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INTRODUCCION

1.1 DESARROLLO DE LA ACUICULTURA Y CRECIMIENTO DE LA
POBLACION MUNDIAL

En las Gltimas cinco décadas, la oferta mundial de pescado para consumo humano
crecid a un ritmo medio de una tasa anual del 3,2% superando la tasa de crecimiento de
1,6% de la poblacién mundial. De hecho, desde 2001 al 2013 el consumo per cépita de
pescado en el mundo aumenté un 22%, de 16,1 kg a 19,7 kg, alcanzando un nuevo récord
de 20 kg en 2014. En términos globales, la contribucién del consumo de pescado a la
ingesta de proteinas animales en la poblacion también estd aumentando, alcanzando el
17% en 2013 (EUMOFA, 2016; FAO, 2016).

De 2013 a 2014 el consumo aparente de productos pesqueros en la Unién Europea
(UE) aument6 409.000 toneladas, llegando a casi 13 millones de toneladas. Esto
representa un aumento del 3,5% del consumo medio per capita de pescado en la UE, que
alcanzé los 25,53 kg (EUMOFA, 2016). El aumento del consumo fue més significativo
para los productos de la acuicultura, con un aumento del 6%, mientras que el consumo de
pescado silvestre, pese a representar el 75% del consumo total, aumentd s6lo un 2,7%.
Sin embargo, el consumo per capita de la UE es muy variable, desde 5 kg en Serbia y
Albania hasta 90 kg (valores para 2014) en Islandia, que es la més alta del mundo. Para
el mismo periodo el consumo per céapita de pescado en Espafia alcanz6 los 46,2
kilogramos, siendo el tercero mas alto de la UE (EUMOFA, 2016; FAO, 2016). La dorada
(Sparus aurata) es la especie de mayor produccion acuicola en Espafia y, entre los peces
de origen marino, en Europa. En el 2013, la produccion total de esta especie, cultivada
fundamentalmente en area mediterranea, se cuantifico en 147 mil toneladas, aportando el
56% del total de la produccion de peces marinos en Europa (Tabla 1) (FEAP, 2016).

Figura 1 2007 2008 wos | om0 2011 w2 | am3 2014 s |
Sea Bream

Produccion acuicola de Sparus aurata en area mediterranea. Adaptado de FEAP (2016).
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Se espera que el crecimiento continuo de la poblacion mundial, la rapida urbanizacion
y el aumento del nivel de vida, asi como los avances tecnoldgicos en la elaboracion,
envasado y distribucion de alimentos y el creciente reconocimiento del pescado como
alimento nutritivo, apoyen el aumento continuo del consumo per capita de pescado. De
hecho, el pescado se considera cada vez mas como un alimento nutritivo que debe
incluirse en una dieta saludable debido a sus proteinas de alta calidad, con un perfil
adecuado de aminoéacidos, grasas esenciales (por ejemplo, acidos grasos de cadena larga,
omega-3), vitaminas (D, A y B) y minerales (incluyendo calcio, yodo, zinc, hierro y
selenio) (FAO, 2015, 2016; EUMOFA, 2016).

Con la produccion de pesca de captura relativamente estatica en 90-95 millones de
toneladas desde mediados de los afios noventa del siglo pasado, la demanda adicional de
productos pesqueros ha sido satisfecha por la produccion acuicola (Figura 2A). Se espera
que esta tendencia continte y se prevé que la acuicultura seguira siendo el sector de mayor
crecimiento para la produccion de alimentos antes de 2025, a pesar de que se prevé una
disminucion de su tasa de crecimiento anual de 2,5% a 1,5% para 2025. Sin embargo, la
participacion de la acuicultura en la produccion pesquera total crecera del 44% en 2013-
15 al 52% en 2025 (Figura 2B). Sin embargo, dado que casi todos los peces producidos a
partir de la acuicultura se destinan al consumo humano, se preve que la participacion de
la acuicultura en el consumo mundial de pescado aumentara del 50% en 2013-2015 al
57% en 2025 (Figura 2C). Ademas, es importante sefialar que la participacion de la
produccion acuicola varia ampliamente entre los continentes, representando sélo el 18%

de la produccion total de peces en Europa en 2014 (FAO, 2016).

Las Naciones Unidas estiman que la poblaciéon mundial alcance la cifra de 8,5 mil
millones en 2030 y 9,7 mil millones en 2050. En un contexto de cambio climatico,
incertidumbre econémica, financiera y limitados recursos naturales, alimentar a 9,7 mil
millones de personas en 2050 es considerado uno de los mayores desafios del siglo XXI
y motivo a los estados miembros de las Naciones Unidas, el 25 de septiembre de 2015, a
adoptar el Programa 2030 para el Desarrollo Sostenible y los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (SDGs). Entre otros objetivos, esta agenda tiene como finalidad, asegurar el
desarrollo sostenible de la pesca y la acuicultura en términos sociales, econémicos y
ambientales. (FAO, 2016).
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Figura 2. Evolucion de la acuicultura: situacion actual, tendencias y perspectivas futuras.
A: Pesca mundial y produccion acuicola; B: La acuicultura y la pesca de captura relacionadas con
la produccién mundial; C: Participacion relativa de la acuicultura y la pesca de captura en el

consumo mundial. Imagen adaptado de la FAO (2016).
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1.2 HACIA UNA ACUICULTURA SOSTENIBLE

La harina de pescado (HP) y el aceite de pescado (AP) aln se consideran los
ingredientes més nutritivamente equilibrados para los peces carnivoros, debido a su alta
palatabilidad, digestibilidad, niveles de acidos grasos poliinsaturados y perfil de
aminodcidos. Sin embargo, con la disminucion progresiva de la produccién y la subida
de los precios de dichos productos basicos, se ha vuelto imperativo encontrar fuentes de
proteinas y lipidos méas asequibles y sostenibles para reemplazar parcial o totalmente la
harina de pescado y el aceite de pescado (Oliva-Teles, Enes and Peres, 2015). En ese
proceso, HP y AP se han convertido en ingredientes estratégicos, siendo incluidos en altas
concentraciones sdlo en etapas de producciones especificas (por ejemplo, alimentacion
de reproductores y al inicio y final de la produccion acuicola) (ARRAINA, 2016). Estos
cambios en la formulacién de la dieta no producen una adaptacion adecuada en peces
carnivoros, comparados con otros animales, debido a que estos peces tienen mayor
requerimiento de proteinas y aminoacidos, ya que son mas dependientes de la proteina
dietética en lugar de glucosa o lipidos para satisfacer sus necesidades metabdlicas (Halver
and Hardy, 2002).

La proteina es el componente més caro del pienso, lo que justifica la gran cantidad de
investigaciones centradas en reducir la dependencia insostenible de la HP que cada vez
es mas costosa. En la Gltima década se lograron algunos avances en la reduccion de la
dependencia de la AP en la dieta, con resultados muy distintos entre los peces carnivoros
(con un alto requerimiento de proteina, 40 a 55% de la dieta) y peces herbivoros y
omnivoros, (con un menor requerimiento de proteina, 25 a 35% de la dieta) (Halver and
Hardy, 2002; Jobling, 2011; Bowyer, Qin and Stone, 2013; Heflin et al., 2016).
Actualmente, las dietas para peces herbivoros y omnivoros son casi desprovistas de AP,
teniendo la harina de soja como la principal fuente de proteina (Tacon, Hasan and Metian,
2011; IFFO, 2013; Lehmkoster, 2013). Sin embargo, uno de los principales problemas
con el uso de fuentes alternativas de proteinas es su perfil distinto de aminoacidos cuando
se compara con AP. Al igual que otros animales, los peces no tienen un requisito de
proteina Gnico, sino que requieren una mezcla bien equilibrada de aminoacidos esenciales

y aminodacidos no esenciales (Halver and Hardy, 2002; Li et al., 2009; Jobling, 2011).
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En la actualidad, los piensos vegetales (PV) y, en menor medida, las proteinas
procesadas de animales (PPA) constituyen las principales fuentes de proteinas
alternativas a la haria de pescado. En comparacién con los PV, las PPA, como la harina
de aves de corral, la harina de plumas y la harina de sangre, presentan un mayor valor
nutricional para los peces debido a la ausencia de factores anti nutricionales, buena
palatabilidad, alto contenido de proteinas (60 a 90%), y el contenido apropiado de
aminodacidos esenciales, con la excepcion de metionina (ARRAINA, 2016). A pesar de
una tendencia creciente del uso de PPA en los piensos y sus precios competitivos, el PPA
todavia representa menos del 1% del total de piensos utilizados en la produccion mundial
de alimentos acuaticos. La preocupacion de los consumidores con respecto a su inclusion
en los alimentos para peces se debe al riesgo de trasmision de enfermedades
(Karapanagiotidis, 2014; Heflin et al., 2016).

Los PV estdn altamente disponibles en el mercado global. PV presentan una
composicion nutricional relativamente constante, precios competitivos y pocos
problemas de inocuidad, lo que los hace adecuados para su incorporacion en alimentos
acuaticos (Olsen and Hasan, 2012; Natale et al., 2013; Coutinho et al., 2015). En el lado
negativo, los PV presentan un contenido de proteina muy variable; altos contenidos de
carbohidratos, tanto digeribles (tales como almidén) como no digeribles (tales como
fibras); insuficiencia de aminodcidos esenciales; una diversidad de factores anti-
nutricionales (FAN) incluyendo fitato, que limita la disponibilidad de fosforo dietético
(Jobling, 2011; Tacon, Hasan and Metian, 2011; Nogueira et al., 2012; ARRAINA,
2016). Por otra parte, los PV son menos apetecibles que HP o PPA, con la que se debe
tener cuidado adicional al formular dietas basadas en proteinas vegetales con el fin de no
comprometer la ingesta del pienso (Kader et al., 2012; ARRAINA, 2016).

Una manera posible de reducir la expresién de las enzimas clave de las vias
metabolicas es a través de la modificacion del genoma mediante la creacién de animales
transgénicos. Sin embargo, los animales y plantas transgénicos no son bien aceptados por
los consumidores. Otra probabilidad de proveer una acuicultura sostenible se basa en
modular la actividad o expresién de enzimas claves de estas vias mediante la
programacion nutricional, sin afectar el genoma. Varios estudios mostraron que las
influencias dietéticas ejercidas en etapas del desarrollo temprano (ontogenia) pueden

tener consecuencias a largo plazo.
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1.3 METABOLISMO DE LOS CARBOHIDRATOS EN LOS PECES

En contraste con los vertebrados terrestres, los peces carnivoros parecen utilizar los
carbohidratos de una manera menos efectiva. Por lo tanto, se acepta generalmente que
estos peces no usan de forma primordial los carbohidratos dietéticos (Jobling, 2011). Se
ha sugerido que, satisfacen sus requerimientos de glucégeno, en gran medida a través del

catabolismo de aminoécidos (Halver and Hardy, 2002; Leaver, 2008).

La figura 3 muestra un modelo metabdlico donde se evaltan las fuentes de aparicion
de glucosa en plasma a partir de la alimentacion con carbohidratos y mediante
gluconeogénesis a partir de los aminodcidos dietéticos (Rito et al., 2017). Aunque
diversos estudios han caracterizado diferentes enzimas del metabolismo de los
carbohidratos, su papel y la contribucién de los carbohidratos de la dieta a los
requerimientos de energia total en peces no parecen aun totalmente clarificados, pues
varios de ellos han indicado que la regulacién hormonal y metabdlica de los carbohidratos
y del gasto energético varian segln las especies de peces y difieren con respecto a
mamiferos (Navarro et al., 2002; Polakof et al., 2012; Soengas, 2014).

Carbohidratos

Glucosa
circulante

Aminoacidos

Reciclaje de glucosa

Gluconeogénesis

Figura 3. Modelo metabdlico de las posibles fuentes de aparicién de glucosa en plasma
durante la alimentacion con carbohidratos. La digestion de los carbohidratos en la dieta
contribuye a la glucosa directamente a través de la absorcion. La gluconeogénesis es alimentada
por aminoéacidos derivados de la dieta, asi como por los equivalentes de piruvato de la glicolisis
del tejido periférico de la glucosa circulante. Adaptado de Rito y colaboradores (2017).

GASPAR’ C.Xﬂ



INTRODUCCION

1.3.1 Intolerancia a la glucosa en peces carnivoros

En los mamiferos, la glucosa es el combustible utilizado por la mayoria de los tejidos.
Sin embargo, hasta qué punto los peces teledsteos pueden utilizar la glucosa y cudl es su
contribucion al metabolismo energético global aln no es bien comprendido. La glucosa
ha sido descrita como el sustrato principal en varios tejidos. Sin embargo, las especies de
peces carnivoros son tradicionalmente consideradas intolerantes a la glucosa (Wilson,
1994; Moon, 2001; Wang et al., 2016). Esto se debe principalmente a la hiperglucemia
persistente que se presenta después de la ingestion de una dieta rica en carbohidratos o de

la administracion glucosa (Polakof et al., 2012; Soengas, 2014).

Este grado variable de intolerancia a la glucosa en teledsteos, parece explicarse, al
menos en parte, por varios factores relacionados con el metabolismo de la glucosa y su
control. Sin embargo, otras posibles causas de esta baja capacidad para metabolizar los
carbohidratos siguen siendo menos exploradas, como el posible papel que ejercen los
aminodacidos en la modulacién transcripcional en la expresion de genes implicados en las

diferentes vias metabolicas.

Inicialmente, se sugirié que niveles bajos de insulina endégena, observados en tests
de tolerancia a glucosa, podrian contribuir al mantenimiento de una hiperglucemia
prolongada y de la baja capacidad de los peces para utilizar niveles elevados de
carbohidratos (Moon, 2001; Eames et al., 2010; Polakof et al., 2012). Sin embargo, los
niveles de insulina en los peces son similares 0 a menudo mas elevados que los
observados en mamiferos (Plisetskaya, 1998; Navarro et al., 2002; Gisbert, Sainz and
Hung, 2003). No obstante, si bien se ha observado un aumento de la insulina en plasma
después de la administracién de glucosa en los peces, ciertos aminoécidos parecen ser
estimuladores mas potentes que la glucosa en la liberacion de insulina (Enes et al., 2009;
Li et al., 2009; Rito et al., 2017).

Otros factores que explican la escasa utilizacion de la glucosa en los peces en
comparacion con los mamiferos son el nimero relativamente bajo de receptores de
insulina y la menor capacidad de la glucosa para estimular la secrecion de insulina en
comparacion con la de los aminoéacidos (Navarro et al., 2002). Ademas, la hiperglucemia
persistente observada en peces carnivoros después de una ingesta de carbohidratos a pesar

de la existencia de secrecion de insulina y receptores de insulina en tejidos sensibles a
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ésta, se asemeja al estado de resistencia a la insulina de seres humanos que padecen
diabetes tipo 2 (Moon, 2001; Gisbert, Sainz and Hung, 2003; Enes et al., 2011).

Otro factor estudiado con respecto a la baja capacidad de utilizacion de la glucosa en
los peces es el transportador de glucosa (GLUT). La entrada de la glucosa circulante al
interior de las células estd condicionada por la presencia de transportadores especificos
situados en las membranas. La ausencia de transportadores funcionales de glucosa
(GLUTS) en el higado, fue considerada otra posible causa de intolerancia a la glucosa en
peces. Sin embargo, se descrito la presencia de isoformas de peces homélogas a las de
mamiferos, incluyendo GLUT1 de Oncorhynchus mykiss (Teerijoki et al., 2000),
Cyprinus carpio (Teerijoki et al., 2001) y Gadus morhua (Hall et al., 2004); GLUT2 de
Oncorhynchus mykiss y Gadus morhua (Hall, Short and Driedzic, 2006); GLUT3 de
Ctenopharygodon idella (Zhang et al., 2003) y Gadus morhua (Hall et al., 2005); y
GLUT4 de Oncorhynchus kisutch (Capilla et al., 2004) y Gadus morhua (Hall, Short and
Driedzic, 2006).

1.3.2 Homeostasis de la glucosa en peces carnivoros

La homeostasis de la glucosa es el resultado de un equilibrio entre la utilizacion de
glucosa (glucdlisis) y la produccion de glucosa (gluconeogénesis y glucogenolisis)
(Figura 4). La gluconeogénesis y la glucdlisis se coordinan de manera que dentro de una
célula una via es relativamente inactiva mientras que la otra es altamente activa. Los datos
disponibles apoyan la hipotesis de que la capacidad relativamente baja de los peces, en
particular las especies carnivoras, de utilizar eficientemente los carbohidratos dietéticos
esta parcialmente relacionada con una regulacion inadecuada de la utilizacion de glucosa

(glucdlisis) y de la produccion (gluconeogénesis) en el higado.

En mamiferos, la ingesta de carbohidratos en la dieta induce significativamente la via
glicolitica y simultdneamente inhibe la gluconeogénesis (lynedjian, 2009). Sin embargo,
la inhibicion posprandial de la produccién endégena hepética de glucosa esta alterada y
es una caracteristica metabdlica de la trucha arcoiris (S Panserat et al., 2000; Panserat et
al., 2001; S. Panserat et al., 2001). Esta falta de regulacidn de la gluconeogénesis también

se observo en S. aurata (Caseras et al., 2000).
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Figura 4. Principales vias metabolicas responsables de mantener la homeostasis de la
glucosa.

Un punto limitante en el uso metabolico de la glucosa se encuentra en su fosforilacion
intracelular. EI primer paso de “activacion” de la glucosa es su fosforilacion a glucosa-6-
fosfato, lo cual permitira su posterior uso energético o su almacenamiento. La reaccién
esta mediada por una enzima denominada hexoquinasa (cuando el sustrato es cualquier
hexosa) y glucoquinasa (GK, cuando es especifica de la glucosa). La incapacidad relativa
de los peces carnivoros para utilizar la glucosa se describié que era debida en parte a la
ausencia de actividad GK en higado. Sin embargo, andlisis bioquimicos indicaron la
presencia de actividad tipo GK en el higado de salmén atlantico (Salmo salar), trucha
arcoiris  (Oncorhynchus  mykiss), fletan  (Hippoglossu shipoglossus), lubina
(Dicentrarchus labrax), besugo Pagellus bogaraveo y carpa comin (Cyprinus carpio)
(Polakof and Soengas, 2013; Panserat, Rideau and Polakof, 2014; Marandel et al., 2017)
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Por otra parte, se aislo y clond el ADNc que codifica la GK de higado de S. aurata, y
se estudié la modulacion de la expresion génica en funcién del estado nutricional de los
peces (Caseras et al., 2000). Estos resultados respaldan la hipétesis de que la GK es
funcional en el higado de los peces, aunque la baja capacidad de los peces para
metabolizar la glucosa puede ser el resultado, al menos en parte, de que la GK sea menos
eficiente que la de otras especies. Una menor actividad GK en higado de peces, podria
ser responsable de la baja utilizacion de los carbohidratos y las caracteristicas “diabetes-
like” de estos animales (Wilson, 1994; Polakof et al., 2012; Panserat, Rideau and Polakof,
2014).

Adicionalmente a la induccion de la expresion de GK, la alimentacién con dietas ricas
en carbohidratos induce la expresion la expresion del gen fosfofructoquinasa-2/fructosa-
2,6-bisfosfatasa (PFKFB1) en el higado de especies como trucha arcoiris y dorada (Met6n
et al., 2000; Panserat, Plagnes-Juan and Kaushik, 2001), en asociacidn con altos niveles
de expresién génica de piruvato quinasa (PK) (Panserat, Rideau and Polakof, 2014). Por
lo tanto, una regulacion ineficaz de la via glicolitica no parece explicar la baja capacidad

de utilizacion de carbohidratos en la dieta por los peces.

La gluconeogénesis y la glicogenolisis son las vias metabélicas implicadas en la
produccion de glucosa endégena por el higado. En ratas, la expresion génica de las
enzimas clave de la via gluconeogénica como; fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(PEPCK)), fructosa-1,6-bifosfatasa (FBPasa-1) y glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) se inducen
por ayuno y se reprimen al alimentar una dieta rica en carbohidratos. En contraste con lo
observado en mamiferos, PEPCK y FBPasa-1 se expresan independientemente del estado
nutricional en los peces (S Panserat et al., 2000; Panserat et al., 2001). En la trucha
arcoiris, la dorada, la lubina europea y el salmén del Atlantico, no se observaron
modificaciones en la expresion y/o las actividades de los genes PEPCK, FBPasa-1 y
G6Pasa debido a los carbohidratos dietéticos (S Panserat et al., 2000; S. Panserat et al.,
2000, 2001; Enes et al., 2006). Esto sugiere que hay un alto nivel persistente de
produccion de glucosa enddgena en el higado de pescado debido a una falta de regulacion
de la gluconeogénesis por los carbohidratos de la dieta (Enes et al., 2009; Polakof et al.,
2012; Marandel et al., 2017).
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1.4 METABOLISMO DE AMINOACIDOS EN PECES

La maquinaria metabdlica en los peces es similar a la de los mamiferos, a pesar de
que los carbohidratos y los lipidos son las fuentes de energia preferidas en los mamiferos,
mientras que las proteinas y los lipidos son las principales fuentes de energia en la
mayoria de las especies de peces (Enes et al., 2009). Las principales diferencias entre el
metabolismo intermediario de mamiferos y peces estan relacionadas con el control
hormonal de la utilizacion de nutrientes y los productos finales de la excrecion de
nitrégeno. Contrariamente a los mamiferos, la mayoria de los peces no tienen un ciclo
funcional de urea y excretan directamente los residuos nitrogenados en el agua en forma
de amoniaco (NH4"), un proceso que requiere poco gasto energético (Walton and Cowey,
1982; Halver and Hardy, 2002; Dolomatov et al., 2011).

El higado es el 6rgano mas importante que gobierna la homeostasis de los
aminodacidos. De hecho, es el principal érgano responsable de la sintesis de aminoécidos
no esenciales, tiene la mas alta tasa de sintesis proteica y una alta tasa de reciclaje de
proteinas, lo que justifica las altas actividades de enzimas catabdlicas (Walton and
Cowey, 1982; Kaushik and Seiliez, 2010). A pesar de muchos afios de investigacion sobre
el metabolismo de los aminoécidos en peces, se sabe relativamente poco acerca de los
factores que regulan el flujo de los aminoacidos en las vias catabdlicas y anabdlicas. Se
ha sugerido que algunos aminoacidos se dirigen preferentemente hacia el crecimiento en
lugar de hacia el catabolismo en peces. Este hecho podria deberse a que la Km de las
aminoacil-tRNA sintetasas sea unas 10 veces mas baja que la Km de las transaminasas,
enzimas que conducen a los aminoacidos a vias oxidativas (Walton and Cowey, 1982;
Halver and Hardy, 2002). Por otra parte, la cantidad de aminoacidos libres juega un papel
importante en la regulacion de la sintesis de proteinas (Houlihan, Mathers and Foster,
1993) y la proporcidn de aminoacidos lo hace a su vez sobre el crecimiento y desarrollo
(Li et al., 2009).

En peces, los aminoacidos son insulinotrépicos mas importante que la glucosa y, este
efecto de los aminoacidos difiere en funcién de la especie de pez estudiada. En el
lenguado, la arginina es el principal aminoacido insulinotrdpico, seguido de la alanina,
metionina y serina (Andoh, 2007). La arginina es también un potente agente

insulinotrépico en otras especies de peces, como son la anguila europea (Ince and Thorpe,
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1977), pez gato (Ictalurus punctatus) (Ronner and Scarpa, 1987) y salmon plateado
(Plisetskaya et al., 1991).

La actividad insulinotrépica es especifica de los aminoacidos, indicando que los
sensores relacionados con la secrecion de insulina pueden reconocer la estructura terciaria
de los aminoacidos. En estudios realizados en anguila europea (Murai and Ogata, 1990)
se ha descrito que las concentraciones de los aminoacidos libres en plasma disminuyen
significativamente después de la inyeccion intramuscular de insulina. Esto explica que la
insulina puede causar una disminucion tanto de los niveles de aminoacidos como de

glucosa en sangre.

1.4.1 Catabolismo de los amino&cidos en peces

Después del consumo de alimento, los aminoécidos absorbidos alcanzan el higado a
través del sistema portal hepatico y, dependiendo del estado nutricional de los peces y la
calidad de la proteina alimentaria, el aminoacido se utiliza para la sintesis de proteinas,
para la produccion de energia a través del ciclo del acido citrico, glucosa
(gluconeogeénesis) o acidos grasos (a través de la lipogénesis) (Wilson, 1994; Halver and
Hardy, 2002; Ohkubo and Matsubara, 2002; Polakof et al., 2012; Betancor et al., 2014).

El primer paso en el catabolismo de los aminoacidos consiste en eliminar el grupo
amino del aminoacido. Para algunos aminoacidos esto puede ocurrir a través de la
desaminacion directa por enzimas especificas, con formacién de amoniaco. Sin embargo,
la mayoria de aminoécidos siguen una via de transaminacion, en la que las transaminasas
(o aminotransferasas) catalizan la transferencia reversible de un grupo amino de un
aminoacido a un a-cetodcido, generando un nuevo aminoacido. Después de la eliminacién
del grupo amino, la cadena de carbono (a-cetodcido) entra en el ciclo de acido citrico en
diferentes puntos (figura 5A) para generar energia o convertirse en productos de
almacenamiento de energia, tales como glicogeno y lipidos, a través de las vias
gluconeogénica y lipogénicas, respectivamente (Walton and Cowey, 1982; hillart and
Van Raaij, 1995; Jirss, Bastrop and Jurss, 1995; Halver and Hardy, 2002; Bibiano Melo
et al., 2006; McMahon et al., 2010). Por lo tanto, la via de transaminacion es con
frecuencia el primer paso en la degradacién de aminoécidos y el Ultimo paso en la

biosintesis de aminoacidos no esenciales (Figura 5A y B).
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En los teledsteos, como S. aurata, méas del 70% del amoniaco se produce a partir del
catabolismo de aminoacidos en el higado, principalmente por transaminacién (Jurss,
Bastrop and Jurss, 1995; Stanley, 2009; Cowey and Knox, 2017). En esta via, un
aminoacido es transaminado y eventualmente origina glutamato (Glu), que luego es
desaminado oxidativamente por la glutamato deshidrogenasa (GDH), para formar a-
cetoglutarato y amoniaco. La alanina aminotransferasa (ALT) y la aspartato
aminotransferasa (AST) son responsables de las etapas de transaminacion, convirtiendo
alanina (Ala) y aspartato (Asp) en Glu, respectivamente, siendo consideradas, junto con
GDH, las enzimas mas relevantes en el catabolismo de aminoécidos (Figura 5B)
(Engelking, 2015).

ALT y AST estan presentes en citosol y mitocondrias, y GDH se encuentra en la
matriz mitocondrial, por lo que la transaminacion es un proceso que mayoritariamente se
realiza en la mitocondria. Ademas, GDH es una enzima alostérica, inhibida por ATP y
GTP, y activada por ADP, constituyendo una enzima clave de control para el catabolismo
de aminoécidos (Walton and Cowey, 1982; Jurss, Bastrop and Jurss, 1995; Engelking,
2015).

Las actividades de las enzimas catabolizantes de aminoécidos hepéaticos se han
utilizado como indicadores de la utilizacién metabdlica de aminoacidos, en los casos de
sustitucion dietética de aminoacidos o el desequilibrio dietético de aminoacidos, donde
se ven afectadas las actividades especificas de ALT, AST y GDH (Moyano, Cardenete
and De la Higuera, 1991; Gomez-Requeni et al., 2003; Peres and Oliva-Teles, 2005,
20064, 2007; Du et al., 2011; Bafiuelos-Vargas et al., 2014). Sin embargo, en los peces,
los efectos del perfil dietético de aminoacidos en estas actividades enzimaticas son
relativamente contradictorios, con varios estudios que indican una ausencia de regulacién
de algunas de estas enzimas a pesar de los cambios en los perfiles dietéticos de
aminoacidos (Moyano, Cardenete and De la Higuera, 1991; Gomez-Requeni et al., 2003;
Peres and Oliva-Teles, 2005, 2006b, 2007; Rolland et al., 2016). De hecho, Cowey (1995)
consider6 que las enzimas catabolizantes hepaticas de los peces no eran adaptativas,
mientras que Moyano y colaboradores (1991) reportaron que las actividades de las
enzimas GDH vy transaminasas eran altamente susceptibles a diferentes factores
nutricionales.
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Figura 5. Interconversion de intermediarios del ciclo del acido citrico y aminoacidos.

A. Intermediarios del ciclo del &cido citrico siguiendo el catabolismo de aminoacidos. B.
Biosintesis de aminoacidos esenciales por intermediarios del ciclo de &cido citrico. Alanina (Ala);
Triptofano (Trp); Cisteina (Cys); Glicina (Gly); Treonina (Thr); Serina (Ser); Leucina (Leu);
Tirosina (Tyr); Fenilalanina (Phe); Lisina (Lys); Isoleucina (lle); Histidina (His); Prolina (Pro);
Glutamina (GIn); Arginina (Arg); Glutamato (Glu); Valina (Val); Asparagina (Asn) Aspartato
(Asp); Metionina (Met); Fosfoserina aminotransferasa (PSA); Alanina aminotransferasa (ALT);
Aspartato aminotransferasa (AST); Glutamato deshidrogenasa (GDH). Adaptado de Engelking,
(2015).
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1.4.2  Gluconeogénesis a partir de aminoécidos en peces

A pesar de la pobre utilizacién de los carbohidratos, los peces requieren glucosa ya
que esta representa el combustible preferido para el cerebro y el tejido nervioso, los
glébulos rojos y las gonadas (Walton and Cowey, 1982). Una gran parte de la
gluconeogénesis es proporcionada por el catabolismo de aminoacidos. Por lo tanto, en los
peces, especialmente en los peces carnivoros, la gluconeogénesis adquiere especial

importancia.

Los principales precursores gluconeogénicos son lactato, piruvato, glicerol y los
aminodcidos gluconeogénicos (Nordlie, Foster and Lange, 1999; Barthel and Schmoll,
2003). El catabolismo de aminoacidos gluconeogénicos contribuye a la generacién de
energia metabolica y proporciona sustratos para la gluconeogénesis hepatica para
mantener la concentracién de glucosa en la sangre (Ruderman, 1975) (Figura 5). Entre
los amino&cidos gluconedgenicos, es la serina, el principal sustrato gluconeogenico en
peces. No obstante, in vivo, se piensa que la alanina es cuantitativamente el aminoacido
mas importante (Mommsen, French and Hochachka, 1980; Andoh, 2007). Como en el
caso de los mamiferos es posible que, la gluconedgenesis a partir de alanina sea
cuantitativamente la via mas importante en peces (Jirss, Bastrop and Jurss, 1995; Andoh,
2007; Lietal., 2009). La tasa de sintesis de glucosa a partir de aminoacidos en hepatocitos
hallados en trucha sigue el orden: serina > aspargina > alanina > glicina > prolina > valina
(Walton and Cowey, 1982)

Los aminoacidos no sdlo son precursores de glucosa y acidos grasos, suministrando
esqueletos de carbono para la gluconeogénesis y la lipogénesis, sino que también son
moléculas de sefializacion (Walton and Cowey, 1982; Berg, Tymoczko and Stryer, 2002).
Estudios en trucha demostraron que la elevacion de la expresion de los genes catabdlicos
de aminoacidos hepaticos se asocié con una mayor activaciéon de mTOR tanto in vivo
como in vitro (Lansard et al., 2011; Seiliez et al., 2011), implicando que la expresion de
genes catabdlicos de aminoacidos hepaticos esta controlada por mTORC1. Ademas, una
dieta rica en proteinas y baja en carbohidratos no sélo induce una mayor activacion de
mTOR sino que también regula positivamente la expresion de serina deshidratasa (SD) y
el complejo cadena alfa ramificada-cetoacido deshidrogenasa (BCKD) en el higado y la

expresion de BCKD-E2 en el musculo (Seiliez et al., 2011). Por lo tanto, no es
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sorprendente que la insulina también regule la expresién de genes catabélicos de
aminoéacidos (SD, ASAT1, BCKDE2, GDH) a través de la activacion mTORC1 (Dai et
al., 2015).

1.4.3 Importancia del glutamato en el metabolismo de proteinas

El glutamato esta en el centro de la eliminacion de la carga proteica por tres razones.
Primero, esta la "familia glutamato” de aminoacidos. Estos aminoacidos (glutamato,
glutamina, prolina, histidina, arginina y ornitina) comprenden el 25% de la ingesta de
aminodcidos en la dieta y se metabolizan mediante la conversién a glutamato. En segundo
lugar, esta el papel clave de la GDH junto con las aminotransferasas ligadas al glutamato
en la realizacion de la eliminacion del nitrégeno del a-amino de casi todos los
aminodcidos via transaminacion. En tercer lugar, en mamiferos, esta el papel clave del
glutamato en la sintesis de N-acetilglutamato, que asegura que la tasa de sintesis de urea
esta de acuerdo con las tasas de desaminacion de aminoécidos. Sin embargo, los peces
teledsteos, son amoniotélicos, es decir que el amoniaco producido por el catabolismo de
los aminodcidos entra en el sistema circulatorio y es excretado por las branquias por
difusion pasiva como amonio (NH4") al medio acuético (Wilkie, 2002; Randall and Ip,
2006; Wright and Wood, 2009).

1.4.4 Papel de la GDH en la transaminacion, desaminacion y excrecion de

amonio

La degradacion de los amino&cidos se puede dividir en 3 etapas: Transaminacion,
desaminacion oxidativa y sintesis de urea (en organismos ureatélicos) o excrecion de
amonio (en animales amoniotélicos) (Ohkubo and Matsubara 2002; Randall and Ip 2006;
Wright and Wood 2009). Todos los aminoacidos comunes, excepto la lisina, pueden ser
transaminados y, el papel crucial del glutamato/a-cetoglutarato como intermediarios de
transaminacion esta bien reportado. Del mismo modo, la importancia de la GDH, en
conjuncion con las aminotransferasas, en la transaminacién de amino4cidos esta bien
establecida (Moyano, Cardenete and De la Higuera, 1991; Jurss, Bastrop and Jurss, 1995;
Halver and Hardy, 2002; Andoh, 2007; Engel, 2014).
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Cuando hay un exceso proteico en la dieta, el excedente de aminoacidos ingeridos
que no se utilizan para sintetizar proteinas no pueden almacenarse y, por lo tanto, deben
ser catabolizados. Los aminoécidos se pueden transaminar a glutamato, que es
desaminado por la GDH para producir a-cetoglutarato, que puede utilizarse como
molécula precursora en la gluconeogénesis y producir glucosa y piruvato a partir de una
fuente sin hidratos de carbono. Eventualmente el a-cetoglutarato puede convertirse a
acetil-CoA para ser incorporado en acidos grasos (Ruderman, 1975; Jirss, Bastrop and
Jurss, 1995; Berg, Tymoczko and Stryer, 2002; Bibiano Melo et al., 2006; Andoh, 2007;
Spanaki and Plaitakis, 2012; Engel, 2014)

Dado que la glutaminasa y la GDH son enzimas mitocondriales, el amonio es
producido en la matriz mitocondrial. El principal tejido formador de amonio en los peces,
es el higado. En algunas especies de peces, particularmente bajo condiciones
medioambientales adversas, cuando la excrecién de amonio es deficiente, se desencadena
la excrecion de urea (Wood, Part and Wright, 1995; Saha and Ratha, 1998; Polez, Moraes
and Santos Neto, 2003; Moraes and Polez, 2004).

Otras enzimas capaces de producir amonio mediante la desaminacion son: histidinasa,
serina desaminasa, glutaminasa y la asparaginasa, pero no son consideradas como
contribuidores principales de amonio (French, Mommsen and Hochchka, 1981; Walton
and Cowey, 1982; Dolomatov et al., 2011; Lansard et al., 2011). La via principal de
desaminacion es la propuesta por Braunstein y Bychkov, que es la que realiza la GDH
(Fisher and Mcgregor, 1961).
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1.5 GLUTAMATO DESHIDROGENASA

GDH esta presente en casi todos los organismos vivos (Hudson and Daniel, 1993). En
los animales la GDH representa hasta el 10% de la proteina en la matriz mitocondrial
(Rothe, Brosz and Storm-Mathisen, 1995), pero su funcion exacta a nivel celular ain no

se entiende completamente.

GDH cataliza la desaminacion oxidativa del glutamato, una reaccion dependiente de
NAD(P)*, liberando a-cetoglutarato, NHz y NAD®. La enzima también cataliza la
reaccion inversa, la aminacion reductora de a-cetoglutarato a glutamato usando
NAD(P)H como cofactor (Figura 6). En animales, tanto NAD* como NADP™ pueden ser
aceptores de electrones (Li, Li, Allen, Charles A. Stanley, et al., 2012; Jin et al., 2015;
Bunik et al., 2016; Plaitakis et al., 2017a).

Asimilacion de nitrégeno

Ciclo de KrebsK\Biosintesis
a-cetoglutara}tlcl) * NAD(P)H + GDH NAD(P)* + L-glutamato

A 4

Produccién de energia

Figura 6. Presentacion esquematica de las reacciones catalizadas por GDH y su significacion
metabdlica general. Adaptado de Bunik y colaboradores (2016).

Dado que GDH participa en varias vias metabdlicas importantes, se considera que es
esencial un control estricto de su actividad. Datos obtenidos in vitro usando GDH
purificada, han demostrado que la enzima esta sujeta a una compleja regulacion
alostérica. Aunque los mecanismos moleculares implicados en esta regulacion siguen
siendo poco conocidos (Smith and Stanley, 2008), diversos compuestos quimicos, tales
como nucleétidos de purina (ADP, ATP, GTP), NADH (Sener and Malaisse, 1980;
Bailey, Bell and Bell, 1982), palmitoil-CoA (Fahien and Kmiotek, 1981), hormonas
esteroides (Yielding and Tomkins, 1960; Tomkins, Yielding and Curran, 1962) y
neurolépticos (Fahien and Shemisa, 1970; Couée and Tipton, 1990) influencian la
actividad GDH. Esta regulacion multifacética parece haber evolucionado en paralelo a la

complejidad de los organismos (Li, Li, Allen, Charles A Stanley, et al., 2012).
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1.5.1 Localizacion intracelular de GDH

Inicialmente se proponia que la GDH en eucariotas estaba localizada exclusivamente
en las mitocondrias. Sin embrago, estudios posteriores han demostrado la presencia de la
actividad GDH en la fraccion nuclear (Prisco, Banay-Schwartz and Strecker, 1968; di
Prisco and Casola, 1975; Colon et al., 1986; Lai et al., 1986; Msdaniel, 1995). Las
enzimas nucleares y mitocondriales exhiben diferentes propiedades de solubilizacién
durante la purificacién y propiedades cinéticas caracteristicas. En particular, la enzima
mitocondrial se solubiliza en sacarosa 0,25 M mientras que la solubilizacion de la
isoforma nuclear requiere la adicion de fosfato potasico 0,1 M (Prisco, Banay-Schwartz
and Strecker, 1968). Un estudio en higado de pollo GDH (Purohit et al., 2013) confirmé
la localizacidn nuclear de esta enzima (Prisco, Banay-Schwartz and Strecker, 1968; di
Prisco and Casola, 1975; Colon et al., 1986; Msdaniel, 1995), descubriendo la capacidad
de GDH para actuar como una serina proteasa de la histona H3 (Purohit et al., 2013).
GDH también se encontrd en el reticulo endoplasmaético granular de higado de rata (Lee
et al., 1999). Otra forma de GDH, que se localizé en lisosomas y endosomas, tiene una
actividad de unidn a la tubulina en presencia de ATP in vitro (Rajas, Gire and Rousset,
1996). La colocalizacion de GDH con elementos citoesqueléticos (es decir, la proteina
GFAP de los filamentos intermedios) se ha confirmado en astrocitos humanos (Spanaki
etal., 2014).

1.5.2 Mdiltiples formas de GDH

Las multiples formas de GDH representan isoenzimas e isoformas diferentes: las
isoenzimas son los productos de diferentes genes, mientras que las isoformas son
codificadas por un solo gen y surgen a través del empalme alternativo del ARNm o
asociados a procesos pre y post traduccionales. EI empalme alternativo incrementa el
nimero de isoformas de GDH transcritas del mismo gen. En humanos, 4 precursores de
ARN (Mavrothalassitis et al., 1988) derivan a 4 formas de GDH, que varian en masa
molecular y punto isoeléctrico (Hussain, Zanniss and Plaitakis, 1969). Para el gen
GLUD1 humano se conocen 3 transcritos, y cada uno codifica una isoforma de la
isoenzima GDH1, mientras que para el gen GLUD2 se conoce un Unico transcrito que

codifica la isoenzima GDH2.
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La mayoria de las especies de mamiferos poseen una sola enzima (GDH1). Sin
embargo, los seres humanos y otros primates han adquirido via duplicacién una segunda
isoenzima especifica de GDH (GDH2) con una regulacion y un perfil de expresion tisular
distinta (Shashidharan et al., 2002; Burki and Kaessmann, 2004; Plaitakis, Latsoudis and
Spanaki, 2011a). La isoenzima GDH1, codificada por el gen gludl, en el cromosoma 10
humano, se expresa en todos los tejidos. Un segundo gen (glud2) codifica la isoenzima
GDH2, sin intrones y situada en el cromosoma X en humanos. Este gen se expresa en el
tejido neural, rifiones y 6rganos esteroidogénicos como los testiculos (Shashidharan et
al., 1994; Spanaki et al., 2014; Plaitakis et al., 2017b). La proporcion de las dos
isoenzimas difiere en cada tejido. Por ejemplo, en el higado so6lo esta presente GDH1,
mientras que en células de Sertoli y neuronas corticales solamente esta presente GDH2.
Los astrocitos contienen cantidades comparables de ambas isoenzimas (Spanaki,
Kotzamani and Plaitakis, 2017).

1.5.3 Estudios estructurales del GDH

La GDH mitocondrial en animales existe como un homohexamero, teniendo cada
subunidad una masa molecular de aproximadamente 56 kDa. Cada monémero se
compone de tres dominios principales: el domio N-terminal de unién a glutamato (Glu-
BD), el dominio de unién del NAD* o NADP* (NAD-BD) y los dominios reguladores,
que son 48 residuos parecidos a una antena que se extienden desde la parte superior del
domino NAD-BD (Figura 7) (Smith and Stanley, 2008; Li et al., 2014; Jin et al., 2015;
Bunik et al., 2016; Plaitakis et al., 2017b).

El NAD-BD y el Glu-BD forman el centro catalitico. La union del sustrato produce
cambios conformacionales en el NAD-BD. Este cambio produce una rotacion alrededor
de la hélice del NAD-BD, llamada hélice pivote y enrollamiento de la hélice de la antena.
La posicion relativa de los mondmeros es tal que la rotacion sobre la hélice pivote de cada
monodmero no esta restringida. Las antenas de las tres subunidades de los trimeros sufren
cambios conformacionales cada vez que el centro catalitico se abre y se cierra. La antena
sirve como medio de comunicacion entre las subunidades durante la cooperacion negativa
y la regulacion alostérica (Peterson and Smith, 1999; Bunik et al., 2016; Plaitakis et al.,
2017a). Sin embargo, la ausencia de "antenas" en GDH de otras especies, tales como
GDH de Neurospora sp. 0 GDH de Clostridia sp. (Allen et al., 2004), no equivale a una

falta de regulacion alostérica. De hecho, las GDH de otros organismos pueden ser
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reguladas alostéricamente por otros elementos de su estructura (Syed, Engel and Parker,
1991; Wang and Engel, 1995; Hamza and Engel, 2008).

Sitio activo

Dominio de union a NAD" b

Hélice
Pivote

Figura 7. Modelo estructural de GDH1. Se muestra un diagrama del hexdmero GDH1, donde
cada una de las seis subunidades se colorea de manera diferente. Las partes principales de la
subunidad GDH (sitio activo, dominio de union NAD +, dominio de unién al glutamato, antena
y hélice pivote) se indican s6lo para la subunidad azul. Imagen adaptada de Plaitakis y
colaboradores (2017a).

La GDHL1 tiene dos sitios de unién para coenzimas: uno en el NAD-BD que es capaz
de unirse con el NAD* o NADP* y participa directamente en el proceso catalitico; y el
segundo, que tiene una funcién reguladora y esta situado justo debajo de la hélice pivote,
puede unirse a ADP, NAD* o NADH, pero no puede unirse correctamente a NADPH.
Una importante adaptacion funcional de la GDH2, es la resistencia a la inhibicion de GTP
a través de la sustitucion evolutiva de Gly456 por Ala (Zaganas and Plaitakis, 2002).
Estas propiedades funcionales pueden proporcionar una ventaja biolégica al ser humano
permitiendo que GDH2 funcione independientemente de la funcién del ciclo de Krebs.
Sin embargo, para evitar que la catalisis enzimatica no regulada perturbe el metabolismo
celular, GDH2 desarrollé un mecanismo molecular alternativo, segln el cual la nueva
enzima regula su actividad basal (aproximadamente 4% -6% de su capacidad),
manteniendo una notable activacién por el aumento de ADP y/o niveles de L-leucina
(Plaitakis, Metaxari and Shashidharan, 2000; Kanavouras et al., 2007).
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1.5.4 Caracteristicas cinéticas de la GDH

Se sabe que el equilibrio termodinamico de la GDH de mamiferos favorece la sintesis
de glutamato, pero no esté claro si la enzima in vivo opera hacia la direccion reductora de

aminacién o hacia la direccién de oxidacion desaminacion.

Debido a que la reaccidn catalizada por GDH es reversible, se espera que su direccion
dependa de la concentracion de los sustratos y de la afinidad de la enzima para estos
sustratos. Ademas de las concentraciones de sustrato, la catélisis de GDH se ve afectada
por el pH, la fuerza i6nica y la composicion del tampén (Bailey, Bell and Bell, 1982;
Kanavouras et al., 2007; Engel, 2014). Por lo tanto, los estudios sobre GDH, purificada a
partir de tejidos de mamiferos o con GDH1 humana recombinante, han demostrado que
la enzima funciona 6ptimamente a un pH relativamente bésico (7,75 a 8,0) (Kanavouras
et al., 2007) y que la activaciéon por ADP disminuye notablemente a valores de pH méas
bajos. Por otro lado, el pH 6ptimo para GDH2 humana es de 7,5, siendo la enzima capaz
de operar eficientemente a valores de pH aln mas bajos (7,25 a 7,0) (Kanavouras et al.,
2007).

La Km relativamente alta para el amoniaco sugiere que GDH actla preferentemente
en la direccion de la desaminacion oxidativa, particularmente en tejidos con
concentraciones normalmente bajas de amoniaco, ya que la concentracién necesaria para
impulsar la reaccion para favorecer la formacion de glutamato podria ser toxica para un
animal; debido a esta restriccion biolégica, la reaccién de formacién de glutamato nunca
llega a un grado significativo en los animales (Li et al., 2014; Bunik et al., 2016; Plaitakis
et al., 2017a). Sin embargo, vale la pena sefialar que algunas plantas, algas y bacterias
usan la reaccion de aminacion para formar glutamato a partir de amoniaco y -

cetoglutarato debido a su tolerancia al amoniaco (Lightfoot, Green and Cullimore, 1988).

Hay pruebas de que la Kn del amoniaco se ve afectada por el pH celular. De este
modo, usando GDH1 humana recombinante, Zaganas y colaboradores (2013)
demostraron que la reduccion del pH del tamp6n de 8,0 a 7,5 o hasta 7,0 aumenta la K
para el amoniaco de 12,8 mM a 35,0 mM y 57,5mM respectivamente. Estos resultados
sugieren una acidificacion intracelular, y esto puede ocurrir en los astrocitos tras de la
captacion de glutamato (Azarias et al., 2011) o en las células epiteliales de los tibulos
contorneados proximales del rifién durante acidosis sistémica, donde esencialmente se

impide la aminacion de a-cetoglutarato (van de Poll et al., 2004).
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1.5.5 Regulacion de la GDH

Como se ha descrito anteriormente, la GDH de mamifero estd regulada
alostéricamente, con compuestos quimicamente diversos que influyen en la velocidad de
la enzima. Estos compuestos incluyen nucleétidos de purina (ADP, ATP y GTP) (Bailey,
Bell and Bell, 1982; Banerjee et al., 2003), NADH, L-leucina, palmitil-CoA, espermidina
(Sener and Malaisse, 1980; Fahien and Kmiotek, 1981; Jarzyna, Lietz and Bryla, 1994;
Spanaki et al., 2012), hormonas esteroideas y farmacos neurolépticos (Tomkins, Yielding
and Curran, 1962; Li et al., 2006; Plaitakis, Latsoudis and Spanaki, 2011b).

GTP y ADP actiian como los principales moduladores enddgenos negativos y
positivos para GDHL1, respectivamente. Esta interaccion alostérica actia como un
mecanismo de deteccion de energia por el cual la actividad enzimética es controlada por
las necesidades de ATP celular (Mastorodemos et al., 2005; Jin et al., 2015; Bunik et al.,
2016). Parece que en algunos tejidos, como las células pancreaticas, GDH1 est4 bajo
inhibicion por GTP (generado por el ciclo de Krebs), con ADP y L-leucina
contrarrestando la inhibicion de GTP de una manera dependiente de la concentracion.
Aunque GTP inhibe potentemente GDH1, tiene poco efecto sobre GDH2 (Plaitakis,
Metaxari and Shashidharan, 2000). Por otro lado, el ADP induce una mayor activacion
proporcional de GDH2 que GDHL1. Sin embargo, el ADP muestra una afinidad algo
mayor para GDH1 que para GDH2. L-Leucina (0,5-5 mM) también induce una mayor
activacion proporcional de GDH2 que de GDH1, pero con una afinidad similar para
ambas enzimas (Kanavouras et al., 2007). Se cree que estas diferencias respecto a ADP
y la activacién de L-leucina reflejan el hecho de que la evolucién de GDH2 afectd
predominantemente a residuos en el dominio regulador (donde se une ADP). Este
concepto es consistente con las observaciones que muestran que, aunque GDH1 y GDH2

difieren marcadamente en la regulacién, muestran similares propiedades cataliticas.

1.5.6 Modificaciones post-traduccionales de GDH

15.6.1 ADP-ribosilacion dependiente de NAD*

Se ha demostrado recientemente que la sirtuina 4 (SIRT4), una ADP-

ribosiltransferasa mitocondrial humana, inhibe la actividad de GDH usando NAD* para
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ADP-ribosilar la enzima (Herrero-Yraola et al., 2001). SIRT4 transfiere la ADP-ribosa
de NAD* a un residuo de cisteina de GDH. Se ha demostrado una modificacion tanto in
vitro como in vivo en la actividad GDH (Karaca et al., 2015). En ratones Knock-out para
SIRT4 se observa una activacién de GDH. Asi mismo, también, una alimentacion baja en
calorias reduce la actividad de SIRT4, lo que promueve la activacion de GDH en células
pancreaticas (Haigis et al., 2006). Asi mismo, el GDH ADP-ribosilado aislado puede ser

reactivado por la ADP-ribosilcisteina hidrolasa mitocondrial (Karaca et al., 2015).

1.5.6.2 Fosforilacion

Estudios recientes protedmicos han permitido identificar multiples sitios de
fosforilacion de serina, treonina y tirosina en GDH de mamiferos (Villen et al., 2007;
Ballif et al., 2008; Bian et al., 2014). Sin embargo, la significacién funcional de las
reacciones especificas de fosforilacion de GDH permanece desconocida. En algunas
especies de caracoles como en Otala lactea, la forma fosforilada de la GDH posee una
actividad 3 veces superior en la reaccion de desaminacion de glutamato. Debido a este
cambio metabdlico, los iones de amonio y, posteriormente, la urea se acumula en los
tejidos de los caracoles latentes. Ademas, la forma fosforilada de GDH tiene una
sensibilidad reducida a la activacion por ADP, como resultado, a los bajos requerimientos

energéticos del estado latente (Bell, Dawson and Storey, 2012).

La fosforilacién de GDH en cangrejos de rio en condiciones hipoxicas conduce a la
estimulacion de la aminacion reductora de a-cetoglutarato, reduciendo la actividad del
ciclo de acido tricarboxilico y la produccién de ATP (Dawson and Storey, 2012). La
fosforilacion de GDH también se ha descrito en mamiferos (gedmidos). En contraste con
el caracol, la fosforilacién de GDH en gedmidos disminuye durante la hibernacion, con
la forma desfosforilada de GDH desplazando el metabolismo hacia la formacion de a-

cetoglutarato y estimulando la gluconeogénesis en higado (Bell and Storey, 2010).

1.5.6.3 Acilacion de lisina y cisteina

Se ha demostrado que la GDH pierde el 80% de su actividad catalitica después de la
acetilacion in vitro de un grupo amino de la subunidad, y la acetilacion debilita
significativamente la interaccion entre las subunidades enziméaticas (Colmans and

Frieden, 1966). La disociacidn resultante del hexdmero causa una regulacion alostérica
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alterada: la afinidad de la enzima acetilada con los iones de cinc y GTP (ambos

inhibidores de la GDH) disminuye, mientras que la de ADP (activador) aumenta.

Se encontré que al menos 11 residuos de lisina del monémero GDH estaban acetilados
in vivo (Lombard et al., 2007; Zhao et al., 2010). La acetilacion de Lys477 y Lys480, que
se encuentran en el dominio de las antenas, también puede afectar a las interacciones entre
las subunidades y el comportamiento alostérico de GDH (Baeza, Smallegan and Denu,
2015, 2016). El nivel de acetilacion de GDH est4 regulado por una acetiltransferasa
mitocondrial aln no identificada y una desacetilasa mitocondrial dependiente de NAD*,
sirtuina 3 (SIRT3) (Figura 8). La incubacién de GDH con SIRT3 recombinante en
presencia de NAD* resulta en la desacetilacion de la enzima (Schlicker et al., 2008).
Ademas, en ratas knock-out para SIRT3 se observo una GDH hiperacetilada (Lombard et
al., 2007). Asi, maltiples lineas evidencia que SIRT3 controla el nivel de acetilacion GDH

in vivo.

2"-O-acetil-
ADP-ribosa

NAM
ADP-ribosilacion Desacetilacion
dependiente de dependiente de
SIRT4 SIRT3

Figura 8. Representacion esquematica de modificaciones post-traduccionales de GDH reguladas
por sirtuina 3 y sirtuina 4. Imagen adaptada de Lombard y colaboradores (2007).

Ademas de la acetilacion, la GDH puede estar implicada en otras reacciones de
acilacion, tales como succinilacién, malonilacién y acilacién por acidos grasos. Muchos
de los residuos acilados de GDH pueden ser acetilados o succinilados, pero algunos de
los sitios de succinilacion identificados son distintos de los sitios conocidos de acetilacion
(Du et al., 2011; Park et al., 2013). Las succiniltransferasas mitocondriales no han sido
identificadas todavia. Sin embargo, se sabe que la desuccinilacion esta catalizada por la
desuccinilasa mitocondrial dependiente de NAD*, sirtuina 5 (SIRT5), que también posee
otras actividades de desacilacion (Du et al., 2011; Peng et al., 2011; Tan et al., 2014).
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1.5.7 Regulacion transcripcional

Los factores de transcripcion son proteinas de union al ADN que se unen a secuencias
de ADN especificas en los elementos reguladores de un gen. Usualmente, las regiones de
control pueden encontrase corriente arriba del inicio de transcripcién, aunque en algunos

casos la unién se da en la region codificante.

Los factores de transcripcion se unen a su secuencia diana en el ADN, interactuando
con la maquinaria transcripcional y permite la regulacion y la expresidn selectiva del gen.
Frecuentemente estos procesos estan gobernados por la unién de diferentes proteinas a su
dominio de union en el ADN, permitiendo el control de la expresion génica. Un nivel
adicional de complejidad es dado mediante la interaccion proteina-proteina entre los
factores de transcripcion y los coactivadores o corepresores. Juntamente con la
maquinaria transcripcional, estas proteinas forman un complejo multiproteico que
permite la regulacion de la sintesis del ARNm (Sandelin, 2004; Wasserman and Sandelin,
2004).

Actualmente son escasos los estudios sobre el control de la expresion de la GDH a
nivel transcripcional. En estudios anteriores se indicd la presencia de posibles lugares de
union en el promotor de GDH para factores transcripcionales, tales como Spl, AP-1, y
AP-2 en humanos, y Sply Zif268 en ratas (Das et al., 1993; Michaelidis et al., 1993). La
confirmacion de los elementos reguladores presentes en o cerca del gen gdh es necesario
para proporcionar una mayor clarificacion de la regulacion de la expresion de GDH. Esto
ayudara a dilucidar la expresién heterogénea en el higado adulto, asi como a entender la
expresion hepatica durante el desarrollo y en respuesta al estado hormonal alterado.
Ademas, la identificacion de estos elementos reguladores deberia ayudar a comprender la
expresion de GDH en otros 6rganos y en procesos tales como la expresidn incrementada
en el rifién en la acidosis metabdlica (Kaiser et al., 1992; Spanaki and Plaitakis, 2012) o
la expresion reducida que puede estar asociada con ciertas enfermedades
neurodegenerativas (Plaitakis, Berl and Yahr, 1984; Chokroverty et al., 1990; Spanaki et
al., 2012). El aislamiento y la caracterizacion del promotor del gen GDH, es un primer

paso en el estudio de los procesos primarios implicados en la expresion de GDH.
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1.6 FACTOR DE TRANSCRIPCION USF

La familia de factores de transcripcion upstream stimulatory factor (USF) se
identifico por primera vez en células humanas debido a su implicacion en la regulacion
de la transcripcion del promotor de adenovirus (Carthew, Chodosh and Sharp, 1985;
Sawadogo and Roeder, 1985). La purificacion completa de USF, a partir de nicleos de
células HeLa dio dos polipéptidos relacionados de 43 y 44 kDa (Sawadogo et al., 1988).
El analisis de la secuencia de las proteinas 43 y 44 kDa dio como resultado la
identificacion de dos genes, USF-1 y USF-2 respectivamente (Gregor, Sawadogo and
Roeder, 1990; Sirito et al., 1992, 1994). Se han identificado genes ort6logos de USF-1 en
varias especies, incluyendo levaduras (Atchley and Fitch, 1997), erizo de mar (Kozlowski
etal., 1991), ratones (Henrion et al., 1995), Xenopus (Kaulen et al., 1991), y rata (Galibert
et al., 1997). El andlisis de secuencias ha revelado que USF-1 esta evolutivamente bien
conservado con Xenopus y con el erizo de mar, mostrando una identidad del 88%,
mientras que el ADNc de USF-1 humano y el ADNc de USF-1 de rata y ratén muestran
hasta un 90% de identidad. La similitud es ain mayor en la secuencia de proteinas, con
aproximadamente un 99% de identidad entre ratdn, rata y humano (Galibert et al., 1997).
Se observaron resultados comparables para los genes ortélogos de USF-2 (Lin, Luo and
Sawadogo, 1994; Henrion et al., 1995). Sin embargo, los ADNc de USF-1 murino y USF-
2 guardan una identidad del 59% (Figura 9A) (Lin, Luo and Sawadogo, 1994; Sirito et
al., 1994).

Shieh y colaboradores (1993) localizaron el gen USF-1 humano en el cromosoma 1
(1922-023) y en ratones también se asigné USF-1 al cromosoma 1 (Henrion et al., 1995).
Los genes humanos y murinos USF-2 se asignaron a los cromosomas 19 vy 7
respectivamente (Groenen et al., 1996). En los mamiferos, los genes USF-1 y USF-2
presentan una organizacion genémica similar, cada uno contiene 10 exones (Figura 9A)
con una amplitud de secuencia de 4 kb para USF-1y 10 kb para USF-2 (Lin, Luo and
Sawadogo, 1994; Henrion et al., 1995; Viollet et al., 1996). Ambos promotores carecen
de caja TATA. Sin embargo, contienen iniciador (Inr) consistente en la secuencia
consenso Inr de pirimidina (YYAYTCYYY) (Breathnach and Chambon, 1981; Smale
and Baltimore, 1989). Ademas, el promotor del gen USF-2, pero no el de USF-1, se

caracteriza por la presencia de dos motivos E-box situados a -332 y -186 desde el sitio de
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inicio de la transcripcién, permitiendo potencialmente la regulacién del gen USF-2 por
factores USF (Lin, Luo and Sawadogo, 1994; Sirito et al., 1998) (Lin et al., 1994, Sirito
et al., 1998).

1.6.1 Estructura de USF-1y USF-2 e interaccion con otras proteinas

USF-1 y USF-2 son miembros de la familia de proteinas Helix-Loop-Helix-Leucine
Zipper (bHLH-LZ) (Figura 9C) (Atchley and Fitch, 1997). Estos incluyen Myc (Murre et
al., 1989) y los factores de la subfamilia Myc, Max (Blackwood and Eisenman, 1991),
Mad (Ayer, Kretzner and Eisenman, 1993) y Mxil (Zervos, Gyuris and Brent, 1993), y
los factores altamente relacionados TFEB (Carr and Sharp, 1990), TFEC (Yasumoto and
Shibahara, 1997) y TFE3 (Beckmann, Su and Kadesch, 1990).

Las proteinas bHLH-LZ tienen un dominio de unién al ADN altamente conservado,
compuesto por una regién basica (b), seguido por un helix-loop-helix (HLH) y un motivo
de cremallera de leucina (LZ) (Figura 9B). Las regiones b-HLH-LZ de USF-1y USF-2,
tienen una identidad del 70%, mientras que la proteina completa presenta sélo una
identidad del 44% (Sirito et al., 1994). Sélo en el dominio N-terminal, se podria encontrar
una homologia limitada entre USF-1 y USF-2. Se ha demostrado que esta region
especifica de USF denominada USR vy codificada por el exdn 6 es esencial para la
activacion de la transcripcion (Groenen et al., 1996; Luo and Sawadogo, 1996; Qyang et
al., 1999), aunque su funcionamiento es desconocido. La presencia de los dominios HLH
y LZ contiguos distingue estas proteinas de las proteinas bHLH (por ejemplo, la familia
MyoD, E2A) (Blackwell and Weintraub, 1990; Kophengnavong, Michnowicz and
Blackwell, 2000), los factores de transcripcion bZip (por ejemplo, c-jun y c-fos) (Busch
and Sassone-Corsi, 1990) y de otros factores de transcripcion relacionados que carecen

de una region basica (Benezra et al., 1990).

La region basica esta implicada en la interaccion con la secuencia consenso E-box
CANNTG del ADN (Baxevanis and Vinson, 1993), mientras que los dominios HLH y
LZ estan implicados principalmente en la dimerizacidn, aunque la integridad LZ es
esencial para la union especifica y de alta afinidad (Sha et al., 1995). Por lo tanto, las
hélices o de HLH y de LZ median conjuntamente la formacion de dimeros. En

consecuencia, se pensé que las interacciones de proteinas estaban limitadas a los
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miembros de cada subgrupo de la familia b-HLH y b-HLH-LZ (Baxevanis and Vinson,
1993; Ciarapica et al., 2003) debido a la especificidad del reconocimiento. Por lo tanto,
se mostré que USF-1 y USF-2 interaccionaban solos o entre si, dando lugar a formacion
de homo y heterodimeros (Sirito et al., 1992, 1994). Recientemente, se ha descrito que
USF-1 se asocia in vivo con Fral, un miembro de la familia de proteinas b-Zip, para
promover la transcripcién, demostrando una interaccién entre miembros distantes de la
familia de proteinas (Pognonec et al., 1997). También se ha demostrado que el factor de
transcripcion Cha, miembro de la familia bHLH interactda in vivo e in vitro con USF-1.
El dimero de Cha/USF-1 puede unirse a un motivo de E-box, inhibiendo la actividad del

promotor de USF-1 y por lo tanto regulando negativamente la transcripcion dependiente
de USF (Rodriguez, Girones and Fresno, 2003).

A. 1 2 3 4 56 7 8 9 10
I_I]_I]_ USF1
1022-23
\ \ \ “ \ i
1 2 3 ‘»\4 5 % 7 8 "9 1d
- U
v 19q13
Empalme 44% 61% 72% T71% 58% % Homologia
B.
b
1 | 200 213 255 271 292 310
i b HLH Lz

235 248 291 307 328 346

Figura 9. Estructura del gen y proteina del upstream stimulating factor (USF). (A) Los genes
USF-1 y USF-2 constituyen 10 exones. Las secuencias en color corresponden al dominio basico
(amarillo), a los dominios Helix-Loop-Helix (rojo) y Leucine-Zipper (negro) del dominio b-HLH-
LZ. (B, C) USF-1 y USF-2 pertenecen a la familia de factores de transcripcion b-HLH-LZ y
muestran una estructura proteica similar. El dominio USR (region especifica de USF), situado
corriente arriba de la region basica, es esencial para la activacion transcripcional de promotores
que contienen tanto la caja TATA como el elemento iniciador Inr. Adaptado de Corre y

colaboradores (2005).
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La expresion génica dependiente de USF también se regula negativamente mediante
la interaccién con la variante de empalme USF-2, denominada USF-2b (Figura 9A)
(Viollet et al., 1996; Howcroft et al., 1999). La variante USF-2b carece del exén 4, que
contiene un dominio regulador positivo adicional, mientras que el USR y el dominio
regulador negativo permanecen funcionales. La variante USF-2b forma complejos
heterodiméricos con las proteinas USF, que pueden unirse al motivo E-box pero no
promover la activacién génica. La variante USF-2b es, por lo tanto, un regulador negativo
dominante de la expresién génica dependiente de USF. De forma similar, eventos de
empalme alternativos también afectan al ARNm de USF-1 (Gregor, Sawadogo and
Roeder, 1990; Gao et al., 1997; Saito et al., 2003). La delecién de una parte del exén 4
genera una nueva isoforma USF-1, dando lugar a nuevos complejos heterodiméricos que

pueden modular la regulacién de genes dependientes de USF (Saito et al., 2003).

1.6.2 Propiedades de unién al ADN

El principal sitio de union de los factores de transcripcion que pertenecen a la familia
b-HLH y b-HLH-LZ son los motivos E-box. La secuencia consenso del E-box es de s6lo
seis nucledtidos de largo, con algunas bases degeneradas. Aunque su corta secuencia
favorece una amplia distribucion sobre el genoma, sélo un conjunto restringido de
motivos E-box han sido identificados como elementos de control de ADN (Dang et al.,
1992; Blackwell et al., 1993; Galibert et al., 1993; Aksan and Goding, 1998).

En general, los factores de transcripcion b-HLH-LZ se unen a la secuencia E-box
CANNTG en donde los dos nucledtidos centrales (NN) son en la mayoria de los casos
GC o CG. Al alterar el espaciamiento con CA o TG se dificulta la union. Por lo tanto, la
conservacion de la secuencia palindrémica corta es importante. Incluso una variacion de
nucleétidos favorece la unién de una de las isoformas de USF. Por ejemplo, USF-1 tiene
una mayor afinidad de unién para el motivo CACGTG que para el motivo CATGTG
(Ferré-D’Amaré et al., 1994).

Es importante destacar que los nucleétidos que flanquean la secuencia CANNTG
también pueden afectar significativamente la selectividad de las diferentes proteinas de
unién a E-box. Un residuo de T-5" es critico para la unioén de Mitf al motivo CATGTG

(Aksan and Goding, 1998), mientras que impide la unién de Myc a los elementos de
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CACGTG (Fisher et al., 1993). De forma similar, los sitios de unién de varios promotores
regulados por USF-1 (Sawadogo and Roeder, 1985), metalotioneina I (Andrews et al.,
2001), ADN topoisomerasa Illa (Han et al., 2001) y desoxicitidina quinasa (Ge et al.,
2003) entre otros, poseen residuos AC-3'. Por lo tanto, el requerimiento para residuos
particulares que flanquean el E-box central puede proporcionar un mecanismo in vivo
para reclutar s6lo subconjuntos especificos de factores de unioén a E-box. A pesar de estas
observaciones sobre la especificidad de secuencias, en algunos contextos los factores de
transcripcion de USF pueden unirse y activar la transcripcion a partir de secuencias E-
box degeneradas, donde sin duda el contexto del promotor dicta las interacciones

proteina-proteina.

1.6.3 Expresion de USF

Aunque la expresion de las proteinas USF-1 y USF-2 es ubicua (Gregor, Sawadogo
and Roeder, 1990; Sirito et al., 1992, 1994), se encuentran distintas relaciones entre
homodimeros y heterodimeros de USF en diferentes tipos celulares (Sirito et al., 1994;
Viollet et al., 1996). Aunque los dimeros de USF tienen propiedades similares de unién
al ADN, pueden controlar diferentes genes diana, estableciendo interacciones especificas
con diferentes factores de transcripcion a través de sus distintos dominios N-terminales
(Kirschbaum, Pognonec and Roeder, 1992). Por lo tanto, las funciones celulares de los
diferentes miembros de la familia USF pueden no ser completamente redundantes
(Casado et al., 1999). Se ha demostrado que la interaccion entre USF y los factores de
transcripcion generales y especificos de células Spl, Pea3 y MTF1, por ejemplo, conduce
a la regulacion transcripcional cooperativa (Corre and Galibert, 2005).

En general, estos datos sugieren que USF es un factor de transcripcién crucial, con
maltiples funciones durante la regulacién de la transcripcién, en consonancia con su
expresion ubicua y amplia distribucion de su secuencia motivo E-box en el genoma. De
hecho, el nimero de genes dependientes de USF es grande y algunos desempefian un
papel critico durante el desarrollo y en la etapa adulta. Ratones con un doble knock-out
en USF-1/USF-2 muestran un fenotipo embrionario letal, lo que sugiere que una minima
actividad USF es esencial para el desarrollo embrionario (Sirito et al., 1998; Casado et
al., 1999; Corre and Galibert, 2005).
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1.6.4 USF en el metabolismo de glucidos-lipidos

Ademas de sus multiples funciones en la regulacion de la proliferacion, una funcion
adicional de los factores USF esté en el control del metabolismo de glicidos y lipidos
(Figura 10), donde regulan un amplio nimero de genes caracterizados por la presencia de

motivos E-box en sus regiones promotoras.

USF

\ 4

M!olismo de gldcidos Metabolismo de Iipiga

Insulina e FAS

IGP-BP e Apolipoproteinas
Receptor del glucagén e Lipasa hépatica

IGRP
Glucoquinasa
L-piruvato quinasa

Figura 10. USF en el metabolismo de glucidos y lipidos. Adaptado de Corre y Galibert (2005)

Los USFs participan en la regulacién de la expresion del gen de la insulina (Read,
Clark and Docherty, 1993), la proteina de unidn al factor de crecimiento de la insulina
tipo 1 (IGF-BP1) (Matsukawa et al., 2001), el receptor del glucagén (Martin et al., 2003a)
y GK, que son elementos criticos en la deteccion de la glucosa hepética (lynedjian, 1998),
asi como el gen de la subunidad catalitica de la G6Pasa (Martin et al., 2003a; Roth,
Jungermann and Kietzmann, 2004). Ademas, se ha demostrado la implicacion de los
factores USF en la regulacion del gen PK (Vallet et al., 1997, 1998). USF-1 también est4
muy involucrado en la lipogénesis, la regulacion de la FAS, apolipoproteinas, lipasa
hepética, acetil-CoA y carboxilasas. Por ultimo, la hiperlipidemia combinada familiar,
caracterizada por niveles elevados de colesterol total y/o triglicéridos, se asocié a
mutaciones al gen USF-1 (Pajukanta et al., 2004; Coon et al., 2005). Estudios adicionales
sugieren la asociacion de USF-1 a otras enfermedades, como la diabetes tipo 2 (Elbein et
al., 1999; Putt et al., 2004).
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1.6.4.1 USF durante el ciclo de alimentacion y ayuno

Los niveles de USF no parecen cambiar durante el ciclo de alimentacion y ayuno en
mamiferos. No obstante, los USFs se unen a dominios E-box en las regiones promotoras
de FAS y de genes que codifican otras enzimas lipogénicas, tales como glicerol-3-fosfato
aciltransferasa mitocondrial (MGPAT), en funcién de la condicion nutricional (Paulauskis
and Sul, 1989; Shin et al., 1991). Esto sugiere que modificaciones post-traduccionales de
USF pueden ocurrir durante la alimentacién y en ayuno. De hecho, el andlisis de
espectrometria de masas de extractos nucleares hepaticos de ratones alimentados y en
ayuno reveld en ratones alimentados la fosforilacion de la Ser262 y la acetilacion Lys237
de USF1 (Wong and Hei, 2009; Wong et al., 2009). La activacion del promotor FAS fue
mayor con las formas mutantes Ser262Asp y Lys237Ala de USF1, que imitan
hiperfosforilacion e hiperacetilacion, respectivamente. Por el contrario, los mutantes
Ser262Ala y Lys237Arg, que imitan la desfosforilacion y la desacetilacion,
respectivamente, no pueden activar eficazmente el promotor Fas. Estos estudios
demostraron claramente la importancia de la fosforilacion de Ser262 y la acetilacion de
Lys237 para la funcién de USF en la activacion transcripcional tras la alimentacion o el

tratamiento con insulina (Figura 11B).

La proteina quinasa dependiente de ADN (ADN-PK) puede fosforilar USF1 en S262
in vitro, asi como in vivo después de la alimentacion o tratamiento con insulina. La
modificacion postraduccional de USF1 también ha sido implicada en la supresion de la
gluconeogénesis. USF1 es activado por la proteina quinasa dependiente de ADN (ADN-
PK), estimulando la transcripcién hepatica de la tirosina fosfatasa un inhibidor de SHP
(también conocido como NROB2), lo que promueve la supresién de la transcripcion de la
PEPCK vy la subunidad catalitica de la G6Pasa, lo que reduce la produccion de glucosa
(Chanda et al., 2009).

Estos estudios sugieren que los USFs fosforilados por ADN-PK pueden participar en
la coordinacion de los cambios en la lipogénesis y la gluconeogénesis durante el ciclo de

ayuno-alimentacion (Figura 11).

GASPAR' C'{r(



INTRODUCCION

A.
Absorcion de glucosa Tratamiento con insulina
o alimentacion
U0
Glucosa900
[ Insulin or IGF
GLUT - ) rewpl.o:r
T
Glucosa / ]39
/ x-!-r' ! i
i mTOR%—p@ aPKa@
G-6-P
F- u.\ @_2) /
ChREBP
B.
Ayunado
Alimentado LipaBAF

b

-;m:i*--am’-

Figura 11. A. Factores de transcripcion, co-reguladores y vias de sefializacion para la activacion
de los genes para el metabolismo de glucidos-lipidos por insulina y glucosa. B. Modificacion del
upstream stimulatory factors (USFs) durante el ciclo de alimentacion y ayunas. Adaptado de

Wang y colaboradores (2015).
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1.7 Factor de transcripcion MYB

1.7.1 Estructura de la familia de proteinas MYB

MYB funciona principalmente como un activador transcripcional mediante la unién
a la secuencia t/cAACt/gG, que se conoce como el sitio de union MYB (MBS)
(Biedenkapp et al., 1988). La unién de menor afinidad ocurre en secuencias que varian
en su mayoria en los dos ultimos nucleétidos, y mientras que los genes diana en su
mayoria tienen grupos de dos 0 mas MBS (Ramsay and Gonda, 2008), se ha reportado
que la activacion por MYB es independiente de la union al ADN (Foos, Natour and
Klempnauer, 1993; Kanei-Ishii et al., 1994). El principal producto de traduccion del
proto-oncogén c-myb es una proteina nuclear de 75 kD con 636 aminoacidos que se
expresa en la mayoria de los tejidos hematopoyéticos (Westin et al., 1982; Oh and Reddy,
1999). El gen c-myb es un homologo celular de los oncogenes v-myb (viral-Myb)
encontrados en dos virus de la leucemia de pollo, el virus de la mieloblastosis aviar
(AMV) y el virus E26 (Figura 12A y 12B) (Zhou and Ness, 2011).

Las proteinas v-Myb y c-Myb (Myb celular) comparten un dominio de unién al ADN
altamente conservado cerca del extremo N, que también se encuentra en las proteinas
relacionadas A-Myb (MYBL1) y B-Myb (MYBL2) (Figura 12C) Un segundo dominio
conservado, es el dominio TPTPF en la Figura 1, también es compartido por las proteinas
c-Myb, A-Myb y B-Myb, pero tiene una funcion desconocida. Comparado con c-Myb, la
proteina v-Myb de AMV tiene truncamientos en las regiones N y C terminales y tiene
once mutaciones puntuales que provocan cambios en los aminoécidos. Varios tipos de
ensayos bioldgicos y de activaciéon génica han demostrado que todas las mutaciones
adquiridas por v-Myb contribuyen a su oncogenicidad y su distinta actividad
transcripcional, en comparacién con c-Myb (Dini, Eltman and Lipsick, 1995; Lei et al.,
2004). En cada caso, los truncamientos C-terminales son importantes para la actividad
oncogénica, lo que sugiere que el dominio C-terminal de c-Myb suprime la actividad

transformante (Gonda et al., 1987; Gonda, Buckmaster and Ramsay, 1989).

La region C-terminal de c-Myb contiene varios dominios altamente conservados

(Figura 1). Estos incluyen el dominio de activacion transcripcional (TAD) requerido para
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la activacion de la expresién génica (Dubendorff et al., 1992; Wang and Lipsick, 2002),
el dominio FAETL que se requiere para la actividad oncogénica (Fu and Lipsick, 1996),
el dominio TPTPF conservado en las otras proteinas MYB y el dominio EVES que esta
involucrado en interacciones intra-moleculares y regulacién negativa (Dash, Orrico and
Ness, 1996). También hay regiones ricas en prolina que pueden estar involucradas en
cambios conformacionales catalizados por peptidil-prolilisomerasas (Leverson and Ness,
1998; Pani et al., 2008). Por lo tanto, el dominio C-terminal tiene multiples componentes
funcionales implicados en la regulacion tanto de la especificidad como de la actividad de
c-Myb.

nién a specificida egulacion
. §] | ADN Especificidad y Regul
1 72 192 260 321 365 411 485 544 642
| | | | | | | 421 | 520 |
c-Myb (MYB) N- -C
PP TAD PP FAETL TPTPF EVES
B.

Gag Myb Ets
C.
TPTPF
TPTPF

Figura 12. Estructura y dominios conservados de MYB. (A) La estructura de la proteina c-Myb se
muestra, con el extremo N-terminal a la izquierda y el C-terminal a la derecha. Los dominios que estan mas
conservados estan sombreados y los residuos de aminoécidos estan numerados por encima del diagrama,
incluido el dominio de unién al ADN (rojo) cerca del extremo N. Los dominios conservados estan
denominados como DBD, TAD, FAETL, TPTPF, EVES y PP. (B) Estructuras de las proteinas v-Myb
oncogénicas codificadas por virus de mieloblastosis aviar (AMV) y virus E26. La proteina AMV tiene 6
aminoacidos derivados de la proteina Gag retroviral fusionada a los aminoécidos 72-442 de c-Myb,
fusionados a 13 nuevos aminoacidos no Myb en el C-terminal (gris sombreado). También tiene once
mutaciones puntuales que lo distingue de c-Myb, indicado por puntos blancos. La proteina E26 es una
fusion Gag-Myb-Ets, tal como se indica (las regiones no Myb estan sombreadas de color oscuro y verde
claro, respectivamente); (C) Diagramas de las estructuras de las proteinas relacionadas A-Myb (MYBL1)
y B-Myb (MYBL2). Estas proteinas son mas similares a c-Myb en los dominios de unién al ADN
conservado (rojo) y en los dominios TPTPF conservados (gris oscuro). Adaptado de George Ol y Ness SA
(2014).
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1.7.2 MYB: Regulador de expresién de genes

La proteina c-Myb se expresa altamente en células hematopoyéticas inmaduras, tanto
en las lineas mieloides como linfoides, y los niveles de expresion disminuyen a medida
que las células se diferencian (Ness, 1996; Zhou and Ness, 2011). Aunque la actividad de
la proteina c-Myb no se requiere para la hematopoyesis inicial, es esencial para la
hematopoyesis fetal, debido a que, se ha observado que el knock-out del gen MYB

conduce a la letalidad embrionaria (Mucenski et al., 1991).

Aunque MYB se describe a veces como especifico para los linajes hematopoyéticos,
en realidad esté involucrado en la diferenciacion, desarrollo y mantenimiento de muchos
tipos de células no hematopoyéticas, especialmente las células epiteliales en el intestino,
el rifdn y la glandula mamaria (Zorbas et al., 1999; Drabsch et al., 2007; Lu et al., 2009;
Quintana et al., 2011), asi como las células del musculo liso (Kolodziejska et al., 2008)
y algunas células madres neurales (Malaterre et al., 2008). Se cree que las proteinas MYB
estan reguladas por las vias de sefializacion de Wnt, y pueden desempefiar un papel
importante en los cambios en la expresién génica que ocurren durante el envejecimiento
(Hofmann et al., 2014). Por lo tanto, la proteina c-Myb parece estar implicada en la
regulacion de la expresion génica y la diferenciacion en una amplia variedad de tejidos.
Sin embargo, experimentos de microarrays han demostrado que c-Myb sobreexpresado
activa diferentes genes en diferentes tipos de células, lo que sugiere que la eleccién de los
genes diana esta determinada, al menos en parte, por el contexto celular (Rushton et al.,
2003; Lei et al., 2004).

Quintana y colaboradores (2011), demostraron mediante la técnica de ChiP on ChiP
y ChiP seguido de secuenciacion (ChiP-seq), que c-Myb esté ligado a un gran nimero de
genes, identificando aproximadamente 8,000 sitios de unién para este factor de
transcripcion. Los resultados sugieren que c-Myb esté ligado a complejos grandes y a
diversos genes diana. Sin embargo, estudios anteriores de arrays identificaron alrededor
de 250 genes cuyos niveles de expresion cambiaron cuando c-Myb o v-Myb se
sobreexpresaron en células MCF -7 (Rushton et al., 2003; Liu et al., 2006). Estos estudios
demuestran que c-Myb se une tanto a los promotores como a las secuencias enhancer
donde c-Myhb esta implicado en la regulacion de las interacciones de largo alcance entre

promotores y elementos reguladores distantes (Wilczek et al., 2009).
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MY B probablemente trabaje junto con otros co-reguladores especificos de tipo celular
para activar genes diana. La presencia o ausencia de diferentes co-reguladores en
diferentes tipos de células determina qué genes diana pueden ser regulados por MYB.
Este concepto condujo a un modelo de como las proteinas MYB podrian ser reguladas
durante la diferenciacion y en diferentes tejidos, a través de un cédigo de interaccion
proteina-proteina (Rushton et al., 2003). Por ejemplo, c-Myhb interactlia y coopera con la
proteina de unién CREB-coactivador transcripcional, o CBP, y la proteina p300. Tanto
CBP como p300 conservan dominios de interaccion proteina-proteina llamados dominios
KIX que se unen al dominio de activacion transcripcional MYB (TAD) (Tomita et al.,
2000; Zor et al., 2004). Ademas, es probable que las interacciones entre MYB y otros
factores de transcripcion estén reguladas por modificaciones postraduccionales que
estabilizan o interrumpen las interacciones, y guian a MYB (y otros factores de
transcripcion) para formar complejos estables en promotores especificos (George and
Ness, 2014). Por lo tanto, las mutaciones en MYB que alteran estas interacciones
proteina-proteina, como las mutaciones en las variantes oncogénicas como v-Myb,
conducirian a cambios en los genes objetivo que estan regulados. Del mismo modo, los
cambios en las vias de transduccion de sefiales que conducen a diferentes modificaciones
postraduccionales en MYB, o los co-reguladores, también conducirian a cambios en la
expresion génica. Estos tipos de cambios también pueden ocurrir durante el ciclo celular,
lo que permite a MY B regular diferentes genes diana en diferentes partes del ciclo celular

debido a los cambios especificos de la etapa en las modificaciones postraduccionales.

1.7.3 MYB en metabolismo celular

El crecimiento de una célula de mamifero normal depende de la sefializacién del
factor de crecimiento y la disponibilidad de nutrientes (Cantor and Sabatini, 2012; Dang,
2012). En ciertos modelos celulares, las células en reposo usan la oxidacion de los acidos
grasos como un medio para generar ATP, mantener los potenciales de la membrana y
convertir organulos. A medida que la célula es inducida a crecer, la glucdlisis y la
glutamindlisis se inducen a través de una mayor expresion de glucosa y transportadores
de aminoacidos (Vander Heiden, 2011; Cantor and Sabatini, 2012; Dang, 2012). En este
sentido, estudios previos en doradas demostraron que c-Myb y p300 regulan la expresion
del gen que codifica a la ALT citosélica en higado de peces sometidos a inanicion
(Anemaet et al., 2010).
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2.1 OBJETIVO GENERAL

Actualmente, uno de los principales objetivos en la acuicultura esta dirigido a
minimizar la cantidad de proteina en la dieta suministrada a los peces en cultivo y
reemplazarla, parcialmente, por carbohidratos y nutrientes mas econémicos de origen no
marino, los cuales cubririan las necesidades energéticas (ARRAINA, 2016; FAO, 2016).

Dado que la expresion de GDH puede considerarse un marcador significativo para la
utilizacién de proteinas y la excrecion de amoniaco en los peces (Liu et al., 2012), el
conocimiento de la regulacion de la expresion de esta enzima en peces puede ser
beneficioso desde un punto de vista biotecnoldgico y biomédico. En piscicultura, la
identificacion de mecanismos que controlan la regulacién de la transcripcion de GDH y
la determinacién de la funcion de GDH podrian ayudar a disefiar estrategias
biotecnoldgicas para promover un efecto ahorro de proteinas en la dieta y favorecer la
produccion de energia por carbohidratos. Esta intervencion podria contribuir, por una
parte, a reducir el coste de la produccién de peces en cultivo, y por otro, a la disminucion
de la eutrofizacién de las aguas causada por el incremento en la excrecion de compuestos

nitrogenados procedentes de la utilizacién de los aminoacidos como fuente de energia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para estudiar los mecanismos de regulacién transcripcional de GDH vy el rol que
desempefia esta enzima en el metabolismo en un pez de elevado interés comercial como

es la dorada, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

A) Clonar y caracterizar el ARNm que codifica a la GDH de S. aurata.
B) Clonary caracterizar el promotor del gen gdh de S. aurata.
C) Estudiar la distribucion tisular y la regulacién nutricional de la expresion de GDH.

D) Analizar el efecto metabolico del silenciamiento génico de GDH en higado de S.

aurata mediante sh-ARNSs (short-hairpin ARNS).
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ANIMALES DE EXPERIMENTACION

3.1 LA DORADA

La dorada (Sparus aurata) es un teledsteo que pertenece a la familia Sparidae, del
orden de los Perciformes. Tiene el cuerpo en forma oval y comprimido, y se caracteriza
por la presencia de una franja dorada, situada entre los 0jos y una mancha oscura sobre el
opérculo. Es una especie, euriterma (5-35 °C de temperatura), eurihalina (capaz de crecer
en diferentes condiciones de salinidad) y hermafrodita proterandrica, que no se diferencia
sexualmente hasta el primer afio de vida; posteriormente, se comportan como machos

durante 2-3 afos y se diferencian finalmente de manera definitiva a hembras.

Las doradas son propias del Mediterraneo. Se encuentra también en el Mar Negro,
Mar Rojo y costas orientales del Atlantico, desde las islas britanicas hasta Senegal.
Generalmente se encuentran individuos solitarios o formando grupos reducidos, aunque
cuando son jovenes pueden reunirse en grupos mas numerosos. Se encuentran a una
profundidad que oscila entre los 30 y 150 m. Es de habitos predadores, su dieta natural es
preferentemente carnivora y consiste basicamente en la ingesta de proteina procedente de

moluscos, crusticeos y peces pequefios.
3.1.1 Manipulacion de los animales y toma de muestras

En el proceso de manipulacién, se han seguido unas pautas concretas para evitar el
estrés y situaciones de anoxia de los animales que podrian incidir en el resultado de los

experimentos a realizar.

Las doradas utilizadas en nuestros estudios procedian de la piscifactoria Piscimar S.L.
(Burriana, Castellon), perteneciente al grupo Andrémeda. En el laboratorio, las doradas
se mantuvieron en acuarios con una capacidad de 260 litros de agua, ubicados en camaras
con control de temperatura, en el Departamento de Ecologia de la Facultad de Biologia
en la Universidad de Barcelona. La temperatura del agua se mantuvo constante en los
acuarios, a 21 = 0.5 °C. La iluminacion de cada camara fue programada para un
fotoperiodo de 12 horas de luz/oscuridad. La salinidad del agua de cada acuario se
mantuvo controlada a 3,5%. Con el objetivo de garantizar niveles 6ptimos de oxigeno
disuelto, los acuarios contaban con un suministro continuo de aire mediante compresores

(400 L/h) (Stellar S-30, California, USA). Los residuos procedentes de las excreciones de
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los peces o de la degradacion del alimento no ingerido fueron eliminados u oxidados
biolégicamente a formas menos téxicas bombeando el agua (1800 L/h) a través de un
filtro externo tipo Eheim professionel 3 (Eheim, Deizisau, Alemania). Con la finalidad de
esterilizar y controlar la carga microbiana del agua, cada acuario contaba con una lampara
ultravioleta Eheim reeflexUV 800 (Eheim, Deizisau, Alemania) situada a la salida del
filtro.

Las doradas tenian un peso inicial 10 g + 2. Se alimentaron suministrandoles una dieta
comercial, en cantidades correspondientes al 5 % del peso corporal dos veces al dia hasta
alcanzar aproximadamente los 20 g, momento a partir del cual las doradas fueron
alimentadas una vez al dia con cantidades de dieta correspondientes al 4 % del peso
corporal promedio de cada acuario. Los peces se pesaron cada dos semanas para ajustar

periédicamente la cantidad de dieta suministrada.

Todas las manipulaciones se han realizado segin las normas del Comité Etico de
Experimentacién con Animales de la Universidad de Barcelona (CEEA-UB). El
protocolo seguido en el momento de tomar las muestras pretende que los peces estén
sometidos a un estrés minimo. Antes de ser sacrificadas las doradas fueron anestesiadas
con metasulfato de tricaina (MS-222, Sigma-Aldrich), disuelto en agua marina en una

proporcion de 70 mg/L (p/v).
PROTOCOLO:

Preparacion
1.- Preparar un acuario de capacidad adecuada al tamafio y nimero de peces a sacrificar.

Disolver el agente anestesiante MS-222 en una proporcion de 70 mg/L (p/v).

2.- Introducirlas inmediatamente, en grupos de 3 - 4 individuos como méximo, en el
acuario con el anestésico.

3.- Esperar hasta que los peces queden sedados (5-10 minutos).

4.- Proceder a sacrificar y tomar las muestras o a inyectarlas con el compuesto en estudio.

Toma de muestras

1.- Sacrificar cada dorada mediante un corte cervical.

2.- Obtener la sangre con una pipeta Pasteur de vidrio previamente tratada con una
solucion de citrato sédico al 3 %.

3.- Abrir el pez ventralmente y extraer el higado. Para eliminar restos de sangre o bilis, se
lava el tejido en una solucion de NaCl al 0.9 %. Se congela inmediatamente por la
técnica de freeze clamping. El higado se mantiene a -80 °C hasta su utilizacion.

4.- La sangre obtenida se deja a temperatura ambiente 30 minutos, posteriormente se
centrifuga a 6000 g a 4 °C, durante 10 minutos. Se recupera el suero y se mantiene
congelado a -20 °C hasta su utilizacion.
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3.1.1.1 Obtencion de extractos hepéticos

El tejido hepatico de dorada obtenido se pulverizd y congel6 a -80 °C hasta el
momento de su utilizacion. Para pesar la cantidad necesaria se utilizaron tubos de vidrio
previamente tarados y enfriados en nitrogeno liquido, para evitar la descongelacion de las
muestras. La solucion de homogeneizacion T se utiliz6 para obtener el extracto total.
Todas las manipulaciones efectuadas para la obtencion de los extractos crudos se

realizaron a 4 °C.
PROTOCOLO:

1.- Pesar 50-100 mg de tejido hepatico y agregar rapidamente la solucion de
homogeneizacion T a 4 °C en una relacion 1:5 p/v (mg/uL).

2.- Mantener las muestras en hielo y homogeneizarlas durante 30 segundos, utilizando un
POLYTRON-PTA 7 en posicion 3; se coloca el homogenado en tubos eppendorf.

3.- Centrifugar a 4 °C durante 30 minutos a 10000 g. para eliminar componentes sélidos
insolubles.

4.- Recoger los sobrenadantes y cuantificar la proteina total siguiendo el método de
Bradford, descrito en el apartado 3.21.

Solucién de homogenizacion T

Tampén Tris-HCL pH 7,5 50 mM
EDTA 4 mM
NaF 50 mM
Sacarosa 250 mM
PMSF 0,5 mM
DDT 1 mM

Esta solucion se prepara 10X, sin sacarosa, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) o ditiotretol
(DTT), que se agregan en el momento de diluir la solucién para utilizarla en la obtencion de extractos
crudos; se guarda a 4 °C. ElI PMSF se prepara 200 mM en n-propanol.

3.2 ELABORACION DE DIETAS SEGUN EL DISENO EXPERIMENTAL

3.2.1 Experimento 1: Regulacion nutricional de la expresion de GDH

Para entender el efecto de la composicion de la dieta sobre la expresion de ARNm de
GDH en higado de doradas, se formularon 3 dietas que varian en la composicién de
macronutrientes (proteina, lipidos y carbohidratos) manteniendo la cantidad de energia
constante. Las dietas se denominan con la siguiente nomenclatura: HLL, LLH y MHL
(Tabla 1). Cada letra indica el nivel relativo de macronutrientes (High, Medium and
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Low), la primera letra se refiere a las proteinas, la segunda a los lipidos y la tercera a los
carbohidratos. Por ejemplo: HLL indica altos niveles relativos de proteina, bajo de lipidos
y bajo nivel de carbohidratos. Asi también, para estudiar el efecto del ayuno y la
realimentacion sobre la expresion de GDH, se realiz6 proporcionando a los peces
designados a la realimentacion, una sola racion al dia, del 2,5% del peso fresco de la dieta
Microbaq 15 (Tabla 2).

Tras una semana de aclimatacion en nuestras instalaciones en que los peces fueron
alimentados a saciedad con la dieta Microbaq 15 (Dibaq Grupo, Espafia) (Tabla 2), las
doradas fueron pesadas y separadas en acuarios a razén de 20 — 25 peces/acuario. A partir
de este momento a cada acuario se suministro una de las dietas indicadas anteriormente
0 bien fueron sometidos a ayuno durante un periodo de 19 dias y realimentadas a las 6
horas, 24 horas, 5 dias y 24 dias. Durante el periodo de alimentacion, los peces fueron
alimentados a una racién diaria del 2,5% del peso fresco de lunes a viernes suministrando
el alimento una vez a la mafiana (9:30) y otra por la tarde (15:30). Al finalizar el

experimento se recolectaron las muestras de sangre e higado.

Tabla 1 Composicién y analisis proximal de las dietas experimentales

DIETAS HLL MHL LLH
Formulacion %
Harina de pescado * 81,62 67,55 54,35
Almidon ¥ 15,00 16,70 37,06
Aceite de pecado § 0,76 13,13 5,97
Mezcla de minerales | 0,90 0,90 0,90
Mezcla de vitaminas 0,22 0,22 0,22
Carragenano @ 1,50 1,50 1,50
Energia bruta (Kj/g dw) 20,1 22,4 19,9
Andlisis quimico (% peso seco)

Proteina cruda 58,0 48,0 38,6
Grasas 9,9 20,7 12,1
Carbohidratos** 15,0 16,7 37,1
Cenizas U 15,4 12,9 10,5

*Corpesca S.A. Super-Prime fish meal (Santiago de Chile, Chile)

¥Almidon pregelatinizado de maiz adquirido en Brenntang Quimmica (Barcelona, Espafia)

SAF.AMSA.

fMezcla mineral (mg/Kg): CaHPO,2H,0, 7340; MgO, 800; KClI, 750; FeSO, 7H,0, 60; ZnO, 30; MnO,, 15; CuSO, 5H,0,
1,7; CoCl, 6H0, 1,5; KI, 1,5; Na,SeOs, 0,3.

1 Mezcla de vitaminas (mg/Kg): Cloruro de colina, 1200; mio-inositol, 400; &cido ascorbico, 200; &cido nicotinico, 70; acetato
de alfa tocoferol, 60; pantetonato de calcio, 30; riboflavina, 15; piridoxina, 10; acido félico, 10; menadiona, 10; tiamina-HClI,
8; trans retinol, 2; biotina, 0,7; colecalciferol, 0,05; cianocobalamina, 0,05.

@Lota carrageenan (sigma)

**|os carbohidratos fueron calculados por diferencia (100-% proteina cruda - % lipidos - % cenizas).

UCalculado a partir de la composicion (prtoeina 24 kj/g, lipidos 39 kj/g, carbohidratos 17 kj/g).

GASPAR’ C. ‘



MATERIALES Y METODOS

Tabla 2 Composicién y analisis proximal de la dieta comercial Microbaq 15

Microbag 15
Formulacion (%)
Harina de pescado 58,10
Maiz 12,50
Aceite de pescado 13,50
Proteina de arroz 6,0
Minerales 17
Proteina de soja 2,2
Concentrado soluble de pescado 55
Energia bruta (Kj/g dw) 21,1
Total 100
Anélisis quimico (% peso seco)
Proteina 46,0
Lipidos 22,0
Carbohidratos 9,5
Humedad 12,5
Cenizas 10,0
Total 100

1 Mezcla de vitaminas (mg/Kg): Cloruro de colina, 1200; mio-inositol, 400; &cido ascdrbico, 200; &cido nicotinico, 70; acetato
de alfa tocoferol, 60; pantetonato de calcio, 30; riboflavina, 15; piridoxina, 10; acido félico, 10; menadiona, 10; tiamina-HCI,
8; trans retinol, 2; biotina, 0,7; colecalciferol, 0,05; cianocobalamina, 0,05.

3.2.2 Experimento 2: Efecto metabdlico del silenciamiento génico de GDH

La GDH desempefia un papel fundamental en el metabolismo de los aminoacidos para
obtener energia y proveer sustratos gluconeogénicos. A fin de analizar el efecto
metabolico del silenciamiento génico de GDH en higado de dorada y su relacion sobre la
utilizacion de los nutrientes de la dieta suministrada, se determin6 el efecto que produce
la sobre expresion génica de sh-ARNm disefiados para silenciar la expresién de GDH en
higado de peces alimentados con la dieta HLL. La inyeccion se realiz6 a Unica dosis e
intraperitonealmente, de nanoparticulas de quitosan-TPP acomplejados con un plasmido
de expresion de los sh-GDH.

Para este estudio, tras una aclimatacién de 19 dias con la dieta Microbaq 15 (Diabaq
Grupo, Espafa), los peces una vez fueron pesados y distribuidos en acuarios (20 — 30
peces por acuario) se sometieron a una rutina de alimentacion al 2,5% del peso fresco con
la dieta HLL una vez al dia durante 15 dias. Después de 24 horas de la Gltima ingesta, a
20 peces se le administraron por via intraperitoneal 10 pg/g de pez de plasmido pCpG-
sh-GDH o pCpG-siRNA-scramble (como control), acomplejados con quitosan-TPP en
solucién de cloruro de sodio estéril al 0,09 %.
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3.3 LISTA DE OLIGONUCLEOTIDOS Y PLASMIDOS UTILIZADOS

3.3.1 Lista de oligonucleétidos

Oligonucledtidos Secuencia 5-3

Alineamiento GDH

MC205 GGTATCCACGGTCGTATCTCAGCC

MC206 GAGACCCACATTACCAAAGCCCTG

RACE-PCR

CG1307 GTCTTGTCCTGGAAGCCTGGTGTCA

CG1308 GGCTGAGATACGACCGTGGATACCTCCC

CG1305 ACTTGAATGCTGGTGGTGTGACAGTGT

CG1306 CCCACCACCCCAGATGCTGACAAGAT

Paseo cromosémico

CG1315 GACAGGAGAAGGGGGGTAGAATGAACGAC

CG1316 AACAACAAGGACAATGGGGGTGACGACAG

Clonacién de ADNc

CG1333 TTCCTTAAACACAATTTCAACGTCAA

CG1334 GGAGCTGCTGTGTCGTTCAT

CG1525 CCGGATCCACCATGTACCGGTATTTCGGGGAGC

CG1526 CCGGATCCACCATGGACCGGTATTTCGGGGAG

CG1527 CCGAATTCGGCTGTTTAGAGGGGGGAGAATAG

CG1528 CCGGATCCTTCATTCTACCCCCCTTCTCCTG

CG1529 CCGAATTCTTCCTTAAACACAATTTCAACGTCAAG

Constructos reporteros

CG1344 CCCCCGGGACACGGTGAGGAGCTGC

CG1345 CCCCGCTCTTCCGCGTGAGTCCCG

CG1342 CCCAGCTGTCAGTTGGACAGCACGG

CG1552 CTCTCCGCGGCTCGTGCTGCCTTTTAAAGCAAACTGACACAGHT
tTCATTCCCCACTCGGCCAGAGGAC

EMSA

CG1561 CACCCGGTCATGTGACCTACAC

CG1562 TGT AGG TCA CAT GAC CGG GTG G

CG1563 AAACTGACACAGCATGTCATTCCCCACTCGGC

CG1564 CCGAGTGGGGAATGACATGCTGTGTCAGTTTG

CG1565 AAACTGACACAGTTTTTCATTCCCCACTCGGC

CG1566 CCGAGTGGGGAATGAAAAACTGTGTCAGTTTG

sh-ARN

CG1531 GTACCTCGTTCGTTTACACGGTTAGCTATCAAGAGTAGCT
AACCGTGTAAACGAACTTTTTGGAAA

CG1532 AGCTTTTCCAAAAAGTTCGTTTACACGGTTAGCTACTCTT
GATAGCTAACCGTGTAAACGAACGAG

CG1533 GTACCTCGCGCATCATCAAGCCCTGTAATCAAGAGTTACA
GGGCTTGATGATGCGCTTTTTGGAAA

CG1534 AGCTTTTCCAAAAAGCGCATCATCAAGCCCTGTAACTCTT
GATTACAGGGCTTGATGATGCGCGAG

CG1535 GTACCTCGAGCCAAAGCTGGAGTCAAGATCAAGAGTCTTG
ACTCCAGCTTTGGCTCTTTTTGGAAA

CG1536 AGCTTTTCCAAAAAGAGCCAAAGCTGGAGTCAAGACTCTT
GATCTTGACTCCAGCTTTGGCTCGAG

CG1537 GTACCTCGAGAACAACGTCATGGTTATTTCAAGAGAATAAC
CATGACGTTGTTCTCTTTTTGGAAA

CG1538 AGCTTTTCCAAAAAGAGAACAACGTCATGGTTATTCTCTTG
AAATAACCATGACGTTGTTCTCGAG

CG1539 GTACCTCGGCTGGACTTACCTTCACATATCAAGAGTATGTG
AAGGTAAGTCCAGCCTTTTTGGAAA

CG1540 AGCTTTTCCAAAAAGGCTGGACTTACCTTCACATACTCTTG
ATATGTGAAGGTAAGTCCAGCCGAG

RT-PCR

JDRTpcmvhS CCCATTACGGTCAATCCGC

JDRTpcmvhAS ACAACCCGTCGGATTCTCC

MC109 CGGCTACCACATCCAAGGAA

MC110 GCTGGAATTACCGCGGCT

CG1543 GGTATTTCGGGGAGCTGCTGAG

CG1544 CGCATCAGGGACGAGGACA

CG1557 AGAGCTGAGGCAAAGCAACC

CG1558 GGGGAGGACGCATTCACTAA

EFlo-F CCCGCCTCTGTTGCCTTCG

EFla-R CAGCAGTGTGGTTCCGTTAGC

18s-F TTACGCCCATGTTGTCCTGAG

18s-R AGGATTCTGCATGATGGTCACC

B-Actina-F CTGGCATCACACCTTCTACAACGAG

B-Actina-R GCGGGGGTGTTGAAGGTCTC

GASPAR’ C. .



MATERIALES Y METODOS

3.3.2 Lista de plasmidos

Plasmidos de expresion

pcDNAs: Vector de expresion eucariota in vivo e in vitro. Utilizado para la expresion y traduccion

in vitro de proteinas bajo la influencia del promotor T7 (Invitrogen).

pcDNA3-GDH: Plasmido que expresa GDH de dorada. EI ADNc codificante de GDH va ser
obtenida por PCR utilizando los oligonucleétidos CG1525 y CG1527 y con el ADN molde del
ADNCc del higado de dorada. El fragmento obtenido, fue digerido con BamHI y EcoRI, y

posteriormente clonado al pcDNAgz digerido previamente con las mismas enzimas.

pCMV-cMYB: Plasmido que expresa la proteina cMY B de rata (Oelgeschlager et al., 1995). Cedido

por el Dr. Bernard Luscher (Institut flir Molekular biologie, Hannover, Alemania).

pCR3-hUSF2a: Plasmido que expresa el factor de transcripcion USF2a (North el al., 1999) Cedido
por el Dr. B. Viollet (INSERM U 129, Paris, Francia).

pCR3-hUSF2b: Plasmido que expresa el factor de transcripcion USF2b (North el al., 1999) Cedido
por el Dr. B. Viollet (INSERM U 129, Paris, Francia).

Plasmidos reporteros

pGL3-Basic: Vector que carece de un promotor eucariota y secuencias enhancer. Permite el estudio
de regiones promotoras de genes mediante el control de la expresion del gen reportero de luciferasa

(Promega).

pCMV: Vector utilizado como control de la eficiencia de las transfecciones realizadas en células

en cultivo, este plasmido expresa S-galactosidasa en células eucariotas.

pGDH+19: El constructo pGDH+19 (+19 a +70) se generd por PCR utilizando como
oligonucledtidos CG1344 y RVprimer3 (Promega) a partir de pPGDH1286 como ADN molde. El
fragmento resultante va ser digerido con Smal y Himlll y ligados al pGL3-Basic digerido

previamente con Mlul (filling-in) y HindllI.

pGDHS85: El constructo pGDH85 (-85 a +70) se gener6 por PCR utilizando como oligonucledtidos
CG1345y RVprimer3 (Promega) a partir de pGDH1286 como ADN molde. El fragmento resultante
va ser digerido con BsrBl 'y Mlul y ligados al pGL3-Basic digerido con Mlul (filling-in) y HindIlI.

pGDH128: El constructo pGDH128 (-128 a +70) se generd por PCR utilizando como
oligonucledtidos CG1342 y RVprimer3 (Promega) a partir de pGDH1286 como ADN molde. El
fragmento resultante va ser digerido con Pvull y Mlul y ligados al pGL3-Basic digerido previamente

con Mlul (filling-in) y HindlI1.
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pGDH413: El constructo pGDH413 (-413 a +70) se obtuvo por restriccion enzimatica de
pGDH1286 con las enzimas Ndel y Mlul, posteriormente se realiz6 filling-in y se religé.

pGDH648: El constructo pGDH648 (-648 a +70) se generd por restriccion enzimatica de
pGDH1286 con Pstl y posterior chew-back y Filling-in. El producto obtenido fue digerido con
Hindlll, y posteriormente ligado al pGL3-Basic digerido previamente con Mlul (filling-in) y
HindlIl.

pGDH982: El constructo pGDH982 (-982 a +70) se generd por restriccion enzimatica de
pGDH1286 con Pstl y posterior chew-back y Filling-in. EI producto obtenido fue digerido con
Hindlll, y posteriormente ligado al pGL3-Basic digerido previamente con Mlul (filling-in) y
HindlIl.

pGDH1286: EIl constructo pGDH1286 (-1286 a +70) se generé por restriccion enzimética de
pGEM-GDH2057 con Notl seguido por Filling-in. El producto obtenido fue digerido con Nhel, y
posteriormente ligado al pGL3-Basic digerido previamente con Smal y Nhel.

pGDH982mutUSF2: El constructo pGDH982mutUSF2 (-982 a +70; contiene un elemento de
respuesta a USF2 mutada) se generd por PCR utilizando los oligonucle6tidos CG1552 (con una
mutacion en el E-box y una diana en la region 5° para Cfr421) y GLprimer2 (Promega) a partir de
pGDH982 como ADN molde. El fragmento resultante se digirié con Cfr421 y ligado al pGDH982
digerido con Cfr42l.

pGDHO982A-44/+70: El constructo pGDH982A-44/+70 (-982 a +70; con delecion de los nuclettidos
-44 a +70) se genero por digestion del pGDH982 con Cfr42l y posterior recirculacion.

pGDH982A-708/-413: El constructo pGDH982A-708/-413 (-982 a +70; con delecion de los
nucledtidos -708 a -413) se generd por digestion del pPGDH982 con Sacl y Ndel posterior filling-in

y recirculacion.

pGDH982A-413/-278: El constructo pGDH982A-413/-278 (-982 a +70; con delecién de los
nucleétidos -413 a -278) se genero por digestion del pPGDH982 con Ndel y EcoRlI posterior filling-

in y recirculacion.

pGDHO982A-278/-44: El constructo pGDH982A-278/-44 (-982 a +70; con delecion de los
nucleotidos -278 a -44) se generd por digestion del pGDH982 con Ndel y Cfrl posterior filling-in y

recirculacion.

Plasmidos knock-down

pCpG-siRNA: Vector de expresion de sh-RNA en células eucariotas in vitro e in vivo. Se ha

disefiado para la expresion de sh-RNA in vivo, ya que el vector no induce respuesta inflamatoria.
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pCpG-scr: Vector que permite expresar un sh-RNA con bajo grado de homologia con secuencias
conocidas. Cortesia del Doctor José C. Perales, Departamento de Ciencias y Fisiologia, Universidad

de Barcelona.

pCpG-SH1-GDH: El constructo pGpG-SH1 (-30 a -20 del primer ATG) se generd por hibridacién
de los oligonucledtidos CG1531 y CG1532 (disefiados por los algoritmos del programa siRNA
Wizard software de InvivoGen), y clonados en pCpG-siRNA digerido previamente con Acc65l y
HindlII.

pCpG-SH2-GDH: El constructo pGpG-SH2 (+270 a +290 del primer ATG) se generd por
hibridacion de los oligonucleétidos CG1533 y CG1534 (disefiados por los algoritmos del programa
SiRNA Wizard software de InvivoGen), y clonados en pCpG-siRNA digerido previamente con
Acc651 y HindlII.

pCpG-SH3-GDH: El constructo pGpG-SH3 (+494 a +514 del primer ATG) se generd por
hibridacion de los oligonucleétidos CG1535 y CG1536 (disefiados por los algoritmos del programa
SiRNA Wizard software de InvivoGen), y clonados en pCpG-siRNA digerido previamente con
Acc651 y HindlII.

pCpG-SH4-GDH: El constructo pGpG-SH4 (+1207 a +1227 del primer ATG) se generd por
hibridacion de los oligonucleétidos CG1537 y CG1538 (disefiados por los algoritmos del programa
SiRNA Wizard software de InvivoGen), y clonados en pCpG-siRNA digerido previamente con
Acc651 y HindlllI.

pCpG-SH5-GDH: El constructo pGpG-SH5 (+1608 a +1628 del primer ATG) se generd por
hibridacion de los oligonucleétidos CG1539 y CG1540 (disefiados por los algoritmos del programa
SiIRNA Wizard software de InvivoGen), y clonados en pCpG-siRNA digerido previamente con
Acc651 y HindlllI.

Otros plasmidos

pGEM-T Easy: Vector de tipo T que facilita la ligacion de fragmentos de ADN obtenidos mediante

amplificacion por PCR (Promega).

pGEM-GDH2057: El constructo pGEM-GDH2057 se gener6 por PCR utilizando como
oligonucledtidos CG1316 y AP2 primer (Clontech) a partir de la segunda ronda de Genome-Walker
de la libreria gendmica de S. aurata. EI fragmento va ser purificado y ligado al vector pGEM-T

Easy.

pGEM-ARNMGDH2715: El constructo pGEM-ARNmMGDH2715 se generd por PCR utilizando
como oligonucleétidos CG1333 y CG1334 a partir del ADNc de higado de S. aurata. EI fragmento
va ser purificado y ligado al vector pGEM-T Easy.

GASPAR’ C' lﬁ



MATERIALES Y METODOS

TECNICAS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La técnica de PCR es utilizada para amplificar fragmentos de ADN a partir de un
ADN molde (Saiki et al., 1988). La zona a amplificar queda delimitada por dos
oligonucled6tidos (sense y antisense) que son complementarios a una secuencia conocida.
Estos oligonucle6tidos funcionan como un cebador para la sintesis de ADN por la ADN
polimerasa. La enzima que realiza la sintesis de ADN es una ADN polimerasa
termoestable. En esta tesis se han utilizado las polimerasas: Taq polimerasa (Biotools) y
Expand High Fidelity (Roche), utilizada cuando se requiere una mejor fidelidad en la
amplificacion (clonaje).

Las secuencias de los cebadores utilizados dependen de las regiones del ADN que se
requieren amplificar. De manera general los cebadores deben ser homélogos a la region
que hibridan, estar compuestos entre 18 y 25 nucle6tidos, presentar un minimo de 50%
de residuos de G y C y no formar dimeros o estructuras secundarias. Existen diversos
programas informaticos que ayudan al disefio de cebadores para PCR y para el calculo de
temperatura éptimas de hibridacién. Por ejemplo: Oligo Explorer 1.2 (Gene Link, 2004).

En el proceso de amplificacion del ADN, que se ha realizado en el termociclador,
inicia con la desnaturalizacion del ADN molde a 95°C. Seguidamente se baja la
temperatura a 72 °C para favorecer la hibridacion de los cebadores. Los productos
formados después de un ciclo completo, funcionan como molde para las sucesivas
reacciones. Al final, se obtendran por cada molécula bicatenaria de ADN molde 2"

moléculas, siendo n el nimero de ciclos realizados.

Condiciones de PCR

Desnaturalizacién inicial 94 °C 5 minutos
Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos
Hibridacion® 50-65 °C 30 segundos
Extencion? 72°C 1 minuto
Extencion final 72°C 5 minutos

La temperatura de hibridacion depende de los oligonucleétidos utilizados (tamafio, contenido de
G/C, homologia a la cadena molde).

2El tiempo de extension varia en funcion de la longitud de los fragmentos a amplificar; se requiere
aproximadamente 1 min/Kb en el caso de la Taq pol.
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3.5 PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN

Para alinear y purificar fragmentos de ADN a partir de productos de PCR o de
modificaciones enzimaticas (restriccion enzimatica, fosforilacion) y para recuperar el
ADN a partir de geles de agarosa, se ha utilizado el Kit High Pure PCR Cleanup Micro
Kit (Roche). El procedimiento est& basado en la unién selectiva del ADN, en presencia
de tiocinato de guanidina a unas fibras de silice empaquetadas en una columna. EI ADN
retenido a la columna es purificado por una serie de lavados que eliminan las sales,
oligonucledtidos, cadenas de ADN inferiores a 100pb, nucle6tidos no incorporados y
enzimas. Posteriormente el ADN purificado es eluido con un tamp6n con concentracion

baja de sales.

Para conocer la concentracion de &cidos nucleicos de una solucion, se ha usado el
espectrometro  NanoDrop ND1000, que permite efectuar determinaciones
espectrofotométricas en microgotas. Los acidos nucleicos (ADN y ARN) absorben una
longitud de onda de 260 nm, mientras que las proteinas a 280 nm. La pureza de los &cidos
nucleicos es calculada en base a la relacion Azeo/Azso. Un factor entre 1.7-2 indica que la
muestra esté libre de proteinas. Para determinar la concentracion de ADN o ARN se aplica

la siguiente formula:

Concentracion de ADN en ng/pL: Azeox 50

Concentracion de ARN en ng/ pL: Azsox 40

3.6 ELECTROFORESIS DE ADN

La técnica de electroforesis en gel horizontal de agarosa se emplea para separar
macromoléculas en funcion, principalmente, del tamafio y la carga eléctrica. Tal
separacion tiene lugar por aplicacion de una corriente eléctrica que recorre el soporte, en
este caso, un gel de agarosa, en cuyo interior se encuentran las muestras. EI ADN, por la
existencia de grupos fosfato ionizados cargados negativamente, migrard hacia el polo
positivo. Las bandas generadas como resultado de la amplificacion por PCR se visualizan
gracias a la tincion del gel con el agente intercalante Redsafe (Intron Biotechnology),

sustancia fluoréfora que tiene afinidad por el ADN.
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La concentracion de agarosa del gel determina la resolucion de los fragmentos de
ADN a separar. Los geles de agarosa al 1% (p/v) se utilizan para separar fragmentos de
ADN de 0.4 a 6 Kb. Para fragmentos mas pequefios se han utilizado geles al 2% de
agarosa. La movilidad de los fragmentos de ADN es inversamente proporcional a su
tamarfio. Para referencia del tamafio del ADN, se utiliza un marcador de peso molecular 1
Kb ladder (Biotools), que incluye fragmentos de ADN de 250 a 10000 pb.

El tampdn de carga de las muestras contiene glicerol que da densidad a las muestras
y facilita la carga a los pocillos del gel, y orange G que permite la visualizacion del

proceso de electroforesis.

PROTOCOLO:

Preparacién del gel de agarosa

1.- Pesar la cantidad de agarosa deseada.

2.- Disolver la agarosa en TAE 1X calentado al microondas.

3.- Agregar el RedSafe (5 pl/gel).

4.- Armar la bandeja de porta geles y colocar los peines para formar los pocillos.
5.- Verter la agarosa en la bandeja y dejar solidificar el gel.

SOLUCIONES:
Tampdn de electroforesis de ADN: TAE 1X*

Tris-HCI 4 mM
Na,EDTA 2H,0 2mM
Acido acético glacias 20 mM

*Ajustar el pH a 8 y autoclavar

Solucién de carga de muestras de ADN (6X)

Glicerol 30 %
Orange G 0,25 %

3.7 DIGESTION ENZIMATICA DE ADN

Para efectuar las digestiones enzimaticas, cada enzima requiere unas condiciones de
fuerzaionica y temperaturas especificas. Es recomendable la utilizacién de 1 U de enzima
por 1 ug de ADN, incubado durante 1 hora a la temperatura optima que corresponda a
cada enzima, siguiendo las instrucciones de las casas comerciales y utilizando los

tampones provistos.
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3.8 CONVERSION DE EXTREMOS DE ADN PROTUBERANTES EN
ROMOS

La formacién de extremos romos a partir de un fragmento de ADN con extremos
protuberantes 5°0 3" es quizas un prerrequisito antes de proceder a la ligacion. La reaccion
de fill-in es realizada para generar extremos romos a partir de fragmentos de ADN
resultantes de digestiones con enzimas de restriccion que generen extremos protuberantes
en 57, mientras que el chew-back seguido de fill-in es para los fragmentos de ADN que
presentan extremos protuberantes 3". La ADN polimerasa Klenow va a catalizar ambas
reacciones (chew-back y fill-in). La subunidad Klenow de la DNA polimerasa presenta
actividad exonucleasa 3"a 57, que es necesaria para realizar la reaccion chew-back, y una

actividad polimerasa 5"a 3"que cataliza la reaccion fill-in.

Fill-in:

Preparar en un tubo los componentes de la reaccion:

ADN 1ug
Tampodn Klenow 10 X 4L
dNTPs 10 mM 0,5 puL
ADN polimerasa Klenow (Roche) 2 U/uL 5ulL
H>0 mQ c.s.p. 40 puL

1.- Incubar a 37 °C durante 15 minutos.
2.- Inactivar la enzima a 75 °C durante 10 minutos.
3.- Purificar el ADN (ver apartado 3.5).

Chew-Back y Fill-in

Preparar en un tubo los componentes de la reaccion:

ADN 1ug
Tampon Klenow 10 X 4L
ADN polimerasa Klenow (Roche) 2 U/uL 5ul
H>0 mQ c.s.p. 40 puL

1.- Incubar 1 horaa 37°C.

2.- Fill-in: Agregar 0.5 uL de dNTPs a 10 mM a la mescla.
3.- Incubar 15 minutos a 37°C.

4.- Inactivar la enzima a 75°C durante 10 minutos.

5.- Purificar el ADN (ver apartado 3.5).
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3.9 LIGACION DE FRAGMENTOS DE ADN

Consiste en la unién de fragmentos de ADN mediante una reaccion enzimatica. La
enzima que se utiliza en la reaccion es la ADN ligasa del bacteri6fago T4, que cataliza la
formacion de enlaces fosfodiéster entre el fosfato 5 terminal y el hidroxilo terminal del
extremo 3'del ADN, en presencia de ATP y Mg?".

PROTOCOLO:

Mezclar en un tubo:

T4 ADN ligasa (Promega) 3UuL 1L
Rapid Ligation Buffer 2X 5puL
Fragmentos de ADN a ser ligado (inserto y vector) * 4uL

! Rutinariamente se ha utilizado una relacion molar 1:3 de vector respecte al inserto.

1.- Incubar 1 hora a temperatura ambiente.
2.- Dejar a 4°C durante toda la noche.

3.10 TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES

La transformacion es una técnica que nos permite introducir ADN exd6geno circular
en células procariotas. Previamente se han de hacer competentes las células procariotas.

3.10.1 Obtenciodn de células E. coli competentes

En condiciones normales la eficiencia de transformacion de la E. coli es muy baja, ya
que esta bacteria acepta la entrada de muy poco ADN exdgeno. Por este motivo, antes de
realizar la transformacion, las células bacterianas son sometidas a un tratamiento para
incrementar la permeabilidad de la membrana, convirtiéndolas asi en células
competentes, susceptibles de ser transformadas con mas eficacia. Se utilizo el
procedimiento descrito por (Sambrook, Fritsch and Maniatis, 2001).

La cepa de E. coli utilizada en este trabajo fue:

E_coli DH5a: sup E44, AlacU169 (90 lac ZDN15), hsd R17, rec A1, gyr A96, thi-1, rel Al

PROTOCOLO:

1.- Inocular 3 mL de medio LB sin antibiético con células E. coli y mantener en agitacion
constante a 37 °C durante 12-15 horas.

2.- Utilizar 0.5 mL del cultivo inoculado y volver a inocular a 50 mL de medio LB estéril.

3.- Dejar las células a 37 °C, en agitacion, hasta que la DOsgo nm llegue a 0.7-0.8, la cual
indica que el cultivo se encuentre en fase exponencial.

nGASPAR’ C. ‘



MATERIALES Y METODOS

4.- Sedimentar las células por centrifugacion a 2500 g durante 10 minutos.

5.- Eliminar el sobrenadante y resuspender las células en 50 mL de MgCl, 100mM frio.

6.- Sedimentar las células por centrifugacion a 2500 g durante 10 minutos. Eliminar el
sobrenadante y resuspender el precipitado en 10 mL de MgCl, 100 mM frio.

7.- Agregar 100 mL de CaCl; 100 mM y mantener las células en hielo durante 60-90
minutos.

8.- Sedimentar las células mediante centrifugacion a 2500 g durante 10 minutos.

9.- Retirar el sobrenadante y resuspender las células en 12.5 mL de la solucion de
resuspencion.

10.- Hacer alicuotas de 200 pl de células y congelar las inmediatamente a -80 °C.

SOLUCIONES:

Medio Luria Bertani (LB)

Triptona 10 g/L
Extracto de levadura 5g/L
NaCl 10 g/L

Ajustar el pH a 7 y autoclavar.

Solucién de resuspencion:

CaCl2 85 mM
Glicerol 15%
Autoclavar.

3.10.2 Transformacién por shock térmico

La transformacién produce una alteracion transitoria de la permeabilidad de la
membrana de la células competentes, para facilitar la entrada del ADN. Las
transformaciones en este trabajo se han efectuado por el método de shock termico, que
facilita la entrada del ADN dentro de las células al disminuir el potencial de membrana
(Panja y col., 2006).

PROTOCOLO:

1.- Descongelar en hielo (0-4 °C) una alicuota de células competentes.

2.- Agregar el ADN plasmidico a las células competentes, y dejar 15 minutos en hielo.

3.- Incubar 3 minutos a 42 °C (shock térmico) y luego dejar reposar 5 minutos en hielo.

4.- Agregar 800 pl de medio LB estéril e incubar 45 minutos a 37 °C.

5.- Sedimentar las células por centrifugacion a 10000 g durante 30 segundos.

6.- Sembrar en placas de LB-agar con antibi6tico de seleccion adecuada segun el gen de
resistencia del plasmido e incubar en una estufa a 37 °C durante 12-15 horas.
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SOLUCIONES:

Medio LB:
Es preparado segun las pautas del apartado 3.10.1

Placas de LB agar:

Triptona 10 g/L

Extracto de levadura 5g/L

NaCl 10 g/L

Agar bacteriologico 20 g/L
Autoclavar

3.11 OBTENCION DE ADN PLASMIDICO

Para obtener ADN plasmidico libre de ADN gendmico, proteinas y restos celulares,
se han empleado los kits comerciales GenElute Plasmid Miniprep Kit y GenElute Plasmid
Midiprep Kit (Sigma). Se deja crecer un cultivo recombinante de E. coli durante toda la
noche en medio LB con el antibidtico adecuado. Se recogen las células por centrifugacion
y se someten a lisis alcalina para liberar el contenido celular. Se sedimentan por
centrifugacion los restos celulares, proteinas, lipidos, SDS y ADN cromosémico. El ADN
plasmidico se une a una columna de silica en presencia de altas concentraciones de sales.
Los contaminantes se eliminan con lavados posteriores, y finalmente el ADN plasmidico

es eluido con una solucion baja en concentracion de sales.
3.12 SECUENCIACION DEL ADN

La secuenciacion del ADN se llevé acabo en el laboratorio de Genédmica de los

servicios cientificos técnicos de la Universidad de Barcelona (CCiT-UB).

PROTOCOLO:

Mezclar ADN y cebadores en las cantidades correctas en el tubo de PCR.

Cantidad de ADN 100 ng por 1 Kb de ADN molde

Cantidad de cebadores 3,2 pmols-5 pmols

Temperatura de hibridacion 6ptima 50 °C (cebadores especificos) 0 37 °C
(cebadores de plasmidos comerciales)

1.- Rotular de manera clara y sencilla en los tubos de PCR.

2.- Dejar los tubos abiertos y secar el ADN y el cebador en un termociclador a 80 °C
durante 10-15 minutos o hasta la total evaporacion de la muestra.

3.- Tapar las muestras disecadas y guardarlas a 4 °C o 20 °C hasta remitir la muestra al
CCiT-UB.
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3.13 ANALISIS BIOINFORMATICO

Para el disefio de oligonucleotidos se ha utilizado el programa informatico Oligo
Explorer. Para alinear secuencias de ADN y proteina se han utilizado los programas
informéticos Clustal W (alineamiento multiple de secuencias de ADN vy proteina) y
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), un programa informético de alineamiento
de secuencias de tipo local, ya sea de ADN, ARN o proteina, capaz de comparar una
secuencia contra una cantidad de secuencias que se encuentra en una base de datos.
Ademas, se ha utilizado el programa RestrictionMapper para la generacion de mapas de
restriccion de secuencias de ADN, JASPAR para el andlisis de las regiones reguladoras
en las secuencias del genoma y la deteccion de potenciales sitios de unidn para factores
de transcripcion, y CLC Main Workbench, un paquete de software integrado que permite
realizar analisis avanzados de secuencias de ADN, ARN y proteinas, combinados con
analisis de expresion génica, gestion de datos con la base de NCBI y opciones gréficas de

visualizacion.

3.14 PCR COLONIA

El PCR colonia nos permite analizar, mediante PCR, el ADN de las colonias
obtenidas en la transformacién. En este PCR, se utiliza como molde las colonias obtenidas
en la transformacion utilizando oligonucleétidos del vector que flanquean el lugar de
insercion del fragmento clonado. Asi, podremos discernir las colonias que han
incorporado el plasmido recombinante y determinar el tamafio del fragmento clonado por
electroforesis en gel de agarosa (apartado 3.6). En aquellas colonias que mediante la
reaccién de PCR es detectada la incorporacion del inserto (del tamafio esperado), se
confirma la presencia mediante restriccion enzimatica y posterior secuenciacion. Para
realizar este analisis se debera aislar previamente el ADN plasmidico de las colonias

positivas (apartado 3.11).

3.15 PASEO CROMOSOMICO (*Genome Walker”)

Para realizar el paseo cromosoémico se ha utilizado el kit Universal GenomeWalker
(Clontech). Este sistema permite encontrar secuencias de ADN genémico desconocidas

adyacentes a una secuencia conocida.
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Para encontrar el ADN genémico de interés, el primer paso fue construir cuatro
librerias de ADN, posteriormente se digirieron cuatro alicuotas de DNA genémico con
enzimas de restriccion que dejan extremos romos (Dral, EcoRV, Pvull, Stul). A los
fragmentos resultantes de estas cuatro librerias se le liga un adaptador GenomeWalker,
que contiene una secuencia que permite la hibridacion de los cebadores suministrados por
el kit (AP1 y AP2). Una vez construidas las librerias y ligadas los adaptadores, se
realizaron para cada libreria dos amplificaciones mediante la técnica de PCR. En la
primera amplificacion (PCR primario) utilizamos el outer adaptor primer AP1, y un
cebador especifico del gen de interés disefiado por nosotros. En la PCR secundaria
utilizamos el nested adaptor primer (AP2) y un cebador mas interno a la utilizacién a la

PCR primaria y especifico del gen de interés.

3.15.1 Construccién de las librerias Genome Walker
PROTOCOLO:

1.- Rotular 5 tubos: DL1, DL2, DL3, DL4 y un control positivo
2.- Mesclar para cada reaccion, por separado los siguientes reactivos:

ADN genémico 0,1 pg/uL 25 uL
Enzima de restriccion (Dral, EcoRV, Pvull o Stul) 10 UpL 25 uL
Tampon de la enzima de restriccion (10X) 10 X 10 pL
Agua mQ c.s.p. 100 pL

3.- Incubar a 37°C durante 2 horas.
4.- Agitar suave durante 5-10 segundos. Incubar a 37°C 16-18 horas.
5.- Comprobar que la digestion estd completa mediante electroforesis (apartado 3.6).

3.15.2 Purificacion del DNA
PROTOCOLO:

1.- A cada tubo agregar 1 volumen de fenol.

2.- Homogeneizar a baja velocidad 5-10 segundo y centrifugar para separar la fase acuosa
y organica.

3.- Transferir la fase acuosa (superior) a un nuevo tubo. Descartar la fase organica.

4.- A cada tubo agregar 2 volimenes de etanol 95% frio, 1/10 volumen de NaOAc 3M pH
4.5y 20 pg de glicogen.

5.- Homogeneizar a baja velocidad 5 — 10 segundos y Centrifugar a 15.000 rpm 10 minutos

6.- Resuspender el sedimento con 100 pL de etanol frio.

7.- Centrifugar a 15000 rpm 5 minutos y Retirar el sobrenadante y dejar secar el sedimento
al aire. Disolver el precipitado en 20 uL de TE pH 8.
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3.15.3 Ligacion del ADN gendémico a los adaptadores Genome Walker

PROTOCOLO:

1.- Incubar les componente de la reaccion durante toda la noche a 16 °C.

ADN purificado y digierido 200 ng 4l
Adaptador Genome Walker 25 uM 1.9 uL
Tampon de ligasa 10 X 1.6 uL
T4 ADN ligasa (Promega) 6 U/uL 0.5uL
H>0 mQ c.s.p. 16puL

2.- Parar la reaccion incubando a 70 °C durante 5 minutos.
3.- Resuspender cada tubo con 72 uL de TE 1X

3.15.4 PCR

El protocolo del kit Genome Walker consiste en una amplificacion por PCR primaria
y secundaria utilizando cada una de las cuatro librerias experimentales obtenidas. Para
este fin, se usaron el oligonucle6tido AP1 (provisto por el kit) y el CG1315
(oligonucledtido especifico), para la PCR primaria, y el oligonucle6tido AP2 (provisto
por el kit) y el CG1316 (oligonucledtido especifico) para la PCR secundaria.

PROTOCOLO:

PCR PRIMARIA:

1.- Preparar la siguiente mezcla de reaccion para cada una de las librerias.

Advantage 2 PCR Buffer 10X 5uL
dNTPs 10 mM luL
AP1 10 uM luplL
Oligonucledtido especifico de gen A 10 uM luL
Libreria GenomeWalker 200 ng luL
Advantage Genomic Polymerase Mix 50 X luL
Agua mQ c.s.p. 50 uL

Condiciones de PCR

94 °C 25 segundos

7 ciloc 72°C 3 minutos

. 94°C 25 segundos
82ciclos  g70c 3 minutos
1 ciclo 67 °C 7 minutos

Una vez finalizada la PCR, se analiza 8 pL del producto en un gel de agarosa al 1%.
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PCR SECUNDARIA:

2.- Preparar en un tubo la siguiente mezcla:

Advantage 2 PCR Buffer 10 X 5puL
dNTPs 10 mM lulL
AP2 10 uM lulL
Oligonucledtido especifico del gen 10 uM 1luL
Producto de PCR primario 200 ng luL
Advantage Genomic Polymerase Mix 50 X luL
Agua mQ c.s.p. 50 uL

Condiciones de PCR

94°C 25 segundos

5 ciclos 72C 3 minutos

) 94.°C 25 segundos
20 ciclos 67 °C 3 minutos
1 ciclo 67 °C 7 minutos

Se analiza 5pL del producto de PCR secundario en un gel al 1%.

3.16 AMPLIFICACION DE EXTREMOS DE ADNc POR RACE: RLM-RACE

La técnica de amplificacion rapida de extremos de ADNc, conocida como RACE
(Rapid Amplification of cDNA Ends) y descrita por primera vez por Frohman y col (1988),
permite la clonacion y analisis de extremos 5" y 3" de un determinado ADNCc a partir de
una secuencia parcial de ADNc conocida. Para los experimentos de RACE-PCR-5"y
3"descritos en este trabajo, se ha utilizado el Kit FirstChoice RLM-RACE Kit de Ambion.

3.16.1 Amplificacion rapida de los extremos 5" del ADNc

La técnica de RACE 5  (Rapid Amplification of 5° cDNA Ends) proporciona una
metodologia éptima para obtener extremos 5° completos de un ADNc concreto, utilizando
para ello secuencias conocidas. El kit se basa en las técnicas ARN ligase-mediated RACE
(RLM-RACE) y la Oligo-capping Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE), que da
como resultado la ligacion selectiva de un oligonucledtido de ARN al extremo 5” de un
ARNmM concreto sin estructura cap. Gracias a la eliminacion de ARNms truncados durante

el proceso de amplificacion, se asegura la amplificacion de transcritos completos.

El ARN total o poli(A) es tratado con Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIP) para
eliminar el fosfato 5° de las moléculas tales como ARN ribosomal, ARN mensajero y de

transferencia fragmentados y ADN gendémico contaminante. La fosfatasa no afecta a la
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estructura cap del extremo 5 de los ARNm. EI ARN es tratado luego con Tobacco Acid
Pyrophosphatase (TAP) para eliminar la estructura cap del ARNm integro, exponiendo
un 5 -monofosfato. Posteriormente, ligamos a los ARN tratados un adaptador de 45
oligonucledtidos proporcionado por el kit usando T4 ARN ligasa. EI ARN adaptador no
se liga a los ARN desfosforilados porque estas moléculas carecen del 5 -fosfato necesario
para la ligacién. Durante la reaccién de la ligacion la mayoria de los ARN que contienen
5"-monofosfato adquieren la secuencia del adaptador como su 5™ terminal. La reaccion de
retrotranscripcion genera una copia completa de ADNc del ARN original con la secuencia
del adaptador 5” terminal. EI ADNCc resultante es utilizado para las siguientes reacciones
de PCR.

3.16.2 Amplificacion rapida de los extremos 3° del ADNc

Para amplificar la secuencia 3" terminal de ARN mensajeros se ha usado la técnica
3-RACE. Primero el ADNCc es sintetizado a partir de ARN total o ARN poli(A) usando
un adaptador 3"-RACE terminal. EI ADNCc es luego utilizado para los PCR usando
oligonuclettidos 3"-RACE, los cuales son complementarias al adaptador 3"-RACE
terminal.

3.16.3 Disefio de oligonucleotidos

Los oligonucle6tidos especificos para amplificar extremos de ADNc mediante la
técnica de RLM-RACE han de tener una longitud comprendida de 23 a 28 nucle6tidos,
un 50-70% de GC, y la temperatura de melting (Tm) ha de ser de al menos 65°C. Un Tm
mas de 70°C genera resultados mas satisfactorios y permite realizar un touchdown PCR.

3.16.4 Amplificacion primaria parael RACE 5’y 3

PROTOCOLO:

1.- Las reacciones de RACE 57y 3 utilizan la misma mezcla de reaccion.

Mezcla de PCR (Master Mix)

Super Tag-Plus Buffer (10X) 5uL
dNTP mix (10 mM) 1pL
Super Tag-Plus Polymerase luL
H>0 mQ c.s.p. 50 uL

2.- Agregar a la mezcla de PCR:
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RACE 5’ RACE 3’
5’-RACE outer Primer 25uL  3’-RACE outer Primer 2,5puL
Oligonucledtido especifico 1uM Oligonucledtido especifico 1uM
ADNCc de pasos anteriores 1puL ADNCc de pasos anteriores 1ulL

3.- Laamplificacion primaria es realizada mediante touchdown-PCR.

. 94 °C 1:30 minutos
5 ciclo 72°C 1 minuto
94°C 30 segundos
5 ciclos 70°C 30 segundos
72°C 1 minuto
94°C 1 minuto
20 ciclos 67°C 30 segundos
72°C 1 minuto

3.16.5 Amplificacion secundaria parael RACE5’ y 3’

Para llevar a cabo un incremento de la especificidad del producto de PCR, se realiza
una amplificaciéon secundaria, mediante el oligo 5-RACE inner Primer y un

oligonucledtido especifico del gen estudiado.

PROTOCOLO:

1.- El producto de PCR primario es diluido en 245 pL de tampén TE.
2.-  Preparar la mezcla de reaccion:

RACE 5 | RACE 3
5’-RACE inner Primer 2,5puL 3’-RACE inner Primer 2,5uL
Oligo especifico (10 pM) 1puL Oligo especifico (10 pM) 1ul
Super Tag-Plus Buffer 10X 5uL Super Tag-Plus Buffer (10X) 5puL
Super Tag-Plus Polymerase 1uL Super Tag-Plus Polymerase 1upl
dNTP mix (10 mM) lulL dNTP mix (10 mM) lulL
Dilucién del PCR primario luL ADNC de pasos anteriores luL
H20 mQ c.s.p. 50 puL H20 mQ c.s.p. 50 puL

Los productos de PCR se analizaron en un gel al 1%. Para determinar el origen de transcripcion, los
fragmentos obtenidos son clonado en el vector pPGEM-T Easy y es secuenciado posteriormente.

Condiciones de PCR

94°C 30 segundos
68 °C 30 segundos
72°C 3 minutos

35ciclos  (pasol - 3)
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3.17 TRANSCRIPCION INVERSA

La transcriptasa inversa (RT), es una polimerasa de ADN producida por retrovirus.
Sintetiza una cadena sencilla de ADN complementaria (ADNCc) a partir de ARN molde.
La transcripcion inversa requiere una polimerasa ARN dependiente (RT), ARN molde,
dNTPs y cebadores, que pueden ser hexdmeros aleatorios. Para prevenir la degradacion
del ARN, se incluye inhibidores de ARNsas (RNAsin, Promega). La reaccion se realiza

a 37 °C, durante 60 minutos.

PROTOCOLO:

1.- Mezcla de reaccion:

First Strand buffer 5X 4uL
dNTPs 10 mM 2uL
Hexéameros aleatorios (Invitrogen) 62.5 ng/uL 2puL
Inhibidor de ARNses (Invitrogen) 80 U/uL 0.5 uL
ARN total la5pg
MMLV-RT! (Invitrogen) 200 U/uL luL
Agua mQ c.s.p. 20 uL

IMMLV-RT: Moloney murine leukemia virus-reverse transcriptase.

3.18 RT-PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL (RT-PCR)

La RT-PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR) permite determinar la cantidad de
ARNmM en una muestra. El proceso completo incluye el alineamiento del ARN, la
retrotranscripcion a ADNc y a la amplificacion del ADNc mediante la PCR. El sistema
de RT-gPCR esta basado en la deteccion y cuantificacion de un marcador fluorescente
(Lee, 2004; Livac y Schmittgen 2001). Esta sefial incrementa de manera proporcional a
la cantidad de producto de PCR presente en la reaccién. Para la monitorizacion de la
amplificacion del ADN se utiliz6 como agente intercalante SYBR Green. El SYBR Green
es un fluoréforo que se une a todas las cadenas dobles de ADN (Morrison, Weis and
Wittwer, 1998).

PROTOCOL:

1.- Mesclar en un tubo estéril:

ADNC diluido 1:10 en agua 3.2uL
Oligonucleétido sentido 10 uM 1.6 uL
Oligonucledtido antisentido 10 uM 1.6 uL
SYBR Green PCR Master Mix 2X 20 puL
Agua libre de ADNBsas c.s.p. 40 pL
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Condiciones de PCR

95°C 10 minutos
95°C 15 segundos
62 °C 1 minuto

40 ciclos del paso 2 al 3.

El ADNc de cada muestra fue amplificado por duplicado, para la cual en cada tubo se
depositaron 18 pl de la mezcla de la reaccion. El equipo utilizado fue Step One Plus Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). Como genes reporteros se han utilizado los
genes pS-actina, elongation factor 1-alpha (EF-1a) y la subunidad ribosomal 18s. El
método utilizado para determinar la cantidad relativa de los genes de interés es el Método
Comparativo de Ct (Comparative threshold (Ct) method (AACt)).

Una vez finalizada la PCR, se obtiene una curva donde se representa la florescencia
obtenida respecto al ciclo de PCR. De aqui se obtendra el valor de Ct (ciclo limite o cycle
threshold) que es el ciclo en que se detecta un incremento significativo de ARn (magnitud
de la sefial de fluorescencia generada durante la PCR en cada punto) por primera vez. Asi,
a mayor cantidad de ADNCc de partida, el producto de PCR acumulado es detectado antes.
Y menor es el valor de Ct. La fluorescencia obtenida es normalizada automaticamente
dividiendo la intensidad de emision del marcaje del reportero por la intensidad de emisién
de la referencia pasiva. Como referencia pasiva utilizamos el ROX (6-carboxi-X-
rodamina), presente en la mezcla de SYBR Green, que proporciona una referencia interna
por la emision de fluorescencia de fondo, usada para normalizar la sefial de SYBR Green.
Esta normalizacion es para las fluctuaciones de fluorescencia no relacionadas con la PCR
que pueden tener lugar en los diferentes pocillos (diferencia en volumen o concentracion,

burbujas) o en el tiempo.
Una vez determinada el valor Ct, se ha de calcular el ACt.

ACt = Ct (gen diana) — Ct (gen reportero o la media geométrica de genes reporteros)
Este valor es cuantificado para cada muestra a cuantificar.
Posteriormente, una de las muestras se escoge como valor de referencia para efectuar
la comparacion con el resto, obteniendo asi el valor AACt.
AACt = ACt (muestra X) - ACt (muestra de referencia)

El tltimo paso es transformar los datos a valores absolutos:

Valor de expresion = 2 -A¢t
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Siempre que se haya de realizar una RT-gPCR con oligonucle6tidos que no se han
empleado anteriormente, se ha de determinar la curva de disociacién de los cebadores y

la curva de concentracion, a fin de comprender la especificidad de los oligonucle6tidos.

3.18.1 Curva de disociacién de oligonucledtidos

Este paso es importante realizar cuando se trabaja con SYBR Green, ya que, al
intercalarse en la cadena de doble hebra de ADN de forma inespecifica, se podria detectar
productos de PCR no especificos o la dimerizacion de los oligonucleétidos utilizados. El
procedimiento esta basado en detectar la florescencia emitida por cada pocillo a diferentes
temperaturas. ldealmente, las muestras deben de dar lugar a un Unico pico definido a la
temperatura de fusion del amplicén, mientras que en los pocillos donde no se ha afiadido
ADNCc (control negativo de amplificacion, hechos con agua) no deben generar una sefial
fluorescente significativa. Para verificar que el RT-gPCR ha dado lugar a la amplificacién
de una Unica banda y del tamafio adecuado, se hace una electroforesis del producto de

PCR y su control negativo.

3.18.2 Curva de concentracion

Nos permite saber el rango de concentracion inicial de la muestra con que tendremos
unos resultados de Ct adecuados. Se determina haciendo varias diluciones del ADNc de
prueba. Se representan los valores logaritmicos de la dilucién respecto a los valores de Ct
obtenidos. Habra de generar una recta tanto para el gen normalizador como para el gen

en estudio.

3.19 WESTERN BLOT

La técnica de Western blot se utiliza para detectar proteinas utilizando un anticuerpo
especifico. Las proteinas han sido sometidas previamente a una resolucién electroforética

en geles de poliacrilamida con SDS, y a la transferencia a una membrana de nitrocelulosa.

3.19.1 Electroforesis de proteinas

La electroforesis de proteinas en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) es una

técnica utilizada para la separacion de proteinas en funcion de su peso molecular. Consiste
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en la desnaturalizacion de las proteinas de la muestra con SDS, que confiere carga
negativa al complejo proteico. Las proteinas desnaturalizadas se separan en una matriz de
poliacrilamida sometida a un campo eléctrico. La electroforesis se va realizar segun las

indicaciones de Laemmli (Laemmli, 1970).

3.19.1.1 Preparacion de las muestras

Una vez obtenida y cuantificada la proteina de los extractos (apartado 3.21), se les
afiade el tampon de carga de proteinas y se dejar hervir durante 5 — 10 minutos. La
ebullicion en presencia de SDS y B-mercaptoetanol permite que las proteinas se

desnaturalicen.

SOLUCION:

Tampdn de carga de proteina 4 X

Tris-HCI pH 6,8 0,25 M
SDS 8%
Glicerol 40 %
B-mercaptoetanol 20 %
Azul de bromofenol 0,04%

3.19.1.2 Preparacion de geles de poliacrilamida

Para efectuar los SDS-PAGE se utilizan geles que consta de dos partes: gel apilador
y gel separador. Estos se diferencian por la concentracién de poliacrilamida y el pH. La
parte superior, formada por el gel apilador, contiene una proporcién de acrilamida del
4%, de manera que la medida de los poros del gel es mayor. La funcién de este gel es
alinear la entrada de las proteinas antes de ser separadas. La alineacion de las proteinas
se da en la interfase entre el gel separador y apilador debido a la diferencia de pH entre
ellas.

La parte inferior del gel esta constituida por el gel separador, con un porcentaje mayor
de poliacrilamida (7 — 20%) que genera un tamafio de poros mas pequefios, lo que a su
vez permite la separacion de las proteinas en funcion del tamafio molecular.
Concentraciones elevadas de polimero mejoran la resolucién de las muestras con un bajo
peso molecular, mientras que geles separadores con concentraciones bajas de polimero
favorecen la transferencia a membrana. Estos geles se han preparado utilizando vidrio y
cubetas OWL.
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SOLUCIONES:
Gel separador (10% acrilamida Gel apilador (4% acrilamida
pH 8,8) pH 6,8)
Acrilamida/bisacrilamida 3,3mL Acrilamida/bisacrilamida 3,3mL
Tampdn B 2,5mL Tampén A 2,5mL
SDS 10% 100 pL SDS 10% 100 pL
H.0 4 mL H20 4 mL
Persulfato de amonio 10%* 75 uL Persulfato de amonio 10%* 75 uL
TEMED* 7,5 uL TEMED* 7,5 uL

*El persulfato de amonio actiia como un polimerizador de la acrilamida/bisacrilamida, mientras que
el TEMED cataliza la polimerizacion. Se ha de agregar al final de la mezcla.

Tampoén A:
TrisHCI 0,5 M pH 6,8

Tampon B:
TrisHCI 1,5 M pH 8,8

Acrilamida/bisacrilamida:

30% acrilamida/Bis solution, 37,5:1 (2,6 %C) (BioRad)

3.19.1.3 Proceso de electroforesis

Para identificar los pesos moleculares de las proteinas de las muestras en estudio, se
carga en un carril marcadores pretefiidos de peso molecular conocido, Kaleidoscope
Prestained Standards (BioRad). Las muestras, con igual cantidad de proteina, se cargan
al gel para llevar a cabo la electroforesis a temperatura ambiente. En caso de utilizar geles
de 0.75 mm de grosor, el proceso de electroforesis es realizado a 15 mA durante la
migracion de las proteinas en el gel apilador y a 20 mA cuando entran en el gel separador.
De manera general, el proceso acaba cuando el colorante azul de carga llega a la parte
inferior del gel. Una vez finalizada la electroforesis, se procede a la transferencia de las

proteinas a la membrana de nitrocelulosa.

SOLUCION:

Tampédn de electroforesis

Tris-HCI pH 8,3 0,025 M
Glicina 0,192 M
SDS 0,1%
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3.19.2 Transferencia de proteina a membrana

Las proteinas son transferidas a una membrana de difluoruro de polivinilideno PVDF
(Amersham Hybond-P PVDF Membrane, UK) por electroelucion a 90 V durante 2 horas

a4 °C, en tampdn de transferencia.

PROTOCOLO:

1.- Se descarta el gel apilador. El gel separador se deposita sobre papel Whatman
(Schleicher & Schuell, England), previamente humedecido con tampon de
transferencia de proteinas, situado sobre una esponja sobre la tapa negra del cassette
de transferencia (BioRAD).

2.- Sobre el gel se pone la membrana de PVDF previamente humedecida donde se van a
transferir las proteinas, sobre esto se deposita un segundo papael Whatman y otra
esponja. Es importante eliminar las burbujas de aire que puede haber entre la
membrana y el gel.

3.- Cerrar el cassette e introducirla en la cubeta de transferencia (BioRad). Aplicar un
voltaje de 90 V. Este proceso tiene lugar a 4 °C durante 2 horas.

4.- Una vez realizada la transferencia, las proteinas del gel pueden ser tefiidas con el
colorante Coomasie blue a fin de comprobar que el proceso de transferencia se ha
realizado correctamente.

SOLUCION:

Tampdn de transferencia de proteinas

Tris-HCI pH 8,3 0,025 M
Glicina 0,192 M
Metanol 20 %

Se prepara en el momento de la transferencia

3.19.2.1 Visualizacion de las muestras en geles de poliacrilamida

El procedimiento de tincién se basa en la fijacion del colorante azul de coomassie a

las proteinas.
PROTOCOLO:

1.- Incubar el gel en solucién de coomasie durante 30 minutos a temperatura ambiente.
2.- Lavar con la solucion de lavado con el fin de eliminar la coloracion inespecifica.

SOLUCIONES:

Solucién de lavado

Metanol 40 %
Acido acético glacial 7%
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Solucién de tincién

Metanol 40 %
Acido acético glacial 7%
Azul de Coomassie 0,025.%

3.19.3 Bloqueo de la membrana

El proceso de bloqueo es realizado para reducir el ruido de fondo durante la
inmunodeteccion. La membrana donde se encuentran las proteinas transferidas, se ponen
en agitacién con 100 mL de solucion de bloqueo durante un minimo de 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, la membrana se lava en tamp6n TBS-T durante 5

minutos.

SOLUCIONES:

Solucién de blogueo

Leche descremada en polvo 10 %

TBS 1%
TBS 1X

Tris-HCI pH 7,5 50 mM

NaCl 150 mM

3.19.4 Inmunodeteccion

Para efectuar la inmunodeteccion, se han seguido las pautas descritas por el proveedor
del kit InmunStar HRP Subtrate (Bio-Rad). La técnica se basa en la incubacion sucesiva
de la membrana con dos anticuerpos. El anticuerpo primario es una imnunoglobulina G
(Ig G) que reconoce la proteina de interés. El anticuerpo secundario es un anticuerpo anti-
IgG, que reconoce al anticuerpo primario y lleva covalentemente unido una enzima
peroxidasa. Esta enzima cataliza la oxidacion del luminol en medio alcalino, originando
la formacion de quimioluminiscencia, que serd captada a través del equipo ImageQuant
LAS 4000 mini (GE Healthcare) y cuantificado usando el software ImageJ (BNational
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)

PROTOCOLO:

1.- Incubar la membrana con una dilucién adecuada del anticuerpo primario durante toda

la noche a 4 °C en un agitador orbital
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2.- Retirar el anticuerpo primario (la solucion se conserva a -20 °C para ser utilizado en
experimentos posteriores). Efectuar 3 lavados de la membrana durante 10 — 15 minutos
con 100 mL de solucién de lavado.

3.- Incubar la membrana con el anticuerpo secundario durante 60 minutos en agitacion
suave y a temperatura ambiente.

4.- Retirar el anticuerpo secundario y lavar 3 veces como se describe en el punto 2.

5.- Preparar la solucion de deteccion: se mezcla a partes iguales la solucion
Luminol/Enhancer y el tampon de la peroxidasa. Posteriormente la membrana es
incubada en la solucion de deteccion durante 5 minutos, a temperatura ambiente.

6.- Se retira el exceso de solucién y se expone y revela durante un méaximo de 45 minutos.

SOLUCIONES:

Solucién de dilucidn de anticuerpos

Leche descremada en polvo 5%
TBS 1X
Tween20* 0,1%

Solucién de lavado

TBS 1X %
Tween20* 0,1 %

*EIl Tween20 es un detergente que dificulta las interacciones inespecificas de los anticuerpos
a la membrana, obteniendo asi imagenes mas nitidas y con menor nimero de bandas
inespecificas.

3.19.4.1 Anticuerpos utilizados

Anticuerpos primarios: Anti-GDH1 purificado a partir de conejo (OriGene TA338163).
Anti-actina purificado a partir de conejo (Sigma A2066).
Anticuerpo secundario: Anticuerpo IgG anti conejo purificado a partir de cabra (Cell

Signaling Technology #7074).

3.20 ENSAYO DE CAMBIO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA EN GEL
(UNION ADN-PROTEINA)

Técnica que permite estudiar la interaccion ADN-proteina in vivo. Consiste en la
incubacién de proteinas (procedentes de los extractos nucleares) con un fragmento de
ADN marcado en el extremo 3"con dideoxinucle6tidos DIG (DIG-ddUTP). La unién de
proteina-ADN genera un complejo de cambio de movilidad en relacién al fragmento de
ADN libre al someterse las muestras a electroforesis en gel de poliacrilamida no
desnaturalizante.
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3.20.1 Obtencidn de extractos nucleares
Para esta finalidad se sigui6 el protocolo descrito por Andrews y Faller (1991).

PROTOCOLO:

1.- Cultivar las células eucariotas transfectadas con un plasmido que exprese la proteina
de interés.

2.- Centrifugar durante 10 segundos y lavar el sedimento 2 veces con 1 mL de PBS.

3.- Resuspender en 400 ul de tampén A frio e incubar en hielo durante 10 minutos.

4.- Agitar al vortex durante 10 segundos, y centrifugar 10 segundos.

5.- Resuspender el sedimento (ntcleos) 100ul de tampon C frio e incubar 20 minutos.

6.- Centrifugar durante 2 minutos a 13000 rpm, para separar los residuos celulares de las
proteinas nucleares (sobrenadante).

7.- Cuantificar la proteina del sobrenadante. Alicuotar y almacenar a -80 °C.

SOLUCIONES:

Tampén A (Hypotonic Buffer)

Hepes-KOH Ph 7,9 10 mM
MgCl, 1,5mM
KCI 10 mM
NaNO3 2 mM
NaF 2mM

Tampén C (High Salt Buffer)

Hepes-KOH Ph 7,9 20 Mm
Glicerol 25 %
NaCl 420 mM

Antes de ser utilizados se agrega DTT 0,5 mM y PMSF 0,2 mM a los tampones Ay C.

3.20.2 Preparacion de oligonucle6tidos marcados

Se utilizan fragmentos de ADN de doble cadena de un tamafio de 20 — 30 nucledtidos
y un nucle6tido extra 3” protuberante. Son marcados en el extremo 3 con una molécula

de DIG-ddUTP mediante la accion de una transferasa terminal.
3.20.2.1 Obtencion de oligonucleétidos de doble cadena

PROTOCOLO:

1.- Se mezclan 6 pg de oligonucledtidos sentido y antisentido en un tubo en presencia de
buffer M (Roche) en un volumen final de 14 pl y hervir durante 5 minutos.
2.- Se calcula la concentracion de ADN en pmol/uL, segln la siguiente formula:

2 x 10° x ug/ul (dsDNA)
N pb* x 660 Da
*N pb: nimero de pares de bases de los oligonucleétidos de doble cadena.

G/\SPAR’ C' J“



MATERIALES Y METODOS

3.20.2.2 Marcaje de fragmentos de ADN con DIG-ddUTP

Los oligonuclettidos de doble cadena empleados en el ensayo de cambio de

movilidad electroforética fueron disefiados con un nucleétido extra en el extremo 3"para

favorecer la actividad transferasa terminal. La enzima transferasa terminal cataliza la

adicién de nucleétido al extremo 3” del ADN. Esta enzima se utilizé para marcar los

oligonucledtidos de doble cadena para la adicion de digoxigenina en el extremo 3.

PROTOCOLO:

1.- Incubar la reaccion a 37 °C durante 30 minutos.

dsADN 3’ protuberante 200 pmol
Tampoén TdT (Roche) 5X 4 uL
CoCl, 25 mM 4 uL
DIG ddUTP (Roche) 1mMm 1pL
TdT (Roche) luL
H20 mQ c.s.p. 20 uL

2.- Parar la reaccion agregando 2 uL de EDTA 0,2 M.
3.- Hacer alicuotas y guardar a -20 °C.

3.20.2.3 Dot Blot

Esta técnica permite comprobar que la sonda de doble cadena se ha marcado

correctamente. Se hacen unas series de diluciones de la sonda purificada, que se depositan

en una membrana de PVDF para realizar a continuacién una inmunodeteccion.

PROTOCOLO:

1.- Se prepara diluciones de la sonda (1/4, 1/40, 1/400, 1/4000) en TE.

2.- Humedecemos la membrana de PVDF en solucién SSC 2X.

3.- Depositamos 1 pL de cada dilucion en la membrana de PVDF.

4.- Fijamos el ADN durante 3 minutos a luz ultravioleta o 2 horas a 80 °C.

5.- Una vez se ha fijado el ADN a la membrana se procede a realizar la innunodeteccion.

3.20.3 Reaccidn de interaccion proteina-ADN marcado

PROTOCOLO:

1.- Se mezclan los componentes de la reaccion y se incuba 1 hora a 4 °C.

Extractos nucleares 10 ul
Oligonucle6tidos marcados 9,1 pmol/pL lpL
Poli [d(I-C)]* 1 pg/pL lulL
Tampon de unién 5X 5puL
H>0 mQ c.s.p. 20 uL
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SOLUCIONES:

SSC 20X
Citrato sodico 0,3M
NaCl 3M

Ajustar el pH 7, autoclavar.

Tanpdn de unién

Hepes pH 7,6 100 mM
EDTA 5mM
(NH4)2S04 50 mM
DTT 5mM
Tween20 1 % (w/v)
KCI 150 mM

*Poli dI-Dc (Roche): Es un competidor no especifico de ADN que se emplea para minimizar la
unién de proteinas no especificas a la sonda de ADN.

Como control se utilizd la sonda sin extracto proteico, con el fin de tener una

referencia de movilidad de la sonda libre.

Los ensayos de competicién nos indican la especificidad de la interaccién entre los
oligonucleétidos marcados y la proteina. Se realizan para detectar la interaccion entre el
ADN (fragmento del promotor marcado) y el factor de transcripcién (proteina) en estudio.
En este estudio los extractos nucleares fueron preincubados durante 30 minutos con un
exceso de la sonda control no marcada a 4 °C. Posteriormente se agregd el oligonucledtido

marcado durante 30 minutos mas.

La reaccién de unidn se detiene afiadiendo 5 pL de tampdn de carga a la mezcla de
reaccion. Finalmente, la electroforesis se realiza en un gel de poliacrilamida al 5%,

utilizando TBE 0,5X como tampon de electroforesis, a 20 mA, a 4 °C, durante 1 hora.

SOLUCIONES:
Tampon de carga:

Azul de bromofenol 0,04 %

TBE 0,25X

Glicerol 40 %
TBE 10X

Tris 980 mM

Acido borico 890 mM

EDTA 05M
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Gel poliacrilamida (6 %):

TBE 10X 1,8 mL
Acrilamida/bisacrilamida 3,6 mL
Persulfato de amonio 10 % 75 uL
TEMED 15 uL
H>0 mQ c.s.p. 18 mL

3.20.4 Transferenciay fijacion a la membrana

Finalizado el proceso de electroforesis, el ADN es transferido por contacto (minimo

1 hora a temperatura ambiente) a una membrana de PVDF.

PROTOCOLO:

1.-
2.-
3.-
4.-
5.-

Se corta una membrana de PVDF y se deposita sobre el gel.

Se cubre con 3 piezas de papel secante Whatman (Schleicher & Schuell) y otro vidrio.
Sobre el montaje de filtro y membrana se coloca un peso de 1 Kg aproximadamente.
Se realiza el contacto durante 1 hora a temperatura ambiente.

El ADN transferido se fija en las membranas por calor a 80 °C en un horno durante 2
horas o por entrecruzamiento, irradiando las membranas 3 minutos a luz ultravioleta.

3.20.5 Inmunodeteccion

La inmunodeteccion tiene como finalidad detectar en la membrana la sonda marcada

con DIG-ddUTP que ha quedado unida especificamente al ADN. Para tal fin, se utiliz6 el

anticuerpo antiDIG-AP conjugado con fosfatasa alcalina (Roche), y un sustrato de esta
fosfatasa, CDP-Star™ (Roche).
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PROTOCOLO:

1.- Incubar la membrana durante 4 minutos con 50 mL de tampén de lavado.

2.- Incubar la membrana 30 minutos con 50 mL de tamp6n de bloqueo.

3.- Seguidamente incubar la membrana con 9 mL de solucién de anticuerpos.

4.- Efectuar 2 lavados durante 15 minutos con 50 mL de tampén de lavado.

5.- Equilibrar con 50 mL de tamp6n de deteccion durante 5 minutos.

6.- Agregar 1 mL de la solucién con sustrato en la superficie de la membrana.

7.- Laquimioluminiscencia seré captada a través del equipo ImageQuant LAS 4000 mini
(GE Healthcare). El tiempo de exposicion varia en funcién de la intensidad de la sefial.

SOLUCIONES:

Tampdn de bloqueo 10x (50 mL):

Blocking reagent (Roche) 5¢g
Tamp6n de &cido maleico 50 mL
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Tampon de lavado (0,5L, pH 7,5)

Acido maleico 589
NaCl 4,38¢g
Tween20 1,5mL
H20 mQ c.s.p. 500 mL

Tampdn de acido maleico (0,5 L, pH 7.,5):

Acido maleico 589
NaCl 4,389
Tween20 1,5mL
H20 mQ c.s.p. 500 mL

Solucién substrato CDP-Star (1mL)

CDP-Star (Roche) 10 uL
Tampon de deteccion 990 puL

Solucién de anticuerpos (9 mL)

Anti-Digoxigenina-AP (Roche) 10 uL
Tampon de bloqueo (Roche) 1X

Tampdn de deteccion (0,5 L, pH 9,5)

Tris-HCI 6,06 g
NaCl 29249
H>0 mQ c.s.p. 500 mL

3.21 CUANTIFICACION DE PROTEINAS: METODO DE BRADFORD

La determinacién de proteinas total se realiza siguiendo el método de Bradford
(1976). Este método se basa en la formacion de complejos entre proteinas y el colorante
de Coomassie blue G-250. Los complejos formados absorben a longitud de onda de 600
nm, de manera que la absorbancia ser& proporcional a la concentracion de proteina de la
muestra. Esta determinacién ha sido adaptada para ser efectuada en el autoanalizador
COBAS MIRA S.

Para determinar la concentracion de proteinas en las muestras, se mezclaron 5 uL de
muestra en un volumen de 250 uL de reactivo, utilizando como reactivo el BioRad Protein
assay (BioRad). Los valores de Aggo Se interpolaron a una curva patrén obtenida con
soluciones de albumina sérica bovina de concentracion entre 0,125 y 1 mg/mL.
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CULTIVOS DE LINEAS CELULARES EUCARIOTAS

3.22 INICIO, MANTENIMIENTO Y CONGELACION DEL CULTIVO
CELULAR

El mantenimiento de las lineas celulares se realiza en condiciones estériles. Se trabaja
en campana de flujo laminar. Todo el material empleado se esteriliza previamente en la
autoclave. Los medios y soluciones se compran estériles o se esterilizan mediante filtros

de 0,22 pm o autoclavado.

3.22.1 Linea celular utilizada

Células HepG2: (ATCC CRL-10741) linea celular derivada de higado humano. Las
células crecen y se mantienen en medio de crecimiento Dulbecco MEM (Gibco)
suplementado 10% de suero fetal bovino (SFB), 100 UI/mL de penicilina y 100 pg/mL

de estreptomicina e incubados a 37 °C con una atmosfera himeda al 5% de COx.

3.22.2 Medios y reactivos empleados
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco).

SFB: Suero Fetal Bovino (Gibco). Para inactivar las proteinas del complemento se ha de

calentar a 56 °C durante 30 minutos.

Penicilina/Espreptomicina: Solucion de 10000 U/mL penicilina y 5000 ng/mL

estreptomicina (Gibco).
Tripsina: Tripsina-EDTA (1X), (Gibco).

PBS 10X (pH 7.3)

NaCl 137 mM
KClI 2,7mM
NaHPO4 12H.0 4,3mM
KH2PO,4 1,4 mM

3.22.3 Inicio del cultivo celular

Las células se mantienen congeladas a -80 °C por periodos cortos (meses) y por

periodos largos (afios) se mantienen congeladas en criotubos en nitrégeno liquido.
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PROTOCOLO:

1.- Descongelar las células rapidamente a 37 °C.

2.- Traspasar el contenido del vial a un tubo falcon con 50 mL de medio de cultivo.
3.- Centrifugar a 1000 rpm durante 2 minutos.

4.- Eliminar el sobrenadante. Resuspender las células en un nuevo medio de cultivo.
5.- Transferir el contenido del falcon a las placas de cultivo.

3.22.4 Mantenimiento de los cultivos celulares: Tripsinizacion

La tripsinizacion nos permite separar las células de la superficie de la placa donde se
encuentran adheridas, para diluirlas periédicamente, debido a que la confluencia de las

células en cultivo podria causar cambios en sus caracteristicas bioquimicas y funcionales.

PROTOCOLO:

1.- Aspirar el medio.

2.- Lavar las células con 5 mL de PBS 1X. Aspirar.

3.- Incubar las células con 1 mL de tripsina durante 5 minutos aproximadamente.

4.- Disgregar las células con 9 mL de medio completo.

5.- Agregar la suspension de células en un nuevo frasco o placa que contiene la cantidad
apropiada de medio para hacer la dilucion deseada.

3.22.5 Congelacion de células

PROTOCOLO:

1.- Tripsinizar las células.

2.- Resuspender con 10 mL medio y transferir a un falcon.

3.- Centrifugar a 1000 rpm por 2 minutos a 4 °C. Resuspender las células con 1 mL de
medio completo que contiene un 20% de suero fetal bovino (SFB) y un 10% de DMSO.

4.- Se procede a la congelacién progresiva de las muestras: se congelan las células a -20
°C, pasada 2 — 4 horas se pasan a -40 °C y se guardan a -80 °C o en N liquido.

3.23 TRANSFECCION TRANSITORIA DE CELULAS

La transfeccion es una técnica que permite introducir ADN exdgeno en células
eucariotas. En el caso de transfecciones transitorias el ADN exdgeno no se integra en el
genoma de manera que no se replica juntamente con el ADN genémico de las células ni

es trasmitida a las células hijas.

Existen diversos protocolos para efectuar una transfeccién transitoria, entre estos
métodos podemos destacar: La transfeccion con fosfato calcico, por DEAE-

dextra/cloroquina, la electroporacion y la transfeccion facilitada por complejos lipidicos.
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3.23.1 Transfecciéon mediante el método de fosfato calcico

Este método se basa en la coprecipitacién del ADN exdgeno y el fosfato célcico, para

facilitar la penetracion del ADN dentro de la célula (Graham and van der Eb, 1973). La

maquinaria de transcripcién enddgena permitira la expresion de los genes introducidos.

PROTCOLO:

1.- Preparar la mezcla de ADN a transfectar.

Mezclar para cada 2 pocillos de 3 cm de didmetro

Constructo de interés 4 g
pCMVp (control de la transfeccion) 0,5 g
Plasmido que codifica el factor de transcripcion de interés 0,4 ug
H20 mQ c.s.p. 180 pL

2.- Agregar a la mezcla 20 uL de CaCl, 2,5 M y mezclar con el vortex.

3.- Agregar gota a gota 200 pL de BBS 2X mientras se estd homogeneizando en el vortex.
4.- Incubar durante 16 — 24 horas

5.- Lisar las células.

SOLUCIONES:

BBS 2X
BES pH 7* 100 mM
NaCl 5M
NazHPO,4 05M
H20 mQ c.s.p. 50 mL

*El pH adecuado para favorecer la formacion de precipitado es aproximadamente 7,2.

3.24 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL

3.24.1 Recoleccion de células.

Para obtener los extractos celulares a partir de células transfectadas se utilizé el

reactivo de lisis Cell Culture Lysis Reagent—-CCLR (Promega).
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PROTOCOLO:

1.- Aspirar el medio y lavar cada pocillo de la placa con 1 mL de PBS 1X.

2.- Aspirar el PBS y agregar 300 pL del reactivo CCLR a cada pocillo.

3.- Dejar actuar el CCLR hasta que se observa que las células se desprenden de la placa.
4.- Transferir el lisado y centrifugar 15 segundos a temperatura ambiente.

5.- Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.
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3.24.2 Ensayo de la actividad B-galactosidasa

Las transfecciones se han llevado acabo incluyendo en la mezcla de transfeccion un
plasmido que codifica el gen de la p-galactosidasa bajo el control del promotor del
citomegalovirus (pPCMVJ). Los resultados obtenidos en los ensayos de la - galactosidasa

han sido utilizados para la normalizar la eficiencia de transfeccion.
PROTOCOLO:

1.- Mezclar 50 pL del lisado celular con 100 uL de la siguiente mezcla de reaccion.

MgCI2 0,3mM
ONPG (o-nitrofenil-$-D-galactopiranésido) 0,9 mM
S-Mercaptoetanol 13,5 mM
Tampén fosfato pH 7,5 0,1 M

2.- Incubar a 37 °C hasta que la mezcla adquiera una coloracién amarilla.
3.- Parar la reaccion con 250 pL de Na;COs3 0,5 M. y leer a DOuz

SOLUCIONES:
ONPG (AppliChem)

Se prepara una solucion de 4 mg/mL de ONPG en tampdn 0,1 M Na,PO4 pH 7,5.

Tampon fosfato

NaH;PO,4 02M
NazHPO, 02M
H>0 mQ c.s.p. 100 mL

3.24.3 Ensayo de la actividad luciferasa

La actividad luciferasa es medida en 5 pL del lisado después de la adicion de 20 pL
de Luciferase Assay Reagent. Este reactivo contiene luciferina, que es utilizada como
sustrato para la luciferasa expresada en las células, dando como resultado luminiscencia,

que puede ser detectada en un luminémetro (Luminometer Turner Design TD-20/20).

3.24.4 Andlisis de los resultados

Para determinar las veces de induccién de la actividad luciferasa respecto al control,
se divide la actividad luciferasa entre el valor de la absorbancia del ensayo de la -
galactosidasa, con el fin de normalizar la actividad por la eficiencia de transfeccion. El
valor del control es dividido entre todas las otras condiciones, obteniendo asi las veces de

induccién de la actividad luciferasa relativa al control.
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ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad de las enzimas analizadas esta expresada en actividad especifica

Unidades/gramo (U/g) de proteina total del extracto.

3.25 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GDH

El L-glutamato se desamina convirtiéndose a a-cetoglutarato en una reaccion
reversible, catalizada por GDH. Durante esta reaccion se oxidan o se reducen los
cofactores NADH o NAD* dependiendo de la direccion de la reaccion.

REACCION:

GDH
L-glutamato + H,O + NAD* & a-cetoglutarato + NH; + NADH

3.25.1 Determinacion de la actividad GDH (direccién de oxidacion de NADH)

La medicion de la reaccion de la actividad GDH fue medida mediante la oxidacion de
NADH a NAD*, que se utiliza de forma equimolar al sustrato o-cetoglutarato para formar
L-glutamato. Este ensayo estd basado en el método descrito por Storey, Fields y
Hochachka (1978), adaptado para su automatizacién en COBAS MIRA S.

PROTOCOLO:

1.- Hacer una mezcla para un volumen final de 250 pL.

. ncentracion
Reactivo Concentracio

final
Imidazol-HCI, pH 7,4 50 mM
Acetato de amonio 250 mM
R1 a-cetoglutarato* 5mM
NADH! 0,1 mM
ADP 1mM
H>0O mQ c.s.p. 250 puL
Extracto crudo 4 uL

*El a-cetoglutarato (Sigma) y NADH (Sigma) se preparan al momento de cada ensayo.

2.- Lareaccion se lleva a cabo a 30 °C. El inicio de la reaccion se da por la adicion de 4
pL de muestra a los 246 pL de la reaccion.
3.- Se registra el descenso de absorbancia a 340 nm debido a la oxidacion de NADH.

*Una unidad de actividad enzimatica se definié como la actividad necesaria capaz de
consumir 1 umol de NADH por minuto.
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3.25.2 Determinacion de la actividad GDH (direccion de reduccién de NAD")

La medicion de la reaccion inversa de la actividad GDH fue medida mediante la
reduccion de NAD" a NADH, que se utiliza de forma equimolar al sustrato L-glutamato
para formar a-cetoglutarato y NHs. Este ensayo est4 basado en el método descrito por
Pérez y colaboradores (1989), adaptado para su automatizacion en COBAS MIRA S.

PROTOCOLO:

1.- Hacer una mezcla para un volumen final de 200 pL.

Concentracion

Reactivo final
Tris-HCI, pH 9,0 154 mM
L-glutamato 20 mM
R1 Hidrazina 100 mM
NAD*? 1mM
ADP 1mM

H,0 mQ c.s.p. 200 pL
Extracto crudo 4l

*Las soluciones de NAD* (Sigma) se prepara antes de cada ensayo.

2.- Lareaccion se lleva a cabo a 30 °C. El inicio de la reaccion se da por la adicion de 4
pL de muestra a los 196 pL de la reaccion.

3.- Se registra el aumento de absorbancia a 340 nm debido a la aparicién de NADH por
minuto.

* Una unidad de actividad enzimatica se definié como la actividad necesaria para producir
1 umol de NADH por minuto.

3.26 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ALT

La medicion de la actividad alanima aminotransferasa (ALT) mediante la
transaminacion de L-alanina a a-cetoglutarato para formar L-glutamato y piruvato, fue
medida mediante el acoplamiento de una segunda reaccion enzimatica, en la que se utiliza
uno de los productos de la reaccién (piruvato) como sustrato de la reaccidn acoplada. En
la segunda reaccion la LDH utiliza NADH como cosustrato, de forma equimolar respecto

al sustrato de la reaccién (piruvato).

REACCION:
ALT

L-alanina + a-cetoglutarato == L-glutamato + piruvato ~ ¥ NADH
N LDH
L-lactato + NAD*
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PROTOCOLO:

1.- Hacer una dilucién 1:100 de las muestras en Tampén de homogeneizacion.

2.- Seguimos las intrucciones del Kit comercial ALT-GPT BR (Linear Chemicals)

3.- La reaccién se mide a 30 °C en el autoanalizador espectrofotometrico Cobas Mira S
(Hoffman-Roche), monitorizando la oxidaxion de NADH a 340 nm.

*La unidad de actividad ALT se definié como la cantidad de enzima capaz de consumir 1
umol de NADH por minuto.

3.27 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AST

La medicion de la actividad aspartato aminotransferasa (AST) mediante la
transaminacion de L-aspartato a a-cetoglutarato para formar L-glutamato y oxalacetato,
fue medida mediante el acoplamiento de una segunda reaccion enzimatica, en la que se
utiliza uno de los productos de la reaccion (oxalacetato) como sustrato de la reaccion
acoplada. En la segunda reaccién la MDH utiliza NADH como cosustrato, de forma

equimolar respecto al sustrato de la reaccion (oxalacetato), y que se oxida a NAD".

REACCION:

AST
L-aspartato + a-cetoglutarato &= L-glutamato + oxalacetato ~ © NADH

™ MDH
L-malato + NAD*

PROTOCOLO:

1.- Hacer una dilucién 1:100 de las muestras en Tampén de homogeneizacion.

2.- Seguimos las instrucciones del Kit comercial AST-GOT BR (Linear Chemicals)

3.- La reaccion se mide a 30 °C en el autoanalizador espectrofotométrico Cobas Mira S
(Hoffman-Roche), monitorizando la oxidacion de NADH a 340 nm.

*La unidad de actividad AST se definié como la cantidad de enzima capaz de consumir 1
umol de NADH por minuto.

3.28 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PK

La medicion de la PK mediante la transferencia de un grupo fosfato del
fosfoenolpiruvato a ADP, para formar una molécula de piruvato y otra de ATP, fue
medida mediante el acoplamiento de una segunda reaccién enzimatica, en la que se utiliza
uno de los productos de la reaccién (piruvato) como sustrato de la reaccién acoplada. En

la segunda reaccién la LDH utiliza NADH como cosustrato, de forma equimolar respecto
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al sustrato de la reaccion (piruvato), y que se oxida a NAD". Este ensayo esta basado en

el de Staal y colaboradores (1975), adaptado para automatizacién en COBAS MIRA S.

REACCION:
PK

fosfoenolpiruvato + ADP = ATP + piruvato ~ v NADH
N LDH
L-lactato + NAD*
PROTOCOLO:

1.- Hacer una mezcla para un volumen final de 200 pL.

Concentracion

Reactivos -
final
GlicinapH 7,4 88,9 mM
MgCl, 0,012 M
R1 KCI 0,12 M
NADH! 0,15 mM
PEP 2,5 mM
LDH! 21 U/mL
R2 ADP 2,5 mM
Extracto crudo 2,5l

! Las soluciones de NADH (Sigma) y LDH (Sigma) se preparan antes de cada ensayo.

2.- Lareaccion se lleva a cabo a 30 °C. El inicio de la reaccion se da al afiadir la solucion
de ADP (R2) a la mezcla del ensayo R1, que fue previamente incubada con 2,5 pL de
muestra (obtenida segln apartado 3.1.1) durante 5 minutos.

3.- Se registra el descenso de la absorbancia a 340 nm debido a la oxidacion del NADH.

*Una unidad de actividad enzimatica se definié como la actividad necesaria para consumir 1 mol
de NADH por minuto.

3.29 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PFK-1

La medicién de la actividad PFK-1 mediante la transferencia de un grupo fosfato del
ATP ala fructosa 6-fosfato, para formar fructosa 1,6-bifosfato y adenosin difosfato ADP,
fue medida mediante el acoplamiento de tres reacciones enzimaticas. Se utiliza la fructosa
1,6-bifosfato como sustrato de la reaccion acoplada catalizada por la aldolasa A. En la
segunda reaccidn enzimatica acoplada se utiliza el gliceraldehido 3-fosfato como sustrato
de la reaccidén catalizada por la triosa fosfato isomerasa (TPI). Por ultimo, la tercera
reaccién enzimatica acoplada utiliza la dehidroxiacetona fosfato como sustrato del

glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (GPDH). En la tercera reacciéon la GPDH
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utiliza NADH como cosustrato, de forma equimolar respecto al sustrato de la reaccion
(dehidroxiacetona fosfato), y que se oxida a NAD". Este ensayo esta basado en el de
Castafio, Nieto y Feliu, (1979), adaptado para su automatizacion en COBAS MIRA S.

REACCION:
PFK-1
fructosa 6-fosfato + ATP — ADP + fructosa 1,6-fosfato
T Aldolasa A
gliceraldehido 3-fosfato = dihidroxiacetona fosfato ~ v> NADH
N GPDH
Glicerol 3-fosfato + NAD*
PROTOCOLO:

1.-Hacer una mezcla para un volumen final de 200 pL.

. Concentracién
Reactivos

final
Tris-HCI, pH 8,25 105 mM
MgCl, 0,05 mM
KClI 0,05 mM
Sulfato de amonio 4 mM
S-mercaptoetanol 12 mM
R1 F6P 10 mM
NADH! 0,15 mM
G6P 30 mM
Aldolasa? 0,7 U/mL
TPI? 5U/mL
GPDH? 2 U/mL
R2 ATP 1mM
Extracto crudo 4 uL

! La solucion de NADH (Sigma) se prepara antes de cada ensayo.
2 |las enzimas auxiliares aldolasa, glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (GPDH), y Triosa P-isomerasa
(TPI) fueron previamente desaladas por centrifugacion y resuspendida en tampon Tris-HCI pH 8,25.

2 Lareaccion se lleva a cabo a 30 °C. El inicio de la reaccion se da con la adicion de 20
uL de ATP (R2), a la mezcla formada por 4 uL de muestra méas 176 pL de reactivo R1.
3 Seregistra el descenso de la absorbancia a 340 nm debido a la oxidacion del NADH.

*Una unidad de actividad enzimética se definié como la actividad necesaria para consumir
1 mol de NADH por minuto.

3.30 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD 6PGDH

La medicion de la actividad 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) mediante la

oxidacion de 6-fosfogluconato a ribulosa 5-fosfato, fue medida mediante la reduccion de
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NADP* a NADPH, de forma equimolar respecto al sustrato de la reaccion (6-
fosfogluconato). Este ensayo estd basado en el método manual descrito por Beutler y
Kuhl, (1986), adaptado para su automatizacién en COBAS MIRA S.

REACCION:
6PGDH

6-fosfogluconato + NADP* = ribulosa 5-fosfato + NADPH

PROTOCOLO:
1.-Hacer una mezcla para un volumen final de 200 uL.

. Concentracién
Reactivos

final
Imidazol-HCI, pH 7,4 82,7 mM
R1 MgCl, 0,003 M
6-fosfogluconato 2mM
NADP* 0,5 mM
Extracto crudo 4 uL

! La solucion de NADP* (Sigma) se prepara antes de cada ensayo.

2.- Lareaccion se lleva a cabo a 30 °C. El inicio de la reaccion se da por la adicién de 4 uLb
de muestra a los 196 pL del reactivo R1.
3.-Se registra el incremento de absorbancia a 340 nm debido a la aparicion de NADPH.

*Una unidad de actividad enzimatica se definié como la actividad necesaria para producir
1 mol de NADPH por minuto.

3.31 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD G6PDH

La medicion de la actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) mediante la
oxidacion de glucosa 6-fosfato a 6-fosfogluconolactona, fue medida mediante la
reduccion de NADP* a NADPH, de forma equimolar respecto al sustrato de la reaccion
(glucosa-6-fosfato). Este ensayo esta basado en el método manual descrito por Lee,
(1982), adaptado para su automatizacion en COBAS MIRA S.

REACCION:

G6PDH
glucosa-6-fosfato + NADP* = 6-fosfogluconolactona + NADPH

PROTOCOLO:
1.- Hacer una mezcla para un volumen final de 200 pL.
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Concentracion

Reactivos -
final
Imidazol-HCl, pH 7,4 77,5 mM
R1 MgCl;t 0,005 M
Glucosa-6-fosfato! 1mMm
NADP? 1 mM
Extracto crudo 4 uL

! Las soluciones de Imidazol-HCI, MgCl. y glucosa-6-fosfato se guardan en alicuotas a -20 °C.
2 La solucion de NADP (Sigma) se prepara antes de cada ensayo.

2.- La reaccion se lleva a cabo a 30 °C. El inicio de la reaccion se da por la adicion de 4
puL de muestra a los 196 L del reactivo R1.

3.- Se registra el incremento de absorbancia a 340 nm debido a la aparicién de NADPH
por minuto.

* Una unidad de actividad enzimatica se definié como la actividad necesaria para producir
1 pmol de NADPH por minuto.

3.32 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD FBPasa-1

La medicion de la actividad FBPasa-1 mediante la transferencia de un grupo fosfato
de la fructosa 1,6-bifosfato a la ADP, para formar glucosa 6-fosfato y ATP, fue medida
mediante el acoplamiento de tres reacciones enzimaticas. Se utiliza frustosa-6-fosfato
como sustrato de la reaccion acoplada catalizada por la glucosa 6-fosfato isomerasa (PGI).
En la segunda reaccién enzimatica acoplada se utiliza la glucosa 6-fosfato como sustrato
de la reaccion catalizada por la GBPDH. En la tercera reaccion la GGPDH utiliza NADP*
como sustrato de forma equimolar respecto al sustrato de la reaccion (6-
fosfogluconolactona) y que reduce a NADPH. Este ensayo est4 basado en el método de
Ekdahl y Ekman, (1985), para su automatizacion en COBAS MIRA S.

REACCION:
FBPasa
fructosa 1,6-bifosfato + ADP = ATP + fructosa 6-fosfato
N PGl
Glucosa 6-fosfato ~ v NADP*
T G6PDH
6-fosfoglucomolactona + NADPH
PROTOCOLO:

1.- Hacer una mezcla para un volumen final de 200 pL.
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. Concentracién
Reactivos

final
Imidazol-HCI, pH 7,4 85 mM
MgCl, 0,005 mM
NADP! 0,5 mM
R1 S-mercaptoetanol 12 mM
Fructosa 1,6-bifosfato 0,05 mM
PGI 2,5 U/mL
G6PDH 0,48 U/mL
Extracto crudo 4ul

! La solucién de NADP (Sigma) se prepara antes de cada ensayo.

2.- La reaccion se lleva a cabo a 30 °C. El inicio de la reaccion se da por la adicion de 4
pL de muestra a los 196 pL de la mezcla de reaccion R1.
3.- Se registra el incremento de la absorbancia 340 nm debido a la aparicién de NADPH.

*Una unidad de actividad FBPasa se definié como la cantidad de enzima capaz de
producir 1 pmol de NADPH por minuto.

3.33 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD IDH

La medicién de la actividad isocitrato deshidrogenasa (IDH) fue medida mediante la
reduccion de NADP* a NADPH, que se utiliza de forma equimolar al sustrato isocitrato
para formar o-cetoglutarato y CO,. Este ensayo esta basado en el método descrito por
Londesborough y Dalziel, (1968), adaptado para el uso en COBAS MIRAS.

REACCION:
IDH

DL-isocitrato + NADP* = a-cetoglutarato + NADPH + CO;

PROTOCOLO:

1.- Hacer una mezcla para un volumen final de 200 pL.

Concentracién

Reactivos ;
final
TEA,pH 7,5 80 mM
R1 DL-isocitrato 3,7mM
NaClI* 42 mM
H>0 mQ c.s.p. 174 uL
R? NADP* 0,032 mM
MnSO, 3,9 mM
Extracto crudo 4 pL

! La solucion de NADP* (Sigma) se prepara antes de cada ensayo.
2.- Adicionar 4 puL de la muestra a los 174 L del reactivo R1.
3.- Lareaccion se lleva a cabo a 30 °C. El inicio de la reaccidn se da por la adicion de 22

uL del reactivo R2.
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4.- Se registra el incremento de absorbancia a 340 nm debido a la aparicién de NADPH

por minuto.

* Una unidad de actividad enzimética se definid como la actividad necesaria para producir
1 umol de NADPH por minuto.

3.34 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD OGDH

La medicion de la actividad alfa-cetoglutarato deshidrogenasa (OGDH) fue medida
mediante la reduccién de NAD* a NADH, que se utiliza de forma equimolar al sustrato
a-cetoglutarato para formar succinil-CoA y CO». Este ensayo esta basado en el método

descrito por Martius y Lynen, (1950), adaptado para su automatizacion en COBAS MIRA

S.

REACCION:

PROTOCOLO:

OGDH
a-cetoglutarato + CoA-SH + NAD* — succinil-CoA + NADH + CO;

1.- Hacer una mezcla para un volumen final de 200 pL.

Reactivos

Concentracion
final

Tampén fosfato, pH 7,4 50 mM
MgCl, 2mM
Tiamina pirofosfato 0,6 mM
R1 NAD* 2mM
a-cetoglutarato 10 mM
EGTA 0,2mM
ADP 0,4 mM
H,O mQ c.s.p. 162,7 uL
R2  HS-CoA 0,12 mM
Extracto crudo 4 uL

! La solucién de NAD (Sigma) se prepara antes de cada ensayo.

2.- Adicionar 4 puL de la muestra a los 162.7 pL del reactivo R1.
3.- Lareaccion se lleva a cabo a 30 °C. El inicio de la reaccidn se da por la adicion de 22

uL del reactivo R2.

4.- Se registra el incremento de absorbancia a 340 nm debido a la aparicién de NADH por

minuto.

* Una unidad de actividad enzimética se definid como la actividad necesaria para producir

1 pmol de NADH por minuto.
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DETERMINACION DE METABOLITOS

3.35 DETERMINACION DE GLUCOSA SERICA

Para la determinacién de glucosa hemos utilizado el kit GLUCOSA (Linear
Chemicals) adaptado a la determinacion en COBAS MIRA S. El método se basa en la
determinacion de la formacion de NADH con la oxidacion de la g-D-glucosa de las
muestras; el seguimiento de la reaccion se efectud por el incremento de la absorbancia a
340 nm. La glucosa en suero se determind con muestras obtenidas como se detalla en el
apartado 3.1.1. La cuantificacion se efectud interpolando los valores de absorbancia
observados para las muestras en una recta de calibracion obtenida mediante estandares de

glucosa a concentraciones entre 6,25 y 200 mg/dl.

3.36 DETERMINACION DE ALFA-CETOGLUTARATO

3.36.1 Obtencidn de extracto hepatico para la determinacion de metabolitos

El analisis de pequefias moléculas en muestras biologicas es frecuentemente
obstaculizado por la presencia de proteinas y enzimas activas. Para realizar algunos
bioensayos se requieren la eliminacién de la proteina de las muestras antes del analisis.
La precipitacion de proteinas con acido tricloroacético (TCA), no s6lo elimina la mayor
parte de las proteinas presentes, sino que también, estabiliza muchas de las moléculas

pequefias a analizar.
Precipitacion de proteinas.
PROTOCOLO:

1.- Pesar 50-100 mg de tejido hepatico y agregar rapidamente 500 pL de TCA 1M a 4°C.
2.- Mantener las muestras en hielo y homogeneizarlas durante 30 segundos, utilizando un
POLYTRON-PTA 7 en posicion 3; se coloca el homogenado en tubos eppendorf.
3.- Centrifugar a 4 °C durante 30 minutos a 10000 g para eliminar componentes sélidos
insolubles.

4.- Neutralizamos el sobrenadante con KOH 2M a 4 °C hasta alcanzar un pH neutral (pH
6,8-7,2).

5.- Centrifugar a 4 °C durante 15 minutos a 13000 g.

6.- Colectar el sobrenadante y conservar las muestras a -20 °C hasta su analisis.
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3.36.2 Determinacion de a-cetoglutarato

La medicion de la concentracion de a-cetoglutarato en los extractos hepaticos fue
medida mediante la reduccién de NADH a NAD* por la enzima GDH, que utiliza de
forma equimolar al sustrato a-cetoglutarato para formar L-glutamato y NHz. Este ensayo
esté basado en el método descrito por Helmreich y colaboradores, (1954), adaptado para
su automatizacion en COBAS MIRA S.

PROTOCOLO:

1.- Hacer una mezcla para un volumen final de 200 pL.

. Concentracién
Reactivo

final

Imidazol-HCI, pH 7,4 50 mM

R1 NADH?* 0,1 mM
GDH (Sigma) 0,37 U/mL

H>0 mQ c.s.p. 200 pL

Extracto crudo 75 uL

INADH (Sigma) se preparan al momento de cada ensayo.

2.- Lareaccion se lleva a cabo a 30 °C. El inicio de la reaccion se da por la adicion de 80
puL de muestra a los 120 pL de la reaccion.

3.- Seregistra el descenso de absorbancia a 340 nm debido a la oxidacion de NADH.

4.- La cuantificacion se efectu6 interpolando los valores de absorbancia observados para
las muestras en una recta de calibracion obtenida mediante estindares de o-
cetoglutarato a concentraciones entre 0.023 y 0.375 mM.

*Una unidad de actividad enzimética se definié como la actividad necesaria para consumir
1 wmol de NADH por minuto.

3.37 DETERMINACION DE AMINOACIDOS POR HPLC

La determinacion de aminoéacidos libres se llevé acabo en el laboratorio de Técnicas
separativas de los servicios cientificos técnicos de la Universidad de Barcelona (CCiT-
UB).

3.37.1 Preparacion de la muestra

Para la determinacion de la concentracion de aminoécidos, las muestras siguieron el
protocolo de desproteinizacion segun el apartado 3.36.1. Adicionalmente se filtraron a
través de un filtro de Millipore de 10 KDa y posteriormente se ajustaron a pH 7.5 con
NaOH. La L-norleucina (Sigma) se usé como patron interno, agregandose 50 pL al inicio

de la toma de muestra.
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3.37.2 Andlisis cuantitativo

La composicion de aminoacidos y moléculas relacionadas se analiz6 mediante
cromatografia de intercambio catidnico seguida de derivatizacion post-columna con
ninhidrina y deteccién UV / VIS (Moore et al., 1958). La separacién cromatogréfica se
realiz6 usando un analizador Biochrom de 30 aminoécidos (Biochrom), equipado con
columna PEEK empaquetada con resina de intercambio cationico Ultropac (columna
fisiolégica de alto rendimiento de litio) y sistema de calentamiento/enfriamiento Peltier
(Biochrom). Después de la inyeccion de las muestras, se aplicé una elucion en gradiente
con una combinacidn de cinco tampones de citrato de litio de pH creciente (2,80 -3,55) y
fuerza idnica (0,2 M-1,65 M). Los efluentes de la columna reaccionaron con ninhidrina
en una bobina de reaccion con control de temperatura a 135 °C y los aminoacidos

derivatizados se detectaron colorimétricamente a 570 nm y 440 nm de longitud de onda.

Los picos de aminoécidos se identificaron de acuerdo con los tiempos de retencion de
los estandares de aminoacidos correspondientes (Sigma-Aldrich). La cantidad de cada
aminodcido se calculé mediante el método estandar interno usando respuestas de area de
analitos y patrén interno (L-norleucina). La adquisiciéon de datos y el tratamiento se

realizaron mediante el software EZChrom Elite (Agilent Technologies).

3.38 PREPARACION DE NANOPARTICULAS DE ADN-QUITOSAN-TPP

Las nanoparticulas de quitosan-tripolifosfato (TPP) se utilizaron para vehiculizar
ADN plasmidico hacia el interior de las células del tejido hepatico de dorada. Una vez se
obtuvo cantidad suficiente de cada plasmido se utilizaron alicuotas de 1 mg de ADN para
preparar las nanoparticulas de ADN-quitosan-TPP en colaboracién con el grupo de
investigacion de los Dres. Montserrat Mifiarro y Josep Ramon Ticé del Departamento de
Farmacia y Tecnologia, y Fisicoquimica (Facultad de Farmacia y Ciencias de la
Alimentacién, Universidad de Barcelona), siguiendo el método modificado de gelacion

i6nica de Calvo (Calvo and Remunan-Lopez, 1997), que se describe a continuacion.

PROTOCOLO:

1.- Lentamente se mezcl6 quitosan de baso peso molecular (Sigma-Aldrich, MA, USA)
con una solucion de tampon acetato a pH 5,0 hasta alcanzar una concentracién de 2
mg/mL.

2.- Se agitd6 vigorosamente durante 3 horas hasta disolver el quitosan.
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3.- Se filtro la solucion para remover trazas de quitosan no disueltos.

4.- Seafiadio 300 pg de plasmido a 1,2 mL. De una solucion de 0,84 mg/mL TPP (Panreac,
Castellar del Valles, Barcelona, Espafia).

5.- Bajo agitacion magnética a 800 rpm se afiadio, gota a gota, la solucion del plasmido-
TPP a 3 mL de la solucién de quitosan hasta alcanzar una relacion 1:0,4 quitosan/TPP.

6.- Se centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos a 15 °C para recuperar las
nanoparticulas.

7.- Las nanoparticulas se lavaron dos veces con agua ultra pura.

8.- Se resuspendieron en 2 mL de solucion de manitol al 2 % (p/v) mediante agitacion con
vortex.

9.- Se secaron mediante freeze-drying a 47 °C.

10.- Para eliminar residuos de moléculas de agua se realizé un segundo secado a 25 °C.

11.- El producto liofilizado se conservé a -20 °C hasta su utilizacion.

3.39 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresan como media * desviacion estandar (DE). Se utilizé el programa
SPSS 23.0 para Windows (SPSS Inc.). La comparacion de grupos se llevé a cabo mediante
ANOVA de una via y se identificaron diferencias entre grupos mediante la aplicacién del

post-hoc Bonferroni. Para comparar medias entre dos grupos se realizé el test t-Student.
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RESULTADOS

4.1 CLONACION DEL ARNm DE GDH DE S. AURATA

A partir de la secuencia previamente clonada por nuestro grupo y descrita para GDH
de S. aurata en la base de datos del GenBank (JX073708.1) se disefiaron unos
oligonucleétidos para completar la obtencion de los extremos 5 y 3" del ADNc
codificante para GDH mediante la técnica de RACE 5 y 3" acoplado a PCR a partir de
ARN total aislado de higado de dorada.

Para obtener el extremo 57, se realizd una ronda de PCR-RACE 5" en la cual se
utilizaron los oligonucle6tidos CG1307 y 5 -RACE outer primer para la PCR primaria, y
los oligonucle6tidos CG1308 y 5°-RACE inner primer para la PCR secundaria. Para
obtener el extremo 3, se realizd una ronda de PCR-RACE 3" en la cual se emplearon los
oligonuclettidos CG1305 y 3-RACE outer primer para la PCR primaria y los
oligonucle6tidos CG1306 y 3"-RACE inner primer para la PCR secundaria.

Con el fin de analizar la secuencia del ADNc obtenida a partir de las diferentes PCRs,
se disefiaron dos oligonucleétidos, CG1333 y CG1334, que permiten amplificar la
secuencia completa del ARNm de GDH a partir de ADNc de higado de dorada. El
producto de amplificacién de esta Gltima PCR se subcloné en el vector pPGEM-T Easy
para ser posteriormente secuenciado. Como resultado, se obtuvo una secuencia
nucleotidica con un total de 2715 pb, que fue sometida a la base de datos GenBank con
el nimero de acceso MF459045.

La secuencia clonada de 2715 pb contiene un marco abierto de lectura (ORF) de 1629
ph. EI ATG inicial del ORF esta incluido en una secuencia consensus para la iniciacion
transcripcional en vertebrados (Kozak, 2002). Un codén de parada se encuentra situada a
12 pb en la regién 5° corriente arriba del ATG inicial, indicando asi que dicha region
incluye el inicio de traduccién. Asi mismo, el mensajero clonado dispone de una sefial de
poliadenilacion (AATAAA) que se encuentran a 20 pb corriente arriba de la cola de
poli(A+). La secuencia de aminoacidos deducida para GDH de dorada predice una

proteina de 542 aa, con una masa molecular calculada de 59,67 kDa.
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1 cccactcggccagaggacgggacacggtgaggagetgctgtgtegttcattctaccececece

61 ttctcctgtcgtcacccccattgtecttgttgtttagttgecttttattagttegtttac
MY R Y F G E L L S R S A 13

121 acggttagctagttttagtcATGTACCGGTATTTCGGGGAGCTGCTGAGCCGCTCTGCGG
G S A LASGCVDSALUZPVSSSLWM 33

181 GCAGTGCCCTGGCCTCGGGGTGCGTGGACTCCGCTCTCCCGGTGTCCTCGTCCCTGATGC
RV CHY ADAADIK®PDUDPNTFFKM 53

241 GGGTCTGTCACTATGCCGATGCGGCGGACAAGCCCGACGACCCTAACTTCTTCAAGATGG
vV E G611 FDRGATI VEDI KLV ETDL 73

301 TCGAGGGCATCTTCGACCGCGGCGCCACCATCGTGGAGGACAAGCTGGTGGAGGATCTGA
K T R ETWPEZQIKRHRVRGIT LRI 93

361 AGACCAGGGAGACCCCCGAGCAGAAGCGGCACCGTGTGCGTGGCATCCTGCGCATCATCA
K P CNWHVL SV SFPI1T KIRDNGTEW 113

421 AGCCCTGTAATCACGTCCTGAGCGTGTCTTTCCCCATCAAGAGGGATAACGGAGAGTGGG
EVVEGYRAQHSQHRT®PTCKGG 133

481 AGGTTGTGGAGGGGTACCGCGCCCAGCACAGCCAGCACAGAACACCCTGCAAAGGAGGTA

Il RY STDVSVDEVKALASLWMT 153

TCCGTTACAGTACAGATGTGTCTGTGGATGAAGTCAAAGCCTTGGCCTCTCTGATGACCT

Y K CAVVDVPFGGAIKAGVK 1IN 173

ACAAGTGTGCCGTCGTTGATGTGCCATTTGGTGGAGCCAAAGCTGGAGTCAAGATCAACC

PR NY SDNETLEZKTITRRFTIEL 193

CCAGGAATTACTCTGATAATGAGCTGGAGAAGATTACCAGGAGATTCACTATCGAGCTGG

A K K GF 1 GP GI DVPAPUDMSTG 213

CCAAGAAGGGTTTTATCGGACCTGGCATCGACGTCCCAGCCCCAGACATGAGCACAGGAG

EWEMSWI ADTYANTI A HTD.I 233

AGTGGGAAATGTCCTGGATTGCCGACACATATGCAAACACCATCGCACACACTGATATCA

NAHACVTGIK®PI S QGG I HGR R I 253

ATGCCCACGCATGTGTGACAGGAAAGCCCATCAGCCAGGGAGGTATCCACGGTCGTATCT

S AT GRGVFHGI ENFINEAS SY 273

CAGCCACTGGTCGCGGAGTCTTCCATGGCATCGAGAACTTCATTAACGAGGCGTCCTACA

M s MV GLTPGFQDIKTTF1 1 QG F 293

TGAGCATGGTGGGCCTGACACCAGGCTTCCAGGACAAGACCTTCATTATCCAGGGCTTTG

G NV GLHSMRYLHREFGAZKTCVG 313

1021 GTAATGTGGGTCTCCACTCCATGAGGTATCTGCACAGGTTTGGGGCCAAGTGTGTGGGAA

54

ey

60!

s

66!

=

72

[y

78

s

84

jury

90

=y

96

-

I AEI1 DGAI HNWPDTGI DZPIKIQTLE 333
1081 TCGCTGAGATTGATGGAGCCATCCACAACCCAGATGGCATCGACCCCAAACAGCTGGAGG

DY K LNNGTIVGFUPGAIKPYEG 353
1141 ACTACAAACTGAACAATGGCACCATTGTTGGCTTCCCGGGAGCCAAGCCCTACGAGGGGA

N1 L EADTCHI LI PAAGETZ KU QLT 373
1201 ACATTTTGGAAGCCGACTGTCACATCCTGATCCCTGCTGCCGGAGAGAAGCAGCTCACAC

R NN A SR 1T KA K1 I AEGANGUPT 393
1261 GTAACAACGCCTCCAGGATCAAGGCCAAGATCATTGCTGAGGGTGCCAATGGGCCCACCA

T PDADJ KIFLENNVMYV I PDMY 413

1321 CCCCAGATGCTGACAAGATCTTCCTGGAGAACAACGTCATGGTTATTCCTGACATGTACT
LNAGGV TVSYFEWLIKNTILNHYV 433
1381 TGAATGCTGGTGGTGTGACAGTGTCTTATTTCGAGTGGCTGAAGAATCTCAACCATGTCA
S YGRLTFKYERDSNYHLTLWMS 453
1441 GCTATGGAAGACTGACCTTCAAATATGAGAGGGACTCAAACTACCATCTGCTCATGTCTG

V Q E S L ERIKZFGKQGG®P I PV VP 473
1501 TGCAGGAGAGTTTGGAGAGGAAGTTTGGCAAACAGGGAGGACCCATCCCTGTTGTCCCTA

T ADFQARVYVAGASETKTDTI VHSG 493
1561 CCGCTGACTTCCAGGCCAGAGTTGCTGGTGCCTCTGAGAAGGATATCGTTCACTCTGGGT

LAY TMERSARQ QI MRTASKYN 513
1621 TGGCCTACACCATGGAGAGATCAGCCAGGCAAATCATGCGCACAGCAAGCAAGTACAACC

L G LDLRTAAYVNAIETKVF KV 533
1681 TGGGTCTGGACCTTCGGACGGCCGCCTACGTCAACGCCATCGAGAAGGTCTTCAAAGTCT

Y NE A G L T F T * 542

1741 ACAATGAGGCTGGACTTACCTTCACATAAatggccaatcacgacccgcacttcctctect
1801 tcccctccccectectgetattctcceccecctctaaacagecttcagaacatatcactgttt
1861 accgctgcttttaaaaacacacacacagatgcaatacgcacacacacacacatacgtgac
1921 gttggctagcctggtgtttatcctgtgatgtctgtgectgeccattatactgattctetgtt
1981 gaagtcttgccctcttcttgtttttgcctaaggttatattgag jcagatggcgag
2041 taacatcccgacagaataaaaagacccctgtccctecccgcageccctcatagaaacacce
2101 acaatattgttgtatggcagccatgttcaaagcgccctttatgcggtcgetgaatgcacy
2161 tgtgactctccagttgcgattatttcagttgacagcccttcagatgecttatttcagaaa
2221 gaggtgtgctgtgagaggaagatggccacttcagtttaattctaaccaaaagggatttag
2281 atttaacgtcatgtgaataaagagaatagtcattttattactcttgagtttatcttctca
2341 ctcttcagatgtaaaggttactagtgaagttgccaatatttaggtttcccaaattacttt
2401 catagttggtgtttttactgttagactccattaacgcccttccteccecgecectcaccecee
2461 tcctctcttctcctgtcgetttatctcgtatattaaaagcagcttcteccececgactectee
2521 gctggccaagaaagaggagcagggattggggggctgaagtgtcactgtgaccgececgtcece
2581 ctggttggattttcctcagttttaatcgtccagttccttgacgttgaaattgtgtttaag
2641 gaaattatttttatttttattttatgcatttcttttttggaaaccaataaaatgttcaga
2701 aaaataaaaaaaaaa

Figural3. Secuencia nucleotidica y aminoacidica deducida para GDH de S. aurata.

Los nucleétidos correspondientes al marco abierto de lectura aparecen en mayuGsculas, mientras que las
regiones 5" y 3" UTR estan representadas en minusculas. Los codones de inicio (ATG) y de parada (TAA)
aparecen en negrita. La secuencia de poliadenilacion 3" estd subrayada. La secuencia aminoacidica
deducida para GDH de Sparus aurata esta representada en negrita y mayuscula.
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4.1.1 Alineamiento multiple y diagrama filogenético de GDH de S. aurata

Para investigar la relacion filogenética de GDH de dorada con otros vertebrados, la
secuencia descrita fue apilada con otras secuencias utilizando el programa CLC-Sequence
Viewer 7.8.1y posteriormente predecir un diagrama filogenético. La secuencia de dorada
fue apilada con las secuencias descritas para Nothobranchis furzeri (XP_015818399.1),
Xiphophorus maculatus (XP_005794695.1), Lates calcarifer (XP_018531054.1),
Paralichthys olivaceus (XP_019938702.1), Salmo salar (NP_001117108.1), Danio rerio
(NP_997741), Mus_Musculus (NP_032159.1), Ratus norvegicus (NP_036702.1), Homo
sapiens GDH1 (NP_005262.1) y Homo sapiens GDH2 (NP_036216.1).

La secuencia de aminoacidos inferido para GDH de S. aurata se aline6 con ort6logos
de GDH para explorar relaciones evolutivas. La GDH de S. aurata mantiene todos los
residuos considerados importantes para la union de glutamato y GTP (16 y 15 residuos
de aminoé&cidos respectivamente) y la mayoria de los aminoacidos implicados en NAD +
(20 de 25), ADP (26 de 27) y los vinculados a la union de pirofosfato de tiamina (5 de 6)
(Figura 14). (Bunik et al., 2016). En el anélisis informatico con TargetP 1.1 (Nielsen et
al., 1997; Emanuelsson et al., 2000) sefialan una alta probabilidad de que el ADNc de
GDH codifique una proteina que se localiza en la mitocondria, que contiene un péptido

de direccion mitocondrial con sitio de escision putativo en la posicion 20. (Figura 14).

El analisis del apilamiento nos indica que la secuencia encontrada muestra alta
identidad con peces de la subdivision Percomorphaceae, a la que pertenece S. aurata: un
97,05 % con L. calcarifer, 96,86 % con N. furzeri, 96,68 % con P. olivaceus, y 96,31 %
con X. maculatus. Con peces mas alejados filogenéticamente, como S. salar y D. rerio,
muestra una identidad del 92.58 y 87.45 % respectivamente. Si comparamos con otros
vertebrados, S. aurata comparte una identidad del 83 % con mamiferos. En cuanto a las
isoformas de GDH presentes en humanos, GDH de S. aurata conserva una identidad del
83.95% para la isoforma 1 y un 81.18% para la isoforma 2 de la GDH humana (Figura
15).

Finalmente, la regién del ADNc codificante para la proteina fue subclonada en el
vector pcDNAg, utilizando los oligonucledtidos CG1526 y CG1527, obteniendo el

constructo pcDNA3-GDH, que permite la expresién de GDH de S. aurata.
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Sparus aurata

Lates calcarifer
Nothobranchis furzeri
Xiphophorus maculatus
Paralichthys olivaceus
Salmo salar

Danio rerio

Mus musculus

Ratus norvegicus
Homo sapiens 1

Homo sapiens 2
100%

Conservacion 0%

Sparus aurata

Lates calcarifer
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100%
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Sparus aurata
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Sparus aurata

Lates calcarifer
Nothobranchis furzeri
Xiphophorus maculatus
Paralichthys olivaceus
Salmo salar

Danio rerio

Mus musculus

Ratus norvegicus
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100%

Conservacion 0%
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K

400
|

420

380
| |

FPGAKPYEGN T1LEADCHILI LTR NNASRIKAKI IFLEN 404
FPGAKPYEGN ILEADCHILI LTR NNAPRIKAKI KIFLEN 404
FPGARPYEGS ILEADCHILI LTR NNAPRIKAKI KIFLEN 404
FPGAKPYDGN ILEADCHILI LTR NNARRIKAKI KIFLEN 404
FPGAKPYEGN ILEADCHILI LTR NNAPRIKAKI KIFLEK 404
FPGAKPYEGS LLEAQCHILI LTR NNAHRIKAKI IFLEN 401
YPGATAYEGN TLEAECDILI LTK KNANNIKAKI KIFLER 406
FPKAKVYEGS TLEADCDILI LTK SNAPRVKAKI IFLER 420
FPKAKVYEGS 1LEADCDILI LTK SNAPRVKAKI IFLER 420
FPKAKPYEGS TLEADCDILI LTK SNAPRVKAKI KIFLER 420
FPKAKPYEGS TLEVDCDILI EG KIFLER 420
u
NVMV I PDMY! EWLKNLNHVS YGRLTFKYER DSNYHLLMSV QESLERKFGK 464
NVMV I PDMY| EWLKNLNHVS YGRLTFKYER DSNYHLLMSV QESLERKFGK 464
NVMV I PDMY| EWLKNLNHVS YGRLTFKYER DSNYHLLMSV QESLERKFGK 464
NVMV I P DMY| EWLKNLNHVS YGRLTFKYER DSNYHLLMSV QESLERKFGK 464
NVMV I PDMY| EWLKNLNHVS YGRLTFKYER DSNYHLLMSV QESLERKFGK 464
NVMV I PDMY| EWLKNLNHVS YGRLTFKYER DSNYHLLMSV QESLERKFGK 46l
NIMVIPDMYI EWLKNLNHVS YGRLTFKYER DSNYHLLMSV QESLERKFGK 466
NIMVIPDLYI EWLKNLNHVS YGRLTFKYER DSNYHLLMSV QESLERKFGK 480
NIMVIPDLY] EWLKNLNHVS YGRLTFKYER DSNYHLLMSV QESLERKFGK 480
NIMVIPDLY| EWLKNLNHVS YGRLTFKYER DSNYHLLMSV QESLERKFGK 480
NILVIPDLYI SLERKFGK 480
sun szu 540
QGGPIPVVPT ADFQARVAGA SH DI SGL AYTMERSARQ IMRTASKYNL GLDLRTAAVV 524
QGGPIPVVPT ADFQARVAGA SE SGL AYTMERSARQ IMRTASKYNL GLDLRTAAYV 524
QGGPIPIVPT ADFQARIAGA SE SGL AYTMERSARQ IMRTASKYNL GLDLRTAAYV 524
QGGPIPIVPT ADFQARIAGA SE SGL AYTMERSARQ IMRTASKYNL GLDLRTAAYV 524
QGGPIPVVPT ADFQARVAGA SE SGL AYTMERSARQ IMRTASKYNL GLDLRTAAYV 524
QGGPIPVVPT ADFQARVAGA SE SGL AYTMERSDRQ IMRTASKYNL GLDLRTAAYV 521
HGGAIPIVPT SDFQERISGA SE SGL AYTMERSARQ IMRTANRYNL GLDLRTAAYV 526
HGGTIPVVPT AEFQDRISGA SE SGL AYTMERSARQ IMRTAMKYNL GLDLRTAAYV 540
HGGTIPVVPT AEFQDRISGA SE SGL AYTMERSARQ IMRTAMKYNL GLDLRTAAYV 540
HGGTIPIVPT AEFQDRISGA SE SGL AYTMERSARQ IMRTAMKYNL GLDLRTAAYV 540
HGGTIPIVPT AEFQDSISGA SAL AYTMERSARQ IMHTAMKYNL GLDLRTAAYV 540
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Figura 14. Alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de GDH de S. aurata.

Alineamiento mdltiple de la secuencia aminoacidica de GDH predicha para S. aurata y otras especies de
Percomorphaceae, asi como otros vertebrados. El alineamiento se realiz6 empleando el programa CLC
Sequence Viewer 7.8.1. La barra azul representa el porcentaje de conservacion del alineamiento. Los
diferentes colores marcan los residuos de aminoacidos implicados en la unién de GTP (azul), NAD* (verde),
ADP (amarillo), glutamato (rojo) y el sitio de union a tiamina pirofosfato (magenta). La secuencia
aminoacidica incluye los residuos del péptido sefial mitocondrial que se resaltan en gris oscuro. Las entradas
del GenBank mostradas son: Nothobranchis furzeri (XP_015818399.1), Xiphophorus maculatus
(XP_005794695.1), Lates calcarifer (XP_018531054.1), Paralichthys olivaceus (XP_019938702.1),
Salmo salar (NP_001117108.1), Danio rerio (NP_997741), Mus_Musculus (NP_032159.1), Ratus
norvegicus (NP_036702.1), Homo sapiens GDH1 (NP_005262.1) y Homo sapiens GDH2 (NP_036216.1).
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RESULTADOS

Nothobranchis furgeri

Xiphopharus maculafus
Sparus anrata
Lares calcarifer

= Paralichtlys olivacens

Salmo salar

+ Danio rerio

Mus Museulus
4L Rutus norvegicus

Homao sapiens 1
4|_‘—0 Hamo sapiens 2

Figura 15. Diagrama filogenético de la secuencia aminoacidica de S. aurata.

Diagrama filogenético de GDH de S. aurata y otras secuencias reportadas para otros animales, va ser
construido usando el programa CLC Sequence Viewer 7.8.1, basado en el alineamiento maltiple mostrada
en la figura 2.

4.2 CLONACION DEL PROMOTOR DE GDH DE S. AURATA

A fin de estudiar el control transcripcional de GDH, se clon6 y caracteriz6 la region
promotora del gen gdh de S. aurata mediante la técnica del paseo cromosémico (apartado
3.15), partiendo de ADN genémico y utilizando oligonucleétidos especificos para la
GDH de dorada.

El primer paso fue la construccion de cuatro librerias gendmicas por digestion del
ADN gendémico purificado de higado de doradas con enzimas de restriccion que producen
extremos romos, como se describe en el apartado 3.16.1. Las librerias obtenidas se
sometieron a dos rondas de PCR. Una PCR primaria se realizé utilizando los
oligonucleétidos externos AP1 (suministrado por el kit) y CG1316 (oligonucledtido
especifico). A continuacion, se realizé una PCR secundaria partiendo del producto de la
PCR primaria diluida y utilizando como oligonucledtidos internos AP2 (suministrado por
el kit) y CG1315 (oligonucledtido especifico). Los oligonucleétidos CG1315 y CG1316
fueron disefiados en base a la secuencia de ADNc de GDH previamente descrita en el

apartado 4.1.
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El producto de amplificacién de mayor tamafio, ~2.1 Kpb, se subcloné en el plasmido
pGEM-T Easy para ser posteriormente secuenciado. El constructo obtenido, fue
denominado pGEM-GDH2057. La secuencia nucleotidica, con un total de 2057 pb, fue
sometida a la base de datos GenBank con el nimero de acceso MF459046 (Figura 4).
Adicionalmente, la aplicacion de la técnica 5” RLM RACE (Schaefer, 1995) nos permitio
determinar el inicio de transcripcion del mensajero que codifica GDH de S. aurata, que

se sitla 140 nucleotidos corriente arriba del codén de inicio de traduccion.

4.2.1 Caracterizacion del promotor de GDH de S. aurata

El andlisis de la secuencia de 2057 pb adyacente al extremo 5” del ADNc que codifica
para GDH de dorada mediante el programa informéatico JASPAR (Sandelin, 2004), indica
la presencia de posibles lugares de union para diferentes factores de transcripcion, entre
los cuales destacan: USF2, cMYB, CEBP, Jun:Fos y FoxO (Figura 16).

Para analizar la actividad transcripcional de la secuencia 2057 pb obtenida mediante
paseo cromosdmico, se subclond dicha secuencia en el vector reportero pGL3-Basic, que
carece de promotor propio para controlar la expresion de luciferasa. La utilizacion del
plasmido pGL3-Basic nos permitié comprobar si la region de ADN genémico que

flanquea al exdn 1 contiene un promotor funcional.

Para examinar las regiones del promotor implicadas en la modulacion de la expresién
basal de GDH en dorada se realizaron deleciones del extremo 5 del fragmento del
promotor, mediante la utilizacion de enzimas de restriccion o amplificacion por PCR. Los
fragmentos delecionados en 5™ desde la posicidn -1286 hasta la +19 respecto al inicio de
transcripcion (manteniendo en todos los casos +70 como extremo 3”) fueron subclonados
en el plasmido pGL3-Basic. Se obtuvo asi los constructos pGDH1286 (de -1286 a +70),
pGDH982 (de -982 a +70), pGDH413 (de -413 a +70), pGDH128 (de -128 a +70),
pGDHS85 (de -85 a +70) y pGDH+19 (de +19 a +70) (tal como indica en el apartado 3.3).

Los plasmidos recombinantes obtenidos, fueron cotransfectados transitoriamente en
células HepG2 con el plasmido pCMVp, que expresa lacZ (B-galactosidasa), utilizada
como control interno de la eficiencia de la transfeccion. Dieciséis horas después de la

transfeccion, el andlisis de la actividad luciferasa de los constructos reporteros que
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-2016

-1916

-1816

-1716

-1616

-1516

-1416

-1316

-1216

-1116

-1016

-916

-816

-716

-616

-516

-416

-316

-216

-116

-16

+85

CTGAGAGGAA GACACTCGCC CTCCCCCCCA CATCTTTACA CAAACACACA TAACCCCCAG CTTTGTTATA GCTCTCTCTG AAATGCTTTC AAGTAAACCC
CCATTCACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACCACG AATGACCTCC TGCCCTAAAT TACACCTTCT CACTTGGACA CATAATTGTA
TGCTTTGCAC ACACATCTAC ACAAAACATG CATAAAAAGT AGGCTGTTTG CCAGCACAAT GACATTTCTA TTGTCTTTAT CAAGTACTGT ATCAGTACTA
GAATGGCACT CAGTAGAGTA CAGTTTCATT GAGATCATGC ATTACTGAAA ATGTTGAAAA ATGACCTTCC TTGCAATTTC AAAGAAAGTT TGATAAAATT
CCGTCCCTTT ATCTCGATCC ACACAAAAAG TTTTTGGGGT CTATTCTGGA TCGAGACCAA TCAACCATAC AAGTTTTTTA ACAATTCTTT CAGCAGTGTT
TGTGTAATCA AGTTGACAAA CCAACCAACG GGTCACATTC TACTCGGCCT GATAAGAAAA TCAGCTCTTA ATACAGATTG CTCCTTCAAG TTTCAAGTCA
AGTCAACAGT TGAAGGCCAA ACTGATTTTT GTCAAACAAA ATCGGGAGTA AACAGTTAAT TCTTCAAAAT GCCAACATTC ATGTGAAGGC TGTAAGAAGT
CTTTCATTTT TAGCCATGCT AGCAGCTAGC TAGGCTCAAA TAATGACAGT ATCGCCAC TTTGCTCCAG ACTGAAACAT CTCAACAAAC
ATTGAAAGGA TTGGCATAAA CTTTGACATT CATGGTTCAT CCATTCATCC ATTCACTTAT CAAGTAAAAT ATCCAAACAT CTAACAGATG G
[ATATGTTGTA GAGACTCATG ATCATTCATG TCTCATTCAG GATGAATTTC AATAACTTTC ATGATCCCTT ACACATCCAG TTTTCAAGAA TTCCCTATTT
GTCAAATACT GAAGCTTGGT TTGACTGCTG ATCCGACTTA CAATCACCAG AAGCGCCAGT ATCAAGACTC AAAACACAAC TTCCTTACAA ATGGGACCTT

GATAL CEBPA/B STAT1/3
TGACTTTTTA TCTAGTGCCA TTATAAGTGC TCAGTTCATC CCATACTTTG GTTTATGACC AAATACTTGC AAAACTAATT CCCATAAGEG TCAGTCGTAC

ATTGTGTTTG GAGCACATAG CGAATGTTAA CATGCTAACA CGCTAATATG GTGAATAAGG TACATGTTAG CATGCTGTGT AAGCCTCAGA ACAGCCTCAC

CEBPB chYB
AGAGCTCCTG GCTTAATCAT AGGTTTAAAA AAAAAACGTT TTAAGTCAAT ATGGATATTT TTTAATGGCA GTGTTCAATA GTCAGTTATA TGTGCTGGAA
FOX04 PDX1 cMYC HNFL B FOXP1

TACAGAAACT ACAGCTACAT CAACAGCAGA TCAACCCCCT CATTAACTGT AGCTGTCCAT GAGGACHGTT AATGACTGAT] GCAAACACAA] AGGGCCTTTT

CAGCAGCTCC CATCTCACTC CCTCTCTCTC TCTCTCTCTT TCCCCTCATG GCTGTGTCGA CTCACTCAAC AGATCGGGGA ACTGCTGATG ACAGCATGCC

HNF1 A/B
TCATATGAGC AAACGACAAA GTACAAACTT GTAACACTGT GGACGCGGTA CAAAAGATAA TGAATAACAA AGCCGATGCT CGTCATATCT GCCAGCTTAT
CDX1 FOXB1/C1/C2 CEBP B/D/E/G FOXB/C

GCTTCTACAA AG AAATATAT CTACTATAGC ATTCAATTCT AGTTAGTGCG TCGAATTCAT CTCAACATAT [TTTACGCAAT] COTATGAAAA

[TAAATCATTG TATATCATTT AACTTTCCCT TTTCTTACTT TTTTCCCCTC CATCTTTGAA AACCAACGGT GGGAACTCGG GAGCGCGCGC TGTCAGTTGG
SP2 TATA hox

ACAGCACGGG CGCGCGCCTC CTTTGGTCCT CCTCTTCCGL GTGAGTCCCG AGGAACCCCC ACTGCTCTCC GCGGCTCGTG CTGCCTTTTA AAGCAAACT]

USF2
ACACAGCATG TCATTCCCCA CTCGGCCAGA GGACGGGACA CGGTGAGGAG CTGCTGTgtc gttcattcta ccccecttct cctgtcgtca cceecattgt

ccttgttgtt tagttgectt ttattagttc gtttacacgy ttagctagtt ttagtcatg

Figura 16. Fragmento adyacente de la secuencia nucleotidica del extremo 5” del gen gdh.

Las letras mayUsculas indican la region clonada utilizando la técnica de paseo cromosémico. Las letras
minusculas corresponden al ADNc previamente clonado como indica en el apartado 4.1. El inicio de la
transcripcion se indica con una flecha. En negrita se sefiala el codén de inicio de la traduccion. En
rectangulos se indican los posibles lugares de unién de factores de transcripcion segun el analisis con el
programa JASPAR.
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contienen los fragmentos del promotor de -1286 a -85 pb presentaron una activacion
transcripcional de 25 a 45 veces (figura 17) respecto al control negativo pGL3-Basic. Por
el contrario, la transfeccion con el constructo méas pequefio (pGDH+19) promovié una
marcada dsiminucion de la actividad promotora. Estos resultados sugieren que la region
correspondiente a los 1286 nucleotidos corriente arriba del extremo 5” respecto al inicio
de la transcripcion de GDH de dorada contiene un promotor funcional, y que la region
promotora situada entre -85 pb y +19 pb podria contener elementos reguladores en cis

esenciales para la transcripcion basal del gen que codifica para GDH de dorada.
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Figura 17. Estudio de la actividad basal del promotor GDH en células HepG2

En la parte izquierda de la figura se representa la region adyacente al extremo 5 del gen que codifica para
GDH de dorada. En la barra superior estan indicadas algunos lugares de restriccion y el inicio de la
transcripcion. La numeracion nucleotidica se inicia desde +1, que corresponde al inicio de la transcripcion.
Los constructos reporteros, con diferentes extremos 5” pero extremos 3" idénticos (+70), fueron utilizados
para transfectar células HepG2. Las células fueron transfectadas en placas de 6 pocillos con 2 pg de los
constructos reporteros y 0,25 ug de pCM V. La actividad luciferasa es expresada como veces de induccion
en relacion a la actividad observada al transfectar con el plasmido reportero pGL3-Basic sin el promotor,
valor que se va referenciar en 1. Los resultados representan el valor medio de la actividad luciferasa + DE
de al menos tres experimentos realizados por duplicado.
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47 REGULACION DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE GDH POR
USF2

4.7.1 Activacién del promotor de GDH por USF2

El analisis in silico de la secuencia del promotor GDH de dorada nos permitié
localizar un posible lugar de unién para USF2 (E-box), entre las posiciones -10 y -5 en
relacion al inicio de la transcripcion (figura 16). Con el fin de conocer la implicacion de
este factor en la transcripcion de GDH se realizaron ensayos de cotransfeccion transitoria
en células HepG2. Se utilizaron los constructos reporteros que presentaban diferentes
deleciones en el extremo 5  del fragmento del promotor clonado, juntamente con un

plasmido de expresion que codifica para USF2 humano.

Cuando los fragmentos de cotransfeccion incluian los constructos que contienen un
fragmento del promotor con 85 pb corriente arriba del inicio de transcripcién o superior
(pGDH85, pGDH128, pGDH413, pGDH982) y el plasmido que codifica USF2, se
observé un incremento de la actividad promotora de 4 a 5 veces respecto a la transfeccion
en ausencia del plasmido de expresion para USF2. Por el contrario, al cotransfectar las
células con el plasmido pGDH+19, no se observé actividad transactivadora por USF2

(Figura 18).

pGL3-Basic pGDH+19 pGDH85 pGDH128 pGDH413 pGDH982

N w IS o o

Actividad luciferasarelativa

-

Figura 18. Efecto de USF2 sobre la transcripcion del promotor GDH de S. aurata

Se transfectaron células HepG2 en placas de 6 pocillos con 2 pg de los constructos reporteros pPGDH+19,
pGDH85, pGDH128, pGDH413, pGDH982 0 pGL3-Basic, 0,25 ug de pCMVp y en presencia o ausencia
de 0,2 pg del plasmido de expresion que codifica para USF2. La actividad luciferasa se expresa como veces
de induccion en relacién a la actividad observada con el constructo correspondiente en ausencia de factor
de transcripcién, valor que se referencia en 1. Los resultados representan el valor medio del incremento de
la actividad luciferasa = DE correspondiente a cuatro experimentos realizados por duplicado.
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El hecho de que el constructo de menor tamafio transactivado por USF2 sea pGDH85
y la presencia de un elemento E-box situado en los nucleétidos -10 a -5, sugieren que la
unién de USF2 a dicho elemento E-box podria ser responsable de la activacion de la
transcripcion del promotor GDH por USF2. Para confirmar si este E-box tiene un papel
en la activacién de GDH por USF2, se disefié un constructo con una delecién de los
nucleétidos -44 a +70 (pGDH982A-44/+70). Este constructo, al ser cotransfectado en
células HepG2 conjuntamente con USF2, no mostrd incremento de la actividad promotora
(figura 19), confirmando que la regidn -44 a +70 esta implicada en la transactivacién por
USF2.

También se evalud si la isoforma USF2b promueve el mismo efecto que USF2
(también denominado USF2a) sobre el promotor de GDH. Como se puede observar en la
figura 19, USF2 y USF2b muestran el mismo comportamiento al transactivar el gen
reportero de luciferasa.

7 -
6 1 o-
BUSF2

BUSF2b

Actividad de luciferasarelativa

) Tl

pGL3-Basic pGDH+19 pGDH85 pGDH982 pGDH982A44/+70

Figura 19. Efecto de USF2 y USF2b sobre la transcripcion del promotor GDH de S. aurata

Se transfectaron células HepG2 en placas de 6 pocillos con 2 pg de los constructos reporteros pGDH+19,
pGDH85, pGDH982, pGDH982A44/+70 o pGL3-Basic, 0,25 ng de pCMV y en presencia o ausencia de
0,2 pg del plasmido de expresion que codifica para USF2. La actividad luciferasa se expresa como veces
de induccién en relacion a la actividad observada con el constructo correspondiente en ausencia de factor
de transcripcion, valor que se referencia en 1. Los resultados representan el valor medio del incremento de
la actividad luciferasa + DE correspondiente a cuatro experimentos realizados por duplicado.

4.4.2 USF2 se une al E-box en la posicién -10 a -5

Con el fin de analizar si USF2 puede unirse al elemento E-box presente en la posicién

-10 a -5 respecto al inicio de transcripcion, se realizaron ensayos de cambio de movilidad
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electroforética en gel (apartado 3.20). Para tal fin se utilizaron extractos nucleares de
células HepG2 sobreexpresando USF2 y una sonda que contiene los nucleétidos entre la
posicién -22 a +9 en relacion al inicio de la transcripcién del promotor GDH de dorada.
Esta secuencia nucleotidica contiene el hipotético lugar de unién a USF2 situada entre -
10 a -5 (figura 16). Los experimentos de cambio de movilidad electroforética en gel
revelaron la formacion de un complejo ADN-proteina con movilidad retardada (carril 6
de la figura 20). Como control positivo se utilizd una sonda que contiene la secuencia
consensus de unién a USF2 (USF2-cons), que dio lugar a una banda de la misma
movilidad (carril 2 de la figura 20).

Al efectuar experimentos de competicion con un exceso molar de 200 y 1000 veces
de sonda USF2-cons no marcada (carriles 3-4 y 7-8), la banda con movilidad retardada
disminuye en intensidad respecto a la que se muestra en ausencia de sonda USF2-cons no
marcada (carriles 2 y 6). Los ensayos de cambio de movilidad electroforética efectuados
utilizando extractos nucleares de células HepG2 sobreexpresando USF2 y una sonda
mutada en la region E-box, GDH-22/+9mutUSF, muestran la total desaparicion de la
banda retardada observada cuando se utiliza las sondas USF2-cons y el oligonucle6tido
de doble cadena GDH22/+9 (carril 10).

Sonda USF2-cons GDH-22/+9 GDH-mut

EN I, r i ", 1

USF2-cons-no - - + + - - + + - +

SN ) s

Figura 20. Ensayo de cambio de movilidad electroforética en gel

El ensayo de cambio de movilidad electroforética en gel se ha realizado utilizando extractos nucleares (EN)
hepaticos de células HepG2 sobreexpresando USF2 y las sondas marcadas USF2-cons (carril 1-4), GDH-
22/+9 (carril 5-8) 0 GDH-22/+9mutUSF (GDH-mut) (carril 9-10). Las muestras aplicadas en el carril 1y 5
corresponde a ensayos efectuados en ausencia de EN. En los carriles 2 y 6 se observa una banda retardada,
correspondiente a la union en presencia de extractos nucleares y oligonucle6tidos marcados (USF2-cons,
GDH-22/+9), y en ausencia de competidor. Los carriles 3 a4 y 7 a 8 muestra los estudios de competicion
realizados con 200 y 1000 veces respectivamente, de exceso molar de oligonucleétido de doble cadena
USF2-cons no marcado (USF2-cons-no). Los oligonucle6tidos utilizados se describen en el apartado 3.3.1.

GASPAR’ C. ‘



RESULTADOS

4.4.3 Mutaciones en el elemento E-box eliminan la transactivacion producida
por USF2

A fin de caracterizar el efecto que produce mutar el E-box localizado en la posicion -
10 a -5 sobre la actividad promotora de GDH, se ha obtenido el constructo
pGDH982mutUSF2. Este constructo contiene el fragmento de 982 pb (-982 a +70 en
relacion al origen de transcripcion de GDH) con las mismas mutaciones que presenta el
oligonucledtido de doble cadena GDH-22/+9mutUSF, que se utilizé en los ensayos de
cambio de movilidad electroforética. Se realizaron experimentos de cotransfeccion en
células HepG2 utilizando los constructos pGDH982, pGDH85, pGDH+19 y
pGDH982mutUSF2 en presencia y ausencia del vector de expresion para USF2. Tal como
se muestra en la figura 21, USF2 no es capaz de promover la activacion transcripcional

cuando el lugar E-box estd mutado.

Estos resultados indican que el lugar E-box situado entre -10 a -5 en relacion al inicio
de la transcripcion del promotor GDH de dorada, es el responsable de la transactivacion
inducida por USF2.

o

W USF2

I

N

Actividad luciferasa relativa
= w

pGDH+19 pGDH85 pGDH982 pGDH982 mutUSF2

Figura 21. Efecto de USF2 sobre la actividad promotora GDH con el E-box mutado.

Células HepG2 fueron cotransfectadas con los constructos pGDH+19, pGDH85, pGDH982 o
pGDHI982mutUSF2 a la concentracion de 2 pg conjuntamente con 0,25 pg de pCMVp y en presencia o
ausencia de 0,2 pg del vector de expresion que codifica para USF2. La actividad luciferasa se expresa como
veces de induccion de la actividad obtenida con el constructo reportero en ausencia del factor de
transfeccion, valor que se estableci6 en 1. Los datos representan la media + DE de los valores observados
en dos experimentos independientes efectuados por duplicado.

Gasrar, C. J\‘



RESULTADOS

45 DISTRIBUCION TISULAR DE LA EXPRESION GDH Y USF2 EN S. aurata

A partir de ARN total aislado de doradas alimentadas, y mediante la técnica de RT-
gPCR, se ha determinado la distribucién tisular de la expresion de GDH y USF2. La GDH
es una enzima implicada en la desaminacion de aminoacidos, mientras que los
experimentos de transfeccion transitoria en células HepG2 y de movilidad retardada
muestran que USF2 un factor de transcripcion que regula la actividad del promotor GDH.
Los tejidos donde se analiz6 la expresion de GDH y USF2 fueron: bazo, branquias,

cerebro, corazon, grasa, higado, intestino, masculo esquelético y rifidn.

La GDH se expresa mayoritariamente en el higado, seguida por intestino, corazén y
rifién. La expresion de GDH en el higado es 25 veces superior a la de los tejidos en donde
se observa menor expresién, como bazo, branquia y grasa (Figura 22). En cuanto a USF2,
la expresion es ubicua, aunque se observa una mayor expresién de ARNm en el cerebro

y bazo, seguido por el corazdn, branquia, rifién e higado.
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Figura 22. Anélisis por RT-PCR de la expresion de GDH y USF2 en diferentes tejidos de S. aurata.
ARN total extraido de bazo, branquia, cerebro, corazén, grasa, higado, intestino, musculo esquelético y
rifon de doradas alimentadas fue sometido a transcripcion inversa y posterior analisis por RT-gPCR. Los
niveles de ARNm de GDH (oligonucledtidos CG1543 y CG1544) y de USF2 (oligonuclettidos CG1557 y
CG1558) fueron normalizados con la media geométrica de los niveles de ARNm de elongation factor-1a
(EF-1a), beta-actina (B-actina) y la subunidad ribosomal 18 s. Los datos son expresados como la media +
DE correspondiente a 2 pools de tejidos correspondientes de 4 a 5 peces cada uno, en valores obtenidos a
partir de 2 experimentos independientes.
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46 REGULACION NUTRICIONAL DE LA EXPRESION DE GDH Y USF2
EN HIGADO DE S. AURATA

Habiendo demostrado que USF2 puede unirse y transactivar el promotor GDH en el
higado de dorada, se evalud el rol que podria ejercer USF2 en la regulacién nutricional
de la transcripcion hepética de GDH en S. aurata. Para tal fin, los niveles de ARNm de
GDH y USF2 fueron determinados por RT-gPCR en muestras de higados de peces

sometidos a ayuno-realimentacion y alimentados con diferentes tipos de dietas.
4.6.1 Efecto del ayunoy la realimentacion sobre la expresién de GDH y USF2

Para estudiar efecto del ayuno y la realimentacion sobre la expresion de ARNm de
GDH y USF2 mediante RT-gPCR, se analizaron las muestras de higado de peces
alimentados 18 dias, peces ayunados 19 dias, y peces realimentados durante 6 horas, 24
horas, 5 dias y 14 dias. El cambio en el estado nutricional de los peces afectd similarmente
a la expresion de ARNm de GDH y USF2. En los higados de doradas sometidas a ayuno
durante 19 dias, los niveles de ARNm de GDH y USF2 experimentaron una disminucion
de 1,7 veces respecto al grupo de peces alimentados. Seis horas después de la
realimentacion de los peces, los niveles de ARNm para ambos genes son similares e
incluso con tendencia a ser inferiores a los observados en situacion de ayuno. Los niveles
de ARNm de GDH y USF2 fueron recuperando gradualmente hasta alcanzar una
expresion similar a los peces alimentados después de 14 dias de realimentacion (figura
23). Los ensayos de RT-gPCR muestran que la expresion de GDH y USF2 es modulada

de manera practicamente equivalente en respuesta al ayuno y realimentacion.
4.6.2 Efecto de la composicion de la dieta sobre la expresién de GDH y USF2

Para comprender el efecto de la composicion de la dieta sobre la expresion de GDH
y USF2 se analizaron mediante RT-qPCR los niveles de ARNm para ambos genes en
higado de peces alimentados con las dietas HLL (alta en proteina, baja en lipidos y
carbohidratos), LLH (baja en proteina y lipidos y alta en carbohidratos) y MHL (media
en proteina, alta en lipidos y baja en carbohidratos). La composicion de las dietas LLH y
MHL afectan de manera similar a la expresion de ARNm de GDH y USF2. Los peces
alimentados con la dieta HLL muestran un incremento en los niveles de expresion de

GDH de 2.2 veces respecto al grupo de peces alimentados con las dietas LLH y MHL.
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Sin embargo, la expresion de USF2 no presentd cambios significativos en funcion de la

composicion de la dieta (figura 24).
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Figura 23. Efecto del ayuno y la realimentacion en la expresion de GDH y USF2.

Anélisis por RT-gPCR de los niveles de ARNm de GDH y USF2 en higado de doradas alimentadas,
sometidas a un ayuno de 19 dias y realimentadas a las 6 horas. 24 horas, 5 dias y 14 dias. Los niveles
relativos de ARNm de GDH y USF2 fueron normalizados con la media geométrica de los niveles de ARNm
de elongation factor-1a (EF-1a), beta-actina (B-actina) y la subunidad ribosomal 18 s. Los datos se expresan
como la media + DE correspondiente a 6 peces. Diferentes letras ~82P<indican diferencias significativas
entre condiciones (P < 0,05).
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Figura 24. Efecto de la composicion de la dieta en la expresion de GDH y USF2.

Anélisis por RT-gPCR de los niveles de ARNm de GDH y USF2 en higado de doradas alimentadas con las
dietas HLL, LLH y MHL. Los niveles relativos de ARNm de GDH y USF2 fueron normalizados con la
media geométrica de los niveles de ARNm de elongation factor-1a (EF-1a), beta-actina (B-actina) y la
subunidad ribosomal 18 s. Los datos se expresan como la media = DE correspondiente a 6 peces. Diferentes
letras ~B2b indican diferencias significativas entre condiciones (P < 0,05).
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47 PAPEL DE MYB EN LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE GDH

4.7.1 Presencia de lugares putativos de unién de MYB al promotor del gen
GDH de S. aurata

El anlisis in silico de la secuencia del promotor GDH de dorada con el programa
bioinformatico JASPAR nos ha permitido identificar, adicionalmente al lugar de unién a
USF2, varios posibles sitios de unién de MYB (MYB binding site; MBS) en el promotor

GDH, tal y como se indica en la Tabla 3.

El analisis in silico fue realizado con la regién del promotor que corresponde desde
la posicion -982 a la +70 con respecto al inicio de la transcripcién, con un umbral minimo

de puntuacion relativa de union del MYB a la caja MBS del 80%.

Tabla 3. Posibles sitios de unién de MYB al promotor GDH de S. aurata.

FT Score relativo Inicio Final Hebra Secuencia
Myb 0.8272 -941 -932 1 ACAACTTCCT
Myb 0.8002 916 -907 -1 TAAAAAGTCA
Myb 0.8364 -651 -642 -1 AACACTGCCA
Myb 0.8162 -642 -633 1 TCAATAGTCA
Myb 0.9091 -637 -628 -1 ATAACTGACT
Myb 0.8019 574 -565 1 TTAACTGTAG
Myb 0.8240 -568 -559 1 GTAGCTGTCC
Myb 0.8954 -554 -545 -1 TTAACTGTCC
Myb 0.8055 544 -535 -1 GCATCAGTCA
Myb 0.8104 514 -505 1 GCAGCTCCCA
Myb 0.8094 -428 -419 -1 CATGCTGTCA
Myb 0.8446 -332 -323 1 ATATCTGCCA
Myb 0.8452 -321 -318 -1 TAAGCTGGCA
Myb 0.9765 -126 -117 -1 CCAACTGACA
Myb 0.9605 -23 -14 1 CAAACTGACA

*Umbral minimo de puntuacion relativa al 80%

Hemos detectado posibles lugares de unién de MYB, con un score relativo mayor a
0,90 entre las posiciones -23 a -14, -126 a -117 y -637 a -628 en relacidn al inicio de la
transcripcion. Con el fin de comprobar la implicacion de MYB en la transcripcion de
GDH se realizaron ensayos de cotransfeccion transitoria en células HepG2, utilizando
constructos reporteros que presentan diferentes deleciones en el extremo 5” del fragmento
del promotor clonado, juntamente con el plasmido de expresion que codifica para cMYB

humano.
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4.7.2 Activacion del promotor de GDH por cMYB

Como se muestra en la figura 25, los ensayos de cotransfeccion transitoria de células
HepG2 con plasmidos reporteros con fragmentos delecionados del promotor de GDH de
dorada y un plasmido de expresion de cMYB mostraron un incremento de la actividad
promotora de 4 a 6 veces en los constructos pGDH413, pGDH648 y pGDH982 respecto
a la transfeccion en ausencia del plasmido de expresion de cMYB. Asi mismo los
constructos pPGDH85 y pGDH128 mostraron un incremento de la actividad promotora de
mas 2 veces. Por el contrario, al cotransfectar las células con el plasmido pGDH+19, no

se observo actividad promotora mediada por cMYB.
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Figura 25. Efecto de cMYB sobre la transcripcion del promotor GDH de S. aurata

Se transfectaron células HepG2 con 2 pg de los constructos pPGDH+19, pGDH85, pGDH128, pGDH413,
pGDH648 o pGDH982, 0,25 png de pCMV y en presencia o ausencia de 0,2 ug del plasmido que codifica
cMYB. La actividad luciferasa se expresa como veces de induccion en relacion a la actividad observada
con el constructo correspondiente en ausencia de factor de transcripcion, valor que se referencia en 1. Los
resultados representan el valor medio del incremento de la actividad luciferasa + DE correspondiente a 4
experimentos realizados por duplicado.

El hecho de que los constructos pGDH982, pGDH648, pGDH413, pGDH128,
pGDH85 responden a diferentes niveles de activacion del promotor GDH a cMYB,

sugiere la posibilidad de que haya mas de un sitio de unién a MYB.
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De hecho, como se muestra en la tabla 3, hay varios sitios tedricos posibles de unién
a cCMYB. Los posibles lugares de unién de MYB con mayor score relativo se encuentran
entre las posiciones -126 a-117 y -637 a -628 en relacion al inicio de la transcripcion. Asi
mismo, los constructos que contienen estas dos regiones presentan mayor actividad, como
se muestra en la figura 25. Con el fin de verificar si estos posibles lugares de unién tienen
un papel en la activacién del promotor GDH por cMYB, se disefiaron constructos con
deleciones en los nucledtidos -44 a -278 (pGDH982A-278/-44), -278 a -413 (pGDHI982A-
413/-278) y -413 a -709 (pGDH982A-709/-413).

El constructo delecionado pGDH982A-709/-413 al ser cotransfectado en células
HepG2 conjuntamente con un plasmido de expresion de cMY B, no mostrd un incremento
de la actividad promotora. La delecidn -44 a -278 promovié un descenso de un 55% de la
actividad promotora observado con el constructo pGDH982, y el constructo delecionado
pGDH982A-413/-278 mantuvo la activacion del promotor por cMYB. Estos resultados
son consistentes con la presencia de al menos dos lugares unién para cMYB en el

promotor. (Figura 26).
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Figura 26. Efecto de cMYB sobre la transcripcion del promotor GDH de S. aurata

Se transfectaron células HepG2 con 2 pg de los constructos pGDH+19, pGDH982 pGDH982A-278/-44
pGDH982A-413/-278 0 pGDH982A-709/-413, 0,25 ng de pPCMVp y en presencia o ausencia de 0,2 pg del
plasmido que codifica cMYB. La actividad luciferasa se expresa como veces de induccién en relacion a la
actividad observada con el constructo correspondiente en ausencia de factor de transcripcion, valor que se
referencia en 1. Los resultados representan el valor medio del incremento de la actividad luciferasa + DE

correspondiente a 4 experimentos realizados por duplicado.
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4.8 SILENCIACION GENICA DE GDH EN HIGADO DE S. AURATA

Teniendo en cuenta que GDH desempefia un papel fundamental en el metabolismo de
los amino&cidos para obtener energia y proveer sustratos gluconeogénicos, y habiendo
demostrado que el nivel de la expresion del ARNm de GDH es regulado
transcripcionalmente por el estado nutricional, nos planteamos avanzar en el
conocimiento de la funciéon de GDH en S. aurata, asi como sus efectos metabdlicos,
mediante el rol que podria ejercer una silenciacion de la expresion del ARNm que codifica

para la enzima GDH de higado de S. aurata utilizando sh-ARNS.

4.8.2 Silenciamiento de la expresion de GDH de S. aurata mediante ShARN in

vitro

La transfeccion de células HepG2 con el plasmido que expresa GDH de S. aurata nos
permiti6 validar in vitro diferentes sh-ARNSs disefiados para promover la silenciacion de
la expresion de GDH en posteriores estudios in vivo. Previo a la introduccién de material

genético en doradas, el primer objetivo fue el disefio de los sh-ARNSs.

Para identificar secuencias potenciales de sh-ARN que ejerzan efecto silenciador de
la expresion de GDH, se disefiaron 5 sh-ARNs (SH1-SH5) utilizando los algoritmos del
programa siRNA Wizard software de InvivoGen (apartado 3.3.2). Una vez disefiados los
sh-ARNs contra GDH, se subclonaron en el vector pCpG-siRNA, obteniendo los

constructos pCpG-SHX-GDH (X: 1-5), y se procedié a validarlos in vitro.

Para ello se realizaron transfecciones transitorias en células HepG2, con 600 ng del
plasmido de expresion del sh-ARN especifico para silenciar GDH (pCpG-SHX-GDH) o
pCpG-siRNA-scramble (como control negativo), conjuntamente con 30 o0 300 ng de un
plasmido de expresion de GDH de S. aurata (pcDNA3-GDH; descrito en el apartado 4.1)
y 300 ng de pCMVp (lacZ) para normalizar los resultados en funcién de la eficiencia de
transfeccion. A las 48 horas post-tratamiento se cuantifico el efecto del silenciamiento de
los diferentes sh-ARN determinando los niveles de ARNm de GDH mediante RT-qPCR

utilizando ARN total aislado de las células transfectadas.

El sh-ARN SH2 fue el que mostr6 un mayor efecto inhibidor significativo en la

expresion de GDH, disminuyendo los niveles de ARNm hasta un 80% de los valores
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expresados observados en células transfectadas con 30 ng de pcDNA3-GDH en ausencia
de sh-ARN, y un decremento del 55% con respecto a los valores expresados en células
transfectadas con 300 ng de pcDNA3-GDH en ausencia de sh-ARN. Aunque en menor
grado que SH2, SH4 y SH5 promovieron una disminucion en la expresion de GDH en
células HepG2 transfectadas con 30 ng de pcDNA3-GDH. Con una concentracion mayor
de pcDNA3-GDH no se observaron cambios significativos promovidos por SH4 y SH5.
Los otros sh-ARN analizados, SH1 y SH3, no afectaron los niveles de expresién de
ARNmM de GDH (figura 27).

1,4 1

O 30ng GDH
m300ng GDH

S

P

a4

<

[}

©

%) *

o 0,7 1 .

2

ke

8 *

0 . :

<@ *

[3) *

2

P

0
SH1 SH2 SH3 SH4 SH5 Scramble

Figura 27. Silenciamiento génico de GDH de dorada expresada en células HepG2

Células HepG2 fueron cotransfectadas, en placas de 6 pocillos, con 300 ng del plasmido reportero pPCM V3,
30 ng o0 300 ng de pcDNA3-GDH y 600 ng de pCpG-SHX-GDH o pCpG-siRNA-scramble mediante la
técnica de fosfato célcico (apartado 3.24). 48 horas post-tratamiento se aislé el ARN total. La expresion de
GDH se determiné mediante RT-gPCR utilizando los oligonucleétidos CG1543 y CG1544. Se utilizaron
también oligonucledtidos especificos para la subunidad ribosomal 18s de humano (MC109 y MC110),
utilizada como gen control de expresion constitutiva, y -galactosidasa (JDRTpcmvbS y JDRTpcmvbAS),
como control interno de transfeccién. Se muestran los niveles relativos de ARNm de GDH normalizados
con B-galactosidasa y 18s. Los valores correspondientes a los controles se ajustaron a 1. Los resultados
corresponden a los valores + DE de al menos 4 ensayos independientes realizado por duplicado. La
significacion estadistica en relacion al control se indica por: P < 0,05 (*); P < 0,01 (**); P < 0,001 (***)
para la prueba t-Student.
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4.8.2  Silenciamiento de la expresion de GDH en higado de S. aurata mediante sh-ARN

Tras comprobar que el sh-ARN SH2, expresado por el constructo pCpG-SH2-GDH, permite
silenciar la expresion de GDH de S. aurata en células HepG2 transfectadas con pcDNA3-GDH
(apartado 4.8.1), se analiz6 el efecto metabdlico del silenciamiento in vivo de GDH en higado de
S. aurata. Para ello, los peces fueron inyectados intraperitonealmente con nanoparticulas
formadas por pCpG-SH2-GDH o pCpG-siRNA-scramble (control negativo) encapsulados con

quitosan-TPP, tal como se describe en el apartado 3.38.

Mediante microscopia de fuerza atdmica se comprob6 que la morfologia de las nanoparticulas
obtenidas era redondeada (Figura 28) y que el tamafio medio de las nanoparticulas fue de 224 +
62,3 nm, con un potencial Z promedio de 32,98 + 1,16 mV (Tabla 4; n=6)

Tabla 4. Tamafio de particula y potencial Z

Diametro medio Potencial Z
(nm) (mV)
190 32,5
326 31,9
163 35,2
248 33
169 33
248 32,3
Media = 224,0 Media = 32,98
DE =62,3 DE=1,16

Las nanoparticulas liofilizadas fueron reconstituidas en solucién salina a una
concentracion de 1 mg ADN/mL 30 minutos antes de ser administradas. Por via
intraperitoneal, se administraron 10 pg de ADN plasmidico por cada gramo de pez a
doradas juveniles alimentadas. Después de 72 horas del tratamiento, los peces fueron
sacrificados y se colectaron muestras de sangre e higado. La ltima ingesta fue 24 horas

antes del sacrificio.

Para verificar el cambio de la expresion del ARNm de GDH en higado de S. aurata
tratadas con el complejo pCpG-SH2-GDH-quitosan-TPP, se aislé el ARN total de higado.
Mediante RT-qPCR se evalu6 la expresién génica de GDH a nivel de ARNm en el higado
de los peces tratados con el complejo pCpG-SH2-GDH-quitosan-TPP (SH2) en relacion
a los peces control, tratados con el complejo pCpG-siRNA-scramble-quitosan-TPP
(scramble) y los peces tratados con nanoparticulas de quitosan-TPP sin encapsulamiento
de ADN plasmidico (quitosan).
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1 um

1 um

Figura 28. Caracterizacién morfolégica de las nanoparticulas de quitosan-TPP mediante microscopia
de fuerza atémica.

A. Nanoparticulas de quitosan-TPP sin encapsulamiento de ADN plasmidico; B. Nanoparticulas de
quitosan-TPP con encapsulamiento de pCpG-siRNA-scramble; y C. Nanoparticulas de quitosan-TPP con
encapsulamiento de pCpG-sh2-GDH. Los paneles A, B y C muestran las imagenes de las nanoparticulas y
la representacion del perfil de las medidas de las nanoparticulas en el plano X/Y. Las nanoparticulas de
quitosan-TPP-DNA fueron analizadas mediante microscopia de fuerza atomica (Multimode 8 AFM unido
a Nanoscope I11). Para los 3 casos, se muestra una imagen representativa de 6 ensayos independientes.

Barra de escala de 1 pm.
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Como se observa en la figura 29, el andlisis de la expresién de GDH mediante RT-
gPCR mostro6 una diferencia significativa en los niveles de ARNm de GDH en el higado
de los peces tratados con SH2. La expresion descendié hasta un 60% con respecto a los
valores observados en los peces tratados con scramble y quitosan, que son referenciados
como controles.

=
o

Niveles relativos de ARNm

Quitoséan Scramble SH2

Figura 29. Silenciamiento génico de GDH en higado de S. aurata mediante sh-ARN

Se administraron intraperitonealmente 10 pg ADN plasmidico/gr de pez de los complejos pCpG-SH2-
GDH-quitosan-TPP  (SH2), pCpG-siRNA-scramble-quitosan-TPP (scramble) y nanoparticulas de
quitosan-TPP no acomplejadas con ADN plasmidico (quitosan). Setenta y dos horas post-tratamiento se
aisl6 el ARN total. La expresion de GDH se determind mediante RT-gPCR utilizando los oligonucle6tidos
CG1543 y CG1544. Se muestran los niveles relativos de ARNm de GDH normalizados en relacion a la
media geométrica de los niveles de ARN de elongation factor 1a (EF-1a), f-actina y la subunidad ribosomal
18s. Los valores correspondientes a los controles se ajustaron a 1. Los resultados corresponden a los valores
+ DE de al menos 7 peces. La significacion estadistica en relacion al control se indica por: P < 0,001 (***)
para la prueba t-Student.

49 EFECTO DE LA SILENCIACION DEL ARNm DE GDH SOBRE LA
ALTIVIDAD GDH EN HIGADO DE S. AURATA

A fin de determinar si la actividad GDH se veia afectada como consecuencia del
silenciamiento génico promovido por la administraciéon de nanoparticulas pCpG-sh2-
GDH-quitosan-TPP (disminucion significativa de los niveles hepaticos de ARNm de
GDH hasta un 60% con respecto a los controles), se analizd la actividad de dicha enzima

en el higado de los peces tratados con el complejo SH2 y con el complejo scramble.
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La actividad de GDH fue analizada en los dos sentidos de la reaccién que puede
catalizar de manera reversible la enzima: en el sentido de formacién de L-glutamato
(reaccion reductora) y en el de formacion de a-cetoglutarato (reaccion oxidativa). Como
se muestra en la figura 30 A, los peces tratados con SH2 mostraron una reduccién
significativa en la actividad de GDH en ambas direcciones respecto al control scramble

(55,4 % y 52,9% en las actividades reductora y oxidativa respectivamente).

Mediante Western blot se determinaron los niveles de proteina GDH en higado de
peces control scramble y en los peces tratados con SH2, resultados que se muestran en la
figura 30 B. En consonancia con los niveles de ARNm y actividad, los valores de proteina
GDH inmunodetectable observados en los peces tratados con SH2 fueron inferiores que

en los peces control (scramble).
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Figura 30. Efecto de SH2 sobre la actividad GDH en higado de S. aurata

A. Las actividades GDH reductora (GDH-r) y GDH oxidativa (GDH-0x) se determinaron en los extractos
de higado de dorada tratadas con los complejos SH2 y scramble. Los valores representados correspondena
laactividad especifica de GDH-r y GDH-ox, expresada como valor de la media + DE (n=6). La significancia
estadistica en relacion al control (scramble) se indica por: P < 0.01 (**) para la prueba t-Student. B. Imagen
representativa de GDH inmunodetectable (62 KDa) en extractos hepaticos normalizados con actina (42

KDa), utilizando la técnica de Western blot.
Gasrar, C. s



RESULTADOS

4.10 EFECTO METABOLICO DE LA SILENCIACION GENICA DE GDH EN
HIGADO DE S. AURATA

A fin determinar cémo afecta la disminucion de la actividad GDH, consecuencia del
silenciamiento del ARNm, al metabolismo de los peces, se analizd el efecto del
tratamiento con el complejo SH2 durante 72 horas sobre enzimas clave que catalizan

reacciones del metabolismo intermediario hepético en dorada.

4.10.1 Efecto de la silenciacién génica de GDH sobre la actividad de las

transaminasas

El higado tiene diversas transaminasas que permiten sintetizar y metabolizar los
aminodacidos para convertirlos en moléculas de almacenaje de energia. Cuantitativamente
las dos principales transaminasas son la ALT y la AST. A fin de estudiar el efecto de la
inhibicion de la actividad GDH sobre la actividad de las transaminasas, se ensayd la
actividad enzimatica de ALT y AST en extractos hepaticos de peces tratados con SH2 y

peces control (scramble).

En los peces tratados con el complejo SH2 se produjo una inhibicién significativa de
la actividad enziméatica AST presente en los extractos hepaticos con respecto a los peces
control. No se observaron cambios significativos en la actividad ALT entre los peces
tratados con SH2 y control, aunque se aprecid una tendencia a la baja en los peces
sometidos a silenciacion de la expresion de GDH (figura 31).
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Figura 31. Efecto de SH2 sobre las actividades ALT y AST en higado de S. aurata

Las actividades AST y ALT se determinaron en los extractos hepéticos obtenidos de peces tratados con
SH2 y peces control (scramble). Los valores representados corresponden a la actividad especifica de AST
y ALT, expresada como valor de la media + DE (n=6). La significancia estadistica en relacion al control
scramble se indica por: P < 0.01 (**) para la prueba t-Student.
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4.10.2 Efecto de la silenciacién génica de GDH sobre la glucélisis

A fin de estudiar el efecto de la inhibicién de la actividad GDH sobre via glucolitica,
se determinaron las actividades enzimaticas de PFK-1 y PK en los extractos hepéaticos de

peces tratados 72 horas con SH2 y peces control (scramble).

Los peces tratados con el complejo SH2 no presentaron modificaciones significativas
de la actividad enzimatica PFK-1 ni de la PK presente en los extractos hepaticos, con

respecto a los peces control (figura 32).
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Figura 32. Efecto de SH2 sobre la actividad PFK-1y PK en higado de S. aurata

Las actividades PFK-1 (Fosfofructoquinasa-1) y PK (piruvato quinasa) se determinaron en los extractos de
higado de dorada tras el tratamiento con SH2 o el complejo scramble (control). Los valores representados
corresponden a la actividad especifica de PFK-1y PK, expresada como valor de la media + DE (n=6).

4.10.3 Efecto de la silenciacion génica de GDH sobre la gluconeogénesis

Para analizar el efecto de la silenciacion de GDH sobre la gluconeogénesis hepética
se ensay0 la actividad FBPasa-1, enzima que participa en el control del ciclo de sustrato
fructosa-6-fosfato/fructosa-1,6-bisfosfato, catalizando la reaccion opuesta a la de la

enzima glucolitica PFK-1.

Como se puede observar en la figura 33, los peces tratados con el complejo SH2
mostraron una disminucion significativa de la actividad enzimatica FBPasa-1 presente en

los extractos hepaticos, con respecto a los peces control.
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Figura 33. Efecto de SH2 sobre la actividad FBPasa-1 en higado de S. aurata

La actividad FBPasa-1 se determind en los extractos hepéticos de peces tratados con SH2 y peces control
(scramble). La actividad se expresa como la media + DE (n=6). La significancia estadistica en relacién al
control scramble se indica por: P < 0.05 (*) para la prueba t-Student.

Dado que las reacciones catalizadas por PFK-1 y FBPasa-1, con sentido opuesto, son
determinantes en la regulacion del flujo glucolitico-gluconeogénico a través del control
del ciclo de sustrato fructosa-6-fosfato/fructosa-1,6-bisfosfato, calculamos el efecto que
tiene la silenciacién de la expresion de GDH sobre la relacion PFK-1/FBPasa-1 a nivel

de actividad enzimatica.

Como se observa en la figura 34, la silenciacion génica de GDH mediante la
administracion del complejo SH2 promovi6 un incremento significativo de la relacion
PFK-1/FBPasa-1 y en consecuencia favorecié la ruta glucolitica en detrimento de la via

gluconeogénica con respecto a los peces control.
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Figura 34. Relacién entre PFK-1/FBPasa-1 en higado de S. aurata

La relacion PFK-1/FBPasa-1 se determind a partir de los valores independientes de actividad enzimatica
cada muestra. Los valores representados corresponden a la relacion de actividades especificas de PFK-1y
FBPasa-1, expresadas como valor de la media = DE (n=6). La significancia estadistica en relacion al
scramble se indica por: P < 0.05 (*) para la prueba t-Student.
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4.10.4 Efecto de la silenciacién génica de GDH sobre la via de las pentosas
fosfato

A fin de estudiar el efecto de la silenciacién de GDH sobre via de las pentosas fosfato,
se ha ensayado las actividades de GBPDH y 6PGDH, enzimas que catalizan las reacciones
limitantes de la fase oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato, en los extractos hepaticos

de peces tratados con SH2 y peces control (scramble).

En los peces tratados con el complejo SH2 no se observaron cambios significativos

en la actividad enzimatica de G6PDH ni 6PGDH en extractos hepaticos (figura 35).
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Figura 35. Efecto de SH2 sobre las actividades G6PDH y 6PGDH en higado de S. aurata

Las actividades G6PDH y 6PGDH se determinaron en los extractos de higado de peces tratados con SH2 y
control (scramble). Los valores representados corresponden a la actividad especifica de GGPGH y 6PGDH,
expresados como media + DE (n=6). La significancia estadistica en relacion al control scramble se indica
por: P <0.05 (*).

4.10.5 Efecto de la silenciacién génica de GDH sobre el ciclo del acido

tricarboxilico

La isocitrato deshidrogenasa (IDH) y la a-cetoglutarato deshidrogenasa (KDH) son
dos de las enzimas limitantes del ciclo del &cido tricarboxilico o de Krebs. A fin de
estudiar el efecto de la silenciacién de GDH sobre este ciclo, se ha ensayado la actividad
enzimatica de IDH y KDH en los extractos hepaticos de peces tratados con SH2 y peces

control (scramble).
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Los peces tratados con el complejo SH2 mostraron un aumento significativo de la
actividad enzimatica KDH presente en los extractos hepaticos, con respecto a los peces

control. No se observaron cambios significativos en la actividad IDH (figura 36).
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Figura 36. Efecto de SH2 sobre las actividades IDH y KDH en higado de S. aurata

Las actividades IDH y KDH se determinaron en los extractos hepaticos de peces tratados con SH2 y peces
control (scramble). Los valores representados corresponden a la actividad especifica de IDH y KDH,
expresada como valor de la media £ DE (n=6). La significancia estadistica en relacion al control scramble
se indica por: P < 0.05 (*).

4.10.6 Efecto de lasilenciacion génica de GDH sobre la concentracién de glucosa

y triglicéridos en suero

Los niveles de glicemia y triglicéridos en suero de dorada tras 72 horas del tratamiento
de la inoculacion via intraperitoneal del complejo SH2, no mostraron cambios

significativos con respecto a los peces control (scramble) (Figura 37)
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Figura 37. Determinacion de metabolitos de suero en S. aurata
Determinacion de glucosa y triglicéridos en suero de peces tratados con el complejo SH2 y peces control
(scramble). Los valores representan la media = DE (n=6).
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411 EFECTO DE LA SILENCIACION GENICA DE GDH SOBRE LA
DETERMINACION DE LOS NIVELES DE AMINOACIDOS EN HIGADO
DE S. AURATA

El hecho de que GDH desempefia un papel importante en el metabolismo de
aminodcidos y la desintoxicacion de amoniaco en el higado a través de la desaminacion
oxidativa de L-glutamato nos llevo a analizar los cambios en el perfil hepético de

aminodcidos y moléculas relacionadas como resultado del silenciamiento de GDH.

Tabla 5: Efecto del silenciamiento de GDH en los niveles de aminoacidos y moléculas

relacionadas en el higado de S. aurata.

Metabolito Scramble SH2
(nmol/mg higado) (nmol/mg higado)
Taurina 11.96 £ 0.57 12.18 £ 0.80
Urea 2.78 +£0.45 2.77+0.35
Aspartato 1.90£0.15 2.09+£0.17
Treonina 2.54 £0.10 3.08 £0.68
Serina 0.37 £0.04 0.36 £0.13
Asparagina 0.28+0.13 0.29+0.11
Glutamato 5.37 £0.53 4.30* +0.40
Glutamina 1.46 +0.16 0.94** + 0.05
Sarcosina 6.89 +1.42 6.48 +0.86
Prolina 0.52+0.21 0.71+£0.08
Glicina 2.33+£0.39 2.57 £0.54
Alanina 7.94+1.18 7.95+0.70
a-acido aminobutirico 0.16 £0.02 0.12* +0.03
Valina 0.14 £0.02 0.18 £0.03
Metionina 0.13 £0.02 0.16* £ 0.02
Cistationina 0.51 +£0.09 0.59 £0.33
Isoleucina 0.13+£0.01 0.11+0.01
Leucina 0.20 £0.02 0.21+0.03
Tirosina 0.06 £0.01 0.06 £0.02
B-Alanina 0.44 £0.19 0.41£0.15
Fenilalanina 0.10 £0.02 0.12+£0.01
Ornitina 0.07 £0.02 0.07 £0.03
Lisina 0.40 £ 0.07 0.57£0.15
Histidina 0.46 £0.08 0.56 £ 0.08
Arginina 0.20 £0.03 0.24 £ 0.06

Los niveles de metabolitos se analizaron en extractos crudos de higado 72 horas
después de la administracion de 10 pg de pCpG-siRNA-Scramble (Scramble) o
quitosano-TPP-pCpG-SH2GDH (SH2) por gramo de peso corporal. Los valores se
expresan como media + DE (n = 5). La significacion estadistica relacionada con el
control de peces (Scramble) se indica de la siguiente manera: * P <0.05; ** P <0.01.

El efecto de la silenciacion de GDH sobre la concentracion de aminoécidos en higado
de peces tratados con SH2 y peces control (scramble) se analiz6 mediante HPLC
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siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.37. La administracion de nanoparticulas
de SH2-GDH a S. aurata disminuy®6 significativamente el glutamato y la glutamina hasta
aproximadamente en 80% y en 64% de los valores respectivos observados en los peces
control. Entre otros aminoacidos y metabolitos relacionados, el silenciamiento de GDH
también disminuyd el acido a-aminobutirico hasta aproximadamente el 76% de los

valores de control mientras que aumentd los niveles de metionina 1,2 veces (Tabla 5).

Dado que lasilenciacién génica de GDH promueve un descenso notable en los niveles
hepaticos de Glu y GIn, nos propusimos comprobar si los niveles de a-cetoglutarato,
cetoacido precursor de Glu y sustrato de la reaccion reductora catalizada por GDH,
mostraron afectacion por el descenso de actividad GDH en higado de dorada. Para ello,
se determind la concentracién de a-cetoglutarato en extractos de higado 72 horas tras el
tratamiento con SH2 y en peces control, siguiendo el protocolo descrito en el apartado
3.36.2.

En la figura 38 se observa que los niveles de a-cetoglutarato en extractos hepaticos
de los peces tratados con el complejo SH2 mostraron un incremento significativo con

respecto a los peces control.
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Figura 38. Determinacion de los niveles de a-cetoglutarato en higado de S. aurata

Determinacion de a-cetoglutarato en extractos hepaticos de peces tratados con el complejo SH2 y peces
control (scramble). Los valores representan la media + DE (n=6). La significancia estadistica en relacion
al control scramble se indica por: p < 0.05 (*).
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5.1. CARACTERIZACION DEL ARNm Y PROMOTOR DE GDH EN'S.
AURATA

5.1.1 Alineacién de secuencia y analisis filogenético de GDH

El principal sitio de catabolismo de los amino&cidos es el higado y principalmente
implica la transaminacidn, en la que el grupo amino de una variedad de aminoacidos se
transfiere a o-cetoglutarato para producir glutamato, que a su vez puede desaminarse
mediante GDH. El hecho de que el papel molecular de la GDH en los peces permanece
mayormente inexplorado nos llevé a estudiar el rol que desempefia GDH sobre el
metabolismo intermediario en S. aurata. Para este fin, inicialmente aislamos la secuencia
completa del ADNc de GDH de higado de S. aurata.

Teniendo en cuenta que S. aurata pertenece a la subdivision de Percomorphaceae de
peces teledsteos, no es sorprendente que la alineacion de la secuencia de aminoacidos de
GDH de S. aurata con secuencias de GDH reportadas para otras especies de peces dio la
identidad mas alta (> 96%) con especies de la misma subdivision (Lates calcarifer,
Nothobranchius furzeri, Paralichthys olivaceus y Xiphophorus maculatus). Se encontr6
una identidad ligeramente inferior en comparacion con las especies de peces
filogenéticamente distantes, como Salmoniformes (Salmo salar) y Cypriniformes (Danio
rerio) (Betancur-R et al., 2013).

La GDH de S. aurata conserva todos los aminoécidos involucrados en la union de
glutamato y la inhibicion de GTP (30 aminoéacidos en total), y la mayoria de los residuos
considerados de importancia para la uniéon de NAD*, pirofosfato de tiamina y la
activacion de ADP (51 de 58) (Bunik et al., 2016). Mas aln, el analisis de los aminoacidos
no conservados implicados en la reaccion catalitica y la regulacion alostérica de la
actividad enzimatica revela que 6 de un total de 7 corresponden a mutaciones
conservadas. La Unica diferencia significativa entre especies de peces de la subdivision
de Percomorphaceae (incluyendo S. aurata) y GDH de mamiferos reside en la sustitucion
de un residuo de serina implicado en la unién de NAD* por Gly368 en GDH de S. aurata,
Si esta sustitucién produce cambios significativos en el comportamiento cinético de la
GDH de peces es aun desconocido. No obstante, la similitud general con la GDH de
mamiferos sugiere un alto grado de conservacion de la estructura y, posiblemente, el

mecanismo de reaccion durante la evolucion de los vertebrados.
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5.1.2 Caracterizacion del promotor GDH vy regulacién transcripcional por
USF2.

Poco se sabe acerca de la regulacion transcripcional de la expresion de GDH en
vertebrados. El andlisis in silico permitio la deteccion de sitios potenciales de union para
una serie de factores de transcripcion, tales como Sp1, AP-1y AP-2 en seres humanos, y
Sply Zif268 en ratas (Das et al., 1993; Michaelidis et al., 1993). La funcionalidad de
estos sitios sigue siendo poco clara. Posteriormente, Hardin y colaboradores encontraron
una region sensible a glucocorticoides en el promotor GDH de la linea celular derivada
de astrocitos de ratdn, C8S (Hardin-Pouzet et al., 1996). Por otra parte, Bundy y
colaboradores, reportaron que la delecién del gen que codifica para el coactivador
transcripcional p300 en la linea celular de carcinoma de colon humano HCT116 regula
negativamente la expresion de GDH (Bundy et al., 2006). A pesar del importante papel
ejercido por GDH en diversos tejidos, a nuestro conocimiento no hay estudios que se
hayan dirigido al aislamiento y la caracterizacion molecular del promotor del gen gdh en

peces.

Con el objetivo de aumentar el conocimiento actual sobre la regulacién
transcripcional del gen gdh, en el presente estudio se caracterizé el promotor de la GDH
de S. aurata. Un fragmento de 2057 pb adyacente a la region 5° del ADNc que codifica
para la GDH fue aislado después de un recorrido cromosémico a partir de ADN genémico
de S. aurata. La funcionalidad de la presunta regién promotora de GDH fue estudiada al
transfectar células HepG2 con constructos de fusion del fragmento gendmico aislado con
el gen reportero de luciferasa. Se realizaron deleciones secuenciales del extremo 5 * de un
fragmento de 1286 pb y se efectud el analisis de la actividad promotora después de la
transfeccion de estos constructos en células HepG2. Estos estudios indicaron que la
region promotora que contiene los 70 pb corriente arriba respecto el inicio de
transcripcion del gen es esencial para la actividad basal de GDH y constituye el nucleo

funcional del promotor para ese gen.

La presencia de lugares de unién a USF2 en el promotor aislado nos Ilevoé a investigar
la posible implicacion de este factor de transcripcion en el control de la expresién de
GDH. Los factores de transcripcion USF pertenecen a la familia de proteinas Helix-Loop-

Helix-Leucine-Zipper (bHLHzip) y estan codificados por dos genes diferentes: usfl y
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usf2. Las proteinas USF regulan la transcripcién de un gran nimero de genes implicados
en el estrés, las respuestas inmunitarias, el ciclo celular y la proliferacion, y el
metabolismo de carbohidratos y lipidos. Dentro de las rutas metabdlicas, regulan un
amplio nimero de genes caracterizados por la presencia de motivos E-box en sus regiones
promotoras, tales como el gen de la insulina (Read, Clark and Docherty, 1993), el gen de
la proteina de unién al factor de crecimiento de la insulina tipo 1 (IGF-BP1) (Matsukawa
etal., 2001), receptor del glucagén (Martin et al., 2003a), glucoquinasa (lynedjian, 1998)
y el gen de la subunidad catalitica de G6Pasa (Roth, Jungermann and Kietzmann, 2004).
Ademas, también estan involucrados en la lipogénesis, la regulacién de la &cido graso
sintasa, apolipoproteina, lipasa hepatica, acetil-CoA, y los genes de las carboxilasas.
(Corre and Galibert, 2005).

Se evalu6 las diferentes isoformas de USF para determinar si este factor de
transcripcion tiene la misma capacidad de regular la transcripcion del gen gdh, dado que,
en general los factores de transcripcion b-HLH-LZ se unen a la secuencia E-box
CANNTG, donde los dos nucle6tidos centrales (NN) son en la mayoria de los casos GC
0 CG, y que alterar el espaciamiento con otros nucle6tidos anula la unién. Por lo tanto, la
conservacion de la secuencia palindrémica corta es importante, incluso una variacion de
nucledtido favorece la union de una de las isoformas de USF. Estudios de transfeccion
transitoria en células HepG2 y ensayos EMSA nos permitieron demostrar que USF2
transactiva la actividad promotora de gdh en S. aurata a través de la union a la secuencia
E-box situada en las posiciones -10 a -5 en sentido ascendente desde el inicio
transcripcional. La transactivacion de gdh por USF se confirmé mediante la introduccién
de mutaciones en la secuencia E-box que abolieron la unién de USF2 y la transactivacion
de GDH.

El higado de peces es el sitio principal para el catabolismo de aminoacidos, donde
GDH ejerce un papel importante en la transaminacion de aminoacidos catalizando la
desaminacion oxidativa del glutamato y dando lugar al producto final del catabolismo
proteico, el amoniaco (Lushchak, Husak and Storey, 2008). Como en otras especies de
peces (Liu et al., 2012) y de forma similar a los mamiferos (Plaitakis et al., 2017a),
encontramos que GDH se expresa principalmente en el higado de S. aurata, mientras que

también se observan altos niveles de mMRNA en el rifién, corazén e intestino. En contraste

Gasrar, C. J\‘



DISCUSION

con GDH, USF2 mostr6 una expresion ubicua en los diferentes tejidos de S.
aurata,aunque se encontraron mayores niveles de ARNm en el cerebro, el bazo, el
corazén, las branquias, el rifion y el higado. Estos resultados son consistentes con el
patron de distribucidn tisular de USF2 en otros vertebrados (Sirito et al., 1994; Fujimi
and Aruga, 2008). Nuestros hallazgos sugieren que, ademas de la transactivacion del
promotor gdh por USF2, otros factores de transcripcion aun desconocidos pueden
contribuir a la regulacion tisular de los niveles de ARNm de GDH en peces.
Modificaciones postraduccionales como la fosforilacion o la interaccién con otros
factores de transcripcion y cofactores también pueden explicar las diferencias especificas
del tejido en la accion de USF2 (Spohrer et al., 2016).

Dado que la expresion de GDH puede considerarse un marcador significativo para la
utilizacion de proteinas y la excrecion de amoniaco en los peces (Liu et al., 2012),
también se abordé el efecto del estado nutricional en los niveles de ARNm hepatico de
GDH, y el papel que USF2 puede tener en la transcripcion gdh bajo ayuno y durante la
realimentacion el higado de S. aurata. El ayuno a largo plazo afecté de manera similar a
la expresién hepatica de USF2 y GDH, que disminuyé significativamente hasta
aproximadamente el 60% de los valores observados en los peces alimentados. La
regulacion negativa de la expresién de GDH en S. aurata en ayuno puede estar
relacionada con un mecanismo que previene la secrecion de insulina en las células . En
favor de esta hipétesis, la sobreexpresion de GDH en ratones aumenta la secrecion de
insulina (Carobbio and Maechler, 2004), mientras que la inhibicién de GDH en las células
B pancreaticas disminuye la secrecion de insulina (Carobbio et al., 2009). Ademas,
mutaciones que promueven la activacion de GDH causan hiperinsulinemia e
hiperamonemia en los seres humanos (Li et al., 2014; Barrosse-Antle et al., 2017). El

efecto del estado nutricional en la expresion de GDH depende de la especie en los peces.

En contraste con S. aurata, el ayuno no afect6 la actividad de GDH en Salmo
gairdneri (Tranulis et al., 1991), mientras que aumentd la actividad de GDH en el higado
de Oncorhynchus mykiss, Protopterus dolloi y Dentex dentex y los niveles de ARNm de
GDH en Danio rerio (Sanchez-Muros et al., 1998; Frick et al., 2008; Pérez-Jiménez et
al., 2012; Tian et al., 2015). No podemos descartar que ademéas de la especie, las

diferencias en el efecto del ayuno sobre la expresion de GDH entre los experimentos
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pueden resultar también de la composicion de la dieta a la que estaban sometidos los peces
antes de la restriccion alimentaria, el tamafio de la racion y el régimen de alimentacion.
En este sentido, es bien sabido que la proteina dietética influye en gran medida la
actividad hepética de GDH en los peces (Liu et al., 2012; Borges et al., 2013; Coutinho
et al., 2015; Viegas et al., 2015). De hecho, no afectd la actividad de GDH en el higado
de Dicentrarchus labrax alimentadas con una dieta altas en proteinas (Pérez-Jiménez et
al., 2007). Por otra parte, el ayuno disminuyd los niveles de ARNm hepético de USF2 en
el higado de S. aurata. En este sentido, se demostr6 previamente que niveles altos de
glucosa regulan positivamente la expresion de USF2 en células HK-2 humanas y células
mesangiales primarias de rata (Shi et al., 2008). Por lo tanto, los niveles bajos de glicemia
asociados a la inanicién a largo plazo pueden ser criticos para disminuir la expresion de
USF2, que a su vez puede conducir a la disminucion de los niveles de ARNm de GDH en

el higado de S. aurata.

Los niveles de ARNm de USF2 y GDH siguieron el mismo patrén de expresion
después de una realimentacion a corto y largo plazo en el higado de S. aurata: una
recuperacion lenta pero gradual de los valores observados en los peces alimentados. Cinco
dias de realimentacién no promovieron cambios significativos en la expresion de los
niveles de USF2 y GDH, con respecto a los peces ayunados. Sin embargo, 14 dias de
realimentacion permitieron restaurar los valores previos a la inanicion. Ademas, los
valores de ARNm de USF2 y GDH en el higado de peces realimentados después de 14
dias mostraron una tendencia a presentar niveles ligeramente superiores a los peces
alimentados. Del mismo modo, la realimentacion a largo plazo después de la inanicion
aumento la actividad de GDH en el higado de Dicentrarchus labrax y Dentex dentex a
valores superiores a los de los peces control (Pérez-Jiménez et al., 2007, 2012). Es posible
que la realimentacion después de un ayuno prolongado pueda requerir un largo periodo
de adaptaciéon que implique mayor catabolismo de nutrientes para restaurar los
pardmetros metabdlicos, como se ha sefialado para otras enzimas clave involucradas en
el metabolismo intermediario (Soengas et al., 2006; Polakof, Miguez and Soengas, 2007).
Por lo tanto, una expresion hepatica aumentada de GDH puede ser esencial para la
desaminacion de glutamato y transaminacion de aminoécidos dietéticos en peces
realimentados a largo plazo para proporcionar a-cetoglutarato para el ciclo de Krebs y

suministrar ATP para demandas energéticas y biosintesis. El hecho de que los niveles de
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ARNmM de USF2 mostraron una correlacién completa con la expresion de GDH durante
el ayuno y después de realimentacién a corto y largo plazo sugiere que USF2 puede tener
un papel importante en la regulacién de la actividad transcripcional del promotor del gen
gdh en el higado de S. aurata frente a cambios en el estado nutricional. La implicacion
de USF2 en la expresion de genes que codifican enzimas clave en el metabolismo de
aminodacidos, como GDH, es consistente con observaciones anteriores que muestran el
control transcripcional de genes relacionados con el metabolismo energético de lipidos y
carbohidratos por miembros de la familia USF en mamiferos (Shih and Towle, 1994;
Lefrancois-Martinez et al., 1995; lynedjian, 1998; Martin et al., 2003b; Corre and
Galibert, 2005; Pawlus et al., 2012).

5.1.3 cMYB: Posible activador de la transcripcion de GDH

El gen c-Myb es un homologo celular del oncogene v-Myb (viral-Myb) (Zhou and
Ness, 2011), el cual funciona principalmente como un activador transcripcional mediante

la unién a la secuencia t/cAACt/gG, que se conoce como MBS (Biedenkapp et al., 1988).

c-Myb puede regular la expresion de genes claves en el metabolismo de aminoacidos
en la dorada, como la ALT citosélica (Anemaet et al., 2010), ademas de jugar un papel
crucial durante la proliferacion, la diferenciacion y la supervivencia celular (Ramsay and
Gonda, 2008). Estos estudios mas el analisis bioinformatico del promotor GDH, nos llevé

a investigar la posible implicacién de c-Myb en el control transcripcional de GDH.

Se evalud si el factor de transcripcion c-Myb tiene capacidad de regular la
transcripcion del gen gdh. Estudios de transfeccion transitoria en células HepG2 y
ensayos con deleciones de los posibles sitios de unién a c-Myb en la region promotora de
la GDH nos permitieron demostrar que c-Myb activa la transcripcion del promotor del
gen gdh en S. aurata. Asi también, nuestros datos indican que posiblemente haya mas de
un sito de unién al factor de transcripcion c-Myb. Este factor de transcripcion en su
mayoria tienen grupos de dos 0 mas MBS en sus genes dianas (Ramsay and Gonda, 2008),
asi también trabaja junto con otros co-reguladores para activar la transcripcion de genes
por ejemplo, CREB-coactivador transcripcional, o CBP, y la proteina p300 (Rushton et
al., 2003). Para confirmar si realmente c-Myb participa en la activacion de la expresion
de GDH, sera necesario realizar ensayos que confirmen esta hipotesis como, por ejemplo:
EMSA, Chip-seq o mutagénesis dirigida.
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52 EFECTO METABOLICO DEL SILENCIAMIENTO HEPATICO DE GDH

Teniendo en cuenta que GDH desempefia un papel fundamental en el metabolismo de
los amino&cidos para obtener energia y proveer sustratos gluconeogénicos, y habiendo
demostrado que el nivel de ARNm de GDH es regulado transcripcionalmente por el
estado nutricional, el aislamiento del ADNc de la GDH de S. aurata, nos ha permitido
disefiar sh-ARNSs para realizar una silenciacion de la expresion del ARNm que codifica
para la GDH en higado de S. aurata y analizar los efectos metabdlicos derivados del
silenciamiento. La validacion in vitro de cinco sh-ARNs seleccionados se realiz6 en
células HepG2 cotransfectadas con sh-ARN y el plasmido de expresion de la GDH de S.
aurata. El sh-ARN mas efectivo in vitro (SH2) se seleccion6 posteriormente para evaluar
los efectos metabdlicos del silenciamiento génico de GDH in vivo. Como vector para
administrar pCpG-sh2-GDH (plasmido de expresion SH2) en los hepatocitos de S.

aurata, hicimos uso de quitosan.

El complejo ADN-quitosan se produce como resultado de la interaccién entre los
grupos amino cargados positivamente del quitosan y los grupos fosfatos del ADN
(Nimesh et al., 2010). El quitosan en un polisacarido compuesto por unidades de N-acetil-
D-glucosamina y D-glucosamina que es generado a partir de una deacetilacion parcial de
la quitina (Brugnerotto et al., 2001; Berth and Dautzenberg, 2002). Gracias a ciertas
ventajas, tales como, ser biodegradable, biocompatible y no inmunogénico, el quitosan
ha sido ampliamente estudiado para diversas aplicaciones biotecnoldgicas. Ademas, el
quitosan ha demostrado ser un eficiente sistema de transfeccion de ADN in vivo en
diversos tejidos y en especial en el higado (Richardson, Kolbe and Duncan, 1999;
Schatzlein et al., 2005; Gonzélez et al., 2016; Saez et al., 2017).

En este sentido, nuestro grupo ha silenciado recientemente la expresion de ALT
citosélica en el higado de S. aurata por medio de la administracion intraperitoneal de
nanoparticulas de quitosan-TPP acomplejadas con un plasmido que expresa un sh-ARN
parasilenciar ALT de S. aurata. El silenciamiento de la ALT citosélica afect6 la actividad
de enzimas claves de la glucolisis mientras que no tuvo efecto sobre la gluconeogénesis
(Gonzélez et al., 2016). Con base en la misma metodologia, en el presente estudio
utilizamos la técnica de gelificacion idnica, un método basado en las interacciones entre

el quitosan de bajo peso molecular y los polianiones tales como TPP (Fabregas et al.
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2013), para encapsular pCpG-SH2-GDH (plasmido de expresion de SH2) y analizar el
efecto del silenciamiento de GDH en el metabolismo hepatico de S. aurata. Setenta y dos
horas después de la administracion intraperitoneal de quitosan-TPP-pCpG-SH2-GDH, la
expresion de GDH a niveles de ARNm, proteina inmunodetectable y actividad enzimatica

oxidativa y reductora se redujo significativamente en el higado de los peces tratados.

El silenciamiento de GDH promovi6 cambios significativos en los niveles hepaticos
del sustrato y producto de GDH: glutamato y a-cetoglutarato. Aunque la direccion del
flujo de la catalisis de GDH in vivo sigue siendo controvertida, en el presente estudio la
disminucion de la expresion de GDH afecté de manera similar a las reacciones reductoras
y oxidativas. Como resultado del silenciamiento de GDH, los niveles de a-cetoglutarato
aumentaron en el higado de S. aurata. Los valores elevados de a-cetoglutarato pueden
explicar el aumento de la actividad de OGDH, un complejo enzimatico clave del ciclo de
Krebs. De manera consistente con el aumento de los niveles de a-cetoglutarato, una
disminucion de la actividad de GDH condujo a los efectos opuestos en el contenido
hepatico de glutamato. Dado que el a-cetoglutarato se puede convertir en glutamato por
la accion de la GDH o las transaminasas, es posible que los niveles bajos de glutamato se
hayan reforzado por la inhibiciéon de ALT y AST, que se consideran cuantitativamente
las aminotransferasas mas importantes en el higado de peces (Walton and Cowey, 1982).
En general, nuestros hallazgos apuntan a la disminucion de la actividad de las
transaminasas Yy la reduccién de la desaminacion como resultado del silenciamiento del
gen GDH en el higado de S. aurata. De hecho, dado que la glutamina se puede sintetizar
a partir del glutamato a través de la actividad catalitica de la glutamina sintetasa, los bajos
niveles de glutamato pueden ser responsables de la disminucidn de los valores de
glutamina observados en el higado de los peces tratados con quitosan-TPP-pCpG-SH2-
GDH.

Dado que la metionina es un aminoacido esencial en animales, el hecho de que los
niveles de metionina fueran mas altos en el higado de peces tratados con nanoparticulas
de quitosano-TPP-pCpG-SH2-GDH sugiere que el silenciamiento de GDH disminuyo el
metabolismo de la metionina, lo que a su vez los niveles de &cido aminobutirico. Teniendo
en cuenta que recientemente se informd que las dietas altas en proteinas aumentan el &cido
o-aminobutirico en humanos (Haschke-Becher et al. 2016), los bajos niveles de acido a-

aminobutirico en el higado de los peces tratados también pueden ser consecuencia de un
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descenso general en el metabolismo de aminoacidos como resultado del silenciamiento
de GDH.

En un contexto con capacidad reducida de desaminacién como resultado del
silenciamiento del ARNm de GDH, el uso de aminoacidos como sustratos glucogénicos
y cetogénicos, asi como para producir energia al ingresar a vias catabdlicas, puede verse
comprometido. En este sentido, es notable que la disminucion de la actividad GDH
favoreci6 el incremento de la relacion de actividad de PFK-1/FBPasa-1, lo que sugiere
que la glucolisis se vio favorecida con respecto a la gluconeogénesis en el higado de los
peces tratados. Este cambio metabdlico podria mejorar el uso de los carbohidratos de la

dieta como combustible para la produccién de energia.

Nuestros resultados son consistentes con el aumento de la utilizacion de glucosa en
astrocitos de ratdn tratados con siRNA para silenciar la expresion de GDH (Pajecka et
al., 2015). Los autores concluyeron que la glucosa podria reemplazar al glutamato como
sustrato energético en astrocitos deficientes en GDH sobre la base de que los astrocitos
tratados con SIARN pudieron mantener los niveles fisiolégicos de ATP
independientemente de la expresién de GDH. Ademas, en consonancia con el aumento
de laactividad del complejo OGDH vy los niveles elevados de a-cetoglutarato en el higado
de S. aurata tratados con nanoparticulas de quitosan-TPP-pCpG-sh2-GDH, los astrocitos
deficientes en GDH muestran un aumento del metabolismo de la glucosa asociado a un
incremento del flujo del ciclo de Krebs desde a-cetoglutarato a oxaloacetato y de vias
anaplerdticas de regulacion ascendente tales como la piruvato carboxilasa, para mantener
la cantidad de intermediarios del ciclo de Krebs (Nissen et al., 2015). De hecho, ratones
transgénicos que sobreexpresan GDH2 humano mostraron una disminucion general en el

metabolismo de la glucosa oxidativa (Nissen et al., 2017).

Finalmente, el efecto de la activacion de la glucolisis y del ciclo de Krebs mediada
por la silenciacién transitoria de GDH, podria permitir sustituir, al menos parcialmente,
proteina por carbohidratos en la dieta de doradas. Por lo tanto, se veria favorecida la
utilizacion de los carbohidratos con fines energéticos, promoviendo asi un efecto de
ahorro de proteinas para la biosintesis. Ademas, esto nos permitiria la reduccion de los
costos de produccion y favorecer asi una acuicultura mas sostenible y con menor impacto

ambiental.
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Mediante la técnica de RACE 5" y 3" acoplado a PCR se ha clonado el ADNc que
codifica para la GDH de S. aurata. El fragmento clonado es de 2715 pb y contiene
un marco de lectura de 1629 pb. La secuencia de aminoacidos deducida para GDH
de S. aurata predice una proteina de 542 aminoacidos con una masa molecular de
59,67 Kda.

El andlisis filogenético de la secuencia de aminoécidos de GDH de S. aurata
guarda una identidad > 96% con especies que pertenecen a la misma subdivisién
de Percomorphaceae. Asi mismo, conserva todos los aminoécidos involucrados
en la unién de glutamato y GTP, y la mayoria de residuos considerados de
importancia para la unién de NAD", TPP y ADP.

Mediante paseo cromosémico se clond un fragmento de 2057 pb de la region
adyacente al extremo 5 del ADNc que codifica la GDH de S. aurata. Estudios de
transfeccion transitoria de células HepG2 con constructos reporteros del promotor
delecionados indican que el promotor minimo funcional de GDH reside en los 85

pb corriente arriba del inicio de la transcripcion del gen gdh.

Ensayos de retardacion en gel y de transfeccion transitoria de células HepG2 con
constructos reporteros delecionados y mutados indican que USF2 transactiva el
promotor del gen gdh de S. aurata a través de la union a la secuencia E-box
localizada entre las posiciones -10 a -5 en sentido ascendente desde el inicio de la

transcripcion.

El andlisis mediante RT-qPCR de la expresion tisular de GDH y USF2 en S.
aurata indica que GDH se expresa principalmente en el higado, seguido de rifién,
corazén e intestino. USF2 mostr6 una expresion ubicua, aunque se encontraron

mayores niveles en cerebro, bazo, corazon, branquias, rifion e higado.

La expresion hepatica de GDH y USF2 disminuyd significativamente en peces
sometidos a ayuno prolongado con respecto a los valores observados en peces
alimentados. Ademas, siguieron el mismo patrén de expresion después de una
realimentacion a corto y largo plazo: una recuperacion lenta pero gradual de los

niveles de ARNm para ambas proteinas.
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7. El efecto de la composicion de la dieta, no produjo cambio significativo sobre la
expresion hepatica de USF2. Mientras que, una dieta rica en proteinas favorecio

la expresion hepéatica de GDH con respecto a una dieta baja y media en proteina.

8. Ensayos de transfeccion transitoria en células HepG2 indican que el factor de
transcripcion c-MYB transactiva el promotor del gen gdh de S. aurata por unién

a al menos dos elementos reguladores en cis.

9. La administraciéon intraperitoneal de nanoparticulas de quitosan-TPP
encapsulando un plasmido de expresion de un sh-ARN para silenciar la expresion
de GDH (pCpG-SH2-GDH), promueve 72 horas después del tratamiento un
descenso significativo del 60 % en los niveles de ARNm de GDH en higado de S.
aurata. La expresion hepatica disminuida de GDH promueve un descenso de la
GDH inmunodetectable y una reduccion del 55 % y 53 % en las actividades

reductora y oxidativa, respectivamente, de la GDH.

10. La silenciacién génica de GDH promueve una disminucion significativa de la

actividad ALT y una tendencia a la baja de la actividad AST en higado.

11. La expresion disminuida de GDH en higado de S. aurata disminuye la expresion
de la actividad FBPasa-1 sin afectar a la de PFK-1, favoreciendo por lo tanto el
flujo glucolitico respecto al gluconeogénico a nivel del ciclo de sustrato fructosa-

6-fosfato/fructosa-1,6-bisfosfato.

12. La disminucion de la actividad hepatica de GDH promueve el aumento de la
concentracion de a-cetoglutarato, sustrato de la enzima en su actividad reductora,
asi como de la actividad del complejo OGDH, clave en el control del flujo del

ciclo de Krebs.

13. La disminucién de la actividlad GDH da lugar a una disminucion de la
concentracion de glutamato, producto de la reaccién reductora de la GDH.
Asimismo, los niveles de glutamina, altamente dependientes de glutamato,
también descendieron en el higado de doradas sometidas a silenciacion génica de
GDH.
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14. Los resultados obtenidos permiten concluir que la silenciacion de la expresion de
GDH en higado de S. aurata podria ser una diana de interés para favorecer la
utilizacién de los carbohidratos de la dieta como sustrato energético y promover
asi un efecto de ahorro de proteinas, que permitiria reducir los costos de

produccion y reducir el impacto ambiental de la acuicultura.
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Abstract

Glutamate dehydrogenase (Gdh) plays a central role in ammonia detoxification by catalysing reversible
oxidative deamination of L-glutamate into a-ketoglutarate using NAD* or NADP* as cofactor. To gain
insight into transcriptional regulation of glud, the gene that codes for Gdh, we isolated and characterised
the 5’ flanking region of glud from gilthead sea bream (Sparus aurata). In addition, tissue distribution and
the effect of starvation and short- and long-term refeeding on Gdh mRNA levels in the liver of S. aurata
were also addressed. 5’-deletion analysis of glud promoter in transiently transfected HepG2 cells,
electrophoretic mobility shift assays and site-directed mutagenesis allowed us to identify upstream
stimulatory factor 2 (Usf2) as a novel factor involved in the transcriptional regulation of glud. Analysis of
tissue distribution of Gdh and Usf2 mRNA levels by reverse transcriptase-coupled quantitative real-time
PCR (RT-gPCR) showed that Gdh is mainly expressed in the liver of S. aurata, while Usf2 displayed
ubiquitous distribution. RT-gPCR assays revealed that long-term starvation down-regulated the hepatic
expression of Gdh and Usf2 to similar levels, while refeeding resulted in a slow but gradial restoration of
both Gdh and Usf2 mRNA abundance. In addition to demonstrate that Usf2 transactivates S. aurata glud
by binding to an E-box located in the proximal region of glud promoter, our findings provide evidence for
a new regulatory mechanism involving Usf2 as a key factor in the transcriptional regulation of glud by

starvation and refeeding in the fish liver.



Introduction

Glutamate dehydrogenase (Gdh) catalyses reversible oxidative deamination of glutamate to form a-
ketoglutarate and ammonia while reducing NAD(P)* to NAD(P)H. Encoded by the glud gene, Gdh plays a
major role in ammonia detoxification in the liver, acid excretion by providing urinary ammonia in the
kidneys, amplification of glucose-stimulated insulin secretion in pancreatic B-cells, cycling of the
neurotransmitter glutamate between neurons and astrocytes, and gluthatione synthesis, among others
(Newsholme et al. 2003; Karaca et al. 2011; Gohring & Mulder 2012; Treberg et al. 2014; Bunik et al.
2016). Located in the mitocondrial matrix, Gdh activity is subjected to a complex regulation. Gdh is
strongly inhibited by GTP and activated by ADP. GTP binding is antagonised by phosphate and ADP, but
is synergistic with NADH bound to a second, non-catalytic site. Gdh is also activated by leucine and other
monocarboxylic acids, while it is inhibited by palmitoyl-CoA and diethylstilbestrol (Li et al. 2014; Plaitakis
etal. 2017). Reversible cystein-specfic ADP-ribosylation inactivates Gdh (Haigis et al. 2006). Gdh activity
comes, at least in part, from association to a multienzyme complex in the mitochondrion, as it was deduced
by the fact that short-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (SCHAD) inhibits Gdh via protein-protein
interaction in the pancreas, where SCHAD is expressed at high levels (Li et al. 2010).

Glutamate metabolism in fish differs from that in mammals. Glutamate is primarily deaminated in the fish
liver with ammonia production, while in mammals most glutamate is transaminated to aspartate (Peres &
Oliva-Teles 2006). The fact that Gdh plays a major role in amino acid oxidation in the liver, led to consider
Gdh a marker for protein utilisation and ammonia excretion in fish (Liu et al. 2012). Gdh is mainly
expressed in the piscine liver, and high-protein diets usually stimulate growth and hepatic Gdh activity in
fish (Bibiano Melo et al. 2006; Borges et al. 2013; Viegas et al. 2015; Coutinho et al. 2016). Dietary protein
increases plasma free amino acids, which in turn enhances Gdh deamination and leads to higher rates of
ammonia excretion. Dietary supplementation of glutamate down-regulates Gdh mRNA levels and
decreases reductive Gdh activity in the liver of Sparus aurata (Gémez-Requeni et al. 2003; Caballero-
Solares et al. 2015) and reduces Gdh activity in Pagellus bogaraveo (Figueiredo-Silva et al. 2010), while

it increases in Oncorhynchus mykiss (Moyano et al. 1991).

Little is known about transcriptional regulation of Gdh expression in vertebrates. In silico analysis allowed
detection of potential binding sites for a number of transcription factors, such as Sp1, AP-1, and AP-2 in
humans, and Sp1 and Zif268 in rats (Das et al. 1993; Michaelidis et al. 1993). The functionality of these
sites remains unclear. A glucocorticoid-responsive region was located in the gene promoter of the mouse
astrocyte-derived cell line, C8S (Hardin-Pouzet et al. 1996). Deletion of the gene coding for the
transcriptional coactivator p300 in the human colon carcinoma cell line HCT116 down-regulates Gdh
expression (Bundy et al. 2006). Despite the important role exerted by Gdh in various tissues, to our
knowledge there are no reports that have adressed isolation and molecular characterisation of glud gene

promoter from fish.

With the aim of increasing current knowledge about the transcriptional regulation of glud, in the present
study we characterised for the first time a piscine glud promoter and addressed the role of upstream

stimulatory factor 2 (Usf2) on glud transcription in gilthead sea bream (Sparus aurata). In addition to report



for the first time transactivation of glud gene promoter by Usf2, we explored changes in Gdh and Usf2

expression associated to starvation and refeeding in the liver of S. aurata.

Materials and methods
Experimental animals

Gilthead seabream (S. aurata) juveniles were obtained from Tinamenor (Cantabria, Spain). Fish were
maintained at 20 °C in 260-L aquaria supplied with running seawater as previously described (Fernandez
et al. 2007). The photoperiod was a 12 h light, 12 h dark cycle. The effect of starvation and refeeding on
Gdh and Usf2 mRNA levels was analysed in the liver of 18-day fed fish, 19-day starved fish and fish refed
for 6 hours, 24 hours, 5 days and 14 days. The diet supplied to the animals contained 46% protein, 9.3%
carbohydrates, 22% lipids, 10.6% ash, 12.1% moisture and 21.1 kJ/g gross energy. Fish were fed 25 g/kg
body weight (BW) once a day (10 a.m.) except during starvation. To prevent stress, fish were anesthetised
with MS-222 (1:12,500) before handling. Twenty-four hours after the last meal, fish were sacrificed by
cervical section and tissue samples were immediately dissected out, frozen in liquid N2 and kept at -80 °C
until use. The University of Barcelona’s Animal Welfare Committee approved the experimental procedures

(proceeding #461/16) in compliance with local and EU legislation.

Characterization of the transcription start site

The 5’ end of S. aurata Gdh mRNA was determined using the First Choice RLM-RACE Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). RLM-RACE allows amplification of cDNA only from full-length,
capped mRNA (Schaefer 1995). Briefly, 10 pg of total RNA from the liver of S. aurata were treated with
calf intestine alkaline phosphatase at 37 °C for 1 h to remove free 5’-phosphates from degraded RNA
molecules and contaminating genomic DNA. After phenol-chloroform extraction and isopropanol
precipitation, RNA was resuspended and treated with tobacco acid pyrophosphatase with at 37 °C for 1 h
to remove the cap structure from full-length mRNA, leaving a 5’-monophosphate that was required for
further ligation of the 5° RACE adapter oligonucleotide from the kit. Following a random-primed reverse
transcription reaction, a nested PCR was performed to amplify the 5 end of S. aurata Gdh mRNA using
gene-specific primers CG1307 and CG1308 for the outer and inner PCR, respectively (Table 1). Both
primers were designed from the S. aurata partial cDNA sequence with GenBank accession no. JX073708.
The single 942-bp band generated was purified and ligated into pPGEM-T easy (Promega, Madison, WI,
USA). Identical nucleotide sequence corresponding to the 5’ end of Gdh cDNA was obtained by sequence

analysis of three independent clones.

Isolation of the 5"-flanking region of glud gene from S. aurata by chromosome walking

The 5’-flanking region of S. aurata glud was isolated using the Universal GenomeWalker Kit (Clontech,
Palo Alto, CA, USA) and gene-specific primers CG1315 and CG1316 (Table 1), which were designed from

the nucleotide sequence of the 5’ end of S. aurata Gdh cDNA. Four libraries obtained by blunt-end digestion



of S. aurata genomic DNA with Dral, EcoRV, Pvull, and Stul, respectively, were ligated to the
GenomeWalker adaptor from the kit as described elsewhere (Meton et al. 2006). A primary PCR round
was performed on each library with the gene-specific primer CG1316 and the adaptor primer AP-1 provided
in the kit. Nested PCR was performed on the primary PCR product using the gene-specific primer CG1315
and the adaptor primer AP-2 from the kit. The longer amplification product, a single ~2.1-kb band obtained
from the Pvull library, was isolated and ligated into pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI, USA) to
generate pPGEM-GDH2057. Two independent clones were fully sequenced on both strands, following the
ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit instructions (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

Construction of reporter gene plasmids

To generate pPGDH1286, the S. aurata glud promoter sequence located between positions —1286 and +70
relative to the transcription start site was obtained by digestion of pGEM-GDH2057 with Notl, followed
by fill-in and Nhel digestion. The resulting product was subcloned into the Smal/Nhel site of the
promoterless luciferase reporter plasmid pGL3-Basic (Promega, Madison, W1, USA). To obtain pGDH982,
the promoter fragment obtained by digestion of pGDH1286 with Pstl followed by chew back, fill-in and
HindlIl digestion, was subcloned into pGL3-Basic, previously digested with Mlul, filled-in and HindlII
digested. The pGDH+19, pGDH85 and pGDH128 constructs were generated by PCR amplification using
pGDH1286 as template and primer pairs CG1344 (with a 5'-anchor sequence containing a Smal site; Table
1)/RVprimer3 (Promega, Madison, WI, USA), CG1345 (with a 5'-anchor sequence containing a BsrBl site;
Table 1)/RVprimer3, and CG1342 (with a 5'-anchor sequence containing a Pvull site; Table 1)/RVprimer3,
respectively. The PCR products were digested with Smal, BsrBIl and Pvull, respectively, isolated and
subcloned into pGL3-Basic, previously digested with Mlul, filled-in and Hindlll digested. pGDH413 was
produced by Ndel/Mlul digestion, filling-in and self-ligation of pGDH1286. pGDH982A-44/+70 was
obtained by Cfr42l digestion of pGDH982, isolation of the major product and self-ligation.
pGDH982mutUsf2 was obtained by PCR amplification using pGDH1286 as template and primer pair
CG1552 (harbouring a mutated E-box and a 5’-anchor sequence with a Cfr42l site; Table 1)/GLprimer2
(Promega, Madison, WI, USA), and subcloning of the resulting amplicon into pGDH982, previous
digestion of both amplicon and plasmid with Cfr42I. All constructs were verified by sequencing using ABI
Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA).

Cell transfection and luciferase assay

The human hepatoma-derived cell line HepG2 (ATCC HB 8065) was cultured in DMEM supplemented
with 2 mM glutamine, 110 mg/l sodium pyruvate, 10% foetal bovine serum, 100 IU/ml penicillin and 100
pg/ml streptomycin. Cells were grown at 37 °C in 5 % CO2. HepG2 cells at 45-50 % confluence were
transiently transfected in six-well plates using the calcium phosphate coprecipitation method. Cells were

transfected with 4 pg of the corresponding reporter construct and with or without 400 ng of the expression



vector encoding Usf2. To correct for variations in transfection efficiency, 500 ng of CMV-/ plasmid (lacZ)
were included in each transfection. To ensure equal DNA amounts, empty plasmids were added in each
transfection. Transfected cells were harvested 16 h later, washed in PBS and incubated for 15 min in 300
ul of Cell Culture Lysis Reagent (Promega, Madison, WI, USA). Cell debris was removed by centrifugation
at 10,000 g for 15 sec, and luciferase activity in the supernatant was assayed in a TD-20/20 Luminometer
(Turner Designs, Sunnyvale, CA) after the addition of Luciferase Assay Reagent (Promega, Madison, W1,
USA). The activity of B-galactosidase activity of the clear lysate was assayed as described (Metén et al.
2006). The Usf2 expression plasmid was kindly provided by Dr. B. Viollet (Viollet et al. 1996).

Electrophoretic mobility shift assay

Hybridisation of oligonucleotide pairs CG1563/CG1564, CG1565/CG1566 and CG1561/CG1562 (Table
1), allowed us to obtain double-stranded oligonucleotides named GDH-22/+9, GDH-22/+9mutUSF (with a
mutated E-box element), and USF2-cons (with a consensus Usf2 binding box), respectively, for gel-shift
experiments. Two hundred pmol of double-stranded oligonucleotides were 3"-end labelled with
digoxigenin-11-ddUTP in a 20-pul reaction for 30 min at 37 °C using terminal transferase (Hoffman-La
Roche, Basel, Switzerland). The reaction was stopped by the addition of 2 ul of 0.2 m EDTA. Binding
reactions were carried out in a total volume of 20 pl containing 100 mM HEPES, pH 7.6, 5 mM EDTA, 50
mM (NH4)2SO4, 5 mM dithiothreitol, 1% Tween 20, 150 mM KCI, 1 ug of non-specific competitor poly
[d(1-C)], nuclear extracts of HepG2 cells overexpressing Usf2, and labelled probe. DNA-protein complexes
were electrophoresed at 4 °C on a 5 % polyacrylamide gel using 0.5 x Tris-borate-EDTA buffer. Thereafter,
DNA was transferred by contact blotting (2 h at room temperature) to Nytran membranes (Schleicher &
Schuell, Keene, NH, USA) and cross-linked by UV irradiation for 3 min. Labelled probes were
immunodetected with antidigoxigenin conjugated to alkaline phosphatase using CDP-Star (Hoffman-La
Roche, Basel, Switzerland) as chemiluminescent substrate. Digital imaging of chemiluminescent
membranes was performed using ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). For
competition experiments, HepG2 extracts were preincubated for 30 min with 200- and 1000-fold molar

excess of unlabelled double-stranded USF2-cons.

Nuclear extracts

Nuclear extracts were prepared from HepG2 cells as described (Andrews & Faller 1991) with minor
modifications. Cells were grown to about 80 % confluency, washed, and scraped into 1.5 ml of cold PBS.
The following steps were all performed at 4 °C. Cells were pelleted by centrifugation for 10 sec at 1000 g
and resuspended in 0.4 ml of buffer A (10 mM HEPES, pH 7.9, 1.5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0.5 mM
dithiothreitol, and 0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride). Following 10 min of incubation, cells were
vortexed for 10 sec and centrifuged for 10 sec. The pellet was resuspended in 20 pl of ice-cold buffer C (20
mM HEPES, pH 7.9, 25 % glycerol, 420 mM NacCl, 1.5 mM MgCl, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM dithiothreitol,
and 0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride) and incubated 20 min for high-salt extraction. Cell debris was

removed by centrifugation for 2 min. The supernatant fraction was aliquoted and stored at -80 °C until use.



Quantitative real-time RT-PCR analysis

Total RNA was isolated from powdered liver samples using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Single-stranded complementary DNA templates for PCR amplification were synthesised from
1 pg of total RNA by incubation with reverse transcriptase M-MLV RT (Promega, Madison, WI, USA) at
37°C for 1 h. The mRNA levels of Gdh and Usf2 were determined in a Step One Plus Real Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using 0.4 uM of each primer (CG1543/CG1544 and
CG1557/CG1558 for Gdh and Usf2, respectively; Table 1), 10 ul of SYBR Green (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), and 1.6 ul of 1:10 diluted cDNA in a final volume of 20 ul. The temperature cycle
protocol for amplification was 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles with 95 °C for 15 s and 62 °C for
1 min. A dissociation curve was run after each experiment to ensure that only one product was amplified.
The amount of MRNA for the gene of interest in each sample was normalised with ribosomal subunit 18s,
beta-actin and elongation factor 1-alpha (EEF1A1) as endogenous controls using primer pairs
JDRT18S/JDRT18AS, QBACTINF/QBACTINR and AS-EF1Fw/AS-EF1Rv, respectively (Table 1).
Variations in gene expression were calculated by the standard AACt method (Pfaffl 2001).

Statistics

Data were analysed by one-way ANOVA using the SPSS software Version 22 (IBM, Armonk, NY, USA).
The Bonferroni post hoc test was used to determine significant differences among nutritional conditions (p
< 0.05).

Results
Cloning of the 5" flanking region of S. aurata glud gene

A 5" RLM RACE using total RNA from the liver of S. aurata was performed to determine the nucleotide
sequence of the 5’ end of S. aurata Gdh mRNA. Sequence analysis of the 5” end of Gdh mRNA allowed
designing of gene-specific primers and isolation of a 2057 bp fragment upstream from the translation start
codon of S. aurata glud gene by chromosome walking on genomic DNA. In addition, the 5° RLM RACE
approach was used to determine the putative transcription initiation site of Gdh mRNA (Schaefer 1995). A
single fragment was obtained and cloned into pGEM-T Easy. Analysis of two independent clones indicated
that S. aurata Gdh mRNA initiates 140 nucleotides upstream from the translation start codon. Sequence
analysis of the 1286-bp 5°-flanking region with JASPAR (Sandelin et al. 2004) revealed the presence of a
TATA box at positions -32 to -18 relative to the transcription start site, and several putative transcription
factor binding sites. Potential transcription factor sites included binding boxes for Usf2, Cebp and Hnf1,
among others (Fig. 1). The nucleotide sequence of S. aurata Gdh mRNA and glud gene promoter were
submitted to the GenBank database under the accession numbers MF459045 and MF459046, respectively.



Functionality of S. aurata glud promoter

To assess whether the isolated 5’-flanking region of S. aurata glud gene encompasses a functional
promoter, nucleotide positions -1286 to +70 relative to the transcriptional start were subcloned into the
promoterless pGL3-Basic plasmid upstream from the luciferase reporter gene. HepG2 cells were transiently
cotransfected with the resulting construct (pGDH1286; -1286 to +70) together with a lacZ-containing
plasmid, which was used as internal control for transfection efficiency. Consistent with the presence of a
functional promoter in the region comprised within 1286 nucleotides upstream from the transcription start
site of S. aurata glud, transfection with pGDH1286 resulted in a 45-fold increase of luciferase activity
relative to pGL3-Basic (Fig. 2). To identify functional regions involved in modulation of basal Gdh
expression in S. aurata, a sequential 5°- deletion analysis of the isolated promoter was performed. To this
end, HepG2 cells were transfected with pGL3-Basic constructs harbouring deletion fragments of glud
promoter (5" ends ranging from -1286 to +19 and 3" ends at -70) fused to the luciferase reporter gene. The
longer 5” constructs (pGDH1286 and pGDH982; -982 to +70) yielded similar results, approximately a 45-
fold increase in luciferase activity relative to the empty vector. The reporter constructs pGDH413 (-413 to
+70), pGDH128 (-128 to +70) and pGDH85 (-85 to +70) exhibited a 25- to 30-fold increase of promoter
activity compared to pGL3-Basic. A significant drop of luciferase activity was observed when using the
smallest construct (pGDH+19; +19 to +70) or pGDH982A-44/+70, which is a deleted construct that
encompasses promoter sequences located at position -982 to +70 relative to the transcription start site, but
lacking the region comprised between positions -44 and +70 (Fig. 2). These results indicate that the core
promoter of S. aurata glud localizes within 85 bp upstream from the transcriptional start and suggest the

presence of cis-acting elements in this region.

Transactivation of S. aurata glud promoter by Usf2

Analysis of glud promoter with JASPAR (Sandelin et al. 2004) revealed the presence of an E-box that
could function as a putative binding site for Usf2 in the proximal promoter region of S. aurata glud (Fig.
1). Usf proteins regulate the transcription of essential gene networks. The fact that USF2 null-mutant mice
are small and exhibit decreased fertility and reduced lifespan, while USF1 null mice present a rather normal
phenotype, highlights Usf2 as the more important Usf variant (Sirito et al. 1998; Horbach et al. 2014). To
study the role of Usf2 in Gdh expression we performed transfection experiments on HepG2 cells in the
presence or absence of an expression plasmid encoding Usf2. Cotransfection with the Usf2 expression
plasmid together with pGDH85 or longer 5° constructs increased about 4-fold glud promoter activity
compared to the basal activity of the corresponding promoter constructs. No Usf2-dependent enhancement
of glud transcription was observed when using the shortest construct (p.GDH+19). Altogether, these results
suggest that a functional binding site recognised by Usf2 may be located within 85 pb upstream from the
transcription start site. Consistent with this hypothesis, no transactivation of glud was observed as a result
of cotransfection of HepG2 cells with the Usf2 expression plasmid together with the pPGDH982A-44/+70
reporter construct, which lacks the region between positions +70 and -44 (Fig. 3).



Usf2 binds to glud promoter

The shorter reporter construct that exhibited Usf2-mediated transactivation (pGDH85) contains an E-box
at positions -10 to -5 relative to the transcription start site. Bearing in mind that Usf2 regulates the
transcription of a wide number of genes by binding to E-boxes (Corre & Galibert 2005), electrophoretic
mobility shift assays (EMSA) were performed with nuclear extracts obtained from HepG2 cells
overexpressing Usf2. One major shifted band with the same mobility was observed when using probes
GDH-22/+9 (with a putative E-box at positions -10 to -5) and USF2-cons (containing a consensus Usf2
binding site). The shifted DNA-protein complex disappeared by competition with 200- to 1000-fold molar
excess of unlabelled USF2-cons. These results confirm binding of Usf2 to a response element at positions
-22 to +9 of S. aurata glud. As shown in Fig. 4A, bandshift experiments performed using nuclear extracts
of HepG2 cells overexpressing Usf2 and a labelled probe harbouring positions -22 to +9 of glud but with a
mutated E-box element (GDH-22/+9mutUSF) completely prevented the formation of DNA-protein

complexes.

Mutating the E-box abolishes transactivation by Usf2

To analyse the effect of mutating the E-box located at positions -10 to -5 on the transactivating action of
Usf2, we generated a reporter construct containing the same mutations introduced in the double-stranded
oligonucleotide GDH-22/+9mutUSF used for bandshift assays. Transient cotransfection of HepG2 cells
with the resulting construct (pGDH982mutUSF2; -982 to +70 with a mutated E-box) and the Usf2
expression vector showed that Usf2 could not enhance the transcription of the construct harbouring the
mutated E-box (Fig. 4B). Therefore, the E-box located at positions -10 to -5 relative to the major

transcription start site of the S. aurata glud promoter is responsible for transactivation by Usf2.

Tissue distribution of Gdh and Usf2 expression in S. aurata

With the aim of studying tissue specificity of Gdh and Usf2 expression in S. aurata, reverse transcriptase-
coupled quantitative real-time PCR assays (RT-qPCR) were performed in tissue samples of fed S. aurata.
The highest mRNA levels of Gdh were found in the liver, followed by the intestine, heart and kidney. Other
tissues analysed presented barely detectable levels of Gdh expression. A different tissue expression profile
was observed for Usf2. Usf2 was ubiquitously expressed, albeit the higher Usf2 mRNA abundance was

exhibited by the brain and spleen, followed by the heart, gill, kidney and liver.

Effect of starvation and refeeding on the hepatic expression of Gdh and Usf2

Having concluded that Usf2 can bind and transactivate glud promoter in the liver, we addressed the role
that Usf2 may exert in the nutritional regulation of the hepatic transcription of glud in S. aurata. To this
end, the mRNA levels of Gdh and Usf2 were determined by RT-gPCR in liver samples of 18-day fed fish,
19-day starved fish and fish refed up to 14 days. Changes in the nutritional status of fish affected similarly
Gdh and Usf2 expression. Starvation significantly decreased 1.7-fold the mRNA levels of both Gdh and



Usf2. Remarkably, a trend to present lower expression levels of Gdh and Usf2 than starved fish was
observed 6 hours after refeeding. Thereafter, Gdh and Usf2 gradually recovered their mRNA levels until

reaching total restoration after 14 days of refeeding.

Discussion

In the liver, Gdh is essential for ammonia detoxification, nitrogen metabolism and urea synthesis (Karaca
etal. 2011; Treberg et al. 2014). However, knowledge of the transcription factors involved in the regulation
of glud gene expression is scarce. To study the transcriptional regulation of glud, we addressed cloning and
characterisation of S. aurata glud promoter by chromosome walking. Functionality of S. aurata glud
promoter was confirmed by transient transfection of HepG2 cells with fusion constructs of sequential 5°-
deletions of the isolated genomic fragment to the luciferase gene. We found that the core functional
promoter of S. aurata glud is comprised within 85 bp upstream from the transcription start site. The
presence of a putative Usf2 binding box in the proximal region of glud gene promoter prompted us to study

involvement of Usf2 in the transcriptional regulation of glud.

Usf proteins belong to the basic helix-loop-helix-leucine zipper (bHLHzip) transcription factor family and
are encoded by two different genes: usfl and usf2. Usf proteins regulate the transcription of a wide number
of genes involved in stress and immune responses, cell cycle and proliferation, and carbohydrate and lipid
metabolism, among other functions, by binding as homodimers and heterodimers to the E-box binding
motif CANNTG (being NN nucleotides in most cases either GC or CG), non-canonical E-boxes and
pyridine-rich initiator sites (Viollet et al. 1996; Corre & Galibert 2005; Pawlus et al. 2012). Transient
transfection studies in HepG2 cells and EMSA assays allowed us to demonstrate that Usf2 transactivates
the promoter activity of S. aurata glud through binding to the E-box located at positions -10 to -5 upstream
from the transcriptional start. Transactivation of glud by Usf2 was confirmed by introducing mutations in
the E-box that abolished binding of Usf2 and prevented Usf2-dependent enhancement of glud transcription.

Optimal growth of teleostean fish requires higher levels of dietary protein than other vertebrates. Fish
metabolism, and more remarkably that of carnivorous fish, enables efficient use of amino acids for growth
and to obtain energy (Li et al. 2009; Kaushik & Seiliez 2010; Liu et al. 2012). The fish liver is the main
site for amino acid catabolism, where Gdh exerts a major role in amino acid transdeamination by catalysing
oxidative deamination of glutamate and giving rise to the end product of protein catabolism, ammonia
(Lushchak et al. 2008). As for other fish species (Liu et al. 2012) and similarly as for mammals (Plaitakis
et al. 2017), we found that Gdh is mainly expressed in the liver of S. aurata, while high mRNA levels were
also observed in the kidney, heart and intestine. In contrast to Gdh, Usf2 displayed ubiquitous expression
in S. aurata tissues, albeit higher mMRNA levels were found in the brain, spleen, heart, gill, kidney and liver.
These results are consistent with the pattern of tissue distribution of Usf2 in other vertebrates (Sirito et al.
1994; Fujimi & Aruga 2008). Our findings suggest that in addition to Usf2-dependent transactivation of
glud promoter, other yet unknown transcription factors may contribute to upregulation of Gdh mRNA levels

in the piscine liver. Posttranslational modifications as phosphorylation or interaction with other



transcription factors and cofactors may also explain tissue-specific differences in Usf2 action (Spohrer et
al. 2016).

Since Gdh expression can be considered a significant marker for protein utilisation and ammonia excretion
in fish (Liu et al. 2012), we also adressed the effect of nutritional status on hepatic mMRNA levels of Gdh,
and the role that Usf2 may have on glud transcription under starvation and during the starved-to-fed
transition in the liver of S. aurata. Long-term starvation similarly affected the hepatic expression of Usf2
and Gdh, which significantly decreased to about 60 % of the values observed in fed fish. Downregulation
of Gdh expression in starved S. aurata may be related with a mechanism preventing insulin secretion in p-
cells. In favour of this hypothesis, overexpression of Gdh in mice increases insulin secretion (Carobbio et
al. 2004), whereas Gdh inhibition in pancreatic B-cells decrease impairs insulin secretion (Carobbio et al.
2009). Furthermore, activating mutations in Gdh causes hyperinsulinemia and hyperammonemia in humans
(Li et al. 2014; Barrosse-Antle et al. 2017). However, the effect of nutritional status on Gdh expression
seems species-specific in fish. In contrast to S. aurata, starvation did not affect Gdh activity in Salmo
gairdneri (Tranulis et al. 1991), while it increased Gdh activity in the liver of Oncorhynchus mykiss,
Protopterus dolloi and Dentex dentex, and Gdh mRNA levels in Danio rerio (Sanchez-Muros et al. 1998;
Frick et al. 2008; Pérez-Jiménez et al. 2012; Tian et al. 2015). We cannot discard that in addition to species-
specificity, differences in the effect of starvation on the expression of Gdh among experiments may result
also from diet composition, ration size and feeding regime. In this regard, it is well known that dietary
protein greatly influences the hepatic activity of Gdh in fish (Liu et al. 2012; Borges et al. 2013; Caballero-
Solares et al. 2015; Viegas et al. 2015; Coutinho et al. 2016). Indeed, it was reported that starvation
decreased or unaffected Gdh activity in the liver of starved Dicentrarchus labrax depending on dietary
protein levels (Pérez-Jiménez et al. 2007). As for Gdh, starvation decreased hepatic mMRNA levels of Usf2
in the liver of S. aurata. In this regard, it was previously reported that high glucose levels upregulate Usf2
expression in human-derived HK-2 cells and primary rat mesangial cells (Shi et al. 2008; Visavadiya et al.
2011; Wang 2015). Therefore, low levels of glycemya associated to long-term starvation may be critical to
downregulate Usf2 expression, which in turn may lead to decreased Gdh mRNA levels in the liver of S.

aurata.

As for starvation, Usf2 and Gdh mRNA levels followed the same expression pattern after short- and long-
term refeeding in the liver of S. aurata: a slow but gradual recovery of the values observed in fed fish. Five
days of refeeding did not promote significantly higher expression levels than in starved fish for both Usf2
and Gdh. However, 14 days of refeeding allowed restoration of pre-starvation values. Furthermore, Usf2
and Gdh mRNA values in the liver of 14-day refed fish showed a trend to present slightly higher levels than
fed fish. Similarly, long-term refeeding after starvation increased Gdh activity in the liver of Dicentrarchus
labrax and Dentex dentex to values higher than in control fed fish (Pérez-Jiménez et al. 2007, 2012).
Conceivably, refeeding after long-term starvation may require a long period of adaptation involving
enhanced nutrient catabolism to restore metabolic parameters, as pointed out for other key enzymes
involved in the intermediary metabolism (Soengas et al. 2006; Polakof et al. 2007). Therefore, an increased
hepatic expression of Gdh may be essential for glutamate deamination and transdeamination of dietary
amino acid in long-term refed fish to provide a-ketoglutarate for the Krebs cycle and supply ATP for

energetic demands and biosynthesis.



The fact that Usf2 mRNA levels showed a complete correlation with Gdh expression during starvation and
after short- and long-term refeeding suggests that Usf2 may have a major role in regulating the
transcriptional activity of the glud gene promoter in the liver of S. aurata submitted to changes in the
nutritional status. Involvement of Usf2 in the expression of genes encoding key enzymes in amino acid
metabolism, such as Gdh, is consistent with previous observations showing transcriptional control of genes
related to lipid, carbohydrate and energy metabolism by USF family members in mammals (Shih & Towle
1994; Lefrancois-Martinez et al. 1995; lynedjian 1998; Martin et al. 2003; Corre & Galibert 2005; Pawlus
et al. 2012).

In conclusion, in the present study we report for the first time characterisation of a piscine glud gene
promoter and provide evidence for a novel regulatory mechanism that links Usf2 to the nutritional

regulation of glud transcription in the fish liver.
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Figure 1

Sequence analysis of the 5°-flanking region of the S. aurata glud gene. Chromosome walking allowed
isolation of the genomic sequence upstream from the transcription start site of S. aurata Gdh, which is
shown in capital letters. An arrow indicates the transcription start site. The translation start codon is in

boldface and underlined. Putative binding sites for relevant transcription factors are boxed.
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Figure 2

Functional analysis of the 5°-flanking region of S. aurata glud in HepG2 cells. The top left part represents
the genomic organization of the 5°-flanking region of S. aurata glud. Relative position of relevant
restriction sites and exon 1 are indicated. Nucleotide numbering starts with +1, which corresponds to the
transcriptional start. Reporter constructs having varying 5° ends and identical 3" ends (+70), except for
pGDHO982A-44/+70, were transfected in HepG2 cells along with pCMVf to normalise for transfection
efficiency. Luciferase activity is expressed as fold increase over promoterless reporter plasmid pGL3-Basic.

Results shown are the mean + SD from three independent experiments performed in duplicate.
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Figure 3

Effect of Usf2 on the promoter activity of S. aurata glud gene in HepG2 cells. HepG2 cells were transfected
with pGL3-Basic and promoter constructs pGDH+19, pGDH85, pGDH128, pGDH413, pGDH982 or
pGDH982A44/+70 along with pPCMVp and with or without an expression plasmid encoding Usf2. The
promoter activity of the constructs alone was set at 1. Results are presented as mean + SD values of three

independent duplicate experiments.
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Figure 4

(A) Analysis of USF binding to glud promoter by electrophoretic mobility shift assay. To perform a
competition analysis, nuclear extracts of HepG2 cells overexpressing Usf2 were incubated with labelled
oligonucleotides USF2-cons (lanes 1-4), GDH-22/+9 (lanes 5-8) or GDH-22/+9mutUSF (lanes 9-10).
Lanes 1, 5 and 9 contained no extract. Lanes 2 and 6 show binding of nuclear extracts to labelled probes
without competitor. Lanes 3 and 7 show competition with 200-fold molar excess of unlabelled double-
stranded competitor (USF2-cons). Lanes 4, 8 and 10 show competition with 1000-fold molar excess of
unlabelled double-stranded competitor (USF2-cons). DNA-protein complexes are indicated by an arrow.
NE, nuclear extracts. (B) Effect of Usf2 on the promoter activity of glud containing a mutated E-box.
HepG2 cells were transfected with the promoter constructs pGDH+19, pGDH85, pGDH982 or
pGDH982mutUsf2, along with pCMV and with or without an expression plasmid encoding Usf2. The
luciferase activity of the reporter constructs alone was set at 1. Results are presented as mean + SD values

of three independent duplicate experiments.
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Figure 5

Tissue distribution of Usf2 and Gdh expression in S. aurata. RT-qPCR assays of Usf2 and Gdh mRNA
levels were performed on total RNA isolated from the spleen, gill, brain, heart, fat, liver, intestine, skeletal
muscle and kidney of 18-day fed fish. Expression levels for each gene were normalised using 18S, beta-

actin and EEF1AL as housekeeping genes. Results are presented as mean + SD (n = 4).
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Figure 6

Effect of starvation and refeeding on Usf2 and Gdh mRNA levels in the liver of S. aurata. RT-qgPCR assays
of Usf2 and Gdh mRNA levels were performed on total RNA isolated from the liver of 18-day fed, 19-day
starved, and refed fish for 6 hours, 24 hours, 5 days and 14 days. Expression levels for each gene were
normalised using 18S, beta-actin and EEF1A1 as housekeeping genes. Results are presented as mean + SD

(n = 6). Different letters indicate significant differences among conditions (p < 0.05).



Table 1 Oligonucleotides used in the present study.

Primer Sequence (5° to 3°)

MC205 GGTATCCACGGTCGTATCTCAGCC

MC206 GAGACCCACATTACCAAAGCCCTG

CG1307 GTCTTGTCCTGGAAGCCTGGTGTCA

CG1308 GGCTGAGATACGACCGTGGATACCTCCC
CG1315 GACAGGAGAAGGGGGGTAGAATGAACGAC
CG1316 AACAACAAGGACAATGGGGGTGACGACAG
CG1344 CCCCCGGGACACGGTGAGGAGCTGC
CG1345 CCCCGCTCTTCCGCGTGAGTCCCG

CG1342 CCCAGCTGTCAGTTGGACAGCACGG

CTCTCCGCGGCTCGTGCTGCCTTTTAAAGCAAACTGACACAGITITITCA

CG1552 TTCCCCACTCGGCCAGAGGAC

CG1561 CACCCGGTCATGTGACCTACAC

CG1562 TGTAGGTCACATGACCGGGTGG

CG1563 AAACTGACACAGCATGTCATTCCCCACTCGGC
CG1564 CCGAGTGGGGAATGACATGCTGTGTCAGTTTG
CG1565 AAACTGACACAGITTITCATTCCCCACTCGGC
CG1566 CCGAGTGGGGAATGAAAAACTGTGTCAGTTTG
CG1543 GGTATTTCGGGGAGCTGCTGAG

CG1544 CGCATCAGGGACGAGGACA

CG1557 AGAGCTGAGGCAAAGCAACC

CG1558 GGGGAGGACGCATTCACTAA

AS-EF1Fw CCCGCCTCTGTTGCCTTCG

AS-EF1Rv CAGCAGTGTGGTTCCGTTAGC

JDRT18S TTACGCCCATGTTGTCCTGAG

JDRT18AS AGGATTCTGCATGATGGTCACC

QBACTINF CTGGCATCACACCTTCTACAACGAG
QBACTINR GCGGGGGTGTTGAAGGTCTC

The following primers contain restriction sites (underlined): CG1344 (Smal), CG1345 (BsrBI) and CG1342 (Pvull).
Bold and double-underlined letters indicate site-directed mutations in primers CG1552, CG1565 and CG1566.
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Abstract

By catalysing reversible oxidative deamination of L-glutamate into 2-oxoglutarate, glutamate
dehydrogenase (GDH) is an essential enzyme in ammonia detoxification. To increase the current
knowledge of GDH function in fish, we studied the effect of GDH silencing on intermediary metabolism
in the liver of gilthead sea bream (Sparus aurata). Isolation and sequencing of GDH cDNA from S. aurata
revealed a high degree of homology with its vertebrate orthologues and allowed us to design short hairpin
RNAs (shRNAs) to knockdown GDH expression. Following validation of shRNA-dependent
downregulation of S. aurata GDH mRNA levels in vitro, chitosan-tripolyphosphate (TPP) nanoparticles
complexed with a plasmid encoding a selected shRNA (pCpG-sh2GDH) were produced to analyse the
effect of GDH silencing on hepatic metabolism of S. aurata. Seventy-two hours after intraperitoneal
administration of chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH, GDH expression in the liver was reduced at the levels of
mRNA and immunodetectable protein, leading to decreased GDH activity in both oxidative and reductive
reactions to about 53-55 % of the values in control fish. GDH silencing decreased glutamate, glutamine and
aspartate aminotransferase activity, while increased 2-oxoglutarate content, 2-oxoglutarate dehydrogenase
activity and 6-phosphofructo-1-kinase/fructose-1,6-bisphosphatase activity ratio. Our findings show for the
first time that knockdown of GDH reduces transdeamination and gluconeogenesis in the fish liver,
hindering the use of amino acids as gluconeogenic substrates and enabling the use of dietary carbohydrates

to promote a protein sparing effect in feedstuffs supplied to carnivorous fish in culture.
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1. Introduction

Glutamate dehydrogenase (GDH; EC 1.4.1.2) plays a major role in amino acid catabolism and
ammonia detoxification in the liver and kidneys through the catalysis of reversible oxidative deamination
of L-glutamate to form a-ketoglutarate and ammonia using NAD(P)* as cofactor (Lushchak et al., 2008).
GDH is a homohexameric enzyme located in the mitocondrial matrix that shows preferential reactivity
towards the intramitochondrial NADP(H) pool in both directions of the reaction in vitro, and a near-
equilibrium reaction with the NAD(H) pool. Flux direction of the reaction catalysed by GDH remains a
matter of debate. Nevertheless, the high K, value of ammonia and NAD+/NADH ratio may direct catalysis
towards oxidative deamination (Karaca et al., 2011; Treberg et al., 2014). GDH activity is allosterically
regulated by a wide array of metabolites in a complex, still not well-understood manner. GTP strongly
inhibits GDH, while ADP activates the enzyme activity. GTP binding to GDH is antagonised by phosphate
and ADP, but is synergistic with NADH. Leucine and other monocarboxylic acids also activate GDH in
mammals, while palmitoyl-CoA and diethylstilbestrol inhibit GDH activity (Li et al., 2014; Plaitakis et al.,
2017). Reversible cystein-specific ADP-ribosylation inactivates GDH. Indeed, sirtuin 4 (SIRT4), a
mammalian mitochondrial ADP-ribosyltransferase, inhibits GDH activity in pancreatic B-cells and thereby
impairs insulin secretion (Haigis et al., 2006). Given that short-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
(SCHAD) inhibits GDH via protein-protein interaction in the pancreas, where high levels of SCHAD
expression are found, it was hypothesised that GDH may be part of a multiprotein complex in the
mitochondrion (Li et al., 2010).

It was suggested that glucose-dependent intracellular formation of glutamate by GDH might amplify
glucose-stimulated insulin secretion in pancreatic B-cell (Gohring and Mulder, 2012; Karaca et al., 2011).
Albeit the molecular mechanism remains unclear, involvement of GDH in insulin secretion has been
emphasised by the fact that loss of allosteric inhibition of GDH disturbs insulin secretion. In this regard,
activating mutations of GDH cause the hyperinsulinemia and hyperammonemia syndrome in humans.
Three forms of GDH-mediated hyperinsulinism have been identified so far: mutations that abrograte GTP
inhibition, and mutations in SIRT4 and SCHAD (Barrosse-Antle et al., 2017; Li et al., 2014). Indeed,
overexpression of GDH in mice exaggerates insulin secretion (Carobbio et al., 2004), whereas GDH

inhibition in pancreatic 3-cells impairs insulin secretion (Carobbio et al., 2009).

In fish, the molecular role of GDH remains largely unexplored. Glutamate is primarily deaminated
by GDH in the fish liver leading to concomitant production of ammonia, while in mammals most glutamate
is transaminated to aspartate (Peres and Oliva-Teles, 2006). The effect of nutritional status on hepatic GDH
seems to depend on both species and diet composition. Fasting increases GDH activity and/or mRNA levels
in Oncorhynchus mykiss, Protopterus dolloi, Dentex dentex and Danio rerio (Frick et al., 2008; Pérez-
Jiménez et al., 2012; Sanchez-Muros et al., 1998; Tian et al., 2015). However, starvation did not affect
GDH activity in Salmo gairdneri (Tranulis et al., 1991) and decreased GDH expression in Dicentrarchus
labrax (Pérez-Jiménez et al., 2007). The supply of high-protein diets usually leads to growth stimulation
and enhanced GDH activity (Bibiano Melo et al., 2006; Borges et al., 2013; Caballero-Solares et al., 2015;

Coutinho et al., 2016; Viegas et al., 2015). High-protein diets increase plasma free amino acids, leading to



enhanced GDH deamination and increased ammonia excretion. In gilthead sea bream (Sparus aurata),
dietary supplementation with glutamate increases protein retention through a mechanism involving
stimulation of hepatic glucose metabolism and down-regulation of GDH mRNA levels and reductive GDH

activity (Caballero-Solares et al., 2015), while dietary starch decreases GDH activity (Couto et al., 2008).

To better understand the functional role of GDH in the piscine liver, the goal of the present study
was to analyse the metabolic effect resulting from administration of chitosan-tripolyphosphate (TPP)
nanoparticles complexed with a short hairpin RNA (shRNA)-expression plasmid to knockdown GDH
expression in the liver of S. aurata, which is the most cultured marine fish in Europe (FAO Fishery Statistics
Web Page, n.d.).

2. Materials and methods
2.1. Rearing procedures

Gilthead seabream (S. aurata) juveniles were obtained from Piscimar (Burriana, Castellon, Spain).
Fish were maintained at 20 °C in 260-L aquaria supplied with running seawater in a closed system with
active pump filters and UV lamps. The photoperiod was a 12 h light, 12 h dark cycle. Acclimation to our
facilities and maintenance procedures were as previously described (Fernandez et al., 2007). During the
experimental procedure fish were fed a diet containing 58.0 % protein, 9.9 % lipids, 15.0 % carbohydrates,
15.4 % ash, 1.7 % moisture and 20.1 kJ/g gross energy. The diet was supplied daily (at 10 a.m.) at a ration
size of 40 g/kg body weight

(BW). To analyse the metabolic effect of GDH silencing, fish were intraperitoneally injected with chitosan-
TPP nanoparticles alone or complexed with 10 pg/gram BW of either pCpG-sh2GDH or pCpG-siRNA-
Scramble (control plasmid that expresses a scramble sequence with no homology with known sequences;
InvivoGen, San Diego, CA, USA). Seventy-two hours following treatment, fish were sacrificed by cervical
section, liver samples were immediately dissected out, frozen in liquid N2 and kept at -80 °C until use. To
prevent stress, fish were anesthetised before handling with tricaine methanesulfonate (MS-222) diluted in
seawater (1:12,500). All experimental procedures involving fish complied with the guidelines of the
University of Barcelona’s Animal Welfare Committee and EU Directive 2010/63/EU for animal

experiments.

2.2. Molecular cloning of GDH coding domain sequence from S. aurata

The full-coding sequence of GDH from S. aurata was isolated using gene-specific primers designed
from the S. aurata GDH partial cDNA sequence with GenBank accession no. JX073708 and the First
Choice RLM-RACE Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), following manufacture’s
instructions. To conduct 5’-RACE assays, two nested rounds of PCR were performed using gene-specific
primers CG1307 and CG1308 (Table 1), and 5° RACE Outer and Inner primers (provided with the kit),
after treatment of S. aurata total RNA with calf intestine alkaline phosphatase, tobacco acid

pyrophosphatase, ligation of 5° RACE Adapter (provided with the kit) and RT in the presence of random



decamers. For 3’-RACE, a RT reaction was performed with S. aurata total RNA and 3° RACE Adapter
(provided by the kit), followed by two rounds of nested PCR using gene-specific primers CG1306 and
CG1305 (Table 1), and 3 RACE Outer and Inner primers (provided with the kit). DNA fragments generated
by 5°- and 3’-RACE PCR were ligated into pGEM T easy plasmid (Promega, Madison, WI, USA). After
transforming Escherichia coli competent cells with the resulting constructs, two independent clones of each

amplification were fully sequenced on both strands.

The full-coding sequence of S. aurata GDH was amplified by RT-PCR using total RNA from the
liver of S. aurata as template and primer pair CG1333/CG1334 (Table 1). The amplified fragment was
ligated into pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI, USA) to generate pGEM-GDH. Following
transformation of E. coli competent cells with pPGEM-GDH, two independent clones were fully sequenced

on both strands.

2.3. Construction of expression plasmids

To generate pcDNA3-GDH, the coding domain sequence of GDH was amplified by PCR using
primer pair CG1526/CG1527 and pGEM-GDH as template. The resulting fragment was digested with
BamHI and EcoRI and ligated into pcDNA3 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) previously digested
with the same enzymes. To obtain pCpG-sh1GDH, pCpG-sh2GDH, pCpG-sh3GDH, pCpG-sh4GDH and
pCpG-sh5GDH,  oligonucleotide pairs CG1531/CG1532, (CG1533/CG1534 CG1535/CG1536,
CG1537/CG1538 and CG1539/CG1540 (Table 1), respectively, were mixed at a final concentration of 25
puM each, heated a 90 °C for 5 min and then cooled down at room temperature. One hundred ng of each
double-stranded product were ligated into pCpG-siRNA (InvivoGen, San Diego, CA, USA) previously
digested with Hindlll and Acc65l. shRNA sequences were designed using siRNA Wizard software
(InvivoGen, San Diego, CA, USA).

2.4. Preparation of chitosan-TPP-DNA nanoparticles

To silence GDH expression in vivo, chitosan-TPP nanoparticles complexed with pCpG-siRNA-
Scramble or pCpG-sh2GDH were prepared following a modified version of the ionic gelation method
(Calvo et al., 1997). In brief, low molecular weight chitosan (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) was
dissolved under vigorous magnetic stirring in acetate buffer solution (pH 5.0) at a final concentration of 2
mg/ml. After filtering the solution to remove traces of undissolved chitosan, three-hundred pg of pCpG-
siRNA-Scramble or pCpG-sh2GDH were added to 1.2 ml of 0.84 mg/ml TPP (Panreac, Castellar del Vallés,
Barcelona, Spain). The resulting TPP-DNA solutions were added dropwise to 3 ml of chitosan-acetate
buffer solution (1:0.4 chitosan/TPP ratio) as previously described (Gonzélez et al., 2016). Chitosan-TPP-
DNA nanoparticles were pelleted by centrifugation (10,000 g at 15 °C for 10 min), gently rinsed twice with
ultrapure water and resuspended through vortex shaking in 2 ml of 2 % w/v mannitol to cryoprotect
nanoparticles during lyophilisation. After a freeze—drying process at —47 °C, a secondary drying step was
performed at 25 °C to remove residual not frozen water. Aliquoted samples were resuspended in 0.5 ml of

0.9 % NaCl previous administration of chitosan-TPP-DNA nanoparticles to S. aurata.



2.5. Characterisation of chitosan-TPP-DNA nanoparticles

Chitosan-TPP-DNA nanoparticles were morphologically characterised by means of atomic force
microscopy using peak force tapping mode (Multimode 8 AFM attached to a Nanoscope Il Electronics,
Bruker, USA). Z potential, as a measure of surface charge, was determined using laser Doppler
microelectrophoresis in a Zetasizer NanoZ equipped with DTS1060 capillary cells (Malvern Instruments,
Malvern, UK).

2.6. Cell culture and transfection

HepG2 cells (ATCC HB 8065) were cultured in Dulbecco’s modified Eagles’s medium (D-MEM),
supplemented with 2 mM glutamine, 110 mg/l sodium pyruvate, 10% foetal bovine serum, 100 1U/ml
penicillin and 100 pg/ml streptomycin. Cells were grown at 37 °C in 5 % CO2 in six-well plates. The
calcium phosphate coprecipitation method (Graham and van der Eb, 1973) was used for transient
transfection of HepG2 at 45-50 % confluence with 30-300 ng pcDNA3-GDH, 600 ng of either pCpG-
siRNA-Scramble or GDH-specific ShRNA expression pCpG constructs, and 300 ng pCMV-p (lacZ) to
correct for variations in transfection efficiency. To ensure equal DNA amounts, empty plasmids were added
to each transfection. Forty-eight hours after transfection, the cells were harvested, washed in PBS, lysed
and used to isolate total RNA by means of High Pure RNA lIsolation Kit (Roche, Basel, Switzerland). The
activity of B-galactosidase activity in 20-50 pl of the clear lysate was measured as described elsewhere
(Metén et al., 2006).

2.7. Quantitative real-time RT-PCR

One pg of total RNA isolated from HepG2 cells or S. aurata liver was reverse-transcribed to cDNA
using Moloney murine leukaemia virus RT (Life technologies, Carsbad, CA, USA) for 1 h at 37 °C and
random hexamer primers. S. aurata GDH mRNA levels were determined in a Step One Plus Real Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in a 20-pl mixture containing 0.4 uM of each
primer, 10 pl of SYBR Green (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and 1.6 pl of diluted cDNA.
The temperature cycle protocol for amplification was 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles with 95 °C
for 15 s and 62 °C for 1 min. A dissociation curve was run after each experiment to confirm amplification
of one product only. Specificity of the amplification was assayed by amplicon sequencing at least once for
each gene. Standard curves were generated with serial dilutions of control cDNA to assay the efficiency of
PCR reaction for both genes. Amplicon size was checked by agarose gel electrophoresis. S. aurata GDH
mRNA levels were assayed using primers CG1543 and CG1544 (Table 1). The expression of S. aurata
GDH in transiently transfected HepG2 cells was normalised with ribosomal subunit 18s (primer pair
MC109/MC110; Table 1) and B-galactosidase (primer pair JDRTCMVBS/JDRTCMVBAS; Table 1) to
correct for variations in transfection efficiency. For in vivo experiments, the amount of mMRNA for the gene
of interest in each sample was normalised with S. aurata ribosomal subunit 18s, B-actin and elongation

factor 1 o (EFla) as endogenous controls using primer pairs JDRT18S/JDRT18AS,



QBACTINF/QBACTINR and AS-EF1FwW/AS-EF1Rv, respectively (Table 1). Variations in gene
expression were calculated by the standard AACt method (Pfaffl, 2001).

2.8. Western blotting analysis

Fifty ug of liver protein extract per lane was loaded in a 10% SDS-PAGE gel. After electrophoresis,
the gel was equilibrated in transfer buffer (25 mM Tris-HCI, 192 mM glycine, 20 % methanol, pH 8.3) and
electroeluted onto a polyvinylidene fluoride membrane (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) for 3 hours at
60 V and 4 °C. After incubation in blocking buffer (non-fat skim milk powder 5 % w/v, 50 mM Tris-base
pH 7.5, 100 mM NaCl, 0.1 % Tween 20), the membrane was exposed to rabbit anti-GDH (OriGene,
Rockville, MD, USA) and mouse anti-actin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) as primary antibodies
(1:1000). Immunodetection was performed using an alkaline phosphatase-conjugated secondary antibody
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA,; 1:3000) and the Clarity Western ECL Substrate Kit (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).

2.9. Enzyme activity assays and metabolite determinations

To obtain liver crude extracts for enzyme activity assays, powdered frozen tissue was homogenised
(1:5, w/v) in 50 mM Tris—=HCI pH 7.5, 4 mM, EDTA, 50 mM NaF, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride,
1 mM dithiothreitol and 250 mM sucrose using a PTA-7 Polytron (Kinematica GmbH, Littau-Luzern,
Switzerland) (position 3, 30 s). After centrifugation at 20,000 g for 30 min at 4 °C, the supernatant was
collected and used to determine enzyme activities. GDH was assayed in the direction of L-glutamate
formation (reductive reaction) by monitoring NADH oxidation at 340 nm in a 250-ul mixture containing
50 mM imidazole-HCI pH 7.4, 250 mM ammonium acetate, 5 mM 2-oxoglutaric acid, 0.1 mM NADH, 1
mM ADP and 4 pl crude extract. To determine GDH reaction in the direction of 2-oxoglutaric acid
formation (oxidative reaction), NADH formation was followed at 340 nm in a 200-pl assay containing 154
mM tris-HCI pH 9.0, 20 mM L-glutamate, 100 mM hydrazine, 1 mM NAD*, 1 mM ADP and 4 pl crude
extract. 2-Oxoglutarate dehydrogenase (OGDH; EC 1.2.4.2) activity was assayed in a final volume of 200
pl containing 50 mM phosphate buffer pH 7.4, 2 mM MgCl,, 0.6 mM thiamine pyrophosphate, 2 mM
NAD*, 10 mM 2-oxoglutaric acid, 0.2 mM EGTA, 0.4 mM ADP and 4 nl crude extract. OGDH reaction
was measured after addition of 0.12 mM coenzyme A. Assays for 6-phosphofructo-1-kinase (PFK; EC
2.7.1.11) and fructose-1,6-bisphosphatase (FBP1; EC 3.1.3.11) were previously described (Meton et al.,
1999). Alanine aminotransferase (ALT; EC 2.6.1.2) and aspartate aminotransferase (AST; EC 2.6.1.1) were
determined using commercial kits (Linear Chemicals, Montgat, Barcelona, Spain). Enzyme activities are
expressed per mg of soluble protein (specific activity). One unit of enzyme activity was defined as the
amount of enzyme necessary to transform 1 umol of substrate per min. Total protein in liver crude extracts
was determined using the Bradford method with bovine serum albumin as a standard (Bradford, 1976). 2-
oxoglutaric acid was determined by monitoring NADH oxidation at 340 nm in a 200-pl assay containing
50 mM imidazole-HCl pH 7.4, 0.1 mM NADH, 0.37 U/mL GDH and 75 pl liver trichloroacetic acid extract.
Trichloroacetic acid extracts were obtained after homogenisation of powdered frozen liver in 1 M-



trichloroacetic acid (1:10, w/v) followed by centrifugation at 10,000 g for 30 min and neutralisation with
KOH. All spectrophotometric determinations were performed at 30 °C in a Cobas Mira S analyser
(Hoffman-La Roche, Basel, Switzerland).

2.10. Amino acid analysis

Liver trichloroacetic acid extracts were filtered and neutralised with NaOH. Composition of amino
acids and related molecules was analysed by cation-exchange chromatography followed by post-column
derivatisation with ninhydrin and UV/VIS detection (Moore et al., 1958). Chromatographic separation was
performed using a Biochrom 30 amino acid analyser equipped with PEEK column packed with Ultropac
cation-exchange resin (Lithium High Performance Physiological Column) and Peltier heating/cooling
system (Biochrom, Cambridge, UK). Following injection of samples, a gradient elution was applied with a
combination of five lithium citrate buffers of increasing pH (2.80 — 3.55) and ionic strength (0.2 M- 1.65
M) (Biochrom, Cambridge, UK). Column effluents reacted with ninhydrin in a reaction coil with
temperature control at 135 °C and derivatised amino acids were detected colorimetrically at 570 nm and
440 nm wavelenghts. Amino acid peaks were identified according to the retention times of corresponding
amino acid standards (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). The amount of each amino acid was
calculated by the internal standard method using area responses of analytes and L-norleucine (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA), which was added to each sample as internal standard. Data acquisition
and treatment was performed by means of EZChrom Elite software (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA).

2.11. Statistics

Data were analysed by using a computer program (IBM SPSS Statistics, Armonk, NY, USA).
Statistical analysis with two levels was determined using Student’s t test. One-way ANOVA statistical

differences among three or more levels were determined with the Bonferroni post hoc test.

3. Results

3.1. Molecular cloning of the full-coding sequence of S. aurata GDH

A 2,715 bp cDNA encoding GDH was isolated by RACE PCR starting from total RNA isolated
from the liver of S. aurata. The nucleotide sequence reported for S. aurata GDH was deposited in the
GenBank Nucleotide Sequence Databases under accession no. MF459045. The 2,715-bp GDH cDNA
contains a 1,629-bp open reading frame (ORF) and a consensus polyadenylation signal (AATAAA) 20 bp
upstream from the GDH poly(A+) tail. The deduced amino acid sequence of S. aurata GDH predicts a
polypeptide of 542 amino acids with a calculated molecular mass of 59.67 kDa. Computer analysis with
TargetP 1.1 (Emanuelsson et al., 2000; Nielsen et al., 1997) pointed to a high probability for GDH cDNA

to encode a protein that localizes to mitochondrion, containing a mitochondrial targeting peptide with



putative cleavage site at position 20. The inferred amino acid sequence of S. aurata GDH was aligned with
GDH orthologues in other vertebrates to explore evolutionary relationships (Fig. 1a). S. aurata GDH retains
all residues considered important for glutamate and GTP binding (15 and 16 residues, respectively) and
most of amino acids involved in NAD* (20 out of 25), ADP (26 out of 27) and thiamine pyrophosphate (5
out of 6) binding (Bunik et al., 2016). Pair-wise alignments allowed us to generate a phylogenetic tree (Fig.
1b). Amongst fish, S. aurata GDH showed higher similarity with GDH amino acid sequences reported for
Lates calcarifer, Nothobranchius furzeri, Paralichthys olivaceus and Xiphophorus maculatus (96.3-97.1 %
of identity). A lower identity was observed when compared to Salmo salar (92.6 %) and Danio rerio (87.5
%). In regard with mammalian orthologues, S. aurata GDH shared 81.2-84.3 % amino acid identity with

Mus musculus, Rattus norvegicus and Homo sapiens GDH.

3.2. Validation of shRNA expression constructs to silence S. aurata GDH in HepG2 cells

Five shRNA (named shl to sh5) were designed to knockdown the expression of S. aurata GDH and
subcloned into pCpG-siRNA (InvivoGen, San Diego, CA, USA), a vector that allows long lasting
expression of small interfering RNA (siRNA) in vivo as the plasmid does not induce inflammatory
responses and gene silencing by methylation in vertebrate hosts. Efficiency of GDH silencing for the
resulting constructs (pCpG-sh1GDH to pCpG-sh5GDH) was validated in HepG2 cells co-transfected with
30 ng or 300 ng of a construct expressing S. aurata GDH (pcDNA3-GDH) together with 600 ng of pCpG-
sh1GDH, pCpG-sh2GDH, pCpG-sh3GDH, pCpG-sh4GDH, pCpG-sh5GDH or pCpG-siRNA-Scramble
(control), and 300 ng of pPCMV- as an internal control for transfection efficiency. Forty-eight h later, the
cells were lysed and RNA isolated to perform a RT-gPCR assay to determine S. aurata GDH mRNA levels.
As shown in Figure 2, three shRNAs (sh2, sh3 and sh5) significantly reduced GDH expression in HepG2
cells co-transfected with 30 ng of pcDNA3-GDH, while sh2 was the only shRNA that promoted a
significant reduction of GDH mRNA levels in the cells co-transfected with a higher concentration of
pcDNA3-GDH (300 ng). In all cases, the highest GDH gene silencing effect was observed using sh2. Co-
tranfection of pCpG-sh2GDH and 30 ng of pcDNA3-GDH reduced GDH mRNA levels to about 21 % of
the values observed in control cells (Scramble), whereas co-tranfection of pCpG-sh2GDH and 300 ng of
pcDNA3-GDH decreased GDH expression to about 55 %. Therefore, sh2 was selected to perform

subsequent studies.

3.3. Effect of chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH administration on GDH expression in the liver of S. aurata

To study the metabolic effects resulting from GDH silencing in the liver of S. aurata, chitosan-TPP
nanoparticles were complexed with pCpG-sh2GDH to deliver and express sh2 into S. aurata liver cells.
Atomic force microscopy of chitosan-TPP nanoparticles showed a rounded morphology with mean
diameter size + SD of 224.0 nm £ 62.3 (n=6) (Fig. 3), and presented a mean Z potential of 33,0 mV + 1,2
(n=6). Three groups of fish received an intraperitoneal injection of chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH (10 pg of
plasmid per gram BW), chitosan-TPP-pCpG-siRNA-Scramble (10 pg of plasmid per gram BW; negative

control) or chitosan-TPP nanoparticles (negative control of chitosan-TPP not complexed with DNA).



Seventy-two h following treatment, the liver was excised and total RNA was isolated. GDH mRNA levels,
immunodetectable GDH protein and GDH enzyme activity were determined in the liver of treated fish.
Consistent with the use of a scramble sequence with no homology with known sequences, the inclusion of
pCpG-siRNA-Scramble in chitosan-TPP nanoparticles did not affect GDH mRNA levels in the liver of S.
aurata. However, administration of chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH significantly decreased GDH expression
to about 41 % of the values found in control animals (Scramble) (Fig. 3). Consistent with sh2-mediated
down-regulation of GDH mRNA levels, administration of pCpG-sh2GDH decreased immunodetectable
GDH protein levels in liver crude extracts (Fig. 4a), and reduced GDH enzyme activity in both oxidative
and reductive reactions to about 53-55 % of the values observed in control animals (Fig. 4b).

3.4. Effect of GDH knockdown on the hepatic intermediary metabolism of S. aurata

The metabolic effects of GDH silencing in the liver of fish treated with chitosan-TPP-pCpG-
sh2GDH were addressed by analysing activity of key enzymes involved in amino acid metabolism,
glycolysis-gluconeogenesis and Krebs cycle, 2-oxoglutarate levels and amino acid profile. In regard of
enzymes involved in amino acid metabolism, we analysed the effect of GDH silencing on the activity of
ALT and AST. Knockdown of GDH resulted in a significant decrease of AST to about 73 % of the levels
in control fish. Albeit not significant, the same trend was observed for ALT activity (Fig. 5a). Since the
liver plays a major role in glucose homeostasis by regulating the activity of glycolysis and gluconeogenesis,
we also addressed the effect of GDH silencing on PFK and FBP1 enzymes that control flux through the
fructose-6-phosphate/fructose-1,6-bisphosphate substrate cycle, a key step in glucose metabolism. GDH
knockdown did not affect PFK activity in the liver of S. aurata. However, GDH silencing significantly
reduced FBP1 activity to about 63 % of the levels found in control fish. Taken together, the PFK/FBP1
ratio increased to about 122 % as a result of GDH silencing (Fig. 5b). The hepatic levels of 2-oxoglutarate,
a substrate of the reductive reaction catalysed by GDH, were also greatly affected by GDH silencing. 2-
Oxoglutarate levels significantly increased to about 172 % in the liver of S. aurata treated with chitosan-
TPP-pCpG-sh2GDH. Given that 2-oxoglutarate is also substrate of OGDH, a key regulatory complex in
the Krebs cycle, we analysed OGDH activity in the liver of treated fish. GDH silencing increased OGDH
activity to about 135 % (Fig. 6). The fact that GDH exerts a major role in amino acid metabolism and
ammonia detoxification in the liver through oxidative deamination of L-glutamate prompted us to analyse
changes in the hepatic profile of amino acids and related molecules as a result of GDH silencing.
Administration of chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH nanoparticles to S. aurata significantly decreased
glutamate and glutamine to about 80 % and 64 % of the respective values observed in control fish. Among
other amino acids and related metabolites, GDH silencing also decreased a-aminobutyric acid to about 76

% of control values while increased 1.2-fold methionine levels (Table 2).

4. Discussion

Fishmeal is the main protein source in fish farming due to high protein content, adequate amino acid

profile, high palatability, lack of antinutrients and the presence of highly unsaturated fatty acids (Oliva-



Teles, 2012). Given that a significant proportion of wild fish captures is processed into fishmeal for fish
farming, a reduction in the amount of protein in aquafeeds would alleviate dependence on wild fisheries
(often overexploited) and the environmental impact of aquaculture (Gormaz et al., 2014; Naylor et al.,
2000). Indeed, excess of dietary protein in aquafeeds increases amino acid oxidation, ammonia release and
the eutrophication of effluent receiving ecosystems (Grigorakis and Rigos, 2011; Martinez-Porchas and
Martinez-Cordova, 2012). Therefore, reduction of fishmeal in feedstuffs and substitution of dietary protein
by cheaper nutrients with reduced environmental impact is a challenging trend for sustainable aquaculture
(Naylor et al., 2009). However, the metabolic features of fish, particularly carnivorous fish, constrain
replacement of dietary protein by other nutrients in aquafeeds. As for S. aurata, most species in fish farming
are carnivorous. Carnivorous fish use efficiently amino acids for growth and to obtain energy. However,
dietary carbohydrate digestion and free sugars are metabolised more slowly than in mammals, and give rise
to prolonged hyperglycemia. Therefore, optimal growth of teleost fish requires elevated levels of dietary
protein (Moon, 2001; Polakof et al., 2012). The main site of amino acid catabolism is the liver and primarily
involves transdeamination, in which the amino group of a variety of amino acids is transferred to 2-
oxoglutarate to produce glutamate, which in turn can be deaminated by GDH. Even though GDH is
considered a biomarker for protein utilisation and ammonia excretion in fish (Liu et al., 2012), the fact that
the molecular role of GDH in fish remains largely unexplored prompted us to study the effect of GDH
silencing on intermediary metabolism in the liver of S. aurata. To this end, the full length GDH cDNA
sequence from S. aurata was isolated. Considering that S. aurata belongs to the Percomorphaceae
subdivision of teleostean fish, it is not surprising that alignment of the inferred peptide sequence of S. aurata
GDH with GDH sequences reported for other fish species gave the highest identity (>96 %) with species
of the same subdivision (Lates calcarifer, Nothobranchius furzeri, Paralichthys olivaceus and Xiphophorus
maculatus). A slightly lower identity was found when compared to phylogenetically distant fish species,

such as Salmoniformes (Salmo salar) and Cypriniformes (Danio rerio) (Betancur-R et al., 2013).

S. aurata GDH retains all amino acids involved in glutamate binding and GTP inhibition (31 amino
acids in total), and most of the residues considered of importance for NAD* and thiamine pyrophosphate
binding, and ADP activation (51 out of 58) (Bunik et al., 2016). Indeed, analysis of non conserved amino
acids involved in the catalytic reaction and allosteric regulation of the enzyme activity reveals that 6 out of
7 correspond to conservative mutations. The only significant difference between fish species of the
Percomorphaceae subdivision (including S. aurata) and mammalian GDH resides in the substitution of a
serine residue involved in NAD™* binding by Gly368 in S. aurata GDH. Taken together, the overall
similarity with mammalian GDH suggests a high degree of conservation of the structure and conceivably

the reaction mechanism during vertebrate evolution.

Auvailability of S. aurata GDH cDNA sequence allowed us to design shRNAs to knockdown GDH
expression and analyse the metabolic effects derived from GDH silencing. Validation of five selected
shRNAs was performed in HepG2 cells co-transfected with shRNA and S. aurata GDH expression
plasmids. The most effective ShRNA in vitro (sh2) was subsequently chosen to evaluate metabolic effects
of GDH gene silencing in vivo. As a vector to deliver pCpG-sh2GDH (sh2 expression plasmid) into S.
aurata hepatocytes, we made use of chitosan, which is a cationic polymer composed of glucosamine and

N-acetylglucamosine, derived from chitin by deacetylation. Mucoadhesion, low toxicity, biodegradability



and biocompatibility of chitosan led in recent years to increasing use of chitosan as a carrier to facilitate
incorporation of DNA constructs into host cells in vivo (Ragelle et al., 2014; S&ez et al., 2017). We recently
silenced cytosolic alanine aminotransferase (CALT) expression in the liver of S. aurata by means of
intraperitoneal administration of chitosan-TPP nanoparticles complexed with a plasmid expressing a
shRNA to knockdown S. aurata cALT. cALT silencing enhanced rate-limiting activities of glycolysis while
did not affect gluconeogenesis (Gonzalez et al., 2016). Based on the same methodology, in the present
study we used the ionic gelation technique, a method based on interactions between low molecular weight
chitosan and polyanions such as TPP (Fabregas et al., 2013), to encapsulate pCpG-sh2GDH (sh2 expression
plasmid) and analyse the effect of GDH silencing on the hepatic metabolism of S. aurata. Seventy-two
hours following intraperitoneal administration of chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH, GDH expression at
mRNA levels, immunodetectable protein and reductive and oxidative enzyme activity were significantly
reduced in the liver of treated fish.

Consistent with the liver as the main site for GDH expression in fish (Liu et al., 2012), GDH
silencing promoted significant changes on the hepatic levels of GDH substrates and products: glutamate
and 2-oxoglutarate. Albeit flux direction of GDH catalysis in vivo remains controversial, in the present
study knockdown of GDH expression similarly decreased GDH activity in both reductive and oxidative
reactions. As a result of GDH silencing, 2-oxoglutarate levels increased in the liver of S. aurata. Elevated
2-oxoglutarate values may explain enhancement of OGDH activity, a key enzyme complex of the Krebs
cycle. Consistent with increased 2-oxoglutarate levels, a decreased GDH activity led to the opposite effects
on the hepatic content of glutamate. Since 2-oxoglutarate can be converted to glutamate by either GDH or
transaminases, it is conceivable that low glutamate levels were reinforced by inhibition of ALT and AST,
which are considered quantitatively the most important aminotransferases in the piscine liver (Cowey and
Walton, 1989). Altogether, our findings point to decreased transaminase activity and reduced
transdeamination resulting from GDH gene silencing in the liver of S. aurata. Indeed, given that glutamine
can be synthesised from glutamate through the catalytic activity of glutamine synthetase, the low levels of
glutamate may be responsible for decreased glutamine values in the liver of fish treated with chitosan-TPP-
pCpG-sh2GDH.

Given that methionine is an essential amino acid in animals, the fact that methionine levels were
higher in the liver of fish treated with chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH nanoparticles suggests that GDH
silencing decreased methionine metabolism, which in turn may result in reduced o-aminobutyric acid
levels. Considering that it was recently reported that high protein diets increase a-aminobutyric acid in
humans (Haschke-Becher et al., 2016), the low levels of a-aminobutyric acid in the liver of treated fish can

also be a consequence of decreased amino acid metabolism as a result of GDH silencing.

In a context with reduced transdeaminating capacity as a result of GDH silencing, the use of amino
acids for glucogenic and ketogenic substrates, and to produce energy by entering catabolic pathways, can
be compromised. In this regard, it is remarkable that GDH knockdown increased PFK/FBP1 activity ratio,
which suggests that glycolysis was favoured over gluconeogenesis in the liver of treated fish. This
metabolic shift could enhance the use of dietary carbohydrates as fuel for energy production. Our findings

are consistent with increased glucose utilisation in cultured mice astrocytes treated with SiRNA to



knockdown GDH expression (Pajecka et al., 2015). The authors concluded that glucose could replace
glutamate as energy substrate in GDH-deficient cells on the basis that siRNA-treated astrocytes were able
to maintain physiological levels of ATP regardless of GDH expression. Furthermore, consistent with the
rise in OGDH complex activity and elevated 2-oxoglutarate levels in the liver of S. aurata treated with
chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH nanoparticles, GDH deficient astrocytes exhibit an increased glucose
metabolism linked to elevated Krebs cycle flux from 2-oxoglutarate to oxaloacetate and up-regulation of
anaplerotic pathways such as pyruvate carboxylase to maintain the amount of Krebs cycle intermediates
(Nissen et al., 2015). Indeed, transgenic mice expressing human GDH2 showed a general decrease in

oxidative glucose metabolism (Nissen et al., 2017).

In conclusion, in the present study we addressed the metabolic effects of GDH silencing in the liver
of S. aurata. Data presented suggest that knockdown of GDH expression reduces hepatic transdeamination
and compromises the use of amino acids as gluconeogenic substrates. Our findings point to GDH silencing

as a target to stimulate glucose metabolism and the use of dietary carbohydrates in carnivorous fish.
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Fig. 1 Multiple alignment and phylogenetic tree of GDH. (A) Multiple alignment of the predicted amino
acid sequences for S. aurata GDH and GDH orthologues in other fish and mammalian species. Black,
identical amino acid residues; grey, conservative amino acid substitutions. Letters on the top indicate amino
acid residues involved in the binding of ADP (A), glutamate (E), GTP (G), NAD* (N) and thiamine



pyrophosphate (T). GenBank entries shown are: Sparus aurata (MF459045); Nothobranchius furzeri
(XP_015818399); Xiphophorus maculatus (XP_005794695); Lates calcarifer (XP_018531054),
Paralichthys olivaceus (XP_019938702), Salmo salar (NP_001117108), Danio rerio (NP_997741), Mus
musculus GDH1 (NP_032159), Rattus norvegicus GDH1 (NP_036702), Homo sapiens GDH1
(NP_005262) and Homo sapiens GDH2 (NP_036216). (B) Phylogenetic tree for GDH. Multiple alignment
and phylogenetic tree were made using Clustal Omega (Sievers et al., 2011), PhyML (Guindon et al., 2010),
and TreeDyn (Chevenet et al., 2006)
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Fig. 2 shRNA-mediated down-regulation of S. aurata GDH expressed in HepG2 cells. HepG2 cells grown
in 6-well plates were co-transfected with 30 ng or 300 ng of an expression plasmid encoding S. aurata GDH
(pcDNA3-GDH) together with 600 ng of shRNA expression construct (pCpG-sh1GDH, pCpG-sh2GDH,
pCpG-sh3GDH, pCpG-sh4GDH or pCpG-sh5GDH) and 300 ng of pCMV-B. Forty-eight h following
transfection, cells were lysed and RNA isolated. Following RT-gPCR, S. aurata GDH mRNA levels were
normalised with human ribosomal subunit 18s and B-galactosidase (internal control of transfection). The
values are expressed as mean + SD (n=4). Statistical significance related to control cells (Scramble) is
indicated as follows: **P < 0.01; ***P < 0.001
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Fig. 3 Atomic force microscopy images of chitosan-TPP-DNA nanoparticles and the effect of nanoparticle
administration on GDH expression in the liver of S. aurata. The left part of the panel shows representative
images of chitosan-TPP, chitosan-TPP-pCpG-siRNA-Scramble and chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH
nanoparticles obtained by atomic force microscopy. White bars correspond to 200 nm. The effect of
nanoparticles administration on GDH mRNA levels in the liver of S. aurata is shown in the right part of
the panel. Three groups of fish were intraperitoneally injected with chitosan-TPP, chitosan-TPP-pCpG-
SiIRNA-Scramble (Scramble; 10 pg of plasmid per gram BW) or chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH (sh2; 10 pg
of plasmid per gram BW). Seventy-two hours following treatment, fish were sacrificed and liver samples
dissected out. Analysis of GDH mRNA levels relative to the geometric mean of ribosomal subunit 18s, f3-
actin and EF1a were performed by RT-qPCR in liver samples of S. aurata. Expression data represent the
mean + SD (n=6). Statistical significance related to control fish (Scramble) is indicated as follows: ***P <

0.001
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Fig. 4 Effect of chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH administration on GDH immunodetectable levels and
enzyme activity in the liver of S. aurata. (A) Representative Western blot of immunodetectable GDH
protein in liver crude extracts 72 hours after administration of 10 pg of pCpG-siRNA-Scramble (Scramble)
or chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH (sh2) per gram BW. (B) GDH reductive and oxidative specific activity in
liver crude extracts 72 hours after administration of 10 pg of pCpG-siRNA-Scramble (Scramble) or
chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH (sh2) per gram BW. Activity values are expressed as mean + SD (n=6).

Statistical significance related to control fish (Scramble) is indicated as follows: **P < 0.01
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Fig. 5 Effect of GDH silencing on the activity of key enzymes in amino acid metabolism and
glycolysis/gluconeogenesis in the liver of S. aurata. (A) Effect of GDH silencing on hepatic ALT and AST
activity levels. (B) Effect of GDH silencing on hepatic PFK and FBP1 activity, and PFK/FBP1 activity
ratio. Enzyme activities were assayed in liver crude extracts 72 hours after administration of 10 pg of pCpG-
siRNA-Scramble (Scramble) or chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH (sh2) per gram BW. Activity values are
expressed as mean + SD (n=6). Statistical significance related to control fish (Scramble) is indicated as
follows: *P < 0.05; **P < 0.01
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Fig. 6 Effect of GDH silencing on 2-oxoglutarate levels and OGDH activity in the liver of S. aurata. 2-
Oxoglutarate content and OGDH activity were assayed in liver crude extracts 72 hours after administration
of 10 pg of pCpG-siRNA-Scramble (Scramble) or chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH (sh2) per gram BW. The
values are expressed as mean + SD (n=6). Statistical significance related to control fish (Scramble) is

indicated as follows: *P < 0.05



Table 1. Oligonucleotides used in the present study.

Primer Sequence (5’ to 3”)

CG1305 ACTTGAATGCTGGTGGTGTGACAGTGT

CG1306 CCCACCACCCCAGATGCTGACAAGAT

CG1307 GTCTTGTCCTGGAAGCCTGGTGTCA

CG1308 GGCTGAGATACGACCGTGGATACCTCCC

CG1333 TTCCTTAAACACAATTTCAACGTCAA

CG1334 GGAGCTGCTGTGTCGTTCAT

CG1526 CCGGATCCACCATGGACCGGTATTTCGGGGAG

CG1527 CCGAATTCGGCTGTTTAGAGGGGGGAGAATAG

CG1531 GTACCTCGTTCGTTTACACGGTTAGCTATCAAGAGTAGCTAACCGTGTAAACGAACTTTTTGGAAA
CG1532 AGCTTTTCCAAAAAGTTCGTTTACACGGTTAGCTACTCTTGATAGCTAACCGTGTAAACGAACGAG
CG1533 GTACCTCGCGCATCATCAAGCCCTGTAATCAAGAGTTACAGGGCTTGATGATGCGCTTTTTGGAAA
CG1534 AGCTTTTCCAAAAAGCGCATCATCAAGCCCTGTAACTCTTGATTACAGGGCTTGATGATGCGCGAG
CG1535 GTACCTCGAGCCAAAGCTGGAGTCAAGATCAAGAGTCTTGACTCCAGCTTTGGCTCTTTTTGGAAA
CG1536 AGCTTTTCCAAAAAGAGCCAAAGCTGGAGTCAAGACTCTTGATCTTGACTCCAGCTTTGGCTCGAG
CG1537 GTACCTCGAGAACAACGTCATGGTTATTTCAAGAGAATAACCATGACGTTGTTCTCTTTTTGGAAA
CG1538 AGCTTTTCCAAAAAGAGAACAACGTCATGGTTATTCTCTTGAAATAACCATGACGTTGTTCTCGAG
CG1539 GTACCTCGGCTGGACTTACCTTCACATATCAAGAGTATGTGAAGGTAAGTCCAGCCTTTTTGGAAA
CG1540 AGCTTTTCCAAAAAGGCTGGACTTACCTTCACATACTCTTGATATGTGAAGGTAAGTCCAGCCGAG
CG1543 GGTATTTCGGGGAGCTGCTGAG

CG1544 CGCATCAGGGACGAGGACA

AS-EF1Fw CCCGCCTCTGTTGCCTTCG

AS-EFIRv CAGCAGTGTGGTTCCGTTAGC

JDRT18S TTACGCCCATGTTGTCCTGAG

JDRT18AS AGGATTCTGCATGATGGTCACC

JDRTCMVBS CCCATTACGGTCAATCCGC

JDRTCMVBAS ACAACCCGTCGGATTCTCC

QBACTINF CTGGCATCACACCTTCTACAACGAG

QBACTINR GCGGGGGTGTTGAAGGTCTC

The following primers contain restriction sites (underlined): CG1526 (BamHI) and CG1527 (EcoRl).



Table 2. Effect of GDH silencing on the levels of amino acid and related molecules in the liver of S.

aurata.
Metabolite Scramble sh2
(nmol/mg liver) (nmol/mg liver)

Taurine 11.96 £0.57 12.18 £0.80
Urea 2.78 £0.45 277+0.35
Aspartate 1.90+0.15 2.09£0.17
Threonine 2.54+0.10 3.08 £0.68
Serine 0.37 £0.04 0.36 £0.13
Asparagine 0.28+0.13 0.29+0.11
Glutamate 5.37 £0.53 4.30* + 0.40
Glutamine 1.46 £ 0.16 0.94** £ 0.05
Sarcosine 6.89 +1.42 6.48 £0.86
Proline 0.52£0.21 0.71 +£0.08
Glycine 2.33+£0.39 257+0.54
Alanine 794+118 7.95+0.70
a-Aminobutyric acid 0.16 £0.02 0.12*+0.03
Valine 0.14 £0.02 0.18 £0.03
Methionine 0.13 £0.02 0.16* £ 0.02
Cystathionine 0.51+0.09 0.59+0.33
Isoleucine 0.13+0.01 0.11+0.01
Leucine 0.20 £0.02 0.21 +£0.03
Tyrosine 0.06 £0.01 0.06 +0.02
B-Alanine 0.44+0.19 0.41+0.15
Phenylalanine 0.10 £0.02 0.12+0.01
Ornithine 0.07 £0.02 0.07 £0.03
Lysine 0.40 £0.07 0.57 £0.15
Histidine 0.46 +£0.08 0.56 +0.08
Arginine 0.20 £0.03 0.24 +£0.06

Metabolite levels were assayed in liver crude extracts 72 hours after administration of 10 ug of pCpG-siRNA-Scramble
(Scramble) or chitosan-TPP-pCpG-sh2GDH (sh2) per gram BW. The values are expressed as mean + SD (n=5).
Statistical significance related to control fish (Scramble) is indicated as follows: *P < 0.05; **P < 0.01.
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