema
nervioso central, a través del hipotalamo (Flier, 2004).

Con el objetivo de realizar una criba del papel de diversos factores de transcripcion en la
regulacion de la expresion de Mfn2 se utilizdé un pldsmido en el que la expresion del gen
reportero de la luciferasa lo dirigia la secuencia -1982/+45. De los seis inicios de
transcripcion identificados, esta secuencia so6lo mantiene tres, el descrito inicialmente y
otros dos, uno a 5’ y otro a 3’. Esta construccion tiene una capacidad promotora fuerte,
ligeramente superior a la del promotor del virus SV40.

Los niveles de expresion de Mfn2 aumentan durante la diferenciacion muscular y a
adipocito. Se observo que factores clave en la diferenciacion muscular como MyoD y
MEF2 (Arnold y Winter, 1998) estimulaban notablemente la actividad promotora. Del
papel de MEF2 en la regulacion génica de Mfn2 hablaremos mas adelante. RORa2 es un
receptor nuclear que se expresa abundantemente en musculo esquelético, aunque no hay
ninguna evidencia de que regule la diferenciacion miogénica (Giguere, 1999). La
activacion del promotor de Mfn2 por RORa2 en células 10T1/2 fue muy modesta. El uso
de otros modelos celulares ayudaria a esclarecer el posible papel de RORa2 en la
regulacion de la expresion de Mfn2.

En cuanto a la diferenciacion adipocitaria se probaron dos factores de transcripcion clave
en el proceso de diferenciacion, C/EBPa y PPARy (Herrera et al., 1989; Lin y Lane, 1992;
MacDougald y Lane, 1995). C/EBPa mostré un ligero incremento en la actividad
transcripcional del promotor de Mfn2 en fibroblastos 10T1/2. Es posible que el efecto

activador de C/EBPa dependa del contexto celular en el que se expresa. La sobreexpresion
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de PPARY no modifico la actividad transcripcional del promotor de Mfn2 en ensayos de
genes reporteros, pero un resultado negativo no implica necesariamente que a nivel
cromosomico dicho factor no regule la expresion de un gen, ya que dirigiendo al gen
reportero s6lo se pueden clonar unos pocos kb de un promotor y los elementos de respuesta
a PPARy pueden hallarse en enhancers a varias kb del inicio de trancripcion como ocurre
con el enhancer de UCP1 (Barbera et al., 2001; Mar Gonzalez-Barroso et al., 2000).

El higado es uno de los tejidos donde Mfn2 tiene expresion abundante (Bach et al., 2003).
El receptor nuclear HNF-4a, altamente expresado en higado, activd fuertemente el
promotor de Mfn2. La funcion de Mfn2 en el higado se desconoce, pero los datos conocidos
de Mfn2 como activador del metabolismo mitocondrial (Bach et al., 2003; Pich, 2004), el
papel de HNF-4a en la gluconeogénesis (Hall et al., 1995; Yoon et al., 2001) y que la
gluconeogénesis sea un proceso dependiente de ATP nos permiten hipotetizar un papel
importante de Mfn2 en la gluconeogénesis. En futuros estudios se debe considerar el papel
de HNF-4a en la regulacion de Mfn2 en higado en condiciones gluconeogénicas.

Los factores de transcripcion AP-1 y NFAT2 no activaron el promotor de Mfn2 por
separado, pero la expresion de ambos factores produjo activacion transcripcional. En
nuestro modelo experimental AP-1 estaba formado por las proteinas c-Jun y c-Fos. De los
dos miembros de AP-1, la presencia de c-Jun en combinacion con NFAT2 fue suficiente
para activar al promotor de Mfn2. Una situacion fisiologica en la que se activan NFAT y
AP-1 es por la perdida de AY. En estas condiciones la mitocondria es incapaz de almacenar
calcio y se produce un incremento en la concentracion de calcio intracelular que activa a la
calcineurina y a la JNK que a su vez activan a NFAT y c-Jun respectivamente (Biswas et
al., 1999; Butow y Avadhani, 2004). Las fibras musculares de pacientes con enfermedades
mitocondriales muestran activacion de c-Jun (Pianese et al., 2002; Filosto et al., 2003). c-
Jun se ha relacionado tanto con procesos proapoptoticos como antiapoptéticos (Shaulian y
Karin, 2002). Recientemente se ha descrito el papel de Mfn2 como proteina protectora de la
apoptosis (Sugioka et al., 2004). La activacion de NFAT y c-Jun como resultado de la
perdida de AY podria activar la transcripcion de Mfn2 que a su vez incrementaria el AW
evitando la liberacion del citocromo ¢ y otras proteinas mitocondriales capaces de activar a

las caspasas.
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Los resultados presentados en esta seccion nos sugieren mecanismos y factores de
transcripcion implicados en la regulacion génica de Mfn2 tales como la metilacion, el papel
de Spl en la transcripcion basal y posibles factores de transcripcion implicados en la
regulacion especifica de tejido de Mfn2 (Fig. 37). El papel de PGC-1a y MEF2 se ha

estudiado mas detalladamente en las siguientes secciones.

Factores Factores Factores
Miogenicos adipocitarios | | Hepaticos
(MEF2;MyoD) (C/EBP) (HNF-40)
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® ® ®
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® ® ©

]
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(MEF2; adrenérgicos Metilacién
PGC-10-ERRa; (PGC-1a-ERRw)

NFAT-AP1)

Figura 37. Representacion esquematica del primer exén y extremos flanqueantes del gen
humano de Mfn2. El promotor basal de Mfn2 se halla en una isla CpG (verde), que se extiende
desde -260 a +360, abarcando todo el primer exdn (rectangulo mayor). La situacioén del promotor en
una isla CpG lo hace susceptible a regularse por metilacion. En esta region existen diversas cajas
de union a factores de transcripcion de la familia Sp. Dos regiones parecen especialmente
responsables de la actividad promotora basal (rayado diagonal). La transcripcion se inicia desde seis
puntos diferentes (flechas sobre el primer exén) siendo dos los inicios predominantes (flechas
mayores). De los seis inicios, dos poseen la secuencia consenso del elemento Inr (flechas rojas).
Diversos estimulos fisiologicos y factores de transcripcion pueden regular la expresion génica de
Mfn2 estimulandola (+) o reprimiéndola (-).

169



Discusion

2. Mfn2 media el efecto estimulador de PGC-1a sobre la actividad

mitocondrial.

Los datos presentados en esta seccion muestran el incremento de la expresion de Mfn2 en
los principales tejidos termogénicos en mamiferos, TAM y musculo esquelético, en
condiciones de elevado gasto energético. Los incrementos en la expresion de Mfn2 en
respuesta a la exposicion al frio o a agonistas de los receptores [-adrenérgicos se
producirian por el efecto coactivador de PGC-1a sobre el promotor de Mfn2 como se ha
demostrado mediante la induccion de PGC-1a. con adenovirus recombinantes en miotubos
L6E9, ensayos con genes reporteros € inmunoprecipitacion de cromatina.

Recientemente el grupo de la Dra. Kralli determin6 qué genes eran regulados por la
sobreexpresion exdgena de PGC-1a. Los datos del microarray, no verificados por ninguna
otra técnica, mostraron un incremento de dos veces en la expresion de Mfn2 (Schreiber et
al., 2004). La represion de PGC-1a en condiciones de resistencia a la insulina y diabetes se
ha asociado a la reduccion de genes de la OXPHOS (Mootha et al., 2003; Patti et al., 2003).
En estas condiciones se produce una disminucion en la expresion de Mfn2 (Bach et al.,
2003).

PGC-1a fue descrito inicialmente como un coactivador de receptores nucleares (Puigserver
et al.,, 1998) aunque el nimero de factores de transcripcion de otras familias coactivados
por PGC-1a se ha ido incrementando en los ultimos afos (Knutti y Kralli, 2001; Puigserver
y Spiegelman, 2003). Para determinar que factor de transcripcion coactivaba PGC-1a en el
promotor de Mfn2 recurrimos a mapar las 2 kp del promotor sobre el que se observo la
accion de PGC-1a en experimentos con genes reporteros. La region de 25 bp requerida
para la coactivacion por PGC-1a se halla altamente conservada entre humanos y ratones lo
que denota su importancia. En estos 25 bp se hallan tres cajas de union a receptores

nucleares. Mediante mutagénesis se determino que solo la denominada caja 2 es necesaria
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para el efecto activador de PGC-1a (Fig. 38). En ella puede unirse ERRa. Este receptor
nuclear presenta las siguientes propiedades: a) se une establemente al DNA en forma de
monomero (Johnston et al., 1997), b) se activa por PGC-1a (Schreiber et al., 2003; Mootha
et al., 2004), c) se induce en respuesta al frio (Schreiber et al., 2003) y otras condiciones
donde aumenta la expresion de PGC-1a (Ichida et al., 2002), d) presenta expresion ubicua,
y abundantemente en los mismos tejidos en los que lo hace PGC-la (Puigserver y
Spiegelman, 2003; Schreiber et al., 2003) y f) juega un papel en la induccion de genes
involucrados en el metabolismo energético (Sladek et al., 1997; Vega y Kelly, 1997).
Ademas, recientemente se ha demostrado que ERRa es un factor de transcripcion clave en
la regulacion de genes de la OXPHOS y de la biogénesis mitocondrial por PGC-1a
(Mootha et al., 2004; Schreiber et al., 2004).

Frio Dieta?

N/

Estimulos B-adrenérgicos

OXPHOS

4 Mfn2

T Oxidacion

substratos

Figura 38. Modelo esquematico de la activacion transcripcional de Mfn2 por estimulos
adrenérgicos y sus consecuencias sobre el metabolismo mitocondrial. Los receptores [-
adrenérgicos disparan cascadas de sefializacion que se inician con aumentos en los niveles
citosolicos de cAMP. Como consecuencia de las cascadas de sefializacion aumenta la transcripcion
de PGC-1a y se estabiliza y activa la proteina. Mediante un proceso de retroalimentacion positivo,
PGC-1a estimula la transcripcion de ERRa. PGC-1a coactiva a ERRa en el promotor de Mfn2 con
lo que se incrementan los niveles de Mfn2 en la mitocondria. Esto, por un mecanismo ain no
determinado, incrementa los niveles de moléculas del sistema OXPHOS, estimula la oxidacion de
substratos y provoca incrementos en el potencial de membrana mitocondrial.
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La region -432/-407 donde se halla la denominada caja 2 posee otros dos elementos de
respuesta a receptores nucleares. Las cajas 2 y 3 forman un DR4 donde se ha descrito que
se une el receptor de hormonas tiroideas (TR). La acciéon del cerebro sobre el gasto
energético viene mediado por el eje hipotdlamo-pituitaria-tiroides. Variaciones en los
niveles de hormona tiroidea se asocian con cambios en el consumo energético. Son varios
los mecanismos por los que la hormona tiroidea estimula la termogénesis incluyendo ciclos
futiles de captacion y liberacion de substratos e iones o activacion de proteinas
desacopladoras (Silva, 1995). Sin embargo, parte de la comunidad cientifica ha asumido un
papel pasivo de las hormonas tiroideas en la termogénesis inducida por el frio. El principal
argumento de los criticos ha sido que no parece haber modulacion de los niveles de
hormona tiroidea durante la exposicion al frio (Lowell y Spiegelman, 2000). Sin querer
entrar en la polémica, el resultado obtenido por la combinaciéon TRal y PGC-1a, no s6lo
no potencid el efecto activador de PGC-1a. sino que lo anul6. Que tanto ERRa como TRal
fuesen capaces de unirse al mismo elemento en el promotor de Mfin2 podria aportar una
explicacion a este resultado. La union de estos NR se hallaria en equilibrio, un incremento
en los niveles de ERRa como el que se produce en condiciones en las que se activa PGC-
la (Ichida et al., 2002; Mootha et al., 2004; Schreiber et al., 2003) desplazaria el equilibrio
hacia una mayor unién de ERRa.. La posible union de TR al promotor de Mfn2 podria tener
una relevancia fisioldgica impidiendo una sobreexpresion de Mfn2, que pronosticamos que
podria ser nociva, del mismo modo que el receptor de glucocorticoides inhibe la
transcripcion del gen de UCP1 para evitar una excesiva produccion de calor (Soumano et
al., 2000; Zakrzewska et al., 1999). Es de destacar que ERRa estimula la expresion del gen
del TRa (Vanacker et al., 1998), pudiendo de este modo, producirse un proceso de
retroalimentacion negativo en la regulacion de Mfn2. Basdndonos en que la administracion
de T3 no modifica significativamente la activacion del promotor de Mfn2 por PGC-1a no
se puede descartar que el efecto observado sea debido a que la sobreexpresion de TRal
secuestre a PGC-1a en otros lugares del genoma impidiendo la uniéon de PGC-la a
ERRa en el promotor de Mfn2.

PGC-1a forma parte de una pequena familia de coactivadores con alta homologia en sus

extremos N- y C-terminal (Kelly y Scarpulla, 2004; Puigserver y Spiegelman, 2003). En el
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extremo N-terminal poseen la secuencia LXXLL con la que interaccion con receptores
nucleares. Si otros miembros de la familia de PGC-1 pueden regular la expresion de Mfn2
se desconoce, pero el unico miembro de la familia inducible por el frio es PGC-la
(Yersson y Scarpulla, 2001; Lin et al., 2002a). Cabe destacar que PGC-13 promueve la
mitocondriogénesis y la activacion mitocondrial (St Pierre et al., 2003), que animales
transgénicos de PGC-1f muestran un fenotipo con elevado gasto energético y resistencia a
la obesidad inducida por la dieta y que PGC-1B interacciona con ERRa (Kamei et al.,
2003).

PGC-la estimula la termogénesis en BAT incrementando los niveles de la proteina
desacopladora UCP1 (Puigserver et al., 1998). La generacion de calor en musculo
esquelético mediado por PGC-la no es clara. Estudios bioenergéticos con PGC-la en
células C2C12 han propuesto que PGC-1a de algin modo no especificado aumentaria la
actividad mitocondrial, incrementando el AW el cual se disiparia, dependiendo de los
requerimientos energéticos de la célula, en forma de calor o para sintetizar ATP (St Pierre
et al., 2003). La expresion de la ciclina T/Cdk9 en cardiomiocitos produce una disminucion
del AW que correlaciona con la represion de la expresion de PGC-1a (Sano et al., 2004).
La expresion exdgena de PGC-la recupera los valores del AY (Sano et al., 2004).
Resultados obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que variaciones en los niveles de
Mifn2 modifican la oxidacién de glucosa y acidos grasos asi como la actividad de los
complejos I, I, Il y V de la cadena respiratoria provocando cambios en el AY (Bach et al.,
2003; Pich, 2004). El mecanismo por el que Mfn2 modifica la actividad mitocondrial esta
bajo estudio en nuestro laboratorio. Datos de la Dra. Pich han demostrado Ia
coinmunoprecipitacion de Mfn2 con el complejo I y II. En esta tesis se ha mostrado que el
incremento en el AY inducido por PGC-1a requiere de la expresion inalterada de Mfn2.
Para ello se han utilizado células 10T1/2 establemente transfectadas con un oligonucleétido
antisentido de Mfn2. Estas células poseen unos niveles de Mfn2 un 70% menor que las
10T1/2 sin que haya variaciones en la masa mitocondrial (Bach et al., 2003). Las
diferencias metabolicas observadas en las células transfectadas establemente con el
oligonucledtido antisentido se mantienen si el oligonucledtido antisentido es administrado

exogenamente mediante adenovirus recombinantes (Bach et al., 2003). Estos datos nos
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permiten descartar la posibilidad de que los efectos en el AY se deban a la insercion del
oligonucledtido en algun punto delicado del genoma o una pérdida en la masa mitocondrial.
El papel energético de Mfn2 consistiria en activar el metabolismo mitocondrial para
incrementar el AY. El AY seria utilizado por la célula para generar calor o ATP en funcion
de las necesidades energéticas de la célula (Fig. 41).

Todos estos datos en conjunto nos permiten proponer a Mfn2 como el principal efector en

la activacion mitocondrial inducida por PGC-1a.

174



Regulacion transcripcional del gen de mitofusina 2 en musculo esquelético

3. Papel de MEF2 en la regulacion de Mfn2 en fibras musculares

oxidativas y glucoliticas.

Los datos presentados muestran una mayor concentracion de Mfn2 por unidad de masa
mitocondrial en fibras musculares oxidativas que en glucoliticas. La mayor expresion
proteica correlaciona con mayor expresion génica de Mfn2 en fibras musculares oxidativas.
Estos resultados se observan tanto al comparar soleus con EDL como si lo que se compara
es la fraccion oxidativa con la glucolitica de gastrocnemius. Existe una extensa bibliografia
que relaciona incrementos en la concentracion de calcio intracelular, como consecuencia de
la actividad neuromuscular, con los cambios en la expresion génica propios de los distintos
tipos de fibras musculares (Berchtold et al., 2000; Hood, 2001; McKinsey et al., 2002;
Olson y Williams, 2000a; Olson y Williams, 2000b; Schiaffino y Serrano, 2002; Wu et al.,
2000). Asi pues, elevaciones de la concentracion de calcio intracelular, como consecuencia
la actividad neuromuscular, podrian ser responsables de la expresion diferencial de Mfn2 en
las fibras musculares oxidativas y glucoliticas. Incrementos en la concentracion de calcio
intracelular mediante el iondforo de calcio ionomicina duplicaron la expresion génica de
Mfn2 en miotubos L6E9. La elevacién de Ca®" intracelular activa la proteina fosfatasa
calcineurina y la proteina quinasa CaMK (Fig. 39). La sobreexpresion de calcineurina o de
CaMKIV en animales transgénicos estimulan la biogénesis mitocondrial (Wu et al., 2002).
La actividad neuromuscular provoca la transicion de fibras de contraccion rapida a fibras de
contraccion lenta (Schiaffino y Serrano, 2002), en estas condiciones calcineurina activa a
los factores de transcripcion NFAT y MEF2 los cuales activan la expresion de genes
propios de fibras musculares de tipo I (Naya et al., 2000; Wu et al., 2000; McCullagh et al.,
2004). CaMK fosforila MEF2 aumentando su actividad transcripcional (Blaeser et al.,
2000) o permitiendo la disociacién con su represor HDAC de clase II (Lu et al., 2000;
McKinsey et al., 2000). El posible papel de NFAT y/o MEF2 en la regulacion de la
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expresion de Mfn2 se probd mediante ensayos con genes reporteros. Los datos obtenidos
mostraron una clara activacion del promotor de Mfn2 por MEF2 A y C. Estudios
deleccionales del promotor de Mfn2 nos permitieron determinar la presencia de una caja de
unién a MEF2 entre las bases -910 y -901. MEF2 se une a esta caja como se demostrd por
mutagénesis, band-shift e inmunoprecipitacion de cromatina. Estos datos nos sugieren que
MEF?2 puede ser uno de los principales efectores del calcio en la activacion transcripcional
de Mfn2. Los datos presentados no nos permiten determinar que vias de sefalizacion

activadas por calcio son responsables de la activacion de MEF2.
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Figura 39. Modelo esquematico de la activacion transcripcional de Mfn2 por MEF2 como
consecuencia de la actividad neuromuscular y sus consecuencias sobre el metabolismo
mitocondrial. Elevaciones en la concentracion de calcio citosolico activan a la fosfatasa
calcineurina y a la quinasa CaMK. Tanto Calcineurina como CaMK activan a MEF2 el cual se une
al promotor de Mfn2 estimulando su transcripcion. Aumentos en los niveles mitocondriales de Mfn2
incrementan los niveles de moléculas del sistema OXPHOS, estimula la oxidacion de substratos y
provoca incrementos en el potencial de membrana mitocondrial.

La incapacidad de NFAT de activar al promotor de Mfn2 en los ensayos con genes
reporteros no descarta una posible funcion de NFAT in vivo. La falta de efecto de NFAT se
puede deber a que el elemento de respuesta a NFAT se halle en una region distal del

promotor de Mfn2 que no se incluye en el plasmido reportero. Descartamos la posibilidad
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de que en las condiciones experimentales el NFAT sobreexpresado se hallase fosforilado y
por tanto tuviese localizacion citosdlica por el hecho de que la transfeccion con NFAT2 y
el posterior tratamiento con ionomicina no modificé la actividad transcripcional del
promotor de Mfn2 (resultados no mostrados). Los miembros de la familia NFAT requieren,
posiblemente, la colaboracion de otros factores de transcripcion para poder ejercer su efecto
activador de la transcripcion (Crabtree y Olson, 2002; Horsley y Pavlath, 2002). En la
primera seccion vimos que la combinacion de NFAT con MEF2 no activ6 al promotor de
Mfn2, pero no se probod la combinacion de NFAT con otros posibles factores de
transcripcion que no se expresan en el modelo celular utilizado y con los que colabora
NFAT como GATA-2 (Musaro et al., 1999). La cooperacion de NFAT con AP-1 ha sido
estudiada extensamente en la regulacion de genes del sistema inmune (Rao et al., 1997). En
la primera seccion hemos mostrado unos datos preliminares en los que la combinacién c-
Jun y NFAT2 son capaces de activar al promotor de Mfn2. El hecho que la c-Jun N-
terminal Kinasa (JNK) y c-Jun se activan como consecuencia de la actividad muscular
(Aronson et al., 1998; Puntschart et al., 1998; Sakamoto y Goodyear, 2002) y que la
sefalizacion por Ras promueve la expresion de genes propios de fibras musculares de
contraccion lenta (Murgia et al., 2000) induce a estudiar con mas detalle la posible
contribucion de NFAT-AP-1 en la regulacion de Mfn2 en fibras musculares en respuesta al
ejercicio.

El coactivador PGC-10 muestra una mayor expresion en fibras musculares oxidativas que
glucoliticas y promueve la transicion de fibras musculares de tipo II a fibras musculares de
tipo I (Lin et al., 2002b). Aunque la activacion de AMPK en musculo esquelético induce
aumentos en la expresion de PGC-la y CaMK (Zong et al, 2002), la expresion
predominante de PGC-1a en fibras musculares oxidativas se ha asociado a aumentos en la
concentracion de calcio intracelular y la activacion de CaMK, calcineurina y MEF2
(Czubryt et al., 2003; Hyschin et al., 2003; Lin et al., 2002). En la secciéon anterior se
mostré al coactivador PGC-1a como un potente inductor de la transcripcion de Mfn2 en
condiciones de aumento del gasto energético. Como se demostrd, el efecto de PGC-1a
depende de la coactivacion de ERRa. Se ha demostrado que MEF2 puede ser coactivado
por PGC-1a en el promotor de la MyHC, Glut4, CPT-18 y del propio PGC-1a (Czubryt et
al., 2003; Lin et al., 2002; Michael et al., 2001; Moore et al., 2003). La sobreexpresion de
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PGC-lao y miembros de la familia MEF2 provoc6 un aumento en la actividad
transcripcional del promotor de Mfn2, pero el efecto fue posiblemente aditivo, pues en
construcciones que no responden a PGC-1a solo se observo un ligero incremento en la
actividad transcripcional de células que sobreexpresaban MEF2C. Este incremento no
parece ser efecto de una coactivacion de PGC-la a MEF2C. PGC-la regula la
transcripcion de determinados factores de transcripcion (Mootha et al., 2004; Wu et al.,
1999), incrementos de algiin factor de transcripcion que colabora con MEF2C podrian
explicar este fenémeno. La coactivacion de PGC-loe a un factor de transcripcion
determinado es especifico de promotor (Lin et al., 2002b; Puigserver et al., 1998), pero no
se puede excluir que en el contexto de una célula muscular PGC-1a pueda coactivar a
MEF2 en el promotor de Mfn2, pero para ello sea necesario la presencia de alguna o
algunas proteinas que estabilicen la interaccion entre MEF2 y PGC-1a. La estimulacion de
CYP7ALI por PGC-1a en higado requiere la union al DNA de varios receptores nucleares
(Shin et al., 2003). Independientemente de la incapacidad de PGC-la para coactivar a
MEF2 en el promotor de Mfn2 en las condiciones experimentales utilizadas, cabe destacar
la contribucion de MEF2 y de PGC-1a-ERRa en la mayor expresion de Mfn2 en fibras
musculares oxidativas (Fig. 40).

La mayoria de ratones con el gen de MEF2A deleccionado mueren durante las primeras
semanas de vida y aquellos que llegan a la edad adulta son susceptibles a la muerte subita.
A nivel celular, los cardiomiocitos presentan desorganizacion mitocondrial, deficiencias y
disfuncion mitocondrial (Naya et al., 2002). La regulacion de Mfn2 por MEF2 y la funcion
metabolica de Mfn2 y de mantenimiento de la morfologia mitocondrial sugieren que
algunos rasgos fenotipicos del K.O. de MEF2A sean debidos a una expresion disminuida de
Mifn2. En concordancia con estas observaciones, transgénicos con la actividad MEF2
cardiaca inhibida por una forma de HDACS resistente a la modificacion por fosforilacion
sufren muerte subita y presentan disfuncion mitocondrial y cambios morfoldgicos en la
arquitectura mitocondrial (Czubryt et al., 2003). Las mitocondrias de estos ratones
transgénicos tienen una mayor superficie como se esperaria en una red mitocondrial
fragmentada. En este sentido, la superficie mitocondrial de las ratas Zucker obesas, las
cuales muestran disminuida la expresion de Mfn2, es mayor que en ratas Zucker delgadas

(Bach et al., 2003). Ademas del papel metabdlico y de mantenimiento de la red
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mitocondrial, recientemente se ha descrito una nueva funcion de Mfn2 como proteina
antiproliferativa (Chen et al., 2004). El mecanismo por el que Mfn2 inhibe la proliferacion
es por interaccion con Ras e inhibicion de la via de sefializacion Ras-Raf-MEK-ERK1/2
(Chen et al., 2004). La activacion de Ras-MAPK inicia cascadas de sefalizacion
importantes en el desarrollo patoldgico de la hipertrofia cardiaca (Hunter y Chien, 1999).
La represion de Mfn2 en los KO de MEF2A podria ser parcialmente responsable de la
dilatacion ventricular observada en los neonatos deficientes en MEF2A (Naya et al., 2002).
La determinacion de los niveles de Mfn2 en el KO de MEF2A ayudaria a esclarecer estas

cuestiones.
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Figura 40. Modelo integrado de la activacion transcripcional de Mfn2 como consecuencia de
la actividad neuromuscular y sus consecuencias sobre el metabolismo mitocondrial.
Elevaciones en la concentracion de calcio citosdlico, como consecuencia de la actividad
neuromuscular, activan a la fosfatasa calcineurina (Cn) y a la quinasa CaMK. La activacion de Cn y
CaMK inducen la expresion de PGC-1a via MEF2 y CREB. PGC-1a promueve aumentos en los
niveles de ERRa estimulando su transcripcion. PGC-1a coactiva a ERRa en el promotor de Mfn2 y
junto con MEF2, que se activa por Cn y CaMK, estimulan la transcripcion de Mfn2. El aumento en
los niveles mitocondriales de Mfn2 incrementa los niveles de moléculas del sistema OXPHOS,
estimula la oxidacién de substratos y provoca incrementos en el potencial de membrana
mitocondrial.
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Los datos presentados aportan nuevas evidencias del papel de Mfn2 en el control de la
oxidacion mitocondrial de substratos. Ademas, refuerzan la hipotesis de Mfn2 como
proteina activadora del metabolismo mitocondrial. El incremento del AY asociado a
incrementos en la expresion de Mfn2 podria ser desacoplado para generar calor y acoplado
a la sintesis de ATP dependiendo de las necesidades de la célula (Fig. 41). En esta tesis se
ha demostrado la induccion de Mfn2 en dos condiciones en las que se requiere oxidacion de
substratos, una en la que la respiracion es desacoplada como es el caso de la exposicion al
frio y otra donde la respiracion debe acoplarse a la sintesis de ATP como es el caso del

musculo oxidativo que requiere energia para mantener el ritmo de la contraccién muscular.
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Figura 42. Mfn2 incrementa el potencial de membrana mitocondrial que se puede utilizar
para producir ATP o calor. En condiciones de elevado gasto energético aumentan los niveles
mitocondriales de Mfn2. Esto, estimula la oxidacion de substratos y provoca incrementos en el
potencial de membrana mitocondrial. Dependiendo de la demanda celular de ATP, el potencial de
membrana mitocondrial se disipa para producir ATP (contraccion muscular) o generar calor (frio).
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El promotor basal del gen de Mfn2 no tiene caja TATA y se halla en una isla CpG,
lo que lo hace susceptible a regulacion por metilacion. Como es comin en los genes
con el promotor basal localizado en una isla CpG, la transcripcion de Mfn2 en
musculo esquelético se inicia en varios puntos en una ventana de 171 pares de
bases. Spl podria tener un papel relevante dirigiendo a la maquinaria basal de
transcripcion para formar el complejo de preiniciacion.

La expresion de Mfn2 es mayor en tejidos con requerimientos energéticos elevados.
Ensayos con genes reporteros han permitido identificar factores de transcripcidon que
podrian ser responsables de la expresion dependiente de tejido

La expresion de Mfn2 en musculo esquelético y tejido adiposo marrén aumenta con
la exposicion al frio y tratamiento con agonistas de los receptores f3-adrenérgicos,
condiciones ambas caracterizadas por un elevado gasto energético. El aumento de
expresion de Mfn2 en estas condiciones es mediado por PGC-1a el cual coactiva a
ERRa que se une al promotor de Mfn2 en forma de mondmero entre las bases -413
y -408.

El incremento del potencial de membrana mitocondrial asociado a la expresion de
PGC-1a es inhibido por la represion de la expresion de Mfn2. Mfn2 podria ser un
efector crucial en la activacion mitocondrial inducida por PGC-1a.

Mifn2 se expresa mas abundantemente en fibras musculares oxidativas que en fibras
glucoliticas. Esto aporta una nueva evidencia del papel de Mfn2 en el control de la
oxidacion mitocondrial de substratos.

La transcripcion de Mfn2 aumenta en respuesta a incrementos en la concentracion
de calcio intracelular. Nuestros resultados sugieren que MEF2, el cual se une y
activa al promotor de Mfn2, podria ser un efector de la cascada de senalizacion

iniciada por el calcio citosolico.
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Plasmidos utilizados.

1. pGL3 Promoter Vector: Vector comercial de Promega, que incluye el gen
reportero luciferasa bajo el promotor SV40. Tiene una region para clonar enhancers.
El promotor basal de SV40 puede extraerse facilmente por restriccion enzimatica y
clonar en su lugar un promotor basal de interés (ver mas abajo).

2. pGL3-basal: Plasmido anterior al que se le ha eliminado el promotor basal de
SV40. Se utiliza como control de actividad basal en experimentos de transfeccion
transitoria.

3. pGEM-T easy: Vector comercial de Promega. Permite clonar productos de PCR de
un modo muy sencillo puesto que es un vector no circularizado que incorpora dos
colas 5’ con una T, a la cual se ligan los productos de PCR a los que la polimerasa
les ha afiadido una A terminal en los extremos 5°.

4. pRL-CMYV (Luciferasa Renilla): Vector de expresion de la luciferasa Renilla bajo
el control de la region enhancer-promotora de CMV, que proporciona una expresion
fuerte y constitutiva en la mayor parte de tipos celulares. (Proporcionado por
Promega).

5. -1982/+45-Luc (M): Plasmido que contiene el fragmento de -1982 a +45 del
promotor de Mfn2 humano, clonado en el vector pGL3 entre Smal y Sacl. El
fragmento del promotor proviene de amplificacion por PCR. Para eliminar el
promotor SV40 del pGL3 se cortd con Smal y Hindll, se traté con la Klenow y se
religo.

6. -1332/+45-Luc (Kpnl): Deleccion a 5° del plasmido -1982/+45-Luc producida
digiriendo con Kpnl y religando.

7. -682/+45-Luc (PmlI): Delecciéon a 5’ del plasmido -1982/+45-Luc producida
digiriendo con Pmll y religando.

8. -54/+45-Luc (BssHII): Deleccion a 5° del plasmido -1982/+45-Luc producida
digiriendo con Asp718 y BssHII, se trat6 con la Klenow y se religd.

9. -532/+45-Luc (BstEII): Deleccion a 5’ del plasmido -1982/+45-Luc producida
digiriendo con Asp718 y BstEIl, se trat6 con la Klenow y se religd.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

-229/+45-Luc (BstX): Deleccion a 5° del plasmido -1982/+45-Luc producida
digiriendo con Asp718 y BstXI, se tratdo con la T4 polinucledtido quinasa y se
religo.

-532/+45A(-229/-54)Luc (Bste delec): Al plasmido -532/+45-Luc se le elimino la
region comprendida entre -229/+54 digiriendo con BstXI y BssHII, se trat6 con la
T4 polinucleétido quinasa y se religo.

-346/+1545-Luc: Plasmido que contiene el fragmento de -229 a +1545 del
promotor de Mfn2 humano, clonado en el vector pGL3 entre Smal y HindIII
(mantiene diana HindII). El fragmento del promotor proviene de amplificacién por
PCR.

-346/+348-Luc: Deleccion a 3’ del plasmido -229/+1545-Luc digiriendo con Apal
y Ncol, tratando con la T4 polinucledtido quinasa y religando. y a continuacion
deleccion a 5’ digiriendo con BstXI y Asp718, tratando con la T4 polinucledtido
quinasa y religando.

-229/+348-Luc (BI-BstX): Deleccion a 5° de -346/+348-Luc por digestion con
BstXI y Asp718, tratando con la T4 polinucledtido quinasa y religando.
-54/+348-Luc (BI-BssH): Deleccion a 5’ de -346/+348-Luc por digestion con
BssHII y Asp718, tratando con la T4 polinucleo6tido quinasa y religando.
+45/+348-Luc (BI-Sma): Deleccion a 5° de -346/+348-Luc por digestion con
Smal y Sacl, tratando con la T4 polinucleotido quinasa y religando.

+84/+348-Luc (BI-Eco): En la construccion -54/+348-Luc se ha generado una
diana para EcoRI por mutagénesis dirigida en la posicion +84. Se ha digerido con
EcoRIy Asp718, tratado con la Klenow y religado.

+123/+348-Luc (BI-Mlu): En la construccion -54/+348-Luc se ha generado una
diana para MIuNI por mutagénesis dirigida en la posicién +123. Se ha digerido con
MIuNI y Asp718, tratado con la Klenow y religado.

-229/-54-Luc (BstX-pGL3): Al plasmido -229/+45-Luc se le elimind la region
comprendida entre -54/+45 digiriendo con Smal y Ncol. Se traté con la Klenow y

se religo.
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-1982/+45A(-532/-229)Luc (2n): Al plasmido -1982/+45-Luc se le elimind la
region comprendida entre -532/-229 digiriendo con BstXI y BstEIl, se traté con la
T4 polinucle6tido quinasa y se religo.

-1982/+45A(-532/-352)Luc (nBstE): Al plasmido -1982/+45-Luc se le elimin6 la
region comprendida entre -532/-352 digiriendo con BstEIl y Avrll, se trat6 con la
Klenow y se religo6.

1982/+45A(-352/-229)Luc (nAvr): Al plasmido -1982/+45-Luc se le elimind la
region comprendida entre -352/-229 digiriendo con BstXI y Avrll, se traté con la T4
polinucleo6tido quinasa y se religo.

TK-Luc: Este es un vector de expresion del gen luciferasa dirigido por un promotor
minimo del gen HSV timidina quinasa (TK) entre las posiciones -105 y +50, que
confiere una actividad transcripcional basal notable al gen reportero luciferasa. Se
construy6 insertando la secuencia del promotor de la TK digerido con Bglll y
BamHI en el plasmido pGL3 digerido con Bglll. El promotor del SV40 del pGL3 se
elimin6 por digestion con HindII y BglII.

-532/-229-TK-Luc (2TK): La region del promotor humano de Mfn2 comprendida
entre -532/-229 se inserto en el plasmido TK-Luc entre Smal y Kpnl.
-532/-352-TK-Luc (BstE-TK): La region del promotor humano de Mifn2
comprendida entre -532/-229 se insert6 en el plasmido TK-Luc entre Smal y Kpnl
(se pierden las dianas).

-352/-229-TK-Luc (Avr-TK): La construccion -532/-229-TK-Luc fue digerida con
Asp718 y Avrll para eliminar el fragmento -532/-352, se tratd con la Klenow y se
religo.

-532/-459-TK-Luc (AN-TK): La regiéon del promotor humano de Mifn2
comprendida entre -532/-459 se insert6 en el plasmido TK-Luc entre Smal y Kpnl.
-459/-352-TK-Luc (AX-TK): La region del promotor humano de Mifn2
comprendida entre -459/-352 se insertd en el plasmido TK-Luc entre Smal y Xhol.
-432/-352-TK-Luc (Pvu-TK): En la construccion -459/-352-Luc se ha generado
una diana para Pvul por mutagénesis dirigida en la posicion -432. Se ha digerido

con Pvul y Asp718, tratado con la Klenow y religado.
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30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

-407/-352-TK-Luc (Nde-TK): En la construccion -459/-352-Luc se ha generado
una diana para Ndel por mutagénesis dirigida en la Posicion -407. Se ha digerido
con Pvul y Asp718, tratado con la Klenow y religado.

Versiones mutantes de -459/-352-TK-Luc: Mediante mutagénesis dirigido se
generaron 3 construcciones de -459/-352-TK-Luc con mutaciones en los HRE 1, 2y
3 (MutC-TK, MutA-TK y MutB-TK). Los oligonucle6tidos utilizados para realizar
las mutaciones fueron:

Mut HRE 1: 5’°- tgctgctcttctGtcGAcaaaggcgactgaagg-3’

Mut HRE 2: 5°- getcttctttcctcaTaTgcegactgaagggeag-3°

Mut HRE 3: 5’°- tcaaaggcgactgaaTTCcagcaggcccatgete-3°

Versiones mutantes de -1982/+45-Luc: Se mutaron los HRE 1, 2 y 3 mediante
mutagénesis dirigido utilizando los mismos oligonucleo6tidos que se describen arriba
(MmutC, MmutA y MmutB). Se mutaron las 2 posibles cajas de union a MEF2
(Mmutl y Mmut2) mediante mutagénesis dirigida con los oligonucleotidos
representados en la Figura 33.

-1332/-682-TK-Luc (Kpn-Msc-TK)): La region del promotor humano de Mfn2
comprendida entre -459/-352 se insertd en el pldsmido TK-Luc entre Smal y
Asp718.

-1030/-682-TK-Luc (AspA-TK): El plasmido -1332/-682-TK-Luc se digirié con
Aspl y Asp718, se tratd con la Klenow y se religo.

-862/-682-TK-Luc(Msc-TK): El plasmido -1332/-682-TK-Luc se digirié con Mscl
y Kpnl, se trat6 con la Klenow y se religo.

-1030/-862-TK-Luc (AspM-TK): El plasmido -1030/-682-TK-Luc se digeri6 con
Mscl y Mlnl, se trato con Klenow y se religo.

Versiones mutantes de -1332/-682-TK-Luc: Mediante mutagénesis dirigida se
mutaron las dos posibles cajas de union a MEF2A del plasmido -1332/-682-TK-
Luc. Los oligonucledtidos usados en la mutagénesis se describen en la figura 33.
Vector GFP: Vector de expresion de la proteina verde fluorescente (green
fluorescent protein), utilizado como referencia de la eficiencia de transfeccion.

Cedido por el Dr. Joan Bertran (Dep. de Bioquimica, UB).
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Vector expresion PPARy: Vector de expresion eucariota del factor PPARy
humano. Cedido por el Dr. Diego Haro (Dep. Bioquimica UB).

MEF2A: Vector de expresion del factor de transcripcion miogénico MEF2A. Fue
obtenido de la Dra. Pilar Ruiz-Lozano (Department of Medicine, University of
California at San Diego, USA).

MEF2C: Vector de expresion, en este caso de la isoforma C de MEF2. Fue
obtenido del Dr. John McDermott (Department of Biology, York University,
Toronto, Canada). El cDNA de MEF2C esta clonado en el vector de expresion
eucariota pMT?2.

MEF2D: Este vector de expresion eucaridtico contiene el cDNA de MEF2D de
raton clonado entre las dianas EcoRI y HindIII del pldsmido pcDNA I/A, y nos fue
proporcionado por el Dr. Eric N. Olson (MD Anderson Cancer Center, The
University of Texas, USA) (Martin et al., 1994).

. TRal-pMT2: Este es el vector de expresion utilizado para TRal. El cDNA del

receptor de hormona tiroidea al esta clonado en la diana EcoRI de pMT2 y fue
proporcionado por el Dr. Nadal-Ginard (Lee et al., 1997).

pBluescript 2 KS-: Plasmido utilizado como carrier en experimentos de
transfeccion transitoria (Stratagene).

MyoD: Vector de expresion de este factor miogénico. Este pldsmido llamado
pEMCII(S) contiene el cDNA de MyoD de raton, clonado en la diana EcoRI del
vector de expresion EMSVscribe-a2, y nos fue proporcionado por el Dr. Harold
Weintraub (Fred Hutchinson Cancer Research Center, USA).

NFAT1: Vector de expresion de la forma humana de NFAT1 (NFATp clonado en
el plasmido pEF-BOS. Donado por el Dr. Redondo (Centro de Biologia Molecular
Severo Ochoa, Madrid)

NFAT2: Vector de expresion de NFAT2 (NFATc) humano. Cedido por el Dr. GR
Crabtree (Howard Hughes Medical Institute, Stanford, USA)

NFAT4: Vector de expresion de NFAT4 clonado entre Xhol y Notl en el plasmido
pREP4. Donado por el Dr. Redondo (Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa,
Madrid)
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49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.
57.

38.

59.

60.

NRF-1: ¢cDNA de NRF-1 clonado en el vector de expresion eucariotico pSGS.
Proporcionado por el Dr. Richard C. Scarpulla (Northwestern University Medical
School, Chicago, USA; (Virbasius et al., 1993b)

PGC-1a: Vector de expresion de PGC-la cedido por el Dr. Puigserver (John
Hopkins University School of Mdicinie, Baltimore, USA).

Flag-PGC-1a: Vector de expresion de PGC-1a con un epitopo Flag. Clonado en
pCDNA3.1. Cedido por el Dr. Pere Puigserver (John Hopkins University School of
Mdicinie, Baltimore, USA)

ERRa: cDNA de ERRa clonado en la diana Smal del vector de expresion pCMX.
Cedido por el Dr. Diego Haro (Dep. Bioquimica UB).

HNF-4a: Vector de expresion del HNF-4a de raton clonado en pLEN4S. Cedido
por el Dr. Diego Haro

COUP-TFII: Vector de expresion del receptor nuclear COUP-TFII. Cedido por el
Dr. Diego Haro

Spl: Vector de expresion de la forma humana de Spl bajo el promotor del CMV.
Amablemente donado por el Dr. Tjien (Universidad de California, USA).

Sp3: Vector de expresion de Sp3. Cedido por el Dr. Horowitz.

c-Jun: Vector de expresion de c-Jun. Cedido por el Dr. Chambard (Centre Antoine
Lacassagna-CNRS, Niza).

c-Fos: Vector de expresion de la proteina c-Fos de raton. Cedido por el Dr.
Chambard (Centre Antoine Lacassagna-CNRS, Niza).

C/EBPa.: cDNA de C/EBPa en el vector de expresion pEMBL19. Obtenido del Dr.
Zhaodancao (Carnigie Institution of Washington, Baltimore).

RORa2: cDNA correspondiente a la isoforma RORa2 clonado en pCMX. Cedido
por el Dr. Diego Haro.



Abstrat.

Mitofusin 2 (Mfn2) is a mitochondrial fusion protein. Mfn2 have been related in several
diseases such as neuropathy of Charcot-Marie-Tooth type 2A, vascular proliferative
disorders and type 2 diabetes and obesity. Consequently, the mechanisms that regulate
Mfn2 gene expression are of relevance.

The human Mfn2 promoter was cloned, showing it is located in a CpG island and lacks
TATA box. That makes Mfn2 promoter susceptible to be regulated by methylation. In
skeletal muscle transcription is initiated in at least 6 points in a 171 bp window. Spl may
direct the basal machinery to form a preinitiation complex in human Mfn2 promoter.

Mfn2 is highly expressed in tissues with elevated energy demand. Gene reporter assays
allowed to identify some transcription factors that may mediate tissue specific expression.
Mfn2 was induced with cold and [-3-adrenergic receptor agonist exposure, conditions
associated with enhanced energy expenditure. The cold induced coactivator PGC-
la regulated Mfn2 expression requiring the integrity of an estrogen-related receptor o
(ERRa)-binding element located at —413/-408. ERRa also activated the transcriptional
activity of the Mfn2 promoter and the effects were synergic with those of PGC-
la Repression of Mfn2 reduces oxygen consumption, glucose oxidation and mitochondrial
membrane potential. Using knock down strategy was showed that Mfn2 cold play a crucial
role in mitochondrial energization by PGC-1a.

Mifn2 showed higher expression in slow twitch oxidative muscle fibres than in fast twitch
glucolitic fibres. This is a new evidence of Mfn2 as regulator of substrate oxidation. We

proved that Mfn2 gene expression was regulated by calcium. High intracellular calcium



levels in oxidative muscle fibres could be the initiator of the cascade that results in higher
Mfn2 expression. One of the downstream effectors of calcium is MEF2 that binds and
activates Mfn2 promoter.

Data provided indicated that Mfn2 expression was increased in skeletal muscle when
energy demand is high. The increases in Mfn2 expression supposed a higher mitochondrial
membrane potential, this mitochondrial membrane potential could be dissipated coupled to
ATP synthesis (oxidative muscle) or uncoupled to produce heat (cold exposure) depending

the energetic requirements of the cell in each case.



