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Gal4 DNA PBinding Domain (dominio de union a DNA de
Gal4)

Glycogen-Binding Domain (dominio de wunion a
glucogeno)

Green Fluorescent Protein (proteina verde fluorescente)
Glucosa

Glucose-1-phosphate (glucosa-1-fosfato)

Glucose transporter 1/2/4 (transportador de glucosa
1/2/4)

Glycogen Phosphorilase (glucogeno fosforilasa)

Glycogen Phosphorilase Kinase (glucogeno fosforilasa
quinasa)

Glycogen Synthase (glucogeno sintasa)

Glycogen Synthase Kinase 3 (glucogeno sintasa quinasa
3)

Glutathione-S-Transferase (Glutation-S-Transferasa)
Hora

Human influenza virus hemagglutinin epitope
Hypertrophic cardiomyopathy (cardiomiopatia
hipertrofica)

Human Embryonic Kidney cells

N-[2-Hydroxyethil [piperazine-N"-[2-ethanesulfonic
acid]

Gen que codifica para la Imidazoleglycerol-phosphate
dehydratase en levaduras (cataliza la sexta reaccion en la
biosintesis de la histidina)



Abreviaturas, Acrénimos y Siglas

HMG-CoA:
HMGR:
HNF-4a:

HRP:
HSL.:
HUVEC:
Hxk2:
IEF:
IP:
IPTG:
IRS-1:
KD:
kDa:
KIS:
L:
lacZ
LB:
LEU2:

LIM:
LIMDI:
LPA2R:

LPP:
M:
MAP:
MEF2:
mg:
min:

MO25:
mRNA:
mU:
myc:
pL:
NCBI:
n.d.:
NES:

NF-kB:

3-Hidroxi-3-MetilGlutaril-CoA
3-Hidroxi-3-MetilGlutaril-CoA Reductasa

Hepatocyte Nuclear Factor-4o. (factor nuclear de
hepatocitos-4a)

Horseradish peroxidase

Hormone-Sensitive Lipase (lipasa sensible a hormona)
Human Umbilical Vein Endothelial Cells

Hexoquinasa PII

Isoelectric focusing (isoelectroenfoque)
Inmunoprecipitacion
Isopropil-1-tio-B-D-galactopiranosido

Insulin Receptor Substrate-1

Kinase Domain (dominio quinasa)

kiloDalton

Kinase Interacting Sequence

Litro

Gen que codifica para la enzima B-galactosidasa

Medio de cultivo Luria-Bertani

Gen que codifica para la Bera-isopropylmalate
dehydrogenase en levaduras (cataliza la tercera reaccion
en la ruta de la biosintesis de la leucina)

Lin-11, Isl-1 y Mec-3 domain

LIM Domain containing 1

Lysophosphatidic acid 2 receptor (receptor del acido
lisofosfatidico 2)

Lipoma Preferred Partner

Molar (moles/Litro)

Mitogen-activated protein kinase

Myocite-specific Enhancer Factor-2

Miligramo

Minuto

Milimetro

Mouse prorein 25

messenger ribonucleic acid (RNA mensajero)

Miliunidad de actividad enzimatica

Avian myelocytomatosis virus epitope

Microlitro

National Center for Biotechnology Information

No determinado

Nuclear Exporting Sequence (secuencia de exportacion
nuclear)

Nuclear Factor-kappa B
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Abreviaturas, Acrénimos y Siglas

ng:

NRFI:
N-ter:
ONPG:
pb:
PBS:
PCR:

PEG:
PEPCK:

PFK2/FBPase2:

PFU:
PGCla:

pl:

PI 3-K:
PJS:
PKA:
PKB:
PKC:
PMSE:

PP1/2A/2C:

PPAR-y:
PTG:
PTP:
p/v:
PVDE:
9-cis-RA:
RD:
RING:
r.p.m.:
RXR:
SC:

SDS-PAGE:

SNFI:
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eNOS/nNOS:

Nanogramo

endothelial/neuronal Nitric Oxide Synthase (isoformas
endotelial y neuronal de la 6xido nitrico sintasa)

Nuclear Respiratory Factor-1

Extremo amino-terminal

o-nitrofenil B-D-galactopiranosido

Pares de bases

Phosphate Buffer Saline

Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la
polimerasa)

Polietilenglicol

Phosphoenolpyruvate carboxykinase (fosfoenol piruvato
carboxiquinasa)

Phosphofructokinase 2 / Fructose 2,6-bisphosphatase
(fosfofructoquinasa 2/fructosa 2,6-bifosfatasa)
Plague-forming unit

Peroxisome  proliferator-activated — receptory  co-
activator-lo.

Punto isoeléctrico

Phosphoinositide-3 Kinase (fostatidilinositol 3-quinasa)
Peutz-Jeghers Syndrome (sindrome de Peutz-Jeghers)
Protein kinase A (cAMP-dependent protein kinase)
Protein kinase B (Akt)

Protein kinase C

Fenilmetilsulfonil fluoruro

Protein phosphatase 1/2A/2C (proteina fosfatasa de tipo
1/2A/2C)

Peroxisome proliferator-activated receptor-y

Protein Targeting to Glycogen

Protein Tyrosine Phosphatases

Peso/volumen

Polyvinylidene difluoride

9-cis-retinoic acid (9-cis-acido retinoico)

Regulatory Domain (dominio regulador)

Really Interesting New Group of Proteins domain
Revoluciones por minuto

Retinoid X Receptor (receptor de retinoides X)

Medio de cultivo Sintético Completo

Sodium  Dodecyl Sulfate - PolyAcrylamide Gel
FElectrophoresis

Sucrose, Non-Fermenting 1



Abreviaturas, Acrénimos y Siglas

SREBP-Ic:

STRAD:
T3I

TBS:
TCIDsoZ
TGF-8:
TNFo:
mTOR:
TR:

Triac:
TRIP:
TRPI:

Tween-20:

UAS:
UDP-Glu:
URA3:

v/v:
WPWS:

X-Gal:
YNB:
YPD:
ZMP:

ZRPI:

Sterol Response Element Binding Protein-lc (proteina de
union al elemento de respuesta a esteroles-1c)
STE20-related adaptor protein

3,3'5-triiodothyronine (hormona tiroidea)

Tris Buffered Saline

Tissue Culture Infectious Dose 50

Transtorming Growth Factor-f3

Tumor Necrosis Factora

Mammalian Target of Rapamycin

Thyroid Hormone Receptor (receptor de la hormona
tiroidea)

3,3’ 5-triiodothyroacetic acid

Thyroid Hormone Receptor Interacting Protein

Gen que codifica para la Phosphoribosylanthranilate
isomerase en levaduras (cataliza la tercera reaccion en la
biosintesis del triptofano)

Polyoxyethylene sorbitan monolaurate

Upstream Activation Sequence
Uridina-5"-difosfato-glucosa

Gen que codifica para la Orotidine-5-phosphate (OMP)
decarboxylase en levaduras (cataliza la sexta reaccion
enzimatica en la biosintesis de novode las pirimidinas)
Voltio

Volumen/volumen

Wollt-Parkinson-White Syndrome (Sindrome Wolff-
Parkinson-White)
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido

Yeast Nitrogen Base

Yeast extract-Peptone-Dextrose medium
5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-D-ribofuranosil-5"-
monofosfato

Zyxin Related Protein 1
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Abreviaturas, Acrénimos y Siglas

Aminoacidos Bases Nitrogenadas
A (Ala) Alanina A Adenina
C (Cys) Cisteina C  Citosina
D (Asp) Acidoaspirtico G  Guanina
E  (Glu) Acido glutamico T  Timina
F  (Phe) Fenilalanina

G (Gly) Glicina

H (His) Histidina

I (lle) Isoleucina

K (Lys) Lisina

L  (Leu) Leucina

M (Met) Metionina

N  (Asn) Asparragina

P (Pro) Prolina

Q (Gln) Glutamina

R (Arg) Arginina

S (Ser) Serina

T (Thr) Treonina

V  (Val) Valina

W (Trp) Triptofano

Y (Tyr) Tirosina
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Introduccion

Los organismos vivos constantemente se enfrentan a un aporte
irregular de nutrientes; sin embargo, la habilidad de mantener el balance
energético durante la privacion de alimento es critica para la supervivencia.
Esta presion ha conducido a los organismos a desarrollar sistemas complejos
para almacenar sustratos energéticos durante el aporte de alimento y a
reducir el gasto de energia durante la escasez del mismo. La insulina es la
principal hormona anabolica que estimula la toma y almacenamiento de
sustratos energéticos en musculo esquelético, higado y tejido adiposo. El
desequilibrio del balance energético causado por la sobrealimentacion y la
vida sedentaria ha conducido a un aumento en la prevalencia de diabetes
tipo 2, un desorden metabolico asociado a la resistencia a insulina en tejidos
periféricos. Ya que el balance energético esta regulado por multiples
procesos, la investigacion de dianas celulares que regulen la toma de
sustratos y el gasto de energia podria aportar un mayor conocimiento del
sindrome metabolico (serie de factores de riesgo coronario que incluyen,
entre otros, intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia e hipertension
arterial) y un acercamiento hacia el desarrollo de nuevas estrategias
preventivas y de tratamiento farmacologico (Long and Zierath, 2006).

En multiples tejidos de los mamiferos, la proteina quinasa activada
por AMP (AMPK) controla el metabolismo de la glucosa y de los lipidos
(Carling, 2004; Hardie, 2004). Ademas, AMPK integra circuitos de
sefializacion entre tejidos periféricos y el hipotalamo para regular la ingesta
y el gasto energético de todo el organismo. Esta importante funcion de
AMPK como sensor energético y regulador clave del metabolismo esta
conservada evolutivamente como lo demuestra el papel regulador que
desempefia su ortologo (SNF1) en el metabolismo de la glucosa en el
eucariota unicelular Saccharomyces cerevisiae (Carling, 2004; Hardie,
2004).
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1. Estructura de AMPK

AMPK es un complejo heterotrimérico compuesto por una
subunidad catalitica a y subunidades reguladoras B y y (Hardie et al., 2003)
(Figura 1), cada una de las cuales esta codificada por dos o tres genes
distintos (al, a2; B, B2; y1, y2, ¥3). Todas las posibles combinaciones entre
las distintas isoformas son posibles para formar el complejo y, junto a las
variantes en el procesamiento y el uso de promotores alternativos, conducen
a un amplio abanico de complejos AMPK diferentes. Aunque la quinasa de
mamiferos es la tnica que esta bien caracterizada a nivel bioquimico, se han
encontrado genes que codifican para ortologos de las subunidades a, B y y de
todas las especies eucariotas cuyo genoma ya ha sido secuenciado,
incluyendo, incluso, al primitivo parasito Giardia lamblia (Hardie et al.,
2003), que carece de mitocondrias y, segun la filogenia molecular, dista de
los humanos mas de dos veces de lo que lo hace Saccharomyces cerevisiae,
por lo que la existencia de ortdlogos de AMPK parece ser una caracteristica
fundamental de todas las células eucariotas (Hardie, 2004).

Las subunidades al y a2 contienen un dominio quinasa convencional
de serinas y treoninas en su extremo amino-terminal. La region carboxilo-
terminal se requiere para formar el complejo con las subunidades By y
(Figura 1). Los complejos AMPK que contienen la isoforma a2 predominan
en musculo esquelético, corazon e higado, mientras que AMPK al se expresa
de forma ubicua (Woods et al, 2000). La isoforma al se encuentra
principalmente en el citoplasma, mientras que la isoforma a2 se encuentra
tanto en el citoplasma como en el nuicleo (Salt et al., 1998a). Las isoformas al
y 02 muestran diferencias en cuanto a la especificidad por la proteina diana.
Estas diferencias en la localizacion subcelular y en la especificidad de

sustrato sugieren que al y a2 desarrollan funciones distintas (Schimmack et
al., 2006).
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Subunidad a

Quinasas upstream

v

N (] | | C
quinasa region union By
autoinhibidora
Subunidad B
N[ [T ] | C
union a unioén o y
glucogeno
Subunidad y
N | [ces [[cBs [l ces [l cBs[]c
L 11 |
Union Union
AMP/ATP AMP/ATP

Adaptado de Hardie et al., 2006.

Figura 1: Dominios tipicos de la estructura de las subunidades a, B y y de AMPK.

Las subunidades reguladoras B y y ayudan a mantener la estabilidad
del complejo AMPK, aunque estan apareciendo nuevas funciones para estas
subunidades. La comparacion entre las secuencias de las subunidades f de
diferentes especies revela que contienen dos regiones conservadas que
originalmente se denominaron dominios KIS (kinase interacting sequence) y
ASC (association with SNFI complex). Trabajos recientes indican que, en
mamiferos, el dominio ASC es suficiente para la formacion del complejo con
las subunidades a y y, mientras que el dominio KIS no esta implicado (como
previamente se penso) en la interaccion con las subunidades, sino que en
realidad es un dominio de union a glucogeno (GBD, glycogen-binding
domain) (Hudson et al., 2003) (Figura 1). Estos dominios GBD no
cataliticos se encuentran normalmente en enzimas que metabolizan las
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ramificaciones al—6 en los poliglucosanos como el glucogeno o el almidon
(Hardie, 2004).

Respecto a las subunidades reguladoras v, tras la region variable N-
terminal contienen 4 repeticiones en tandem de un motivo que fue
denominado dominio CBS (cystathionine [-synthase) por describirse por
primera vez en la cistationina B-sintasa (Bateman, 1997) (Figura 1). La
estructura formada por dos motivos CBS en tandem (denominada dominio
Bateman) es la unidad basica funcional, de forma que por cada dos dominios
CBS se une una molécula de AMP o de ATP de forma excluyente (Scott et
al., 2004). Sin embargo, la union de dos moléculas de AMP o de ATP se
realiza de forma fuertemente cooperativa, lo que podria ser un mecanismo
mas para incrementar la sensibilidad del sistema AMPK a pequenos cambios
en los niveles de nucleotidos (Kahn et al., 2005).

Hasta diez mutaciones puntuales distintas en el gen que codifica
para la isoforma y2, localizadas tanto en el dominio Bateman amino-terminal
como en el dominio carboxi-terminal, causan en humanos una enfermedad
cardiaca hereditaria denominada Sindrome Wolff-Parkinson-White
(WPWS), la cual normalmente esta asociada con cardiomiopatia
hipertrofica (HCM) (Scott et al., 2004). Como estas mutaciones provocan
WPWS y HCM es un tema complicado que todavia es objeto de numerosas
investigaciones. Todas las mutaciones interfieren en la activacion de AMPK
por AMP. Sin embargo, hay evidencias, aunque indirectas, de que algunas
mutaciones también incrementan la fosforilacion basal y la activacion de
AMPK. Si esto fuera correcto, podria explicar por qué las mutaciones son
dominantes y parecen actuar como mutaciones de ganancia de funcion, tal y

como hace una mutacion similar en y3 en cerdos (R225Q, equivalente a
R302Q en y2). Esta mutacion produce un alto contenido de glucogeno en
musculo esquelético debido a un incremento en la toma de glucosa y/o en la
sintesis de glucogeno (Milan et al., 2000). La mutacion equivalente en yl
(R70Q) todavia no se ha visto que ocurra de forma natural, pero parece ser
mas activa que la forma silvestre bajo condiciones basales cuando se expresa
en células en cultivo (Kahn et al., 2005).
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2. Regulacion de AMPK

El complejo se activa en respuesta a un aumento en la relacion de
AMP respecto a ATP en el interior de la célula y, por lo tanto, acttia como un
eficiente sensor del estado energético celular.

AMPK se activa por 5-AMP de tres formas distintas, las cuales se
inhiben por altas concentraciones de ATP (Figura 2).

No estrés Estrés nutricional
Ejercicio o
J Activacion

alostérica por
/ AMP
@ i
PP1, PP2A, PP2C Y

o

Inactivo _ / Activo
Activacion por
fosforilacion

CAMKK, LKB1

Figura 2: Esquema de los estados inactivo y activo de AMPK, donde se
representan los factores que influyen en ellos.

Primero, la union de AMP causa activacion alostérica de AMPK de
mamiferos (Figura 2). La magnitud de este efecto varia entre las isoformas
de AMPK, pero suele ser de cinco veces o inferior. Este efecto no ha podido
ser demostrado para las quinasas ortologas de levadura ni de plantas.

En un segundo nivel de regulacion, la union de AMP hace que
AMPK sea un mejor sustrato para la quinasa que la fosforila. Esta quinasa
activa a AMPK por fosforilacion de la subunidad o en un residuo especifico
de treonina (Thrl72) dentro del llamado lazo de activacion (Hawley et al.,
1996) (Figura 2).
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La identificacion de las quinasas que fosforilan a Snfl (el ortologo de
AMPK o en Saccharomyces cerevisiae) fue un gran paso en el estudio de la
regulacion de AMPK. Aunque no hay homologos claros y obvios en
mamiferos, los dominios quinasa de Elml, Sakl y Tos3 (las quinasas que
fosforilan a Snfl) estan muy relacionados con los de la proteina quinasa LKBI
y las proteinas quinasa quinasa calcio/calmodulina-dependientes, CaMKKa

y CaMKKp. Rapidamente se obtuvo evidencias de que las tres, pero
especialmente LKBI, podian fosforilar la Thrl72 y activar asi a AMPK en
células in vivo (Hawley et al., 2003).

LKBI existe como un complejo con dos subunidades accesorias,
STRAD (STE20-related adaptor protein) y MO25 (mouse protein 25).
STRAD es una pseudoquinasa mientras que MO25 estabiliza la interaccion
de LKBIl y STRAD. Ademas de activar LKBI, la union de MO25 y STRAD
parece localizar a LKBI en el citoplasma (Kahn et al., 2005). LKBI habia sido
originariamente identificada en humanos como un supresor tumoral,
indicando por primera vez una relacion entre AMPK y cancer. LKBI es el gen
mutado en una rara enfermedad genética autosomica dominante humana
denominada sindrome de Peutz-Jeghers (PJS). LKBI se requiere para la
activacion de AMPK en respuesta a tratamientos que elevan los niveles de
AMP o a agentes miméticos del AMP, tanto en células en cultivo como en
musculo esquelético in vivo. Sin embargo, el complejo LKBI por si mismo no
se regula por AMP y parece estar constitutivamente activo, por lo que la
activacion de la cascada estaria producida por la union del AMP a AMPK
convirtiéndola en un mejor sustrato para LKB1 (Hardie et al., 2006). Es
posible que LKBI se regule indirectamente, por ejemplo, mediante la
asociacion con MO25 y/o STRAD y/o cambios en su localizacion subcelular
(Kahn et al., 2005).

Sorprendentemente, el incremento en AMP no estimula la
fosforilacion de la Thrl72 por las CaMKKs, lo que si se obtiene con un
aumento en Ca™ (Hardie et al., 2006). Mientras que LKBI se expresa de
forma ubicua, las CaMKKs se expresan principalmente en tejido nervioso

mientras que su expresion es baja en otros tejidos como higado y musculo
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esquelético, sugiriendo que la ruta AMPK estaria regulada por maltiples
mecanismos que podrian ser especificos de tejido (Long and Zierath, 2006).

La fosforilacion de la Thrl72 causa, al menos, una activacion de 50 a
100 veces, que cuantitativamente es mucho mas importante que la activacion
alostérica. Al igual que el efecto alostérico, la activacion por fosforilacion se
estimula por AMP y se inhibe por altas concentraciones de ATP. La
estimulacion de la actividad quinasa por AMP so6lo se observa si se usa el
complejo afy intacto y no el dominio quinasa aislado (que carece de los
sitios de union a AMP residentes en la subunidad y) (Hawley et al., 2003).
Esto demuestra que el efecto se debe a la union del AMP al complejo AMPK
y no a la quinasa que fosforila a AMPK. El residuo critico de treonina y la
secuencia de alrededor estan conservados en las subunidades a de los
ortologos de AMPK de todos los eucariotas, y la mutacion a alanina del
residuo de treonina equivalente en la subunidad a de levadura (Snfl) causa
una pérdida total de funcion 7n vivo (Estruch et al., 1992). Asi que, aunque
todavia no esta claro si la activacion alostérica por AMP esta conservada en
todos los eucariotas, la regulacion por fosforilacion si que lo esta.

Por ultimo, la unién de AMP a AMPK actiia a un tercer nivel de
regulacion inhibiendo la defosforilacion de la Thrl72 por proteinas fosfatasa
(Figura 2). Este mecanismo de activacion por AMP también ha sido descrito
en plantas superiores (Hardie, 2004).

3. SNFL, el homologo de AMPK en Saccharomyces cerevisiae

En presencia de glucosa, la levadura Saccharomyces cerevisiae
reprime la transcripcion de numerosos genes, incluyendo aquellos
implicados en la utilizacion de fuentes de carbono alternativas,
gluconeogénesis y respiracion. Estudios bioquimicos y genéticos han
identificado a la proteina quinasa Snfl (sucrose, non-fermenting I) como uno
de los protagonistas de la ruta de represion por glucosa. Snfl es una proteina
quinasa de serinas y treoninas que activa la transcripcion inhibiendo
represores transcripcionales (p. ¢j. Migl) o estimulando activadores
transcripcionales (p. ej. Cat8 y Sip4) (Hardie et al, 1998). La proteina
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quinasa Snfl (ortologo de la subunidad o de AMPK) forma el complejo SNF1
junto a la subunidad Snf4 (ortologo de la subunidad y de AMPK) y

miembros de la familia Sipl/Sip2/Gal83 (ortdlogos de la subunidad B de
AMPK). La actividad de Snfl esta regulada por fosforilacion en el residuo de
treonina 210 (McCartney and Schmidt, 2001). Las quinasas Elml, Sakl y
Tos3 fosforilan y activan Snfl. Estas quinasas parecen tener funciones
redundantes y solapantes, ya que se requiere la eliminacion de las tres
quinasas para abolir la actividad Snfl in vivoy obtener un fenotipo similar al
del mutante snf/ (Hong et al., 2003). La actividad de la quinasa Snfl esta
regulada por glucosa: cuando las células crecen en baja glucosa, la quinasa
Snfl esta activa (fosforilada), mientras que en un medio conteniendo alta
glucosa la quinasa Snfl esta inactiva (defosforilada) (Jiang and Carlson,
1996) (Figura 3). Al contrario que AMPK de mamiferos, Snfl no se activa
directamente por AMP (Wilson et al., 1996). Dado que la actividad de las
tres quinasas de Snfl parece ser constitutiva, la regulacion del estado de
fosforilacion de Snfl debe depender de la fosfatasa implicada en la
defosforilacion de la Thr210. En este sentido, la proteina fosfatasa PP1 de
levadura, Glc7, y su subunidad reguladora, Regl, son las responsables de la
defosforilacion e inactivacion de la proteina quinasa Snfl en respuesta a la
glucosa (Sanz et al., 2000). Otro componente crucial en la ruta de represion
por glucosa de la levadura es la hexoquinasa PII (Hxk2). Ademas de su papel
en la fosforilacion de la glucosa en la glicolisis, Hxk2 también participa en la
regulacion de la actividad del complejo SNF1. En ausencia de Hxk2, el
complejo quinasa SNFI1 se mantiene en su estado fosforilado activo, incluso
en presencia de glucosa. La funcion de Hxk2 estd mediada por Regl; de
hecho, Hxk2 regula el estado de fosforilacion de Regl (Sanz, 2007).
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Alta glucosa Baja glucosa

Sak1, Tos3, EIm1
—
=

Hexoquinasa
Regl-Glc7 (PP1)

Inactivo Activo

Figura 3: Esquema de los estados inactivo y activo de SNFI1, donde se
representan los factores que influyen en ellos.

4. Situaciones que producen la activacion de AMPK
4.1 Estrés celular

AMPK se activa por estreses patologicos como la ausencia de
glucosa, isquemia, hipoxia, estrés oxidativo y estrés hiperosmotico. A
excepcion del altimo, todos estan asociados con un aumento en la razon
AMP : ATP celular (Kahn et al., 2005). El hallazgo de que AMPK se activa
por la ausencia de glucosa es particularmente interesante porque extensos
estudios genéticos muestran que el ortologo de AMPK en levaduras, el
complejo SNFI, se requiere para la respuesta de supervivencia a la falta de
glucosa (Hardie et al., 1998).

AMPK se activa por diversos venenos metabolicos que producen
disminucion de los niveles de ATP, como inhibidores del ciclo del acido
tricarboxilico (arsenito), la cadena respiratoria (antimicina A, azida sodica),
o la ATP sintasa mitocondrial (oligomicina), asi como desacopladores de la

fosforilacion oxidativa como el dinitrofenol.
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La activacion farmacologica de AMPK se puede obtener mediante el
tratamiento de las células con un activador artificial, 5-aminoimidazol-4-
carboxamida ribosido (AICAR). El AICAR es un analogo de la adenosina
que puede ser captado por las células. Una vez en el interior celular es
fosforilado para formar 5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-D-ribofuranosil-
5-monofosfato (ZMP), un mimético del AMP que confiere efectos
activadores (Corton et al., 1995). Sin embargo, se sabe que el ZMP puede
afectar a otras enzimas reguladas por AMP (Long and Zierath, 2006) por un

mecanismo independiente de AMPK.

4.2. Fjercicio y contraccion

Los estreses patologicos o farmacologicos descritos anteriormente
interfieren en la produccion de ATP, pero un estrés metabolico que activa
AMPK bajo condiciones mas fisiologicas es el ejercicio o la contraccion en el
musculo esquelético, por el aumento en el consumo de ATP que conlleva. El
grado de activacion de AMPK depende de la intensidad del ejercicio y se
piensa que esta inducido por cambios en la razon AMP/ATP y
creatina/fosfocreatina. Sin embargo, el ejercicio también activa AMPK en
higado y tejido adiposo, lo que resultaria, en parte, de la liberacion inducida
por el ejercicio de moléculas como la interleuquina-6 por parte del muasculo.
La activacion de AMPK en respuesta al ejercicio activa el metabolismo de
carbohidratos y acidos grasos para restaurar los niveles de ATP en musculo.
También desempena un papel importante en la respuesta adaptativa del
musculo al entrenamiento continuado alterando las reservas energéticas del
musculo y la expresion de genes de respuesta al ejercicio. La actividad fisica
reduce el riesgo de desarrollar resistencia a insulina y diabetes tipo 2, y la
activacion de AMPK podria participar en algunos de los efectos beneficiosos
del ejercicio, como son el incremento en la oxidacion de acidos grasos, el
aumento de la biogénesis mitocondrial y en la toma de glucosa (Kahn et al.,
2005).
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4.3. Drogas antidiabéticas

El mayor interés en el potencial papel de la ruta AMPK en el
tratamiento de la diabetes tipo 2 se generé a partir de hallazgos que
mostraban que AMPK se activaba indirectamente por metformina y
tiazolidinedionas, compuestos ampliamente usados en el tratamiento de la
diabetes tipo 2. Tanto la metformina como las tiazolidinedionas inhiben el
complejo I de la cadena respiratoria, y asi es como podrian estar activando
AMPK. Sin embargo, mientras las tiazolidinedionas producen un aumento
en la razon AMP : ATP celular, en el caso de la metformina no ha podido ser
demostrado. Muchas de las acciones de las tiazolidinedionas se cree que

pueden ser explicadas por medio de otra diana, el PPAR-y (peroxisome

proliferator-activated receptor-y), un receptor nuclear. Ya que no hay otras
dianas conocidas para la metformina aparte del complejo I, se necesitan mas
estudios para esclarecer la importancia de la activacion de AMPK en el
efecto terapéutico de estas drogas (Kahn et al., 2005).

4.4. Formas constitutivamente activas y dominante negativas de AMPK

En la forma inactiva no fosforilada de AMPK a, el dominio quinasa
interacciona con una region autoinhibidora localizada en la region de
interaccion con las subunidades reguladoras (residuos 313-392) (Hardie et
al., 1998) (Figura 1). La interaccion de la subunidad y con el dominio C-ter
de AMPK a contrarresta la funcion del dominio autoinhibidor. Debido a esta
accion autoinhibidora, se han construido formas cortas de las subunidades a
conteniendo solo el dominio quinasa (residuos 1-312) y se han usado como
formas activas de la enzima. Aunque estas formas son inicialmente inactivas,
se convierten en activas tras la fosforilacion en el residuo Thrl72 o por la
sustitucion de este residuo por un aspartico (T172D), mimetizando la carga
negativa del fosfato (Scott et al., 2002).

También se han construido varias formas dominante negativas de
AMPK a, p. ¢j. K45R, DI57A y T172A. En estos casos, la sustitucion de
residuos criticos localizados cerca o en el sitio catalitico puede abolir
completamente la actividad quinasa de la enzima. Pero ademas, estas formas
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todavia pueden unirse a las subunidades By y, y su sobreexpresion podria
“secuestrar” las subunidades B y y de los complejos endogenos, lo que
llevaria a la inhibicion de la actividad total de AMPK (Crute et al., 1998;
Mitchelhill et al., 1997; Mu et al., 2001; Woods et al., 2000).

5. Reconocimiento de proteinas dianas por AMPK

Las primeras proteinas diana de AMPK que fueron identificadas
fueron las enzimas biosintéticas de lipidos 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
reductasa y la isoforma ACCl (o) de la acetil-CoA carboxilasa. La
comparacion de los sitios fosforilados en éstas y otras dianas revelaron
secuencias conservadas, especialmente residuos hidrofobicos en las
posiciones P-5 y P+4 (es decir, 5 residuos hacia N-terminal y 4 hacia C-
terminal del aminoacido fosforilado) y un tnico residuo basico en P-3 o P-4
(Figura 4). La importancia de estos residuos se confirmoé usando una serie
de variantes de dos péptidos relacionados; uno de ellos es el péptido SAMS,
un péptido de 15 residuos basado en la secuencia que rodea a la Ser79 de la
ACCI de rata que se ha convertido en el sustrato estandar para los ensayos
de actividad quinasa AMPK. El motivo de reconocimiento por AMPK
definido en estos estudios es Hid-(Bais,X)-X-X-Ser/Thr-X-X-X-Hid, donde
Hid es un residuo hidrofobico (Leu, Met, Ile, Phe o Val), Bis es un residuo
basico (Arg, Lys o His, que pueden estar en P-3 0 P-4) y X es cualquier
aminoacido (Hardie et al., 2003).
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Acetil-CoA carboxilasa o. de rata (Ser79) HMRSSMSGLHLV
Acetil-CoA carboxilasa o de rata (Ser1200) PTLNRMSFASNL
Acetil-CoA carboxilasa o de rata (Ser1215) GMTHVASVSDVL
HMG-CoA reductasa de hamster chino (Ser871) HMVHNRSK NLQ
Lipasa sensible a hormona de rata (Ser565) SMRﬁsngAALA
Glucdgeno sintasa muscular de rata (Ser7) PLﬁngMSSLP

Consenso: XMXRXXSXXXL

IRX T M

L K |

FH F

\Y, \Y,

Adaptado de Hardie and Carling, 1997.

Figura 4: Alineamiento de secuencias parciales de 6 proteinas fosforiladas por
AMPK. La Ser/Thr fosforilada estd en negrita y subrayada. Los residuos
hidrofobicos y basicos implicados en el reconocimiento estin en negrita y
subrayados, respectivamente.

6. Efectos fisiologicos de AMPK

Con el objetivo de mantener el balance energético celular, la
activacion de AMPK va a inhibir rutas anabolicas (biosintéticas) y otros
procesos que consuman ATP, mientras que va a activar rutas catabolicas que
generen ATP (Figura 5). Estos efectos se alcanzan tanto por fosforilacion
directa de enzimas metabolicas asi como a través de efectos a largo plazo por

la regulacion de la expresion génica.

AMPK afecta a la toma, utilizacion y almacenamiento de energia a
través de la regulacion en la ingesta, el flujo de sustratos y el metabolismo.
AMPK regula muchas moléculas y rutas en musculo esquelético, corazon,
tejido adiposo, higado, células B pancreaticas y cerebro, que controlan la
toma, almacenamiento y utilizacion de glucosa y lipidos (Kahn et al., 2005).
A continuacion se revisan algunos de estos efectos.
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Adaptado de Hardie et al., 2006.

Figura 5: Procesos clave del metabolismo energético que estan regulados por

AMPK. Las flechas verdes indican activacion y las lineas rojas indican inhibicion.

6.1. Inhibicion del anabolismo mediante fosforilacion de proteinas

AMPK va a inhibir la biosintesis de lipidos mediante la fosforilacion

e inactivacion de enzimas metabolicas clave como ACCI (sintesis de acidos

grasos), glicerol fosfato acil transferasa (sintesis de triacilgliceroles), y
HMG-CoA reductasa (biosintesis de colesterol/isoprenoides) (Hardie et al.,
2003) (Figura 6). AMPK también va a inhibir la sintesis de glucogeno

mediante la inactivacion de la isoforma muscular de la glucogeno sintasa por

fosforilacion en la SerlO (sitio 2), como se revisa mas adelante en el apartado

7.2. de esta Introduccion (Carling and Hardie, 1989).
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Figura 6: Dianas de AMPK. Las proteinas diana y los procesos activados por
AMPK se muestran en verde, y aquellos inhibidos por AMPK se muestran en rojo.
Donde el efecto esta causado por un cambio en la expresion génica, una flecha verde
hacia arriba al lado de la proteina indica un aumento, mientras que una flecha roja
hacia abajo indica una disminucion en la expresion.

Ademas de inhibir tanto la biosintesis de lipidos como la de
carbohidratos, también se ha visto que la activacion de AMPK inhibe la
sintesis de proteinas mediante la fosforilacion del factor de elongacion-2
(Figura 6) provocado por la activacion de la EF-2 quinasa (Horman et al.,
2002).

Otra diana de AMPK identificada recientemente es el regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) (Figura 6),
cuyo gen se encuentra mutado en la fibrosis quistica. Ya que la apertura y
cierre del canal requiere intercambio de ATP, la inhibicion de CFTR
conduciria a la conservacion de los niveles de ATP (Hallows et al., 2000).
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6.2. Estimulacion del catabolismo mediante fosforilacion de proteinas

Ejemplos de como la activacion de AMPK puede aumentar los
niveles de ATP estimulando el catabolismo incluyen la estimulacion de la
oxidacion de acidos grasos mediante la fosforilacion de ACC2, la
estimulacion de la captacion de glucosa por activacion del transportador de
glucosa GLUTI y el incremento en la expresion y translocacion del
transportador de glucosa GLUT4 a la membrana plasmatica (Hardie et al.,
2006) (Figura 6). Otro mecanismo por el que AMPK incrementa la
generacion de ATP es la fosforilacion de PFK2 (Figura 6), que estimula la
produccion de fructosa-2,6-bifosfato, un activador fisiologico de la enzima
clave de la glicolisis, 6-fosfofructo-1-quinasa. Hay 4 isoformas de PFK2, pero
solo la isoforma cardiaca y la llamada isoforma inducible son dianas de
AMPK. La fosforilacion de la isoforma cardiaca de PFK2 por AMPK
representa un mecanismo para estimular la produccion glicolitica de ATP
durante isquemia o hipoxia en el corazon. La isoforma inducible de PFK2 se
expresa en monocitos por efecto de lipopolisacaridos bacterianos. La
fosforilacion y activacion de esta isoforma por parte de AMPK (Marsin et al.,
2002) puede ser un mecanismo que permita a los monocitos producir mas
ATP mediante la glicolisis para poder trabajar en el ambiente hipoxico de los

tejidos infectados o enfermos.

Otra diana fisiologica de AMPK que tiene que ver con la
estimulacion de la produccion de ATP es la 6xido nitrico sintasa (NOS)
(Figura 6); tanto la isoforma endotelial como la neuronal (eNOS y nNOS)
pueden ser fosforiladas por AMPK. La fosforilacion de eNOS se da en
musculo cardiaco por isquemia (disminucion del riego sanguineo) y la de
nNOS en musculo esquelético por ejercicio (Chen et al., 2000).

No debemos dejar de nombrar en este somero analisis a la proteina
sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1) que actda como sitio de union
para la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI 3-K). Se ha comprobado que IRS-1 se
fosforila en la Ser789 por AMPK (Jakobsen et al., 2001). Esta fosforilacion
parece incrementar la union de PI 3-K a la proteina, acentuando los efectos
que la insulina posee sobre la captacion de glucosa tras el ejercicio.

48



Introduccion

6.3. Integracion de sefiales hormonales

Una de las principales funciones de AMPK en la regulacion de la
homeostasis de la glucosa en el organismo es la integracion de las senales
hormonales y nutricionales en multiples tejidos (Figura 7). AMPK podria
mediar los efectos nutricionales de hormonas como la leptina, adiponectina
o la resistina en diferentes tejidos. Ademas, la disponibilidad energética en el
organismo podria correlacionarse con la actividad de AMPK en el
hipotalamo, el cual desarrolla un papel clave en la regulacion del
metabolismo periférico y la ingesta en respuesta a hormonas y nutrientes
(Kahn et al., 2005; Long and Zierath, 2000).

Cerebro

Corazén Musculo esquelético

Sistema
nervioso
simpatico
OX|dac'|c,Jn acidos grasos, Oxidacion acidos grasos,
captacion de glucosa;- ~  captacién de glucosa
glicolisis
Leptina AMPK [— Insulina
adiponectina \
L / \« Secrecion
Sintesis acidos de insulina
grasos, lipdlisis — o
Sintesis acidos grasos, //
sintesis de colesterol { O
Tejido f )
adiposo \ Célulap
pancreatica

Higado

Adaptado de Carling, 2004.

Figura 7: Funciones propuestas para AMPK en el control del metabolismo
energético del organismo. La activacion de AMPK estimula las rutas que generan
energia (flechas verdes) e inhibe las rutas que consumen energia (lineas rojas).
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6.4. Regulacion transcripcional

AMPK también es responsable de regular la expresion de numerosos
genes (Figura 6). En masculo, la activacion de AMPK incrementa la
expresion de GLUT4, hexoquinasa, y enzimas mitocondriales. En células
hepaticas, la activacion de AMPK disminuye la expresion de enzimas de la
gluconeogénesis (fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y glucosa-6-fosfatasa).
Otro tipo de genes que disminuyen su expresion en higado son aquellos que
codifican para enzimas de la biosintesis de acidos grasos (acido graso sintasa
y ACCl) (Hardie et al., 2003).

Ademas, la activacion de AMPK también se ha visto que reduce la
expresion (por mecanismos desconocidos) de varios factores de
transcripcion importantes, como la proteina de union al elemento de
respuesta a esteroles-lc (SREBP-1c) (Zhou et al., 2001), el factor nuclear de
hepatocitos-4o.  (HNF-4a) (Leclerc et al, 2001), C/EBPa y PPAR-y
(Habinowski and Witters, 2001).

6.4.1. TRIP6

Las potenciales dianas de AMPK en el nucleo podrian incluir
factores transcripcionales especificos, coactivadores o correpresores
transcripcionales o componentes de la maquinaria transcripcional principal
como la RNA polimerasa (Leff, 2003).

Un ejemplo de coactivador transcripcional regulado por AMPK es
TRIPG, objeto de estudio en este trabajo.

TRIP6 (Thyroid Hormone Receptor Interacting Protein 6), también
llamada ZRP1 (Zyxin-related protein 1) (Murthy et al., 1999), fue
identificada por primera vez como una proteina capaz de interaccionar de
forma ligando-dependiente con el receptor de la hormona tiroidea (TR;) de
rata, en un escrutinio de doble hibrido de levadura usando una genoteca de
cDNA de células Hela (Lee et al, 1995). En el trabajo de Lee et al se
identificaron 15 proteinas denominadas TRIPs ( 7R-interacting proteins),
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capaces de interaccionar con el TRf,, algunas solo cuando la hormona
tiroidea (Ts) estaba presente y otras solo cuando estaba ausente. Casi todas
las TRIPs (incluida TRIP6) también muestran de manera similar una
interaccion ligando-dependiente con el receptor de retinoides X (RXR),
pero ninguna interacciona con el receptor de glucocorticoides.

Ultimamente se ha relacionado mas a TRIP6 con una familia de
proteinas con dominios LIM que incluye a la zixina (Beckerle, 1986), ajuba
(Goyal et al., 1999), /ipoma preferred partner (LPP) (Petit et al., 1996) y LIM
Domain containing1 (LIMD]) (Kiss et al., 1999). Los dominios LIM (Zin-1J,
Isl-1 y Mec-3) son motivos de dedos de zinc ricos en cisteina que median
interacciones proteina-proteina. TRIP6 presenta una region N-terminal rica
en prolinas seguida de tres dominios LIM en tandem en el extremo C-
terminal (Yi and Beckerle, 1998) (Figura 8).

1 278 476 aa

NES

Figura 8: Diagrama esquematico de la estructura en dominios de TRIP6.
Presenta una secuencia de exportacion nuclear (NES) en la parte N-terminal,
seguida de un dominio rico en prolinas. En el extremo C-terminal presenta tres
dominios LIM.

TRIPG esta presente en placas de adhesion focal, que son estructuras
que se localizan bajo la membrana plasmatica donde se ensamblan las fibras
de actina y que estan implicadas en motilidad celular. Pero, ademas, es capaz
de viajar del citoplasma al ntucleo, debido a regiones de sefializacion nuclear
localizadas tanto en N- como en C-terminal y a una senal de exportacion
nuclear (NES, Nuclear Exporting Sequence) rica en leucinas (caracteristica
de las NES dependientes de la exportina Crm-1) que se localiza en su
extremo N-terminal. También presenta varios dominios de activacion
transcripcional tanto en la parte N-terminal como en la parte C-terminal.
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Sin embargo, no presenta capacidad de unirse al DNA 7n vitro (Wang and
Gilmore, 2001).

TRIP6 interacciona con multiples proteinas. Ha sido identificada
como una proteina capaz de interaccionar con la proteina fosfatasa de
tirosinas citosolica hPTPIE (Murthy et al, 1999); con CasL/HEFI, una
proteina de anclaje, miembro de la familia Cas, presente en las placas de
adhesion focal (Yi et al., 2002); con el receptor 2 del acido lisofosfatidico
(LPA2R), implicado en el reordenamiento de la actina y la motilidad celular
(Xu et al., 2004); con la endoglina, un componente del complejo del receptor
del TGE-B (Sanz-Rodriguez et al., 2004) o con el supresor tumoral Scrib
(Petit et al., 2005). Incluso se ha visto que TRIP6 se fosforila en la Tyr55 por
mediacion de la quinasa c-Src (Lai et al., 2005). Recientemente, también se
ha publicado que TRIP6 se fosforila en la Ser92 (Olsen et al., 2006) y en la
Tyrl31 (Goss et al., 2006) mediante analisis a gran escala. Y aunque la
funcion de TRIP6 todavia no se ha elucidado, siempre se ha propuesto como
molécula responsable de transmitir senales entre las placas de adhesion focal
y el nucleo. Ademas, también existen publicaciones recientes que apuntan a
TRIP6 como un coactivador de los promotores regulados por NF-kB (Kassel
et al, 2004; Li et al, 2005), sugiriendo la posibilidad de que TRIP6

desempenie un papel en regulacion transcripcional.

TRIP6 se expresa en pancreas, rinon, higado, pulmon o corazon, por
lo que podria desarrollar funciones en estos tejidos. Sin embargo, no se
expresa en musculo esquelético o cerebro (Lee et al.,, 1995; Murthy et al.,
1999) (Figura 9).
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Adaptado de Lee et al., 1995.

Figura 9: Northern Blot donde se muestra la expresion de TRIP6 en diferentes
tejidos humanos.

7. AMPK y el metabolismo del glucogeno

Dentro de los efectos metabolicos que produce AMPK, una mencion
especial merece su implicacion en la regulacion del metabolismo del

glucogeno.

El glucogeno es una de las formas mas importantes de
almacenamiento de energia de las que disponen los mamiferos. La
acumulacion de glucogeno es una respuesta fisiologica al incremento en la
concentracion de glucosa en sangre que se da tras una comida. La ruta
bioquimica que permite la incorporacion de una nueva unidad de glucosa a
la molécula de glucogeno en formacion implica la accion sucesiva de varias

proteinas y enzimas.

La sintesis de una molécula de glucogeno se inicia sobre la
glicogenina, una proteina que posee actividad autocatalitica para unir varias
moléculas de UDP-glucosa. La cadena naciente se extiende por la adicion
secuencial de hasta ocho residuos de UDP-glucosa. En este punto, es donde
entran en juego la glucogeno sintasa (GS), que cataliza la adicion de residuos

de glucosa a la cadena naciente de glucogeno a través de enlaces a-1,4-
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glicosidicos usando UDP-glucosa como sustrato, y la enzima ramificante,
que cataliza la formacion de enlaces a-1,6-glicosidicos en los puntos de
ramificacion. La estructura final es esférica y muy homogénea; todas las
cadenas tienen la misma longitud (de 12 a 14 residuos de glucosa) y todas,
menos las externas, presentan dos ramificaciones a-1,6 (ver detalle en la
Figura 10 A). En la degradacion del glucogeno también participan dos
enzimas: la glucogeno fosforilasa (GP), que rompe los enlaces a-1,4, y la

enzima desramificante, que rompe los enlaces a-1,6 (Nelson, 2005).

7.1. Diferencias en el metabolismo del glucogeno segun tejidos

En los mamiferos, los mayores depositos de glucogeno, en cuanto a
cantidad, se encuentran en el musculo esquelético y en el higado, pero son
muchos los tejidos capaces de sintetizar glucogeno. El musculo cardiaco y el
musculo liso, el rifion, los astrocitos e incluso el tejido adiposo pueden
sintetizar y acumular glucogeno (Roach, 2002).

La glucosa-6-fosfato que se libera del glucogeno en el musculo
esquelético puede dirigirse a la glicolisis y ser utilizada como fuente de
energia para la contraccion muscular. En el higado, la degradacion del
glucogeno tiene un proposito distinto: liberar glucosa a la sangre cuando los
niveles de glucosa en sangre disminuyen, y esto es entre comidas. Esto
requiere una enzima, la glucosa-6-fosfatasa, que esta presente en higado y
rifion, pero no en otros tejidos (Nelson, 2005).

En mamiferos existen dos isoformas de la glucogeno sintasa, una se
expresa en el muasculo y en muchos otros tejidos y la otra en el higado. No
hay evidencias de que ambas isoformas se expresen en el mismo tipo celular.
Las glucogeno sintasas de higado y musculo comparten un -~70% de
identidad en sus secuencias (Figura 10 B) y generalmente tienen
propiedades similares (Roach, 2002). Sin embargo, la isoforma muscular de
la GS es capaz de translocarse del nucleo al citoplasma en respuesta a la
glucosa, y del citoplasma al nacleo cuando las células no tienen glucosa
(Ferrer et al., 1997).
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En el musculo dos van a ser los procesos mas regulados en la sintesis
del glucogeno: el transporte de glucosa a la célula por el transportador
GLUTH4, y la formacion de los enlaces a-1,4-glicosidicos por la glucogeno
sintasa. En cambio, en el higado, la glucosa entra a las células a favor de
gradiente a través del transportador GLUT2 y van a ser la glucoquinasa y la
glucogeno sintasa las que van a regular ese flujo (Roach, 2002).

Es ampliamente conocido que son los astrocitos los que almacenan
la mayor parte del glucogeno que utiliza el cerebro como fuente de energia.
Por lo tanto, parecia que las neuronas eran incapaces de sintetizar
glucogeno. Sin embargo, recientemente, se ha demostrado que las neuronas
expresan la isoforma muscular de la GS, pero que ésta se encuentra
fuertemente inhibida ya que se mantiene en su estado fosforilado (inactivo)
(Brown, 2004; Vilchez et al., 2007).

7.2, Regulacion de las enzimas implicadas en el metabolismo del

glucogeno

Tradicionalmente, la glucogeno sintasa, que cataliza el paso clave en
la sintesis del glucogeno, ha sido considerada como la enzima que ejercia
mas control sobre esta ruta metabolica. De hecho, la actividad GS esta muy
regulada por fosforilacion en multiples sitios y por efectores alostéricos,
principalmente, la glucosa-6-fosfato (G-6-P). Ademas, la reaccion catalizada
por la GS esta regulada negativamente por la tasa de produccion de
glucogeno (Ferrer et al., 2003).

La fosforilacion y defosforilacion reversibles de la GS conduciran a
su inactivacion y activacion, respectivamente. Por lo tanto, la activacion de
la GS tendra lugar a través de la inactivacion de quinasas que fosforilan a la
GS y por activacion de fosfatasas que la defosforilan. La GS esta sujeta a
fosforilacion en 9 o mas sitios (Figura 10 B). Dos sitios, los sitios 2 y 2a, que
corresponden a la Ser7 y Serl0O de la GS de musculo esquelético de conejo,
estan localizados cerca del extremo N-ter. Al menos 7 sitios (sitios 3a-c, 4, 5,
la-b) estan localizados en los 100 altimos residuos del extremo C-ter. La
fosforilacion de los sitios 2, 2a, 3a y 3b generalmente disminuyen la actividad
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mas que la fosforilacion de los restantes sitios, que tienen un menor o ningan
efecto sobre la actividad GS in vitro. Notablemente, la fosforilacion inicial
del sitio 5 por la caseina quinasa 2 crea una secuencia de reconocimiento
para la GS quinasa 3 (GSK3), que entonces, y secuencialmente, fosforila los
sitios 4, 3c, 3b y 3a. Este fenomeno se denomina fosforilacion jerarquica y
también se ha demostrado que ocurre con los sitios del extremo N-ter de la
GS, donde la modificacion del sitio 2 por la proteina quinasa dependiente de
AMP ciclico (PKA), AMPK u otras quinasas, es un prerrequisito para la
fosforilacion del sitio 2a por la caseina quinasa 1 (Nielsen and
Wojtaszewski, 2004). La insulina va a ser quien desencadene la activacion
de la GS bloqueando la actividad de la GSK3 al fosforilarse por accion de la
proteina quinasa B (PKB) (Nelson, 2005) (Figura 10 A).

Al igual que la GS, la glucogeno fosforilasa (GP) esta regulada tanto
por su union a ligando como por fosforilacion. Ademas, también esta
regulada de forma alostérica por AMP (sobretodo la isoforma muscular). La
union del AMP es cooperativa, se ve favorecida tras la fosforilacion y
compite con el ATP o la glucosa-6-P. La fosforilasa quinasa es la responsable
de la fosforilacion de la GP en la Serl4, y su activacion esta mediada por el
aumento en los niveles de Ca™ intracelulares o por la fosforilacion por parte
de la proteina quinasa A (PKA) (Roach, 2002) (Figura 10 A).

La defosforilacion por parte de la proteina fosfatasa de serinas y
treoninas de tipo 1 (PP1) desempefia un papel central en la mediacion de los
efectos de la insulina en el metabolismo de la glucosa y de los lipidos. PP1 va
a ser, por tanto, clave en la regulacion hormonal del metabolismo del
glucogeno, catalizando la defosforilacion de la glucogeno sintasa (GS), de la
glucogeno fosforilasa (GP) y de la fosforilasa quinasa (GPK). Estas
reacciones de defosforilacion promueven la sintesis neta de glucogeno
activando la glucogeno sintasa e inhibiendo la fosforilasa (Fong et al., 2000)
(Figural0 A).
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Figura 10: Representacion esquematica de la sintesis y degradacion del
glucogeno y de la regulacion de la glucogeno sintasa (GS). A) Se ha representado
la estructura del glucogeno ramificado a partir de la glicogenina y las enzimas
responsables de la regulacion del metabolismo del glucogeno aparecen en rojo en su
estado inactivado y en verde en su estado activado. GM, GL, R5 y R6 son
subunidades reguladoras de PP1. B) Comparacion de las estructuras primarias de las
isoformas muscular (MGS) y hepatica (LGS) de la GS. Los sitios de fosforilacion
conocidos en los extremos N- y C-terminal se indican en la Figura, junto a las
quinasas que fosforilan esos sitios in vitro.
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7.2.1. La proteina fosfatasa de tipo 1 (PPl) y sus subunidades reguladoras

PPl se expresa de forma ubicua y reside en la mayoria de
compartimentos celulares. Sin embargo, la activacion hormonal de la enzima
se restringe a sitios discretos como las particulas de glucogeno, sugiriendo
que deben existir mecanismos que aseguren la regulacion localizada de la
enzima (Fong et al., 2000). Las subunidades que dirigen a PP1 al glucogeno
fueron inicialmente propuestas como mediadoras de la activacion de la
proteina fosfatasa por la insulina. Sin embargo, tltimamente se ha propuesto
a estas subunidades como “andamiajes moleculares”, poniendo directamente
en contacto a la enzima con sus sustratos en un complejo macromolecular.
En este proceso, ademas, conferirian a la actividad PP1 especificidad de
sustrato.

Varias proteinas diferentes son las responsables de dirigir a PP1 a las
particulas de glucogeno. Las mas estudiadas son GM/R3, que esta presente
tanto en musculo esquelético como en corazon; GL/R4, que se encuentra en
higado (y en humanos, también en musculo esquelético) y R5 y R6, que se
encuentran mas ampliamente distribuidas (Brady and Saltiel, 2001).

7211 R5

R5, el homologo humano de la proteina presente en roedores PTG
(protein targeting to glycogen), va a ser objeto de estudio en el presente
trabajo. R5 se expresa de forma mayoritaria en todos los tejidos sensibles a
insulina, especialmente en musculo esquelético, higado y corazon (Printen
et al.,, 1997) (Figura 11).
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Figura 11: Northern Blor donde se muestra la expresion de R5 en diferentes
tejidos humanos.

Ademas de unir a PPI con el glucogeno, R5 también puede formar
complejos con las enzimas que regulan el metabolismo del glucogeno y que
son sustratos de PP1, como son la glucogeno sintasa, la glucogeno fosforilasa
y la fosforilasa quinasa (Brady et al., 1997) (Figura 12). La sobreexpresion de
R5 produce un incremento en la acumulacion de glucogeno en lineas
celulares y tejidos, senalando una importante funcion para esta proteina en
la regulacion del metabolismo del glucogeno (Fong et al., 2000).
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Adaptado de Fernandez-Sanchez et al., 2003.

Figura 12: Diagrama de R5 mostrando la localizacion de los dominios de union a
PPI, glucogeno y glucogeno sintasa (GS).

59



Introduccion

8. Enfermedad de Lafora

La epilepsia mioclonica progresiva de tipo Lafora es un desorden
autosomico recesivo de consecuencias fatales caracterizado por la presencia
de deterioro neurologico progresivo, mioclonia y epilepsia (Berkovic et al.,
1986). La enfermedad de Lafora se manifiesta inicialmente durante la
adolescencia (normalmente entre los 10 y los 17 afios de edad) y conforme la
enfermedad progresa, la mioclonia aumenta en frecuencia hasta llegar a ser
constante. Una rapida y progresiva demencia lleva a los pacientes a un
estado vegetativo vy, finalmente, a la muerte, que se suele producir en la
primera década desde la aparicion de los primeros sintomas. La enfermedad
de Lafora fue descrita por primera vez en 1911 por Gonzalo R. Lafora (Lafora,
1911a; Lafora, 1911b). Originariamente, ¢l describio la presencia de cuerpos de
inclusion intracelulares de poliglucosano, también llamados cuerpos de
Lafora, en el cerebro y médula espinal de un paciente adolescente (Lafora,
1911b). Entonces se demostro que estos cuerpos de inclusion eran tipicos de
la enfermedad y que no se limitaban al sistema nervioso central (Figura 13),
lo que sugeria que la enfermedad podia ser un desorden generalizado
relacionado con las glucogenosis. Mas tarde se mostro que los cuerpos de
Lafora tienen una composicion que se asemeja al glucogeno o a la
amilopectina, ya que tienen la misma estructura de polimero de residuos de
glucosa unidos por enlaces o-1,4-glicosidicos; pero a diferencia del
glucogeno, que tiene ramificaciones cada 8-12 residuos a través de enlaces o~
1,6-glicosidicos, los cuerpos de Lafora presentan menos ramificaciones, lo
que le confiere una estructura cristalina y los hace insolubles (Worby et al.,
2006).
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Adaptado de Van Heycop Ten Ham, 1974.

Figura 13: Cuerpos de Lafora. Tincion PAS sobre una muestra de tejido de una
biopsia de piel axilar, donde se pueden observar los caracteristicos cuerpos de
inclusion en las células mioepiteliales de los acini de las glandulas apocrinas.

Los cuerpos de Lafora, ademas de en el sistema nervioso central,
también se encuentran en retina, corazon, higado, masculo y piel (Delgado-
Escueta et al., 2001; Van Heycop Ten Ham, 1974). La enfermedad de Lafora
es particularmente comtn en los paises mediterraneos del sur de Europa y
norte de Africa, en el sur de la India y en Oriente Medio (Fernandez-Sanchez
etal,, 2003).

81 Genes implicados en la enfermedad de Lafora

Se han identificado dos genes que se encuentran mutados en la
enfermedad de Lafora. El primero es EPM2A (epilepsy of progressive
myoclonus type 2 gene A), que codifica para la proteina laforina y es
responsable para, aproximadamente, el 48% de los casos de enfermedad de
Lafora (Minassian et al., 1998; Serratosa et al., 1999). Laforina es una
fosfatasa de especificidad dual que contiene un dominio de union a
carbohidratos (CBD, Carbohydrate Binding Domain) en el extremo N-ter,
mientras que la actividad fosfatasa (DSPD, Dual Specificity Phosphatase

Domain) reside en el extremo C-ter. De acuerdo con esto, laforina va a ser
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capaz de desempenar dos funciones, ya que va a poder unir polisacaridos
complejos asi como hidrolizar fosfoserinas/treoninas y fosfotirosinas de sus
sustratos (Ganesh et al., 2000; Wang et al., 2002).

El segundo gen implicado en la enfermedad de Lafora, EPM2B,
codifica para una E3 ubicuitina ligasa, denominada malina, y es responsable
de, aproximadamente, un 40% de los casos de enfermedad de Lafora (Chan
et al,, 2003; Gentry et al., 2005). Malina es una proteina multidominios que
contiene un dominio RING (Really Interesting New Group of Proteins) y
seis dominios NHL. Los dominios RING son indicativos de una clase de E3
ubicuitina ligasas, mientras que los dominios NHL forman una hélice  de
seis hojas y estan implicados en interacciones entre proteinas (Pickart,
2001). Una de las funciones criticas de malina va a ser la regulacion de la
concentracion celular de laforina, ya que malina interacciona con laforina
conduciendo a su degradacion mediada por ubicuitina (Gentry et al., 2005).

El 10% restante de las familias con enfermedad de Lafora no
presentan mutaciones en los genes EPM2A o EPM2B, sugiriendo la
presencia de un tercer locus para la enfermedad de Lafora (Ganesh et al.,
2006).

Hasta la fecha se han descrito 38 mutaciones distintas y varios
polimorfismos en el gen de laforina. Las mutaciones se distribuyen entre los
4 exones conocidos del gen EPM2A. Destaca la prevalencia de la mutacion
R241X dentro de la poblacion espafiola (Ganesh et al., 2006) (Figura 14).
También se han descrito hasta 34 mutaciones y varios polimorfismos en el
gen de malina, siendo la mutacion P69A la mas prevalente. Las mutaciones
se reparten entre el dominio RING, los dominios NHL, asi como en las

regiones de union entre los dominios (Figura 14).

62



Introduccion

Laforina
30
]
220
)
=
>
&
10
|].Il----ll------l---l.l-l-l-- .-l-ll---
T T T R T N A O S I NN SR A N RN I RN
™ 8 s - . Al e
L. vza_g,q;’—;cﬂ><§¢4fcz;g;dgghxg:<¢:35:“ﬁ?:?&m4=c\
TV A B M EFON T 00D —a_hga-m-r-r'n@\sr-r‘-c\o:—
wow o= & 00 =00 50 0 oe OOy = — —~ e EaRak s B Ry Es R R T )
SRS EECR* R e IR CRCRa i SRRV VR epnl- FVESEREE R RVE- P A MRS R AR e
1 Exon 1 1 Fixon 2 1 Exon 3 1 Iixon 4 1
1 L] I 1 1
— Supresion Exén 1
— . Supresion Exén2 Grandes supresiones
> Supresion Exones 1y 2
Malina
20

Frecuencia
- I

-
uLI---Il ...l.I.l.l.l...lll...ll.ll
AT LEHAI L Z T €
A uoxny e 882 s R0 EsEFaEC 588,
BRPREEE2 RS RERE 0N HRAN28R2558R 5%
COERBBRCEEB8 -0 0Cz2->000udldlon0RES

N W™

A R R aen

Adaptado de Ganesh et al., 2006.

Figura 14: Representacion de 38 mutaciones conocidas en el gen de laforina
(parte superior) y de 34 mutaciones conocidas en el gen de malina (parte
inferior). Los diagramas muestran la organizacion en dominios de las proteinas, la
posicion de las distintas mutaciones encontradas en las familias con enfermedad de
Lafora y su frecuencia (ntimero de familias independientes con una determinada
mutacion). La Figura también muestra la organizacion genomica del gen de laforina
y las grandes supresiones asociadas con la enfermedad de Lafora.

63



Introduccion

Tanto los pacientes con mutaciones en el gen EPM2A como los
pacientes con mutaciones en el gen EPM2B presentan manifestaciones
clinicas similares. Sin embargo, los pacientes asociados al gen EPM2A
parecen tener un desarrollo clinico mas severo, ya que los pacientes
deficientes en EPM2B tienden a vivir mas que aquellos con defectos en
EPM2A (Gomez-Abad et al., 2005).

8.2 Mecanismo de la enfermedad

Una de las caracteristicas de la enfermedad de Lafora es la presencia
de los cuerpos de poliglucosanos, que contienen un 80-93% de glucosa y 6%
de proteinas. Esto indica la existencia de una ruta bioquimica desconocida,
relacionada con el metabolismo del glucogeno, defectos en la cual resultan
en la acumulacion de los cuerpos de poliglucosanos de la enfermedad de
Lafora. Curiosamente, los cuerpos de Lafora se encuentran mas comtnmente
en los organos con un mayor metabolismo de la glucosa, como son el cerebro,
el corazon y el higado, y todos estos tejidos expresan laforina de forma
abundante en condiciones normales. Ademas, también se ha demostrado que
el dominio CBD de laforina la dirige al glucogeno y a los cuerpos de Lafora in
vitro (Ganesh et al, 2006). También se ha demostrado que laforina
interacciona con R5, una de las subunidades reguladoras de PP1 (Fernandez-
Sanchez et al, 2003), implicada en la regulacion de las enzimas del
metabolismo del glucogeno (ver apartado 7.2.1.1. de esta Introduccion).
Usando aproximaciones in vitro e in vivo, también se ha visto que malina
interacciona con la GS y que laforina defosforila a la GSK3, el principal
inhibidor de la GS (Ganesh et al., 2000), aunque esta ultima accion de
laforina no ha podido ser reproducida por otros autores. También se sabe
que laforina, ademas de con R5, GS, GSK3 y malina, interacciona con al
menos dos proteinas mas: HIRIP5, una proteina citosolica relacionada con el
metabolismo del hierro, y EPM2AIPI, una proteina de funcion desconocida
(Ganesh et al., 2003; Ianzano et al., 2003) (Figura 15).
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Figura 15: Diagrama que muestra las distintas proteinas que interaccionan con
laforina.
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El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es el estudio de
nuevas dianas de actuacion de AMPK.

Para ello se realizaron dos aproximaciones:

®™ En primer lugar se abordo un escrutinio de doble hibrido en
levadura utilizando AMPK a2 como cebo. Uno de los clones
positivos fue identificado como TRIP6 y su estudio se presenta en el
apartado de Resultados I.

®  En una segunda etapa se estudio la interaccion entre AMPK y R5 y
las proteinas relacionadas con la enfermedad de Lafora, laforina y
malina, basandonos en el nexo comun de su relacion funcional con el
metabolismo del glucogeno. Estos datos se presentan en el apartado
de Resultados II.
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1. Reactivos comunes de Biologia Molecular

Los reactivos de Biologia Molecular utilizados en el laboratorio han
sido proporcionados por J.T. Baker, Fluka, Merck, Panreac, Roche y Sigma.

2. Material biologico y condiciones de crecimiento
2.1 Saccharomyces cerevisiae
Las cepas de levadura utilizadas fueron:

» TAT7. MATa ade2 his3 leu2 trpl gal4 gal80 LYS2:LexAop-HIS3,
URA3:LexAop-lacZ, cedida por R. Sternglanz (State University of New
York, Stony Brook, USA).

»  CTY10.5d: MATa ade2 his3 leu2 trpl gal4 gal80 URA3:LexAop-lacZ,
cedida por R. Sternglanz (State University of New York, Stony Brook,
USA).

= FY250: MATo his3 leu2 trpl ura3 SUC2, cedida por F. Winston
(Harvard Medical School, Boston, USA).

= FY250 snflAl0: derivado de FY250 con la mutacion snfl410 (Sanz et al.,
2000).

»  FY250 hxk2A:TRPI: derivado de FY250 donde el gen Axk2 ha sido
sustituido por el marcador 7RP/ (Sanz et al., 2000).

»  BY4741 gaclA:KanMX MATo. his3 leu2 TRPI ura3, donde el gen gac/
se ha sustituido por KanMX+4, cedida por el Dr. Joaquin Arino
(Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, Universitat
Autonoma de Barcelona).

Los cultivos de levadura se crecieron en medio rico YPD [extracto de
levadura 1% (p/v), peptona bacteriologica 2% (p/v), glucosa 2% (p/v)] o en
medio sintético completo SC [YNB (Difco™ Yeast Nitrogen Base) 0,67%,
mezcla de aminoacidos al 0,095%] con los suplementos adecuados para
mantener la seleccion de los plasmidos (Rose, 1990) y con diferentes fuentes
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de carbono (glucosa o rafinosa) usando las concentraciones indicadas en
cada caso. La temperatura de crecimiento fue de 30° C. Los cultivos se
crecieron en medio liquido con agitacion continua en un agitador orbital a
200 r.p.m. Los medios solidos se prepararon con agar al 2% (p/v).

La transformacion de levadura se llevo a cabo usando el protocolo
del acetato de litio (Ito et al., 1983). La cepa de levadura correspondiente se
crecio en YPD o en SC con los requerimientos adecuados hasta alcanzar una
densidad optica a 600 nm (D.O.¢o0) entre 0,3 y 0,8. Tras centrifugar, las
células se resuspendieron en tampon TE-LiAc (acetato de litio 0,1 M pH 7.5,
Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). A 50 pL de las células en tampon
TE-LiAc, se le adicion6 2 pL de DNA de esperma de salmon (Sigma) como
DNA vehiculo, 3 pL de cada plasmido y 300 pL de PEG-TE-LiAc [tampon
TE-LiAc al que se le anade PEG al 40% (p/v)]. Tras una incubacion a 30° C
durante 30 min, se efectué un choque térmico a 42° C durante 5 min en
presencia de DMSO al 10% (v/v). Después, se lavaron las células con agua
estéril y se sembraron en las placas de SC correspondientes al requerimiento
de aminoacidos para la seleccion de los plasmidos. Las células se dejaron
crecer a 30° C durante tres dias.

2.2 Cultivos celulares

El material plastico de cultivos en el que se han sembrado las células
ha sido proporcionado por Sarstedt. Todo el trabajo que ha implicado
manipulacion de los cultivos celulares ha sido realizado en una campana de
bioseguridad de nivel II-A.

El crecimiento de los cultivos celulares se ha llevado a cabo en
condiciones constantes de temperatura (372 C) y concentracion de CO, (5%)
y en atmosfera humeda. Los pases necesarios para el mantenimiento de los
cultivos celulares se han realizado mediante tripsinizacion [Tripsina-EDTA,
200 mg/L Versene (EDTA), 500 mg/L Tripsina 1:250, BioWhittaker].

Para conservar durante largo tiempo las células, éstas se
resuspendieron en el correspondiente medio de cultivo al que se le adiciono
un 10% (v/v) de DMSO y se pasaron a un criotubo donde se congelaron
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lentamente a -80° C. Posteriormente se almacenaron en contenedores de
nitrogeno liquido. La descongelacion se llevo a cabo sometiendo los
criotubos a un bafio de 37° C, y después se diluyeron las células rapidamente
en el correspondiente medio para ser centrifugadas y sembradas con su
medio de cultivo.

Se han utilizado las siguientes lineas continuas y cultivos primarios
de células de mamifero:

e COS7: Células procedentes de rindon de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops). Fueron cedidas por la Dra. Marta Casado
(Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC).

Se crecieron en medio DMEM (Dulbecco’s moditied Eagle’s medium,
BioWhittaker) 4,5 g/L de glucosa, completo (es decir, suplementado con 100
unidades/mL de penicilina, 100 pg /mL de estreptomicina y glutamina 2 mM,
de BioWhittaker) y 10% (v/v) de suero bovino fetal (FBS, de GIBCO)
inactivado (durante 30 min a 56° C).

Para su transfeccion se utilizo el reactivo FuGene 6 (Roche), que es
un agente de transfeccion basado en lipidos que se acomplejan con el DNA y
lo transportan al interior de las células.

e HEK293T: Cé¢lulas de rinon humano embrionario. Fueron cedidas por la
Dra. Marta Casado (Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC).

Se crecieron en medio DMEM completo y 10% (v/v) de FBS
inactivado.

Se transfectaron usando el método del fosfato calcico (Graham and
van der Eb, 1973). Para placas de 100 mm de diametro, se mezclo 600 pL de
HBS 2 x [NaCl 280 mM, Hepes (N-/2-Hydroxyethil] piperazine-N-[2-
ethanesulfonic acid]) 50 mM, Na,HPO4 1,5 mM, pH 7,05], 5 pg de cada
plasmido y 60 pL de CaCl, 2 M. Tras esperar 20 min para que se formaran
los precipitados de fosfato calcico, se anadio lentamente a las placas donde
se habian sembrado las células el dia anterior.

e CHO-IR: Cé¢lulas de ovario de hamster chino (Cricetulus griseus)
expresando el receptor humano de la insulina. Fueron cedidas por el Dr.
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Joan J. Guinovart (Institut de Recerca Biomédica, Parc Cientific de
Barcelona, Universidad de Barcelona).

Se han crecido en medio Ham’'s F-12 (GIBCO) (con una
concentracion de glucosa de 10 mM) suplementado con 100 unidades/mL de
penicilina, 100 pg /mL de estreptomicina y glutamina 2 mM, ademas de con
Hepes 10 mM y 10% (v/v) de FBS inactivado. También se les ha anadido el
antibiotico Geneticina (G418-sulfato, GIBCO) para la seleccion del receptor
de insulina humano (IR) a una concentracion de 0,7 mg/mL.

Estas células han sido transfectadas con Lipofectamina 2000
(Invitrogen), que es un reactivo basado en lipidos cationicos capaces de
atravesar la membrana plasmatica.

e FTO-2B: Linea celular procedente de hepatoma de rata (Gomis et al.,
2002). Fueron cedidas por el Dr. Joan J. Guinovart (Institut de Recerca
Biomédica, Parc Cientific de Barcelona, Universidad de Barcelona).

Se han crecido en medio DMEM completo y 10% (v/v) de EBS

inactivado.

Para obtener una buena eficiencia de transformacion estas células

fueron infectadas con adenovirus.

e Fibroblastos: Se han utilizado cultivos primarios de fibroblastos
procedentes de piel de dos pacientes de enfermedad de Lafora, portando
la mutacion Y86X (sustitucion de la Tyr86 por un codon de parada) o
R241X (sustitucion de la Arg241 por un codon de parada). Estos
fibroblastos fueron obtenidos, transformados (usando el plasmido T22,
que contiene el antigeno SV40T) y cedidos por el Dr. Santiago
Rodriguez de Cordoba (Centro de Investigaciones Biologicas, CSIC,
Madrid). Como controles sanos se utilizaron fibroblastos GM003349
(Coriell Cell Repositories, U.S.A., cedidos por el Dr. Erwin Knecht,
Centro de Investigacion Principe Felipe, Valencia) procedentes de piel
humana y GM09503 (Coriell Cell Repositories, U.S.A., cedidos por el
Dr. Santiago Rodriguez de Cordoba, Centro de Investigaciones
Biologicas, CSIC, Madrid) procedentes de piel humana de abdomen.
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Todos los fibroblastos se crecieron en medio DMEM completo y 15%
(v/v) de FBS inactivado.

Los fibroblastos fueron infectados con adenovirus.

3. Plasmidos
3.1 Vectores de expresion en levadura

Las proteinas de fusion con LexA se generaron usando el vector
PEG202 (Golemis, 1997), que lleva el marcador H753 o el vector pBTM116
(Vojtek, 1997) que lleva 7RPI de marcador.

Las fusiones con GAD (GAL4 Activation Domain) se obtuvieron a
partir del vector pACTII (Legrain et al, 1994) que, ademas, lleva una
etiqueta HA (Hemaglutinina) y cuyo marcador es ZEU2.

Las proteinas etiquetadas con tres HA se construyeron usando el
vector pWS93 (Song and Carlson, 1998), que lleva el marcador URA3. El
plasmido pSK93 también lleva tres etiquetas HA pero como marcador lleva
TRPI (Sanz et al., 2000).

Otro plasmido utilizado fue pSHI18-18 (que contiene 6 operadores
LexA fusionados a lacZ, con el marcador de seleccion URA3, proporcionado
por R. Brent de Massachusetts General Hospital, Boston, USA).

El plasmido pEG-GST (Mayordomo and Sanz, 2001) se utilizo para
fusionar GST (Glutation-S-Transferasa) en el extremo N-terminal de la

proteina clonada, que lleva como marcador de seleccion HIS3.

3.2. Vectores de expresion en bacterias

Los plasmidos pGEX-3X y pGEX-6P-1 (Amersham Biosciences) se

utilizaron para expresar proteinas de fusion con GST en Escherichia coll.

pUCIS8, al ser un plasmido de tamafio reducido, se utiliz6 para

introducir mutaciones por PCR en la secuencia clonada.
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3.3. Vectores de expresion en células de mamifero

El vector pEGFP-NI1 (Promega), que fue amablemente cedido por el
Dr. Jordi Pérez-Tur (Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC) fue
utilizado para expresar fusiones a GFP (Green Fluorescent Protein) en el
extremo C-ter de la proteina clonada.

Para expresar proteinas etiquetadas con myc o con HA en células de
mamifero, utilizamos el vector pPCMV-myco pCMV-HA (BD-Biosciences).

Los vectores utilizados en los ensayos de actividad luciferasa son
PBIND, que produce una fusion a GBD (Gal4 DNA Binding Domain) y que
aporta ademas el gen de la luciferasa de renilla como control interno de la
transfeccion; pACT, que produce una fusion a AD (VP16 Activating
Domain) y pG5-luc (5 x UASgars-luciferasa) y proceden de “CheckMate
Mammalian two-hybrid Systeni” de Promega.

El plasmido pNF-kB-luc (5 x UAS y«-luciferasa) (BD Biosciences)
fue proporcionado por la Dra. M. J. Diaz-Guerra (Universidad de Castilla La
Mancha, Albacete).

El plasmido pcDNA3.1 fue cedido por el Dr. Benoit Viollet
(INSERM U567, CNRS URMS8I104, Institut Cochin, Dpt GDPM, Paris,
France).

3.4. Clonajes y subclonajes

Para la preparacion del vector y del inserto, los fragmentos de DNA
digeridos con el correspondiente enzima de restriccion o amplificados por
PCR, fueron purificados utilizando el GEX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kir (Amersham Biosciences). Los vectores digeridos con un
tnico enzima de restriccion fueron tratados con fosfatasa alcalina (Roche)
para defosforilar los extremos 5 y evitar asi su religacion. Para la
construccion de los plasmidos se utilizo T4 DNA ligasa (Roche) vy
Escherichia coli DH5a. como cepa hospedadora. Se crecio en medio Luria-
Bertani, [LB, peptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), NaCl 1%
(p/v), pH 7,5] y para la seleccion de plasmidos se utilizo 100 pg/mL de
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ampicilina (o Kanamicina para el caso del vector pEGFP-NI). La
temperatura de crecimiento fue de 37° C. Los cultivos se crecieron en medio
liquido con agitacion continua en un agitador orbital a 200 r.p.m. Los
medios solidos se prepararon con agar al 2% (p/v).

E. coli se transform6 mediante electroporacion a 1.700 voltios y la
extraccion de DNA plasmidico se realizo utilizando GEX™ Micro Plasmid
Prep Kit (Amersham Biosciences). Para la obtencion de DNA a gran escala
para su uso en la transfeccion de células de mamifero se utilizo Plasmid Midi
Kit (QIAGEN). El DNA se diluy6 en tampon de carga 6 x (glicerol 30%, azul
de bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25%) para su analisis en gel de agarosa
D-1: media EEO (Pronadisa) al 0,7% (p/v) en tampon TAE [Tris 0,04 M,
acido acético 6% (v/v), EDTA 0,05 M pH 8,0].

3.4.1 Construcciones utilizadas en el trabajo con TRIP6

La secuencia completa de TRIP6 humano (de 1.431 pb), obtenida por
PCR a partir del plasmido pBS-TRIP6-A7 [amablemente cedido por la Dra.
M. C. Beckerle, Huntsman Cancer Institute and Dept. of Biology, Univ.
Utah, Salt Lake City, USA, (Yi and Beckerle, 1998)] utilizando los oligos
TRIP6-1 y TRIP6-2 (Tabla 1), se subclono en los sitios £coR1/Sall de los
vectores pWS93, pEG202, pGEX-6P-1, y pUCI8. En el caso de pACTI], la
secuencia de TRIP6 cortada con Sall se subclono en el sitio XAol. El mismo
inserto se utilizo para clonarlo en el sitio de restriccion Sall del vector
PBIND. Para obtener la fusion TRIP6-GFP, se elimino el codon de parada de
la secuencia de TRIP6 mediante PCR utilizando los oligos TRIP6-1y TRIP6-
GFP (Tabla1) y se subclono en los sitios £coR1/Sall del vector pEGFP-NI.

Los diferentes mutantes de TRIP6 en posibles sitios de fosforilacion
fueron obtenidos mediante PCR utilizando la Pfur Turbo DNA polimerasa
(Stratagene) y oligonucleotidos especificos. Tras comprobar que no se habia
introducido cambios indeseados mediante secuenciacion, se subclonaron en
los sitios EcoRI/Sall de los vectores pEG202 y pGEX-6P-1. Los plasmidos
pEGFP-NI-TRIP6 SIOIA y pEGFP-N1 TRIP6 SI02A se obtuvieron
reemplazando, en pEGFP-NI-TRIPG, el fragmento £coR1/BseXI de pUC-18-
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TRIP6 SI0IA y pUCI8-TRIP6 SI02A, donde se habia introducido la
correspondiente mutacion mediante PCR utilizando los oligonucleotidos
adecuados (Tabla 1). La construccion pBIND-TRIP6 S102A se hizo por PCR
a partir del plasmido pUCI18-TRIP6 S102A con los oligonucleotidos TRIP6-1
y TRIP6-2 (Tabla 1) y subclonando en el sitio Sa/l de pBIND.

La parte N-terminal (de los aminoacidos 1 al 290) de TRIP6, de 870
pb, y la parte C-terminal (de los aminoacidos 291 al 476) de TRIP6, de 561
pb, también fueron subclonados en los sitios EcoR1/Sall de los vectores
PEG202 y pGEX-6P-1. Las construcciones con TRIP6 (1-290) SI101A y TRIP6
(1-290) S102A se obtuvieron a partir de PCR utilizando los oligonucleotidos
TRIP6-1y TRIP6 1-290 (Tabla 1) sobre el plasmido pUCI8-TRIP6 S10IA o
pUCI8-TRIP6 S102A y subclonando en los sitios £coR1/Sall de los vectores
pEG202 y pGEX-6P-1.

Para construir las fusiones LexA-THRPB y LexA-RXRa se
amplificaron los fragmentos del aminoacido 164 al 456 de THRP (881 pb) y
del aminoacido 198 al 462 de RXRa (797 pb), mediante PCR, a partir de las
secuencias humanas completas de ambos receptores, cedidas por el Dr.
Domingo Barettino (Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC). Estos
fragmentos comprenden el dominio de union a ligando de los receptores, y
excluyen el dominio de union a DNA (Lee et al, 1995). THRp fue
subclonado en pEG202 en los sitios BamHI/Sal y RXRa fue también
subclonado en pEG202 en los sitios £coR1/Sall.

El fragmento que contiene el dominio C-terminal (aa 296-351, de 170
pb) de LPA2R se obtuvo por PCR utilizando los oligonucleotidos adecuados
(Tabla 1) y el plasmido pCMV-FLAG2-LPA2R como molde [cedido por la
Dra. F. T. Lin, Dept. of Cell Biology, Univ. of Alabama, Birmingham, USA,
(Xu et al., 2004)]. El fragmento fue digerido con BamHI/Sall y subclonado
en pEG202. El fragmento conteniendo el dominio interno de CasL/HEFI [del
aa 163 al 315, de 459 pb, (Yi et al,, 2002)] se amplifico por PCR con los
oligonucledtidos apropiados (Tabla 1) y usando el clon n® 4820745 de
IMAGE Consortium como molde. El fragmento se digiri6 con FcoRI/Sall
para subclonarlo en pEG202.
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La secuencia codificante de AMPK 02 de rata (de 1.935 pb) se
amplifico por PCR usando los oligonucleotidos alpha2-13 y alpha2-4 (Tabla
1) a partir del plasmido pGBT9-AMPK 02 (amablemente cedido por el Dr. D.
Carling, Cellular Stress Group, MRC Clinical Sciences Centre, Imperial
College School of Medicine, Hammersmith Hospital, London, W12 ONN,
U.K.). Posteriormente se digirio con Sall y se subclono en pACT cortado con
Sall para obtener la construccion pACT-AMPK o02. A partir de esta
construccion, el inserto cortado con Sall se subcloné en pCMV-myc cortado
con Xhol para obtener la construccion pCMV-myc-AMPK 02. pPEG'GST-
AMPK a2 se obtuvo subclonando un fragmento FEcoRI procedente de
pEG202-AMPK a2, donde se habia subclonado el fragmento FEcoRI
conteniendo la secuencia de AMPK a2 de pGBT9- AMPK 2.

El plasmido pSK93-AMPK a2 KD T172D se construyo6 clonando un
fragmento BamHI/Sall (que contenia el dominio quinasa de AMPK a2, del
aminoacido 1 al 312, de 900 pb) amplificado por PCR con los
oligonucleodtidos alpha2-3 y alpha2-2 (Tabla 1) a partir de pUCI8-AMPK o2
T172D, donde la mutacion T172D fue introducida por PCR usando como
molde el plasmido pUCI8-AMPK a2 (Gimeno-Alcaniz and Sanz, 2003) y los
oligonucleotidos adecuados (Tabla 1).

La construccion pEG202-AMPK vl se obtuvo subclonando la
secuencia codificante de AMPK y1 de rata (de 1.053 pb) amplificada por PCR
con los oligonucleotidos adecuados (Tabla 1) a partir del plasmido pcDNA3-
AMPK y1 (amablemente cedido por el Dr. D. Carling, Cellular Stress Group,
MRC Clinical Sciences Centre, Imperial College School of Medicine,
Hammersmith Hospital, London, W12 ONN, UK. y digerida con
Nod/Xhol.

Otras construcciones utilizadas en este trabajo son: pBTMI16-
AMPK o2, pBTM116-AMPK a2 KD, pBTMI16-AMPK a2 RD, pBTMIl6-
AMPK 1, pBTMI116-AMPK B2 y pBTMI1I6-SNF1 (Gimeno-Alcaniz and
Sanz, 2003).

Todas las construcciones obtenidas fueron confirmadas por

secuenciacion a partir de ambos extremos.
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Tabla 1: Oligonucleotidos utilizados. Los nuevos sitios de restriccion y los codones
que introducen una mutacion estan subrayados. Los codones de inicio y parada

estan en negrita.

pACTII-1:
PACTII-2:
TRIP6-1:

TRIP6-2:
TRIP6 S101A-1:
TRIP6 S101A-2:

TRIP6 S102A-1:

TRIP6 S102A-2:

TRIP6 S272A-1:

TRIP6 S272A-2:

TRIP6 T341A-1:

TRIP6 T341A-2:

TRIP6 S461A-1:

TRIP6 S461A-2:

TRIP6 1-290:

TRIP6 291-476:

TRIP6-GFP:
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AATACCACTACAATGGATGATG 3
GAT GCACAGTTG AAGTGAACTTGC ¥

GGG CGT CGA CTA GAA TTC ATG TCG GGG CCC
ACCTGGCIG ¥

GGG CGT CGA CTA TCA GCA GTC AGT GGT GAC
GGT 3

GAC GCC GAG ATA GAC TTG CTA GCA AGC ACG
CTGGCCGAGCTGAATG ¥

C ATT CAG CTC GGC CAG CGT GCT TGC TAG CAA
GTCTAT CICGGCGTC ¥

C GAG ATA GAC TTG CTG AGT GCT ACG CTG GCC
GAG CTG AATGG 3

CC ATT CAG CTC GGC CAG CGT AGC ACT CAG CAA
GTCTATCICG 3

CAC GAC ATG AAC CAC CCG CCA GCT GGG GAG
TACTITGGC CAGTGT 3

ACA CTG GCC AAA GTA CTIC CCC AGC TGG CGG
GTG GTT CAT GTCGTG ¥

GCC ACC CTG GAG AAA TGT GCC GCA TGC TCC
CAGCCCATCCIGGAC 3

GTC CAG GAT GGG CTG GGA GCA TGC GGC ACA
TTT CTC CAG GGTGGC ¥

CAC ATC TTG TGC AAG GCC TGC GCC GCC TGG
CGCATCCAGGAGCIC %

5 GAG CTC CTG GAT GCG CCA GGC GGC GCA GGC

57

57

CIT GCACAAGATGTG ¥

GCG CGT CGA CTA CCC ATC CCC AAC CAC ATC
TIC 3

GGG CGT CGA CTA GAA TTC GCT GGG GTIT GTIG
GCCTTITGAT CGCGTIC 3

GCG AGT CGA CGC GCA GTC AGT GGT GAC GGT
G3¥
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HEF1-1:
HEF1-2:
LPA2R-1:
LPA2R-2:
THRBI-1:
THRBI-2:
RXRA-1:
RXRA-2:
Alpha2-2:
Alpha2-3:
Alpha2-4:
Alpha2-11:

Alpha2-13:

Alpha2 T172D-1:

Alpha2 T172D-2:

Gammal-1:

Gammal-2:

GM-1:

GM-2:

Sy

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

GGG CGT CGA CTAGAATTC TAC GTATAC GAG
TACCCATCCAGA ¥

GGG CGT CGA CTATCATGC GTCGTT CTG AGA
GCCCAC ¥

GGG CGG ATC CTA TCT TGC CGA GAT GCT GAG
ATGC ¥

GGG CGT CGA CTA CTA AAG GGT GGA GTC CAT
CAG %

GGG CGG ATC CTA TGC ATC TAT GTT GGC ATG
GCA 3

GGG CGT CGA CTA CTA ATC CTIC GAA CAC TIC
CAG %

GGG CCT CGA GTA GAA TTIC ATG GGC ATG AAG
CGGGAAGCC %

GGG CCT CGA GTA CTA AGT CAT TIG GTIG CGG
CcGC %

> G CGG GTC GAC TTA GTA TAA ACT GTT CAT CAC

TICTGATIC 3

CGC GGG ATC CGT ATG GCT GAG AAG CAG AAG
CACG 3

GCC GGT CGA CTT TCA ACG GGC TAA AGC AGT
GAT AAG ¥

CTT CGA ATT CGA ATG GCT GAG AAG CAG AAG
CACG %

GGG CGT CGA CTA ATG GCT GAG AAG CAG AAG
CACG %

CA GAT GGT GAATTC CTA CGA GAC AGC TGT GGA
TCGCCAAATTATG 3

C ATA ATT TGG CGA TCC ACA GCT GIC TCG TAG
AAATTCACCATICTG 3

* GA GGG CGG CCG CCAATG GAG TCG GTT GCT GCA

G 3

» GGG CTC GAG TTA CAG CAG GCA GGC AGT GAG 3

G GGG ATC CTT ATG GAG CCT TCT GAA GTA CCT
AG ¥

> C TCG GTIC GAC TTA CTT CTT TTT GAC AGA CTC

TITTIG ¥
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GL-1:

GL-2:

R5-1:

R5-4:

R5 S35A-1:

R5 S35A-2:

R5 S35D-1:

R5 S35D-2:

R5 S69A-1:

R5 S69A-2:

R5 S77A-1:

R5 S77A-2:

5’

Sv

57

G GGG ATC CTT ATG ATG GCT GTG GAC ATC GAG
TAC 3

CTC GGT CGA CTA GTA GTA GGG CCC TAG CTIT
T1C 3

GCG TGG ATC CCC ATG AGG CTT TGC TTIG GCA
CATTC %

GCCGAATTC TCA ATACACATT TTT CAT ATA GAC
ACAG 3

G AAT AAA TTA AAG CCC CTG AAA GCA TGC CTC
AAT ATAAAACACAAAGCC ¥

GGCTITGIGTTT TAT ATT GAG. GCATGC TTT CAG
GGGCTTTAATITATTC 3

G AAT AAA TTA AAG CCC CTIT AAG GAC TGT CTC
AAT ATA AAACACAAAGCC ¥

GGCTITGTGTTT TAT ATT GAG ACA GTC CTT AAG
GGG CITTAATITATTC ¥

GTG TTIT GCT GAC TCC AAG GGC CTC GCG CTC
ACT GCG ATCCATGICTIC 3

GAA GAC ATG GAT CGC AGT GAG CGC GAG GCC
CTT GGAGTCAGCAAACAC ¥

CTC ACT GCG ATC CAT GTC TTC GCG GAC CTC
CCAGAAGAACCAGCG ¥

CGC TGG TTC TTC TGG GAG GTC CGC GAA GAC
ATG GAT CGCAGT GAG ¥

3.4.2. Construcciones utilizadas en el trabajo con R5

El plasmido pACTII-GM se obtuvo subclonando un fragmento
BamH1/Sall de pUC18-GM, donde se habia introducido la secuencia de GM
de conejo (de 3.330 pb) amplificada por PCR utilizando los oligonucleotidos
adecuados (Tabla 1) a partir del plasmido pcDNA3-FLAG-rabGM (cedido
por el Dr. D.L. Brautigan, Center for Cell Signaling and Department of

Microbiology, University of Virginia School of Medicine, CharlottesVille,

Virginia 22908).
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PACTII-GL se obtuvo subclonando un fragmento BamHI/Sall, que
contenia la secuencia humana de GL (de 858 pb), amplificado por PCR
usando como molde el clon n® 13484-G21 IMAGE Consortium y los
oligonucledtidos de la Tabla 1, en el vector pACTII cortado con
BamHI/Xhol.

El plasmido pACTII-R5, que contenia la secuencia humana de R5
(de 879 pb), fue amablemente cedido por el Dr. Santiago Rodriguez de
Cordoba (Centro de Investigaciones Biologicas, CSIC, Madrid), asi como el
plasmido pGEX-A-R5 (1-183), que expresa una fusion a GST de los 183
primeros aminoacidos de R5. A partir del plasmido pGEX-A-R5 (1-183), los
oligonucledtidos de mutagénesis y los oligonucleotidos R5-1'y R5-4 (Tabla
1), se generaron las mutaciones S35A, S69A y S77A que se clonaron en los
sitios BamHI/EcoRI del vector pGEX-3X, para obtener las construcciones
pGEX-R5 (1-183) S35A, pGEX-RS5 (1-183) S69A y pGEX-R5 (1-183) S77A.

Para obtener el plasmido pACTII-R5 S35A, se obtuvo un fragmento
BamHI/Psd de pGEX-R5 (1-183) S35A que se sustituyo por el fragmento
BamHI/Psd que se elimind de pACTII-R5. A partir de pACTII-R5 se
subclono un fragmento BamHI/Xbal en el plasmido pUCI8, para poder
obtener el mutante R5 S35D, mediante PCR con los oligonucleotidos
adecuados (Tabla 1). El fragmento BamHI/Sal de pUCI8-R5 S35D fue
subclonado en el sitio BamHI/Xhol del plasmido pACTII para obtener la
construccion pACTII-R5 S35D.

A partir de pACTII-R5, pACTII-R5 S35A y pACTII-R5 S35D el
fragmento Sf11/Bg/ de cada uno de los plasmidos anteriores fue subclonado

en el plasmido pCMV-HA para obtener los consecuentes derivados.

AMPK a2 amplificado por PCR a partir de pGBT9-AMPK a2 y
utilizando los oligonucleotidos alfa2-11 y alfa2-4 (Tabla 1) se corto con
EcoR1/Sall para introducirlo en el vector pACTII cortado con EcoRI/Xhol.
El plasmido pcDNA3-AMPK a2 T172D se obtuvo digiriendo un fragmento
EcoR1 de pUCI8-AMPK a2 T172D (explicado en el apartado 3.4.1. de
Materiales y Métodos), y subclonando en el plasmido pcDNA3.1.
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Los plasmidos pcDNA3-AMPK B2 y pcDNA3-AMPK vl fueron
proporcionados por el Dr. D. Carling (Cellular Stress Group, MRC Clinical
Sciences Centre, Imperial College School of Medicine, Hammersmith
Hospital, London, W12 ONN, U.K.).

PCMV-HA-AMPK a2 se obtuvo clonando el fragmento Sal
procedente de pACT-AMPK a2 (explicado en el apartado 3.4.1. de
Materiales y Métodos) e introduciéndolo en el sitio XAol de pCMV-HA.

Las construcciones pSK93-AMPK a2 KD T172D, pCMV-myc-AMPK
a2 y pEG202-AMPK vl han sido ya descritas en el apartado 3.4.1. de
Materiales y Métodos.

pBTMII6-AMPK a2, pBTMII6G-AMPK B2, pACTILAMPK B2 y
PACTII-AMPK v1 estan descritas en Gimeno-Alcaniz and Sanz, 2003.

PEG202-laforina se obtuvo subclonando el fragmento BamHI/Sall de
pGBT9-laforina (amablemente cedido por el Dr. Santiago Rodriguez de
Cordoba, Centro de Investigaciones Biologicas, CSIC, Madrid) en pEG202.
pCINeo-laforina, pGEX-laforina y pACTII-malina también fueron
proporcionados por el Dr. Santiago Rodriguez de Cordoba (Centro de
Investigaciones Biologicas, CSIC, Madrid). pBTMI1l6-malina se obtuvo
subclonando un fragmento Smal/BamHI procedente de pGBT9-malina
(amablemente cedido por el Dr. Santiago Rodriguez de Cordoba, Centro de
Investigaciones Biologicas, CSIC, Madrid).

A partir del plasmido pECFP-NI-hPPla (cedido por la Dra. Ada
Garcia-Gimeno, Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC), la secuencia
humana de la subunidad catalitica (o)) de PP1 (993 pb) se digiri6 con EcoRIy
BamHI para clonarla en los sitios EcoRI/Bgll del vector pCMV-myc. El
plasmido pBTM116-PP1 a también fue amablemente cedido por la Dra. Ada
Garcia-Gimeno (Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC).

Todas las construcciones obtenidas fueron confirmadas por

secuenciacion a partir de ambos extremos.
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4. Infeccién con adenovirus

Todo el trabajo que ha conllevado la manipulacion de adenovirus se
ha realizado en un laboratorio de bioseguridad de nivel P-2 y en una
campana de bioseguridad de nivel IT-A.

La infeccion con los correspondientes adenovirus se realizo en 1 mL
de medio DMEM completo conteniendo s6lo 0,5% (v/v) de FBS para placas
de 60 mm de diametro. Se han utilizado los siguientes adenovirus, que todos
ellos expresan la proteina clonada bajo el control del promotor CMV:

- Ad-GFP (10" pfu/mL): expresa la proteina GFP.

- Ad-GFP-PTG (R5) (2x10" pfu/mL): expresa la fusion de PTG de raton a
GFP.

- Ad-laforina (2x10" pfu/mL): expresa laforina humana.
- Ad-malina (4x10" pfu/mL): expresa malina humana etiquetada con HA.

Todos ellos cedidos por el Dr. Joan J. Guinovart (Institut de Recerca
Biomédica, Parc Cientific de Barcelona, Universidad de Barcelona).

- Ad-AMPK al DI57A D.N. (10" pfu/mL): que expresa la isoforma al de
AMPK con la mutacion D157A que impide la actividad quinasa.

Cedido por la Dra. Fabienne Foufelle (INSERM Unit 671, Universite
Paris 6, Centre de Recherches Biomedicales des Cordeliers, Paris, France).

Dos horas tras la infeccion, el medio conteniendo los adenovirus se
reemplazo por medio DMEM completo con 0,5% (v/v) de FBS.

4.1. Amplificacion de los adenovirus

En primer lugar, realizamos una pre-amplificacion infectando con
100 pL del virus a amplificar en una placa de 60 mm de diametro donde se
habia sembrado el dia anterior alrededor de 1.000.000 de células Ad293
(cedidas por el Dr. Joan J. Guinovart, Institut de Recerca Biomédica, Parc
Cientific de Barcelona, Universidad de Barcelona). Esta linea celular
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contiene los genes viricos Ad5 E1A y EIB que complementan la ausencia de

esta region, esencial para el ciclo litico, en el adenovirus recombinante.

La infeccion se hizo en 1 mL final de medio de infeccion [DMEM
completo con 0,5% (v/v) de FBS inactivado]. Dos horas después de la
infeccion, se reemplazo el medio por 4 mL de medio fresco [DMEM
completo con 0,5% (v/v) de FBS inactivado]. Al dia siguiente, se chequeo la
infeccion comparando en el microscopio optico de contraste de fases el
estado de las células con un control sin infectar, y cuando la mayoria de las
células estaban infectadas, se congelo la placa a -20° C. Después, se
descongel6 la placa y se recogio el medio y las células con ayuda de un
rascador y se paso todo a un tubo donde se congeld por segunda vez. Se
repiti6 el ciclo de congelacion y descongelacion hasta 4 veces. Antes de la
ultima congelacion, se centrifugaron para eliminar los restos celulares y una
vez congeladas por cuarta vez, se guardaron a -20° C hasta el momento de la
amplificacion.

En la amplificacion se infectaron 5 placas de 100 mm de diametro
donde se habia sembrado 500.000 células Ad293 tres dias antes. Los 4 mL de
sobrenadante de cultivo procedentes de la pre-amplificacion se llevaron a 20
mL finales con DMEM completo con 0,5% (v/v) de FBS inactivado y se
repartieron 4 mL a cada placa para llevar a cabo la infeccion. Dos horas
después, se cambio el medio por 10 mL de DMEM completo con 0,5% (v/v)
de FBS inactivado. Al dia siguiente, cuando la mayoria de las células estaban
infectadas (comparando el estado de las células con un control sin infectar),
se congelaron las placas a -20° C. Después se descongelaron, se recogieron
las células y se pasaron, junto con el medio, a un tubo donde se volvieron a
congelar por segunda vez. De nuevo, se repitio el ciclo de congelacion y
descongelacion hasta cuatro veces, centrifugando para eliminar restos
celulares antes de la altima congelacion y, por altimo, se hicieron alicuotas
que se guardaron a -20° C.
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4.2 Titulacion adenoviral

Para establecer el titulo de los adenovirus se utilizo el método
TCIDsy (Zissue Culture Infectious Dose 50), basado en la estimacion del
titulo viral a partir de un estudio a tiempo final de diluciones seriadas de un
virus y la aparicion del efecto citopatico (CPE, cyrophatic effect) en células
Ad293.

Para realizar el ensayo, se sembraron células Ad293 en una placa de
96 pocillos a una densidad de 10* cé¢lulas por pocillo en medio DMEM
completo con 2% (v/v) de FBS. Posteriormente, se afadio 100 pL de las
diferentes diluciones del virus (de 10° a 10 ). En los pocillos control (sin
infectar) se anadio la misma cantidad de medio. Transcurridos 10 dias, se
contaron el namero de pocillos que presentaban CPE para cada dilucion.
Para calcular el TCIDso/mL se utilizo el método estadistico KARBER:

Tzlol'*d(S*O,s)

d =log 10 del factor de dilucion empleado.

S = suma de las frecuencias de CPE encontradas para cada dilucion.

Una vez calculado el valor de TCIDso/mL, se obtuvo el titulo viral:

PFU/mL =10 "“/?°7%7

5. Analisis de proteinas
5.1 Electroforesis, transferencia e inmunodeteccion (Western Blot)

La metodologia de Western Blor empleada ha sido la descrita en
“Current Protocols in Protein Science” (Coligan, 2003). Las proteinas se
analizaron por SDS-PAGE usando geles de diferentes porcentajes de
poliacrilamida (del 8 al 12%). Antes de realizar la carga, se anadio a las
muestras tampon de carga 2 x [TrisHCI 125 mM pH 6,8, glicerol 20% (v/v),
SDS 4% (v/v), azul de bromofenol 0,04 mg/mL, ditiotreitol (DTT) 31 mg/mL|
y se hirvieron durante 3 minutos. La electroforesis se realizo en un sistema

mini-protean FElectrophoresis System (Bio-Rad) a 15-20 miliamperios
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constantes y en tampon compuesto por glicina 0,2 M, Tris 25 mM, SDS 0,1%
(p/v).

La transferencia se realizé6 a una membrana de PVDF (/mmobilon
Transfer Membranas, Millipore) durante una hora (para geles de 0,75 mm de
grosor) o 90 minutos (para geles de 1,5 mm de grosor) a 100 voltios
constantes, y en tampon compuesto por glicina 0,1 M, Tris 12,5 mM, metanol
20% (v/v).

El bloqueo de la membrana se hizo en leche desnatada en polvo al
5% (p/v) en TBS-T [TrisHCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, 7ween-200,1 %
(v/v)] durante 45 min a temperatura ambiente en agitacion, o durante toda
lanochea4°C.

La inmunodeteccion se realizo con el anticuerpo de la Tabla 2
especificado en cada caso. Los anticuerpos se diluyeron en leche desnatada
en polvo al 5% (p/v) en TBS-T'y, tras tres lavados con TBS-T durante 10 min,
la membrana se incubo con el correspondiente anticuerpo secundario
(Tabla 2), realizandose posteriormente otros tres lavados con TBS-T de 10

min.

Tabla 2: Anticuerpos utilizados para la inmunodeteccion de proteinas
analizadas por SDS-PAGE. Se especifica la procedencia, la dilucion utilizada, el
tipo de anticuerpo y el anticuerpo secundario que necesitan.

Anticuerpo Procedencia Dilucion Tipo Anticuerpo
Secundario

Anticuerpos primarios

Anti-actina Sigma 1:800  policlonal  Anti-conejo
Anti-AMPK «a Cell Signaling 1:1.000 policlonal  Anti-conejo
Anti-fosfo-AMPK  Cell Signaling 1:1.000 policlonal  Anti-conejo
a (T172P)

Anti-GFP * Immunokontact 1:5.000 policlonal  Anti-conejo

Anti-GST-HRP  Amersham Biosciences  1:10.000 policlonal —
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Anti-GS L1 *

Anti-MGS3 *

Anti-HA

Anti-HA-HRP

Anti-laforina A7

Cedido por el Dr. Joan
J. Guinovart (Garcia-
Rocha et al., 2001)

Cedido por el Dr. Joan
J. Guinovart (Cid et al.,
2005)

Roche Applied
Sciences

Sigma

Cedido porel Dr. S.
Rdguez. de Cordoba
(Fernandez-Sanchez et
al,, 2003)

1:10.000

1:1.000

1:10.000

1:10.000

1:500

Materiales y Métodos

policlonal  Anti-conejo

policlonal  Anti-conejo

monoclonal Anti-raton

monoclonal

monoclonal Anti-raton

Anti-myc BD-Biosciences 1:1.000 monoclonal Anti-raton

Anti-TRIP6 Bethyl lab. 1:1.000 policlonal  Anti-conejo

Anticuerpos secundarios

Anti-conejo-HRP Santa Cruz 1:10.000 policlonal —
Biotechnology

Anti-raton-HRP  Santa Cruz 1:10.000 policlonal —
Biotechnology

* En lugar de diluirse en leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en TBS-T, se
diluyeron en BSA al 3% (p/v) en PBS-T [NaCl 140 mM, KCI 3 mM, Na,HPO, 4 mM,

KH,PO,2mM, pH 74, Tween-200,1 % (v/v)].

Los anticuerpos fueron detectados utilizando el reactivo de

quimioluminiscencia ECL o ECL Plus (Amersham Biosciences).

5.2. Desnudado de membranas (Stripping)

En los casos donde se necesito revelar frente a mas de un anticuerpo,

las membranas se sometieron a Stripping. Para ello, se incubaron durante 30
min a 50° C en SDS 2% (p/v), TrisHCl 65 mM pH 6,8 y B-mercaptoetanol

0,7% (v/v). Después se realizaron tres lavados en TBS-T durante 10 min y se
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procedio de nuevo a bloquear la membrana y a incubarla con el nuevo
anticuerpo.

5.3. Electroforesis bidimensional

Las células CHO-IR se transfectaron con los correspondientes
plasmidos usando Lipofectamina 2000. En el caso del tratamiento con
AICAR (Toronto Research Chemicals), éste se anadio a las células, 18 horas
tras las transfeccion, en una concentracion final de 0.5 mM durante 6 horas.
24 horas después de la transfeccion se hicieron los extractos en tampon de
lisis [urea 9,7 M, CHAPS 4% (p/v), DTT 20 mM]. La cantidad de proteina
total se valoré mediante el método Bradford [Bio-Rad Prorein Assay, basado

en (Bradford, 1976)]. Para el tratamiento con A-fosfatasa, las células se
recogieron en tampon A-fosfatasa con MnCl, 2 mM y los extractos se
cuantificaron con el sistema Dc Protein Assay, de Bio-Rad [basado en el
método Lowry (Lowry et al., 1951) para cuantificar proteinas en presencia de
agentes reductores y detergentes]. 50 pg de extracto en tampon A-fosfatasa
conteniendo MnCl, 2 mM se tratd a 302 C durante 30 min con 50 unidades
de A-fosfatasa (New England Biolabs). Una vez transcurrida la reaccion, el

tampon A-fosfatasa se intercambio6 por tampon de lisis utilizando el sistema
Microcon YM 10 (Millipore).

La fusion HA-R5 se analiz6 por 2-DE usando un instrumento
IPGphor (Amersham Bioscience, Uppsala, Sweeden). Para la primera
dimension (isoelectroenfoque, IEF), 50 pg de proteina total en 100 pL de
urea 9,7 M, CHAPS 4% (p/v), DTT 20 mM, tampon IPG 0,5% (v/v) y azul de
bromofenol 0,5% (v/v), se cargd en una tira IPG Immobiline™ DryStrip pH
6-11, de 7 cm, previamente hidratada. La hidratacion se realizo con un
tampon compuesto por urea 8 M, CHAPS 2% (p/v), DTT 20 mM, tampon
IPG 0,5% (v/v) y azul de bromofenol 0,5% (v/v), durante toda la noche
anterior a temperatura ambiente por hidratacion pasiva. El IEF se realizo en
las siguientes condiciones: 500 V durante 30 min o 250 V/h, 1.000 V durante
30 min 0 500 V/h y 5.000 V durante 80 min 0 6.666 V/h. Una vez finalizado,
las tiras se guardaron a -20° C hasta la realizacion de la segunda dimension.
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Antes de llevarla a cabo, las tiras se equilibraron en tampon compuesto por
TrisHCI 50 mM pH 8,8, urea 6 M, SDS 2% (p/v), glicerol 30% (v/v), azul de
bromofenol 0,002% (v/v) y DTT 20 mM, durante 15 min a temperatura
ambiente y, seguidamente, en TrisHCI 50 mM pH 8,8, urea 6 M, SDS 2%
(p/v), glicerol 30% (v/v), azul de bromofenol 0,002% (v/v) y yodoacetamida
25 mg/mlL, durante 15 min a temperatura ambiente. La segunda dimension se
realizo mediante un SDS-PAGE en geles de 10% de acrilamida,
posteriormente transferido e inmunodetectado con anti-HA-HRP.

6. Doble hibrido

La técnica de doble hibrido fue disefiada por Stanley Fields (Fields
and Song, 1989) como una herramienta para identificar proteinas que se
asociaran en un sistema Jn wivo. Esta técnica permite caracterizar
interacciones ya conocidas, pero indudablemente su aplicacion mas valiosa
es la identificacion de nuevas interacciones proteina-proteina. El sistema se
fundamenta en un ensayo genético en el que la interaccion entre dos
proteinas se mide por la reconstitucion de un factor de transcripcion
funcional en levadura. El fundamento molecular esta basado en el caracter
modular de factores de transcripcion que presentan dos dominios
funcionales independientes: un dominio de union a secuencias especificas de
DNA y un dominio activador de la transcripcion. El dominio de union a
DNA dirige al factor de transcripcion a unas secuencias especificas de un
promotor, y el dominio de activacion facilita el ensamblaje del complejo de
iniciacion, permitiendo la transcripcion del gen reportero.

El término doble hibrido deriva de la utilizacion de dos proteinas
hibridas recombinantes. La proteina de interés (proteina cebo) se fusiona a
un dominio de union al DNA, y la segunda proteina hibrida (proteina presa)
se fusiona a un dominio de activacion de la transcripcion. La asociacion
fisica entre las proteinas cebo y presa permite la formacion de un
heterodimero con capacidad de unir DNA especificamente y de activar la
transcripcion génica. La reconstitucion del factor de transcripcion se
produce por una fusion fisica no covalente entre la proteina cebo y la
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proteina presa. Esta union se ensaya en una levadura con un fondo genético
particular, que contiene genes reporteros bajo el control de la UAS
(Upstream Activation Sequence) correspondiente al dominio de union al
DNA (LexA o Gal4) del vector en el que se construye la proteina cebo. La
mayoria de cepas existentes tienen dos genes reporteros independientes: un
gen que permite una seleccion nutricional (biosintesis de histidina, A753) y
otro que codifica para una enzima cuya actividad es cuantificable (/ac2).

La aplicacion mas extendida del ensayo de doble hibrido es la
busqueda de nuevas interacciones con una proteina cebo de interés (Fields
and Song, 1989). Para ello, se emplea como fuente de proteinas presa una
genoteca de cDNA fusionada en pauta de lectura a un dominio de activacion
(generalmente al dominio de activacion de Gal4, GAD).

6.1 Escrutinio genético de doble hibrido en levadura

Llevamos a cabo un escrutinio genético de doble hibrido (Fields and
Song, 1989) en busca de proteinas que interaccionaran con LexA-AMPK o2
(pBTM116-AMPK @2) en la cepa de levadura TAT7. Esta cepa se transformo
con una genoteca de cDNA de pancreas humano comercial clonada en el
vector pACTII (Clontech).

Los transformantes se crecieron en condiciones selectivas [SC, 2%
(p/v) glucosa sin Trp, Leu ni His] y, posteriormente, se determino la
actividad B-galactosidasa en filtro (ver mas adelante en el apartado 6.2. de
Materiales y Métodos).

Los plasmidos de los clones positivos se obtuvieron por extraccion
del DNA total de levadura y se usaron para transformar £ co/i. La extraccion
del DNA total de levadura se hizo a partir de cultivos crecidos en SC con los
requerimientos necesarios. Las células se rompieron mediante agitacion con
perlas de vidrio en 0,2 mL de tampon compuesto por Triton X-100 2% (v/v),
SDS 1% (p/v), NaCl 100 mM, Tris HC1 10 mM pH 8,0, Na,EDTA 1 mM y con
0,2 mL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1). El DNA se recogio
en el sobrenadante y se precipito con tres volumenes de etanol absoluto. Los
plasmidos obtenidos fueron secuenciados usando los oligonucleotidos
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pPACTII-1 y pACTII-2 (Tabla 1) y las secuencias fueron comparadas con las
bases de datos del NCBI utilizando la aplicacion informatica BLAST
(http://www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/).

6.2. Ensayos f3-galactosidasa

La actividad B-galactosidasa se ensayo en filtro y en células
permeabilizadas. Para los ensayos en filtro (Yang et al., 1992), se crecieron
clones individuales en medio SC so6lido con los requerimientos necesarios
para mantener los plasmidos. Las células se transfirieron a un filtro de
nitrocelulosa (Millipore) y se congelaron a -80° C para permeabilizarlas. A
continuacion, el filtro se puso en contacto con tampon Z [Na,HPO47H,0 60
mM, NaH,PO,H,O 40 mM, KCl 10 mM, MgSO,7H,O 1 mM y B-
mercaptoetanol 2,7% (v/v)] y el sustrato artificial X-Gal (5-bromo-4-cloro-
3-indolil-B-D-galactopiranosido, de Roche Applied Science) 1 mg/mlL, y se

observo la aparicion de color azul sobre los clones a 30° C.

Los ensayos cuantitativos (Ludin et al., 1998) se realizaron con la
cantidad de células equivalente a 0,5 unidades de D.O.¢p0 en 1 mL de tampon
Z con 25 pL de SDS 0,1% (p/v) y 25 pL de cloroformo. Como sustrato se
utiliz6 200 pul. de ONPG (o-nitrofenil B-D-galactopiranosido, de SIGMA) 4
mg/mL y la reaccion se pard con 500 puL de Na,CO; 1 M a tiempos
controlados. El color amarillo desarrollado a 30° C se midi6 a D.O.40 y se
expreso en unidades Miller, aplicando la siguiente transformacion:

D.O. ,,, x 1.000
t (min)

Unidades Miller = x2

En los casos en los que se ha medido la actividad B-galactosidasa en
condiciones de alta glucosa [4% (p/v) glucosa], una alicuota de las células ha
sido lavada dos veces con H,O y cambiadas a un medio de baja glucosa
[0,05% (p/v) glucosa] durante tres horas, obteniéndose después una nueva

medida de actividad B-galactosidasa.
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Los ensayos de actividad B-galactosidasa con el receptor de
hormonas tiroideas (THRP) y el receptor de retinoides X (RXRa) se
realizaron en ausencia y en presencia de los ligandos 3,3",5-acido
triyodotiroacético (triac, analogo de la hormona tiroidea) 1 uM (Sigma) y 9-

cis acido retinoico (9-cis RA) 1 uM (cedido por el Dr. Domingo Barettino,
Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC) como se indica en Lee et al.,
1995.

7. Arrastre con GST (Pull-down)

La cepa de levadura FY250 transformada con los plasmidos
pEG'GST-AMPK 02 (GST-AMPK «a2) y pWS93-TRIP6 (HA-TRIP6) se
crecio en SC con los requerimientos necesarios para mantener los plasmidos
y en 2% (p/v) de glucosa. El tampon de extraccion que se utilizo fue
TrisHCI 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Triton X-100 0,1% (v/v), glicerol 10%
(v/v), DTT 1 mM, fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) 1 mM, y una mezcla
completa de inhibidores de proteasas (Roche Applied Science). La cantidad
de proteina total se midio mediante Bradford (BioRad Protein Assay). 500
pg de proteina total obtenida de los extractos de levadura se unieron a una
matriz de glutation-sefarosa (Amersham Biosciences) durante 1 h a 4° C con
agitacion. A continuacion, la resina se lavo 3 veces con el tampon de
extraccion (Tomas-Cobos and Sanz, 2002). Las proteinas retenidas se
analizaron por SDS-PAGE seguido de transferencia e inmunodeteccion.

8. Ensayo de coinmunoprecipitacion en lineas celulares continuas

El dia anterior a la transfeccion se sembraron 1.500.000 células
HEK293T en placas de 100 mm de diametro. Las células se transfectaron con
los plasmidos correspondientes para cada ensayo mediante el protocolo del
fostato de calcio. 24 horas después de la transfeccion, en el caso en el que se
indica, las células fueron tratadas con leptomicina B 20 ng/mL, 15 min
(Sigma). En todos los casos, las células fueron resuspendidas en tampon de
lisis [Tris HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 10 mM, EDTA 2 mM, glicerol 15% (v/v),

96



Materiales y Métodos

nonidet P40 (nonylphenyl-polyethylene glycol) 1% (v/v), una mezcla
completa de inhibidores de proteasas (Roche Applied Science) y PMSF 1
mM]. Las células se lisaron por sucesivos ciclos de congelacion y
descongelacion. Los lisados celulares se centrifugaron a 10.000 x g durante 15
min y la fraccion soluble se recogio y se cuantifico utilizando el sistema Dc
Protein Assay de Bio-Rad. Se incub6 300 pg de extracto crudo con el
anticuerpo pertinente: Anti-TRIP6 1:500, Anti-myc 1:250 o Anti-HA 1:250,
en un volumen final de 500 pL (completado con PBS) durante, al menos, 4
horas a 4° C. Las proteinas que se unieron al anticuerpo se retuvieron
durante toda la noche a 4° C en 50 pL de proteina A-sefarosa IPA-300
(RepliGen) v, tras varios lavados de 10 min a 4° C con PBS y con PBS + NP-
40 0,05% (v/v), fueron analizadas mediante SDS-PAGE e inmunodeteccion.
De los extractos crudos se cargd 1/10 del volumen utilizado en la
coinmunoprecipitacion para comprobar la expresion de la proteina.

9. Expresion y purificacion de proteinas recombinantes en Escherichia
coli

La purificacion de las proteinas de fusion GST-TRIP6, GST-TRIP6
S272A, GST-TRIP6 T341A, GST-TRIP6 S461A, GST-TRIP6 (1-290), GST-
TRIP6 (291-476), GST-TRIP6 (1-290) SIOIA y GST-TRIP6 (1-290) S1024,
expresadas en £ coli, se llevo a cabo a partir de 500 mL de LB con
ampicilina. Los transformantes se crecieron a 37° C hasta que la absorbancia
a 600 nm alcanzo un valor de 0,5. Entonces se anadio 0,1 mM de isopropil-1-
tio-B-D-galactopiranosido (IPTG), y los cultivos se incubaron a 25° C
durante toda la noche con agitacion. Las células se recogieron vy
resuspendieron en 20 mL de tampon de sonicacion [HepesNaOH 50 mM
pH 7,0, NaCl 150 mM, glicerol 10% (v/v), Triton X-100 0,1% (v/v), DTT 2
mM, PMSF 2 mM, y una mezcla completa de inhibidores de proteasas
(Roche Applied Science)]. Las células se rompieron por sonicacion en 15
ciclos de 30 segundos a 11 micrones alternados por 1 min en hielo y las
proteinas de fusion se purificaron pasando los extractos por una columna de
glutation-sefarosa (Amersham Biosciences) de 1 mL de volumen de lecho
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(Garcia-Gimeno et al., 2003). Las proteinas se eluyeron de la columna con
glutation 25 mM y las muestras se guardaron a -80° C.

Para eliminar la etiqueta de GST de la fusion GST-TRIP6, la
proteina se purifico como se ha descrito anteriormente y una vez unida a la
resina se trato6 con PreScission Protease (Amersham Biosciences), enzima
que corta entre la etiqueta GST y la proteina. La proteina se recupero en el
eluido y se guardo a -80° C.

La purificacion de las fusiones GST-R5 (1-183), GST-R5 (1-183)
$35A, GST-R5 (1-183) S69A y GST-R5 (1-183) S77A y GST-aforina,
expresadas en £. coli se llevo a cabo a partir de 150 mL de LB con ampicilina.
Los transformantes se crecieron a 37° C hasta que la absorbancia a 600 nm
alcanzo6 un valor de 0,5. Entonces se afiadio 0,1l mM de IPTG, y los cultivos se
incubaron a 25° C durante toda la noche con agitacion. Las células se
recogieron y resuspendieron en 10 mL de PBS, PMSF 2 mM, y una mezcla
completa de inhibidores de proteasas (Roche Applied Science). Las células
se rompieron por sonicacion y, tras centrifugar, el sobrenadante se incubo
con 900 pL de glutation-sefarosa (Amersham Biosciences) durante toda la
noche a 4° C. Tras varios lavados de 10 min a 4° C con PBS, las proteinas se

recuperaron con glutation 25 mM y se alicuotaron y guardaron a -80° C.

10. Ensayos de fosforilacion in vitro

Para los ensayos de fosforilacion se utilizo tampon compuesto por
Hepes'NaOH 20 mM pH 7,0, MgCl, 10 mM y DTT 1 mM. La reaccion se
llevo a cabo con 50 mU de AMPK (Cell Signaling Solutions), AMP 300 uM y
100 uM de una mezcla 1:4 de y*P-ATP (3000 Ci/mmol, proporcionado por
Amersham Biosciences) y ATP. Tras 1 hora a 30° C, la reaccion se par6
calentando las muestras a 95° C durante tres minutos con tampon de carga.
A continuacion, las proteinas se analizaron por SDS-PAGE, el gel se seco con
bomba de vacio a 80° C y se analizo por autorradiografia. Como control de
carga también se analizaron por SDS-PAGE cantidades equivalentes de las
mismas diluciones de las proteinas utilizadas como sustrato, se tifieron con
tincion Coomassie [Coomassie 0,25% (p/v), metanol 5% (v/v), acido acético
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10% (v/v)] y los lavados se hicieron con metanol 5% (v/v), acido acético 10%

(v/v).

11. Localizacién subcelular de las fusiones a GFP en lineas celulares

continuas

El dia anterior a la transfeccion se sembraron 200.000 células COS7
en placas de 35 mm de diametro donde previamente se habian depositado
tres cubreobjetos redondos. El plasmido pEGFP-NI-TRIP6 y sus derivados
se introdujeron en las células utilizando el reactivo de transfeccion FuGENE
6 (Roche). Al dia siguiente de la transfeccion se realizaron los tratamientos
si asi se indica y durante los tiempos especificados en cada caso. Las células
se fijaron con paraformaldehido 4% (p/v) y los nucleos se tifieron con DAPI
(4,6-diamidino-2-fenilindol, Sigma) 1:1.000 en PBS. Los cubreobjetos se
montaron con Fluoromount-G (Southern Biotech) sobre los portaobjetos.
Las imagenes de TRIP6-GFP y DAPI se capturaron directamente por
microscopia de fluorescencia usando un microscopio Leica DMRXA2 y el
programa informatico Leica FW4000.

12. Ensayos de actividad luciferasa

El dia anterior a la transfeccion se sembraron 425.000 células
HEK293T en cada pocillo de placas de 6 pocillos. Los plasmidos que se
necesitaron para cada ensayo se introdujeron en las células mediante el
protocolo de transfeccion del fosfato de calcio. En los ensayos a los que se
anadieron diferentes tratamientos a las células, éstos se adicionaron a las 18
horas tras la transfeccion. El AICAR (Toronto Research Chemicals) se
afadio a una concentracion final de 0,5 mM durante 6 horas. El TNFa
(Sigma) se us6 a una concentracion final de 10 ng/mL durante 6 horas y/o
AICAR (0,5 mM) durante la tltima hora de tratamiento. En todos los casos,
24 horas después de la transfeccion, las células se lisaron y la actividad
luciferasa se cuantifico usando el “Dual-Luciferase Reporter Assay Systen”
de Promega, y un luminometro Wallac 1420 VICTOR.
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El “Dual-Luciferase Reporter Assay System” utiliza dos luciferasas
distintas: La firefly luciferasa es una proteina monomérica de 61 kDa
proveniente de la luciérnaga Photinus pyralis que no necesita modificaciones
postraduccionales para ser cataliticamente activa y oxidar a la luciferina
hasta oxiluciferina en una reaccion bioluminiscente. La técnica se basa en
cuantificar la expresion de la firefly luciferasa a través de la reaccion de
bioluminiscencia que ésta cataliza. La reaccion es lineal en un amplio rango
de concentraciones, dentro del cual la cantidad de luz emitida sera
proporcional a la expresion de la firefly luciferasa. Normalmente, la actividad
luciferasa se normaliza respecto a la expresion de otra proteina para corregir
diferencias debidas a la eficiencia de la transfeccion. En nuestro caso, el
sistema utilizado incorporaba el gen de la reni//a luciferasa bajo un promotor
independiente en el vector pBIND. La renil/a luciferasa es una proteina
monomérica de 36 kDa proveniente de la medusa Renilla reniformis que
también cataliza una reaccion luminiscente y que es muy diferente a la firefly
luciferasa en cuanto a estructura y requerimientos de sustratos debido a su
distinto origen evolutivo. Estas diferencias hacen posible discriminar
eficazmente entre la senal de uno u otro enzima de forma que podemos
medir la actividad fireflyluciferasa y posteriormente bloquear dicha reaccion
y medir la actividad reni/laluciferasa sobre la misma muestra.

En los casos donde se analizaron las proteinas por Western Blot se
realizaron extractos proteicos de células que se sembraron, transfectaron y
recibieron los mismos tratamientos (si ése era el caso) que las células
utilizadas para el ensayo de actividad luciferasa. Las células se recogieron en
tampon de lisis [Tris HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 10 mM, glicerol 15% (v/v),
nonidet P40 1% (v/v), una mezcla completa de inhibidores de proteasas
(Roche Applied Science), EDTA 50 mM, NaF 50 mM y Na,P,O; 5 mM como
inhibidores de proteinas quinasa y proteinas fosfatasa, y PMSF 1 mM]. Las
células se lisaron por sucesivos ciclos de congelacion y descongelacion. Los
lisados celulares se centrifugaron a 10.000 x g durante 15 min y la fraccion
soluble se recogio y se cuantifico utilizando el sistema Dc Protein Assay de
Bio-Rad.
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13. Determinacion de glucogeno

En el caso de las células CHO-IR, se sembraron 1.000.000 de células
en placas de 60 mm de diametro el dia anterior a la transfeccion con
Lipofectamina 2000. 24 horas tras la transfeccion, las placas se congelaron
en N, liquido y se guardaron a -80° C hasta su utilizacion para la
determinacion del contenido en glucogeno.

Las células FTO-2B también fueron sembradas el dia anterior a ser
infectadas en placas de 60 mm de diametro y también se sembraron
1.000.000 de c¢lulas por placa. 24 horas tras la infeccion, las placas se
congelaron en N, liquido y se guardaron a -80° C hasta su utilizacion para la
determinacion del contenido en glucogeno.

Para el caso de los fibroblastos, fueron 150.000 células las que se
sembraron en placas de 60 mm de diametro y se infectaron tres dias después.
24 horas tras la infeccion, las placas se congelaron en N, liquido y se
guardaron a -80° C hasta su utilizacion para la determinacion del contenido
en glucogeno.

El protocolo utilizado para la determinacion de glucogeno se ha
basado en lo descrito en la bibliografia (Chan and Exton, 1976). Las células
sembradas en placas de 60 mm de diametro se descongelaron en hielo y se
recogieron en 100 pL de KOH 30% (p/v). Los extractos obtenidos se
calentaron a 100° C durante 15 min y 15 pL de muestra se guardaron para
cuantificar proteina total mediante un ensayo Bradford (Bio-Rad Protein
Assay). El resto de muestra se deposito sobre papeles Whatman 31-ET CHR
de 3,5 x 2 cm y se dejo secar a temperatura ambiente. Posteriormente, los
papeles se lavaron con EtOH 66% frio durante 10 min, seguido de dos
lavados mas con EtOH 66% a temperatura ambiente durante 20 min cada
uno. Después de secarse a temperatura ambiente durante toda la noche, los
papeles se incubaron con 1 mL de amiloglucosidasa (0,5 mg/mL en acetato
sodico 0,02 M pH 4,8) a 37° C durante 90 min en tubos individuales. Se
utilizaron 150 pL de muestra para cuantificar la glucosa liberada por accion
de la amiloglucosidasa. Se incub6 con 100 pL de K;HPO4 0,2 My 1 mL de
Reactivo Glucostat (tampon fosfato potasico 100 mM pH 7,0, 2,7
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unidades/mL de glucosa oxidasa, 2 unidades/mL de peroxidasa y 150 pg/mL
de o-dianisidina) durante 30 min a 37° C. El método se fundamenta en la
oxidacion de la glucosa a acido gluconico por accion de la enzima glucosa
oxidasa, acompanada de la formacion de H,O,. El peroxido de hidrogeno
formado, en presencia de la peroxidasa, produce la oxidacion de la o-
dianisidina dando un producto coloreado. La intensidad del color es
proporcional a la concentracion de glucosa presente inicialmente en la
muestra. La reaccion se pard con 1 mL de HCI 6N vy el color purpura
desarrollado se cuantifico espectrofotométricamente a 540 nm. La cantidad
de glucogeno se ha expresado como cantidad de glucosa liberada por mg de
proteina total.

En los casos donde se analizaron las proteinas por Western Blot se
realizaron extractos proteicos de células que se sembraron y transfectaron o
infectaron igual que las células utilizadas para la determinacion de
glucogeno. Las células se recogieron en tampon de homogeneizacion
[TrisHC1 10 mM pH 7,0, EDTA 15 mM pH 8,0, NaF 50 mM, Sacarosa 0,6 M,
Na,P,0; 5 mM, una mezcla completa de inhibidores de proteasas (Roche
Applied Science), B-mercaptoetanol 15 mM y PMSF 1 mM]. Las células se
lisaron al pasarlas varias veces por una jeringa de insulina (25 G - 0,5 x 16
mm). La cantidad de proteina total presente en el extracto se cuantifico
utilizando el método Bradford (Bio-Rad Protein Assay).

14. Analisis estadistico de los datos

Los datos se han expresado como medias + desviacion estandar. El
test estadistico utilizado para evaluar las diferencias entre grupos ha sido el
test U de Mann-Whitney o el ¢ de Student, de dos colas, considerandose
estadisticamente significativos para * P < 0,05, ** P < 0,01 o *** P < 0,001,
como se indica en cada caso. Los datos han sido analizados con los
programas informaticos SPSS para Windows, version 13.0 o Excel 2003 de
Microsoft Office.
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Con el objetivo de identificar nuevas dianas sobre las que actie
AMPK, se habia llevado a cabo en el laboratorio un escrutinio genético de
doble hibrido en levadura.

1. Escrutinio genético de doble hibrido en levadura

Para llevar a cabo nuestro objetivo, la cepa de levadura TAT7 (ver
Materiales y Métodos) se transformo con los plasmidos que contenian, por
un lado, nuestra proteina cebo, AMPK a2 (pBTMI116-AMPK a2), y por el
otro, una genoteca de cDNA de pancreas humano (pACTII-genoteca), de
Clontech (Figura 16).

GAD-proteinas de
pancreas

transcripcion

LexA-AMPK a2

LacZ, HIS3

Figura 16: Representacion esquematica del sistema de doble hibrido que se
utilizo para llevar a cabo el escrutinio genético. La proteina cebo (AMPK a2) se
fusiono al dominio de union a DNA del factor de transcripcion LexA y las proteinas
de la genoteca estaban fusionadas al dominio de activacion de Gal4. Cuando se
produce la interaccion entre la proteina cebo y la proteina presa se reconstituye un
activador transcripcional funcional que provoca la activacion de los genes
reporteros, confiriendo a las levaduras la capacidad de crecer en ausencia de
histidina y de presentar actividad B-galactosidasa.

Debido a la posible implicacion que AMPK puede tener en
enfermedades como la diabetes, decidimos utilizar una genoteca de pancreas
humano en busca de proteinas que interaccionaran. Aunque se ha descrito
que AMPK al es mas abundante en las células B pancreaticas, utilizamos

AMPK a2 en el escrutinio ya que se ha descrito que esta isoforma podria
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desempefiar una funcion en la regulacion génica en estas células (Salt et al.,
1998b).

Se crecieron un total de 10° transformantes en condiciones selectivas
[SC 2% (p/v) glucosa sin Trp, Leu ni His|, de los cuales, solo 28 dieron
positivo para la actividad B-galactosidasa, ensayada en filtro. A
continuacion, los plasmidos conteniendo los fragmentos de cDNA de las
proteinas que podrian ser capaces de interaccionar con AMPK a2 se
extrajeron de las levaduras. El cDNA de estos clones que habian mostrado
actividad B-galactosidasa se secuencio y la identificacion de las secuencias se
realiz6 por comparacion con las bases de datos del NCBI utilizando la
aplicacion informatica BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
Dieciséis de los posibles clones positivos fueron excluidos de posteriores

analisis por carecer de sentido biologico (correspondian a secuencias fuera
de la pauta de lectura o secuencias genomicas no traducidas). De los
restantes 12 posibles clones positivos, encontramos dos que codificaban para
proteinas relacionadas con la transcripcion:

o ATF4 (Activating Transcription Factor 4)

e TRIP6 (Zhyroid Hormone Receptor Interacting Protein 6)

El resto se trataba de clones que codificaban para proteinas de
funcion desconocida.

TRIP6 era la proteina que mostraba una mayor interaccion con

AMPK a2, por lo que decidimos continuar nuestro estudio con ella.

2. TRIP6 interacciona fisicamente con AMPK a2

El clon que se recupero del escrutinio de doble hibrido solo contenia
los dos altimos dominios LIM de la secuencia de TRIP6 humano (del
aminoacido 331 al 476) (Figura 17), asi que decidimos recuperar el cDNA

completo de TRIP6 para confirmar la interaccion con AMPK a2.

106



Resultados |

1 MSGPTWLPPK QPEPARAPQG RAIPRGTPGP PPAHGAALQP HPRVNFCPLP

51 SEQCYQAPGG PEDRGPAWVG SHGVLQHTQG LPADRGGLRP GSLDAEIDLL Secuencia de
Exportacion

101 SSTLAELNGG RGHASRRPDR QAYEPPPPPA YRTGSLKPNP ASPLPASPYG Nuclear (NES)

151 GPTPASYTTA STPAGPAFPV QVKVAQPVRG CGPPRRGASQ ASGPLPGPHF

201 PLPGRGEVWG PGYRSQREPG PGAKEEAAGV SGPAGRGRGG EHGPQVPLSQ

251 PPEDELDRLT KKLVHDMNHP PSGEYFGQCG GCGEDVVGDG AGVVALDRVF

Dominio LIM 1
301 HVGCFVCSTC RAQLRGQHFY AVERRAYCEG CYVATLEKCA TCSOPILDRI

351 LRANGKAYHP GCFTCVVCHR GLDGIPFTVD ATSOIHCIED FHRKEAPRc oMo LM 2

401 VCGGAIMPEP GOEETVRIVA LDRSFHIGCY KCEECGLLLS SEGECOGCYP  Dominio LIM 3

451 LDGHILCKAC SAWRIQELSA TVTTDC

Figura 17: Secuencia aminoacidica completa de TRIP6, donde se muestran los
aminoacidos que componen la NES y cada uno de los dominios LIM. La parte de
la secuencia subrayada se corresponde con el fragmento del ¢cDNA aislado
originalmente de la genoteca.

La secuencia completa del cDNA de TRIP6 se obtuvo por PCR a
partir del plasmido pBS-TRIP6-A7, amablemente cedido por la Dra. M.C.
Beckerle (Huntsman Cancer Institute and Dept. of Biology, Univ. Utah, Salt
Lake City, USA) (Yi and Beckerle, 1998), usando los oligonucleotidos
adecuados (Tabla 1, de Materiales y Métodos) que nos permitieron
amplificar la secuencia codificante completa de TRIP6 desde el codon de
inicio hasta el codon de parada.

Una vez obtuvimos el cDNA completo de TRIP6, lo subclonamos en
diferentes plasmidos que nos permitieron corroborar la interaccion con

AMPK a2 utilizando diferentes técnicas:
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2.1 Doble hibrido en levadura

En primer lugar, y utilizando de nuevo la técnica de doble hibrido,
cuantificamos la interaccion entre AMPK a2 y TRIP6 completo mediante un
ensayo de actividad B-galactosidasa. Para ello, usamos una fusion entre
TRIP6 y el dominio de activacion del factor transcripcional GAL4 de
levadura, GAD (pACTII-TRIP6) y una fusion entre AMPK a2 y la proteina
de union a DNA, LexA (pBTMI116-AMPK a2). Con estas dos construcciones
se transformo la cepa de levadura CTY10.5d, que posee el gen reportero de la
B-galactosidasa bajo el control de cuatro operadores LexA. La proteina
completa TRIP6 interacciona fuertemente con la subunidad catalitica a2 de
AMPK en condiciones de alta glucosa [4% (p/v) glucosa], y ademas, en baja
glucosa [0,05% (p/v) glucosa] esta interaccion aumenta (Tabla 3).

También comprobamos si existia interaccion entre TRIP6 vy las
subunidades reguladoras de AMPK (B1, B2 y y1) mediante un ensayo de
actividad B-galactosidasa en filtro. Para ello transformamos la cepa
CTY10.5d con los plasmidos pBTMI116-AMPK 1, pBTMI116-AMPK 2 o
PEG202-AMPK y1 y pACTII-TRIP6. Los resultados indicaron que no existe

interaccion por doble hibrido entre TRIP6 y las subunidades reguladoras de
AMPK, confirmandose que TRIP6 interacciona solamente con la subunidad

catalitica a2 de AMPK.

Para profundizar mas en el estudio de la interaccion entre AMPK a2
y TRIP6, se estudio la interaccion por doble hibrido de TRIP6 con los
dominios catalitico (KD, Kinase Domain, parte N-terminal que contiene un
tipico dominio serin/treonin proteina quinasa) y regulador (RD, Regulatory
Domain, parte C-terminal capaz de interaccionar con las subunidades
reguladoras) de la subunidad a2 de AMPK (Tabla 3). Los resultados
muestran que TRIP6 interacciona principalmente con el dominio quinasa de
la subunidad catalitica de AMPK. Ademas, al igual que con la proteina a2

completa, la interaccion es mayor en condiciones de baja glucosa.
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B-galactosidasa (unidades)

4% glucosa 0,05% glucosa

LexA GAD-TRIP6 <1 <1
LexA-AMPK o2 GAD <1 <1
LexA-AMPK a2 GAD-TRIP6 112 186
LexA-AMPK 02 KD GAD 1 1
LexA-AMPK a2 KD GAD-TRIP6 97 198
LexA-AMPK 02 RD GAD <1 <1
LexA-AMPK a2 RD GAD-TRIP6 9 12

Tabla 3: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la interaccion por doble hibrido entre la subunidad catalitica
02 de AMPK y TRIP6. La cepa de levadura CTY10.5d se transformo con los
plasmidos pBTM116-AMPK a2 y pACTII-TRIP6. Las células se crecieron en SC con
4% (p/v) de glucosa hasta fase logaritmica (D.O.¢00 0,5) y tras dos lavados con H,O,
se cambiaron a un medio con 0,05% (p/v) de glucosa durante tres horas. De la misma
manera, también se midio la interaccion entre los dos dominios catalitico, KD (del
aminodcido 1 al 312) y regulador, RD (del aminoacido 313 al 552) de AMPK a2 y
TRIP6. Los valores se corresponden a las medias obtenidas de entre 4 y 6
transformantes (desviacion estandar <15% en todos los casos).

También quisimos comprobar si TRIP6 era capaz de interaccionar
con Snfl, el ortdlogo de AMPK a en la levadura S cerevisiae. Aunque la
interaccion es mas débil que con AMPK a2 de mamiferos, pudimos
cuantificar la interaccion entre TRIP6 y Snfl (Tabla 4).
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B-galactosidasa (unidades)

4% glucosa 0,05% glucosa

LexA-Snf1  GAD <1 3,1
LexA-Snf1  GAD-TRIP6 6,8 9,0

Tabla 4: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la interaccion por doble hibrido entre Snfl y TRIP6. La cepa de
levadura CTY10.5d se transformo con los plasmidos pBTMI16-Snfl y pACTIIL-
TRIPG. Las células se crecieron en SC con 4% (p/v) de glucosa hasta fase logaritmica
(D.O.600 0,5) y tras dos lavados con H,0, se cambiaron a un medio con 0,05% (p/v)
de glucosa durante tres horas. Los valores se corresponden a las medias obtenidas de
entre 4 y 6 transformantes (desviacion estandar <15% en todos los casos).

2.2 Arrastre con GST en células de levadura

En segundo lugar, corroboramos la interaccion entre TRIP6 y AMPK
a2 usando la técnica de arraste con GST (Pull-Down). Para poder llevarlo a
cabo, se transformo la cepa de levadura FY250 con los plasmidos que
expresaban las proteinas de fusion GST-AMPK a2 (pEG'GST-AMPK 02) y
HA-TRIP6 (pWS93-TRIP6). Los extractos crudos se obtuvieron de cultivos
crecidos en 2% (p/v) de glucosa. Pudimos comprobar que HA-TRIP6
copurificaba con GST-AMPK a2 y no en el correspondiente control en el

que solamente se coexpresaban HA-TRIP6 y GST (Figura 18).
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Figura 18: Arrastre con GST entre GST-AMPK a2 y HA-TRIP6. La cepa de
levadura FY250 se transformo con los plasmidos que expresaban las proteinas de
fusion GST-AMPK a2 y HA-TRIP6. Los extractos crudos se obtuvieron de cultivos

crecidos en 2% (p/v) de glucosa. HA-TRIPG6 solo es arrastrado por GST-AMPK 0.2, y
no por GST.

2.3. Doble hibrido en células de mamifero

Posteriormente, confirmamos la interaccion entre TRIP6 y AMPK
02 en células de mamifero. Para ello, llevamos a cabo un anilisis de doble
hibrido en células HEK293T, donde sobreexpresamos las fusiones GBD-
TRIP6 (pBIND-TRIP6) y AD-AMPK 02 (pACT-AMPK a2). En este caso,
fusionamos TRIP6 al dominio de union al DNA de Gal4 y AMPK a2 se
fusiono al dominio de activacion de VP16. Ambos plasmidos, junto al vector
que contiene el gen reportero, pG5luc (5 x UASga4-luciferasa), fueron
introducidos en células HEK293T mediante el protocolo de transfeccion del
fosfato de calcio. La actividad luciferasa resultante debida a la interaccion
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entre TRIP6 y AMPK a2 se normalizd con un control interno de
transfeccion (ver apartado 12. de Materiales y Métodos). Todas las
interacciones se refieren al valor obtenido por el par GBD + AD-AMPK a2,
que se ha ajustado a 1. En presencia de las fusiones GBD-TRIP6 y AD-AMPK
a2, la expresion del gen reportero aumento 3,9 veces respecto a la expresion
obtenida solo en presencia de GBD-TRIP6 (Figura 19).
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AD-AMPK 02 AD AD-AMPK 02

Figura 19: Analisis de doble hibrido en células de mamifero para cuantificar la
interaccion entre AMPK a2 y TRIP6. Las células HEK293T fueron
cotransfectadas con los plasmidos pBIND-TRIP6 (GBD-TRIP6), pACT-AMPK a2
(AD-AMPK a2) y pG5luc. La actividad luciferasa se midio y se normaliz6 tal y como
se describe en Materiales y Métodos. Los valores que se muestran son la media
resultante de, al menos, 4 transfecciones independientes (las barras indican la
desviacion estandar).

2.4. Coinmunoprecipitacion en células de mamifero

Por altimo, también quisimos comprobar la interaccion entre TRIP6
y AMPK 02 realizando experimentos de coinmunoprecipitacion en células
HEK293T sobreexpresando la proteina AMPK a2 fusionada a la etiqueta
myc (pCMV-myc-AMPK a2). Sin embargo, no fuimos capaces de detectar la
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fusion myc-AMPK a2 cuando inmunoprecipitibamos la proteina TRIP6
endogena con anticuerpos especificos (Figura 20). No obstante, razonamos
que, posiblemente, estas proteinas no fueran capaces de interaccionar por no
encontrarse en el mismo compartimento subcelular, ya que la isoforma o2 de
AMPK posee localizacion nuclear y TRIP6 se localiza preferentemente en el
citoplasma aunque es capaz de viajar al ntcleo.

Leptomicina B + -
IP:  Anti- Anti- %)
kDa TRIP6  TRIP6
ColP 75-
—_— <«— myc-AMPK o2

Anti-myc ]

50 -

75-

Extracto crudo

- £ - «— myc-AMPK o2

Anti-myc 50 -
Extracto crudo 50 - - e ; <«— TRIP6 (endégeno)
Anti-TRIP6

Figura 20: Coinmunoprecipitacion de myc-AMPK a2 y TRIP6. Los extractos de
proteina total (300 pg) se obtuvieron de células HEK293T transfectadas con el
plasmido pCMV-myc-AMPK 02 y tratadas o no con leptomicina B (20 ng/mL, 15
min) como se describe en Materiales y Métodos. TRIP6 endogeno se
inmunoprecipité con 1 pL de anti-TRIP6 y el control negativo (&) se hizo en
ausencia de anticuerpo. Las proteinas precipitadas se analizaron por SDS-PAGE e
inmunodetectadas con anti-myc.

Por ello tratamos las células HEK293T con leptomicina B (un
inhibidor del transportador nuclear Crm-1, que reconoce especificamente las
secuencias NES ricas en leucinas), que segin la bibliografia (Wang and
Gilmore, 2001), es capaz de retener a TRIP6 en el ntcleo. Fue en este caso,
tras el tratamiento con leptomicina B, cuando logramos visualizar la

interaccion entre myc-AMPK a2 y TRIP6 (Figura 20). Este resultado nos

13



Resultados |

sugiere que, solo cuando estas proteinas se encuentran en el nucleo de la
célula, son capaces de interaccionar.

3. AMPK fosforila a TRIP6 in vitro

Dado que habiamos visto que TRIP6 era capaz de interaccionar con
AMPK a2, y especificamente con el dominio quinasa (Tabla 3), quisimos
investigar si TRIP6 era un posible sustrato de fosforilacion de AMPK.

Para ello, purificamos en una columna de afinidad de glutation-
sefarosa una fusion GST-TRIP6 producida en bacteria para llevar a cabo un
ensayo de fosforilacion por AMPK in vitro. Utilizamos AMPK comercial,
GST-TRIP6 como sustrato de la reaccion de fosforilacion y ATP marcado
radiactivamente con *’P en su fosfato y. Tras la reaccion, las muestras se
analizaron por SDS-PAGE vy autorradiografia. Pudimos comprobar que
TRIP6 era un sustrato de AMPK ya que se fosforilaba por accion de la
quinasa y, ademas, en presencia de AMP (el activador alostérico de AMPK),
la fosforilacion se veia mejorada (Figura 21). En el ensayo de fosforilacion
también aparecieron fosforiladas bandas de menor tamafio que,
presumiblemente, se corresponden con productos de degradacion de la
forma entera. Las bandas que aparecen en las calles sin GST-TRIP6
corresponden a autofosforilacion de AMPK. Como control negativo se
utilizo GST y como control de carga, utilizamos cantidades equivalentes de
la proteina de fusion GST-TRIP6 que fueron analizadas en paralelo por SDS-
PAGE y tincion con azul de Coomassie.
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Figura 21: Fosforilacion in vitro de TRIP6 por AMPK. Se utilizaron 50 ng de la
proteina de fusion GST-TRIP6 purificada junto a 50 mU de AMPK, tal y como se
describe en Materiales y Métodos. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE y
autorradiografia. Como control de carga, 250 ng de la proteina de fusion GST-TRIP6
se analizaron por SDS-PAGE y posterior tincion con azul de Coomassie.

3.1 Analisis de mutantes de TRIP6 en posibles sitios de fosforilacion

Para intentar localizar el residuo de TRIP6 fosforilado por AMPK,
analizamos la secuencia aminoacidica de TRIP6 en busca de residuos de Ser
o Thr. Dado que TRIP6 es un proteina muy rica en estos residuos (posee 27
Ser y 20 Thr), nos centramos Gnicamente en aquellos que se cenfan a las
caracteristicas de la secuencia consenso de fosforilacion por AMPK (Figura
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4, Introduccion). Encontramos Gnicamente 3 residuos que cumplian estos
requisitos: Ser272, Thr341y Ser461 (Figura 22).

1 MSGPTWLPPK QPEPARAPQG RAIPRGTPGP PPAHGAALQP HPRVNFCPLP
51 SEQCYQAPGG PEDRGPAWVG SHGVLQHTQG LPADRGGLRP GSLDAEIDLL Secuencia de
101 SSTLAELNGG RGHASRRPDR QAYEPPPPPA YRTGSLKPNP ASPLPASPYG NEE&;ﬁ?E%g)
151 GPTPASYTTA STPAGPAFPV QVKVAQPVRG CGPPRRGASQ ASGPLPGPHF
201 PLPGRGEVWG PGYRSQREPG PGAKEEAAGV SGPAGRGRGG EHGPQVPLSQ

251 PPEDELDRLT KKLVHDMNHP P§§EYFGQCG GCGEDVVGDG AGVVALDRVF

Dominio LIM 1
301 HVGCFVCSTC RAQLRGQHFY AVERRAYCEG CYVATLEKCA ICSQPILDRI

Dominio LIM 2
351 LRAMGKAYHP GCFTCVVCHR GLDGIPFTVD ATSQIHCIED FHRKFAPRCS

Dominio LIM 3

401 VCGGAIMPEP GQEETVRIVA LDRSFHIGCY KCEECGLLLS SEGECQGCYP

451 LDGHILCKAC SAWRIQELSA TVTTDC

Figura 22: Secuencia aminoacidica completa de TRIP6 donde se muestran los
aminoacidos incluidos en posibles secuencias consenso de fosforilacion por
AMPK. Los residuos que forman parte de la secuencia consenso aparecen en
naranja. La Ser272, la Thr341y la Ser461 estan en naranja y subrayadas.

Una vez localizados estos tres residuos, fueron mutados a alanina
mediante mutagénesis dirigida y, de nuevo, se purificaron por columna de
afinidad las correspondientes proteinas de fusion expresadas en £ coli. Las
proteinas GST-TRIP6 S272A, GST-TRIP6 T341A y GST-TRIP6 S46lA se
utilizaron como sustratos en nuevas reacciones de fosforilacion por AMPK

in vitroy siempre en presencia de AMP.
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Figura 23: Fosforilacion in vitro de los mutantes en posibles sitios de
fosforilacion de TRIP6. Se utilizaron 50 ng de las diferentes fusiones a GST junto a
50 mU de AMPK y en presencia de AMP, tal y como se describe en Materiales y
Meétodos. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE y autorradiografia. Como
control de carga, 250 ng de las proteinas de fusion se analizaron por SDS-PAGE y
posterior tincion con azul de Coomassie.

Como se puede observar en la Figura 23, los mutantes de TRIP6 en
los posibles sitios de fosforilacion por AMPK también aparecian fosforilados
tras el ensayo 7n vitro. Aunque el mutante T341A parece incorporar menos
P que los otros mutantes estudiados o que la forma silvestre, posteriores
estudios descartaron la posibilidad de que este residuo fuera un sitio de
fosforilacion de AMPK (ver mas adelante en el apartado 3.2. y 5.1.2. de
Resultados I).
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3.2. Acotado de la region de TRIP6 fosforilada por AMPK

Con el objetivo de acotar las regiones de la proteina que contenian
residuos potencialmente fosforilables por AMPK, dividimos TRIP6 en dos
partes: Parte N-terminal (del aminoacido 1 al 290) y parte C-terminal (del
aminoacido 291 al 476) (Figura 24). Estas proteinas se expresaron como
fusiones a GST en E. coli, se purificaron en columnas de afinidad y se
utilizaron como sustratos en un nuevo ensayo de fosforilacion por AMPK in
vitroy en presencia de AMP. Tanto la parte N-terminal como la C-terminal
aparecian fosforiladas, aunque el fragmento C-terminal parece presentar una
disminucion importante en la cantidad de **P incorporado (Figura 25), por
lo que la fosforilacion dependiente de AMPK parece residir principalmente
en la parte amino-terminal de la proteina TRIPG.

S272 T341 S461
1 78 476 aa

NES

N-ter C-ter

Figura 24: Diagrama esquematico de la estructura en dominios de TRIP6 donde
se representan los fragmentos N-terminal y C-terminal que se han utilizado en
el ensayo de fosforilacion in vitro.

Estos datos indicarian que los sitios posibles de fosforilacion por
AMPK, Thr341 y Ser46l, no deben ser funcionales, al localizarse en el
extremo C-terminal, que presenta una fosforilacion minoritaria.
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Figura 25: Fosforilacion in vitro de distintas formas de TRIP6. Se utilizaron 50
ng de las diferentes proteinas junto a 50 mU de AMPK y en presencia de AMP, tal y
como se describe en Materiales y Métodos. Las muestras se analizaron por SDS-
PAGE y autorradiografia. Como control de carga, 250 ng de las proteinas se
analizaron por SDS-PAGE y posterior tincion con azul de Coomassie.

También utilizamos como sustrato TRIP6 (sin la etiqueta GST) en
este ensayo. Aunque ya habiamos comprobado que GST no era fosforilado
por AMPK, comprobamos de esta forma que la fusion a GST no influye en la
fosforilacion de TRIP6 (Figura 25).
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4. AMPK no afecta a la interaccion de TRIP6 con otras proteinas
4.1. Estudio de la interaccion de TRIP6 con THRp y RXRa.

TRIP6 fue descrita por primera vez como proteina capaz de unirse al
receptor de hormonas tiroideas (Lee et al., 1995). Y ademas, también se
describia en ese mismo articulo que era capaz de interaccionar con el
receptor de retinoides X. Partiendo de estos datos, quisimos averiguar si
AMPK podria modificar la interaccion descrita.

Para ello, construimos las fusiones LexA-THR (del aa 164 al 456) y
LexA-RXRoa (del aa 198 al 462), y junto a una fusion GAD-TRIPG,
transformamos la cepa de levadura FY250 que ya habia sido transformada
con el plasmido pSHI18-18 (6 LexAop:lacZ). No utilizamos los receptores
nucleares completos porque ellos mismos ya tienen actividad
transcripcional, y nos ceinimos a los dominios de union a ligando descritos en
el trabajo inicial (Lee et al., 1995). Los ensayos de actividad B-galactosidasa
se realizaron en ausencia y en presencia de los respectivos ligandos: Acido
triyodotiroacético (triac) 1 uM para el caso de THRP o 9-cis acido retinoico
(9-cis RA) 1 uM para el caso de RXRa. No pudimos observar ninguna
interaccion entre THRP y TRIP6, ni siquiera en presencia de triac (Tabla 5).
En el caso de RXRa, la actividad B-galactosidasa solo pudo medirse en
presencia de ligando, pero no habia diferencias significativas entre la
actividad B-galactosidasa debida a la actividad transcripcional residual de
RXRa y la obtenida en presencia de TRIP6 (Tabla 5). Los ensayos se
realizaron en condiciones de alta [4% (p/v)] y baja [0,05% (p/v)] glucosa
para comprobar si la disponibilidad del azacar y la activacion de SNF1 (el
ortologo en levadura de AMPK) afectaba a la interaccion, pero como se
puede observar, se obtuvieron resultados similares en ambos casos.
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B-galactosidasa (unidades)

+ triac 1uM
4% 0,05% 4% 0,05%
glucosa glucosa glucosa glucosa
LexA GAD-TRIP6 <1 1,5 1.1 1,5
LexA-THRp GAD <1 <1 <1 <1
LexA-THRp GAD-TRIP6 <1 <1 <1 <1
+ 9-cis RA 1uM
4% 0,05% 4% 0,05%
glucosa glucosa glucosa glucosa
LexA-RXRa.  GAD <1 1,0 3,2 35,0
LexA-RXRa GAD-TRIP6 <1 <1 4,5 50,2

Tabla 5: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la interaccion de TRIP6 con THRf y RXRa. La cepa de levadura
FY250 se transformo con los plasmidos pSH18-18 (6 LexAop:lacZ), pEG202-THRf
(LexA-THRB) o pEG202-RXRa. (LexA-RXRat), y pACTIL- TRIP6 (GAD-TRIP6).
Las células se crecieron en SC con 4% (p/v) de glucosa, sin o con triac 1 uM o 9-cis
RA 1 pM, hasta fase logaritmica (D.O.¢p0 0,5) y tras dos lavados con H,O, se
cambiaron a un medio con 0,05% (p/v) de glucosa durante tres horas, sin o con triac
1 uM o0 9-cis RA 1 uM. Los valores se corresponden a las medias obtenidas de entre 4
y 6 transformantes (desviacion estandar <15% en todos los casos).

4.2. Estudio de Ia interaccion de TRIP6 con LPA2R-CT y CasL/HEFI

También se ha publicado que TRIP6 interacciona con componentes
de las placas de adhesion focal. Interacciona con la parte C-ter del receptor 2
del acido lisofosfatidico (LPA) (Xu et al., 2004) y también con CasL/HEF1
(Human Enhancer Filamentation 1), un miembro de la familia Cas (Crk-
associated substrate) (Yi et al., 2002). Estas proteinas estan implicadas en el
ensamblaje y coordinacion de los componentes de la senalizacion
intracelular en las adhesiones focales.
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Como AMPK fosforila a TRIP6 in wvitro, quisimos saber si la
interaccion entre TRIP6 y LPA2R-CT o CasL/HEFI se veia afectada por la
accion de AMPK. Para poder llevarlo a cabo, construimos las fusiones LexA-
LPA2R-CT (del aa 296 al 351) y LexA-CasL/HEFI (del aa 163 al 315) [como
se describe en (Xu et al., 2004; Yi et al., 2002)] y, junto a una fusion GAD-
TRIP6, transformamos la cepa de levadura CTY10.5d. En este caso si
observamos una interaccion por doble hibrido entre TRIP6 y las proteinas
ensayadas. Sin embargo, la expresion de una forma constitutivamente activa
de AMPK [una forma truncada que comprende el dominio quinasa (aa 1-312)
de AMPK a2 con la sustitucion T172D] no era capaz de modificar de forma
significativa la interaccion por doble hibrido en levadura entre TRIPG y
LPA2R-CT o CasL/HEFI (Tabla 6).

B-galactosidasa (unidades)

LexA-LPA2R-CT + GAD-TRIP6

+ HA 22
+ HA-AMPK C.A. 29
LexA-CasL/HEF1 + GAD-TRIP6

+ HA 92
+ HA-AMPK C.A. 84

Tabla 6: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la interaccion de TRIP6 con LPA2R-CT y CasL/HEFI. La cepa
de levadura CTY10.5d se transformo con los plasmidos pEG202-LPA2R-CT (LexA-
LPA2R-CT) o pEG202-CasL/HEF1 (LexA-CasL/HEF1), pACTII-TRIP6 (GAD-
TRIP6) y pSK93 (HA) o pSK93-AMPK 02 KD T172D (HA-AMPK C.A.). Las células
se crecieron en SC con 4% (p/v) de glucosa hasta fase logaritmica (D.O.500 0,5). Los
valores se corresponden a las medias obtenidas de entre 4 y 6 transformantes
(desviacion estandar <15% en todos los casos).
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5. La actividad transcripcional de TRIP6 aumenta por la actividad
AMPK

5.1 Actividad transcripcional de TRIP6 en levadura

TRIPG es capaz de activar la transcripcion tanto en levadura como
en células de mamifero cuando se le dirige a un promotor apropiado, aunque
no tiene la habilidad de unirse al DNA directamente (Wang et al., 1999;
Wang and Gilmore, 2001). Dado que tanto AMPK en mamiferos, como SNF1
en levadura, regulan mediante fosforilacion la actividad transcripcional de
diferentes proteinas, quisimos comprobar si la activacion transcripcional de
TRIP6 respondia al estado de activacion de la quinasa. Transformamos para
ello las cepas de levadura FY250, FY250 snfiAy FY250 hxk2A con la fusion
LexA-TRIP6, junto con el plasmido episomal pSH18-18 conteniendo el gen
reportero (6 LexAop-lacZ). Pudimos comprobar que en una cepa silvestre
TRIP6 posee actividad transcripcional y ademas ésta aumenta
considerablemente en condiciones de baja glucosa [0,05% (p/v) glucosa],
condiciones en las cuales la quinasa Snfl (el ortologo en levadura de AMPK a
de mamiferos) esta activada. Este aumento es dependiente de la actividad de
Snfl ya que cuando la actividad B-galactosidasa se ensayo en una cepa
carente de Snfl (snfld), TRIP6 seguia manteniendo su actividad
transcripcional basal pero ésta no aumentaba al pasar las células a un medio
con 0,05% (p/v) de glucosa. En el caso de una cepa Axk24, donde Snfl esta
activo constitutivamente en condiciones de alta glucosa, la capacidad de

transactivacion se veia aumentada mas de 9 veces (Tabla 7).

Estos resultados indicaban que la actividad transcripcional de
TRIP6 humano se incrementaba por accion de la quinasa Snfl de levadura.
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B-galactosidasa (unidades)

4% glucosa 0,05% glucosa induccién

silvestre

LexA <1 4

LexA-TRIP6 144 2053 x 14,3
snflAa

LexA 1 <1

LexA-TRIP6 176 198 x 1,1

hxk24

LexA <1 4

LexA-TRIP6 1324 2085 x1,6

Tabla 7: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la actividad transcripcional de TRIP6. Las cepas de levadura

FY250, FY250 snfIAl0y FY250 hxk2A se transformaron con los plasmidos pSH18-18
(6 LexAop:lacZ) y pEG202-TRIP6 (LexA-TRIP6). Las células se crecieron en SC
con 4% (p/v) de glucosa hasta fase logaritmica (D.O.40 0,5) y tras dos lavados con
H,0, se cambiaron a un medio con 0,05% (p/v) de glucosa durante tres horas. Los
valores se corresponden a las medias obtenidas de entre 4 y 6 transformantes
(desviacion estandar <15% en todos los casos).

5.11 FEfecto de Ia sobreexpresion de una forma constitutivamente activa
de AMPK sobre Ia actividad transcripcional de TRIP6

Una vez habiamos visto que la actividad transcripcional de TRIP6 se
veia afectada por la actividad Snfl de levaduras (Tabla 7), quisimos
comprobar el efecto de la sobreexpresion de una forma constitutivamente
activa de AMPK o2 (KD T172D) en levadura. Obtuvimos un incremento de
3,5 veces en la actividad transcripcional de TRIP6 en células creciendo en
presencia de glucosa (Tabla 8).
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B-galactosidasa (unidades)

snfl410 + LexA-TRIP6

+ HA 144
+ HA-AMPK C.A. 509

Tabla 8: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la actividad transcripcional de TRIP6 al sobreexpresar una
forma constitutivamente activa de AMPK. La cepa de levadura FY250 snfIA10 se
transformo con los plasmidos pSH18-18 (6 LexAop:lacZ), pEG202-TRIP6 (LexA-
TRIP6) y pSK93 (HA) 0 pSK93-AMPK 02 KD T172D (HA-AMPK C.A.). Las células
se crecieron en SC con 4% (p/v) de glucosa, hasta fase logaritmica (D.O.¢00 0,5). Los
valores se corresponden a las medias obtenidas de entre 4 y 6 transformantes
(desviacion estandar <15% en todos los casos).

Estos resultados indican que la quinasa de mamiferos de AMPK
podria regular la actividad transcripcional de TRIP6, al menos en un sistema
heterologo como S. cerevisiae.

5.1.2. Actividad transcripcional de los mutantes de TRIP6

Con el objetivo de comprobar si las mutaciones en potenciales sitios
de fosforilacion por AMPK afectaban a la actividad transcripcional de LexA-
TRIP6, medimos la actividad transcripcional de cada uno de los mutantes
obtenidos (ver apartado 3.1. de Resultados I). En el caso de la fusion LexA-
TRIP6 S272A no pudimos cuantificar la actividad porque la proteina LexA-
TRIP6 S272A se degradaba rapidamente. Los demas mutantes mostraron
actividad transcripcional en una cepa silvestre con 2% (p/v) glucosa, y
cuando los cultivos se crecian en 2% (p/v) rafinosa (condiciones en las que
Snfl se activa) esta actividad era similar a la de la proteina silvestre (Tabla
9), lo que indicaba que ninguna de estas mutaciones afectaba a la actividad
transcripcional de TRIP6 en condiciones de activacion de SNFI, el ortologo
de AMPK en levadura.
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_B-galactosidasa (unidades)

2% glucosa 2% rafinosa

LexA <1 <1

LexA-TRIP6 115 487
LexA-TRIP6 S461A 66 334
LexA-TRIP6 T341A 63 350
LexA-TRIP6 S272A n.d. n. d.

Tabla 9: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la actividad transcripcional de los diferentes mutantes de
TRIP6. La cepa de levadura CTY10.5d se transformo con los plasmidos pEG202-
TRIP6 (LexA-TRIP6), pEG202-TRIP6 S461A (LexA-TRIP6 S461A), pEG202-TRIP6
T341A (LexA-TRIP6 T341A) o pEG202-TRIP6 S272A (LexA-TRIP6 S272A). Las
células se crecieron en SC con 2% (p/v) de glucosa o con 2% (p/v) de rafinosa +
0,03% (p/v) de glucosa, hasta fase logaritmica (D.O.¢0 0,5). Los valores se
corresponden a las medias obtenidas de entre 4 y 6 transformantes (desviacion
estandar <15% en todos los casos) (n. d.: no determinado).

5.2. Actividad transcripcional de TRIP6 en células de mamifero

También quisimos comprobar el incremento en la actividad
transcripcional de TRIP6 por AMPK en células de mamifero. Ya habiamos
visto (como se muestra en la Figura 19) que una fusion GBD-TRIP6 tenia
actividad transcripcional, ya que producia un incremento de unas 5 veces en
la expresion del gen reportero luciferasa en células HEK293T. Por ello,
tratamos estas células con AICAR, un activador de AMPK, y observamos un
ligero aumento en las propiedades transcripcionales de TRIP6, aunque la
diferencia no era estadisticamente significativa (Figura 26).
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Actividad luciferasa (induccién)

4
2
GBD GBD GBD- GBD-
TRIP6 TRIP6
AICAR - + - +

Figura 26: La activacion de AMPK incrementa ligeramente la actividad
transcripcional de TRIP6. Las células HEK293T fueron cotransfectadas con los
plasmidos pGSluc y pBIND (GBD) o pBIND-TRIP6 (GBD-TRIP6). 18 h tras la
transfeccion, las células fueron tratadas o no con AICAR 0,5 mM durante 6 h. La
actividad luciferasa se midi6 y se normaliz6 tal y como se describe en Materiales y
Métodos. Los valores que se muestran son la media resultante de, al menos, 10
transfecciones independientes (las barras indican la desviacion estandar).

Ya que, como hemos descrito en la Figura 20, la interaccion entre
TRIP6 y AMPK a2 se produce sélo cuando las dos proteinas son nucleares,
pensamos en analizar la actividad transcripcional de TRIP6 en condiciones
en las que se localizara en el nucleo.

5.2.1 Localizacion subcelular de TRIP6

Como se ha nombrado anteriormente, TRIP6 es una proteina que,
aunque puede viajar al nacleo de la célula, se localiza preferentemente en
placas de adhesion focal, en la membrana plasmatica (Wang et al., 1999;
Wang and Gilmore, 2001). De manera consistente con estas observaciones,
nosotros pudimos comprobar que al sobreexpresar una fusion TRIP6-GFP

127



Resultados |

en células COS7 obteniamos un patron punteado y perinuclear (Figura 27).
Sin embargo, tras 15 minutos de tratamiento con leptomicina B (un
inhibidor de la exportacion nuclear dependiente de Crm-1), TRIP6-GFP se
acumulaba en el nucleo, sugiriendo que TRIP6 viaja entre el nucleo y el
citoplasma de la célula en rapidos ciclos de importacion y exportacion.

GFP DAPI (nucleos)

TRIP6-GFP

TRIP6-GFP +
leptomicina B

TRIP6 S102A-GFP

Figura 27: Localizacion subcelular de TRIP6. Las células COS7 se transfectaron
con los plasmidos pEGFP-NI-TRIP6 (paneles superiores) o pEGFP-NI-TRIP6
S102A (paneles inferiores). La correspondiente fusion TRIP6-GFP se detectd por
microscopia de fluorescencia como se describe en Materiales y Métodos. La posicion
del nucleo se detect6 mediante tincion con DAPI. También se trataron células COS7
expresando TRIP6-GFP con leptomicina B (20 ng/mL, 15 min) para bloquear la
exportacion nuclear (paneles del medio).
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Quizas el corto tiempo de residencia de TRIP6 en el nucleo era el
responsable de la ausencia de diferencias estadisticamente significativas en
el incremento de la actividad transcripcional de TRIP6 mediada por AMPK
(Figura 26). Asi que razonamos que si éramos capaces de aumentar el
tiempo de residencia de TRIP6 en el interior del nucleo, el efecto de AMPK
sobre la actividad transcripcional de TRIP6 podria ser observado mejor.

5.2.2. Analisis de mutaciones en la secuencia de exportacion nuclear
(NES)

Puesto que la leptomicina B es un inhibidor general de la
exportacion mediada por la exportina Crm-1, pensamos en modificar
especificamente la localizacion de TRIP6 con el fin de evaluar el efecto de la
activacion de AMPK sobre su actividad transcripcional. Ya que TRIP6
contiene una secuencia de exportacion nuclear funcional (NES), mutamos
los residuos de Ser presentes en ella y que se encuentran muy conservados en
proteinas de la misma familia (Figura 28), para obtener proteinas con una
NES no funcional. Asi obtuvimos las proteinas mutantes TRIP6 SI0IA y
TRIP6 S102A.

NES:

100 L SSTLAEL 107
TRIP6 humano
TRIP6 de raton LTSMLADL
Zixina humana LSSLLDDM
LPP humana LTSILADL

Adaptado de Wang and Gilmore, 2001.

Figura 28: Alineamiento de las secuencias de las NES de TRIP6 humana, de
raton y de otras proteinas de la misma familia. Existen dos serinas, o una serina y
una treonina, conservadas en los residuos 101 y 102.
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Como se observa en la Figura 27, las células COS7 sobreexpresando
TRIP6 S102A-GFP muestran una localizacion preferentemente nuclear de la
proteina mutante. Resultados similares se obtuvieron con la proteina de
fusion TRIP6 S101A-GFP.

5.2.3. Actividad transcripcional del mutante TRIP6 SI02A en células de
mamifero

Una vez comprobada la localizacion nuclear del mutante TRIP6
S102A, volvimos a estudiar la actividad transcripcional de la fusion GBD-
TRIP6 SI02A en células HEK293T. Tal y como se puede observar en la
Figura 29, las propiedades transactivadoras de la forma nuclear de TRIP6
(TRIP6 S102A) son mayores que la forma silvestre, y cuando las células
sobreexpresando esta forma mutada de TRIP6 se trataron con AICAR para
activar la AMPK endogena, obteniamos un aumento estadisticamente
significativo en la actividad transcripcional. Esto venia a corroborar nuestras
observaciones de que la interaccion fisica entre AMPK a2 y TRIP6 ocurre

s6lo cuando TRIP6 se localiza en el nacleo (Figura 20).

También comprobamos que las diferencias que observabamos en la
actividad transcripcional no se debian a diferencias en la cantidad de
proteina, como se puede ver en el Western Blot que acompania a la Figura
29.
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10

Actividad luciferasa (induccion)

oL 1

1

GBD-

GBD GBD GBD- GBD- GBD-
TRIP6  TRIP6 TRIP6 TRIP6
S102A S102A
AICAR - + - + - +
GBD GBD-TRIP6 ~ GBD-TRIP6 S102A
- + - + - + AICAR
kDa
75 - <«—— GBD-TRIP6
50 <+—— TRIP6 endégeno

Figura 29: La activacion de AMPK incrementa la actividad transcripcional de la
forma nuclear de TRIP6. Las células HEK293T fueron cotransfectadas con los
plasmidos pG5luc y pBIND (GBD), pBIND-TRIP6 (GBD-TRIP6) o pBIND-TRIPG
S102A (GBD-TRIP6 S102A). 18 h tras la transfeccion, las células fueron tratadas o no
con AICAR 0,5 mM durante 6 h. La actividad luciferasa se midio y se normalizo tal y
como se describe en Materiales y Métodos. Los valores que se muestran son la media
resultante de, al menos, 10 transfecciones independientes (las barras indican la
desviacion estandar; **x0,01; n=10). 20 pg de los extractos crudos indicados fueron
analizados por Western Blor utilizando el anticuerpo comercial anti-TRIP6.
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5.2.4. Coinmunoprecipitacion de AMPK a2 y TRIP6 SI102A en células de

mamifero

Para comprobar que la interaccion ocurre solo cuando ambas
proteinas se localizan en el nacleo, realizamos un ensayo de
coinmunoprecipitacion en células HEK293T sobreexpresando las fusiones
myc-AMPK a2 y GBD-TRIP6 S102A. Al inmunoprecipitar la forma mutada
de TRIP6, de localizacion preferentemente nuclear, con anti-TRIP6,
podiamos detectar a AMPK a2 (Figura 30), sin necesidad de tratamiento

con leptomicina B.

IP: ] Anti-
TRIP6
kDa
75 -
ColP & <«— myc-AMPK 02
Anti-myc 50 -
Extractos crudos 75-
- d <«— myc-AMPK 02
Anti-myc 50 -

Extractos crudos  75-

AL TRIPG - .. <+— GBD-TRIP6 S102A
nu-

Figura 30: Coinmunoprecipitacion de myc-AMPK o2 y GBD-TRIP6 S102A. Los
extractos de proteina total (300 pg) se obtuvieron de células HEK293T
cotransfectadas con el plasmido pCMV-myc-AMPK a2 y pBIND-TRIP6 S102A.
TRIP6 S102A se inmunoprecipito con 1 pL de anti-TRIP6 y el control negativo (&)
se hizo en ausencia de anticuerpo. Las proteinas precipitadas se analizaron por SDS-
PAGE e inmunodetectadas con anti-myc.
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5.2.5. Actividad transcripcional del mutante TRIP6 SI02A en levadura

Una vez habiamos visto que el mutante S102A de TRIP6 presentaba
mayor capacidad de activar la transcripcion en células de mamifero (Figura
29), quisimos corroborar estos resultados en levadura. De nuevo la actividad
de TRIP6 (1-290) S102A también aumentaba respecto de la forma silvestre.
Ademas, cuando las células crecian en baja glucosa, la actividad
transcripcional era mayor, siendo este incremento dependiente de Snfl, ya
que en células mutantes para Snfl no se observa este aumento (Tabla 10).
Estos resultados validan el uso de la levadura como sistema modelo, ya que
los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos en células de

mamifero.
__B-galactosidasa (unidades)
4% glucosa 0,05% glucosa
silvestre
LexA TRIP6 (1-290) 66 488
LexA TRIP6 (1-290) S102A 333 1218
snfl410
LexA TRIP6 (1-290) 144 182
LexA TRIP6 (1-290) S102A 291 322

Tabla 10: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la actividad transcripcional del mutante S102A de TRIP6. Las
cepas de levadura FY250 y FY250 snfiA10 se transformaron con el plasmido pSH18-
18 (6 LexAop:lacZ) y los plasmidos pEG202-TRIP6 (1-290) [LexA-TRIP6 (1-290)]
o pEG202-TRIP6 (1-290) SI02A [LexA-TRIP6 (1-290) SI02A]. Las células se
crecieron en SC con 4% (p/v) de glucosa hasta fase logaritmica (D.O.¢00 0,5) y tras
dos lavados con H,0, se cambiaron a un medio con 0,05% (p/v) de glucosa durante
tres horas. Los valores se corresponden a las medias obtenidas de entre 4 y 6
transformantes (desviacion estandar <15% en todos los casos).
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Ademas, dado que en estos estudios utilizamos la forma truncada
(aa 1-290) de TRIP6, podemos concluir que este fragmento contiene sitios de
fosforilacion por AMPK responsables del aumento en las propiedades como
activador de la transcripcion, y que la Serl02 no forma parte de estos sitios

de regulacion.

5.2.6. Estudio de la fosforilacion de residuos de Ia NES por AMPK

Mutamos los residuos de Ser presentes en la NES contemplando la
posibilidad de que AMPK fosforilara a TRIP6 en estas serinas y pudiera
regular asi la localizacion subcelular de TRIP6. Sin embargo, al realizar de
nuevo un ensayo de fosforilacion in vitro por AMPK, pudimos comprobar
que la fusion GST-TRIP6 (1-290) S102A también era fosforilada por la
quinasa (Figura 31), por lo que la Serl02 no forma parte del sistema de
regulacion por AMPK.
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Figura 31: Fosforilacion in vitro de TRIP6 S1I02A por AMPK. Se utilizaron 50 ng
de la proteina de fusion GST-TRIP6, GST-TRIP6 (1-290) y GST-TRIP6 (1-290)
S102A purificadas, junto a 50 mU de AMPXK, tal y como se describe en Materiales y
Meétodos. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE y autorradiografia. Como
control de carga, 250 ng de las diferentes proteinas de fusion se analizaron por SDS-
PAGE y posterior tincion con azul de Coormassie.

5.2.7. Estudio del efecto de AMPK sobre la localizacion subcelular de

Todos estos datos indicaban que, tanto la acumulacion de TRIP6 en

el nacleo como la activacion de AMPK, son capaces de aumentar las
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propiedades de coactivador transcripcional de TRIP6. Una posibilidad a
tener en cuenta era que AMPK pudiera estar regulando la localizacion
subcelular de TRIP6. Para estudiar esta posibilidad, sometimos a células
COS7 expresando TRIP6-GFP a distintos tratamientos que conducen a la
activacion de AMPK, como son el AICAR, la metformina o el sorbitol (que
produce estrés osmotico). Sin embargo, en ninguno de los casos vimos que la
localizacion subcelular de TRIP6-GFP se viera alterada (Figura 32).
Siempre observamos un patron perinuclear y punteado similar al que

presentan las células no tratadas.

TRIP6-GFP TRIP6-GFP
+AICAR0,5mM 15 min +AICARO0,5mM 1h

TRIP6-GFP TRIP6-GFP
+ Metformina2 mM 3 h + Metformina2 mM 6 h

TRIP6-GFP

TRIP6-GFP TRIP8-GFP
+ Sorbitol 0,6 M 1 h + Sorbitol 0,6 M 3 h

Figura 32: Localizacion subcelular de TRIP6 tras diferentes tratamientos de
activacion de AMPK. Células COS7 se transfectaron con el plasmido pEGFP-NI-
TRIP6 y (a excepcion de las células utilizadas como control) se sometieron a
diferentes tratamientos durante los tiempos indicados en la Figura. La fusion
TRIP6-GFP se detecto por microscopia de fluorescencia como se describe en
Materiales y Métodos.
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5.3 La activacion de AMPK mejora las propiedades coactivadoras de

TRIP6 en Ia transcripcion regulada por NF-x B

Recientemente se ha descrito que TRIP6 podria actuar como
coactivador de los promotores regulados por NF-«B (Kassel et al., 2004; Li et
al., 2005). NF-xB es uno de los principales factores transcripcionales
implicado en numerosos procesos biologicos como son inflamacion,
angiogénesis, metastasis, proliferacion, anti-apoptosis y supervivencia,
inmortalidad, etc., regulando la expresion de citoquinas, factores de
crecimiento y enzimas (Hayden and Ghosh, 2004; Kumar et al., 2004).

Ya que la actividad transcripcional de TRIP6 SI02A esta estimulada
por AMPK (Figura 29), quisimos estudiar si esta activacion dependiente de
AMPK podria afectar el papel de TRIP6 en la expresion de genes a partir de

promotores regulados por NF-«B.

Sin embargo, en los experimentos iniciales pudimos observar que el
tratamiento con AICAR (durante 6 horas) ya era capaz, por si solo, de
reducir la activacion del gen reportero regulado por NF-«B (5 x UAS \p -
luciferasa) inducida por TNFa (fumor necrosis factor o) (Figura 33).
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Actividad luciferasa (induccién)
I

Sin tratar 1h 2h 3h 4h 6h

+ AICAR

+TNFo. 6 h

Figura 33: Efecto, dependiente del tiempo, del AICAR sobre la expresion del
gen reportero regulado por NF-kB. Células HEK293T se transfectaron con el
plasmido pNF-kB-luc. 18 h después de la transfeccion, las células se trataron con
TNFa (10 ng/mL) durante 6 horas y AICAR (0,5 mM) durante diferentes periodos
de tiempo (desde 1 h hasta 6 h de coincubacion), o se dejaron sin tratar. La actividad
luciferasa se midio y se normalizo tal y como se describe en Materiales y Métodos.
Los valores se refieren al valor obtenido en las células sin tratar que se ha ajustado a
L. Se ha hecho media de dos transfecciones independientes (las barras indican la
desviacion estandar).

Este efecto del AICAR sobre la transcripcion de genes regulados por
NF-kB ha sido publicado recientemente en células endoteliales de cordon
umbilical humanas (HUVEC) (Cacicedo et al., 2004) y en cé¢lulas gliales
(Giri et al., 2004). Asi que decidimos acortar el tiempo de tratamiento con
AICAR hasta 1 hora, condicion donde no observabamos efecto sobre la
transcripcion del gen reportero regulado por NF-kB (Figura 33), pero si que
era suficiente para activar AMPK endogena, ya que la Thrl72 aparece
fosforilada (Figura 34).
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Figura 34: El tratamiento con AICAR durante 1 h es capaz de activar AMPK
endogena. 30 pg de los extractos crudos indicados se analizaron por Western Blot
usando anti-AMPK a y anti- fosfo-AMPK a (T172P).

Una vez determinadas las condiciones de uso de AICAR, estudiamos
el efecto de la activacion de AMPK sobre las propiedades coactivadoras de
TRIP6 en genes reporteros bajo el control del promotor NF-kB. En primer
lugar, pudimos comprobar, como ya se habia descrito (Kassel et al., 2004; Li
et al, 2005), que cuando sobreexpresamos TRIP6 (pBIND-TRIPG), la
expresion del gen reportero regulado por NF-kB aumenta 4,8 veces cuando
las células se tratan con TNFa. Sin embargo, esta activacion es incluso
mayor cuando sobreexpresamos la forma nuclear de TRIP6 (pBIND-TRIP6
S102A) (Figura 35).
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Figura 35: La activacion de AMPK mejora las propiedades coactivadoras de
TRIP6 en la transcripcion regulada por NF-kB. Células HEK293T se
cotransfectaron con los plasmidos pNF-kB-luc y pBIND (vector), pBIND-TRIP6 o
pBIND-TRIP6 S102A. 18 h después de la transfeccion, las células se trataron con
TNFa (10 ng/mL) durante 6 horas y/o con AICAR (0,5 mM) durante la tltima hora
de tratamiento, o se dejaron sin tratar. La actividad luciferasa se midio y se
normalizo tal y como se describe en Materiales y Métodos. Los valores se refieren al
valor obtenido en las células sin tratar y transfectadas con pBIND, que se ha
ajustado a 1. Los valores son la media de diez transfecciones independientes (las
barras indican la desviacion estandar; *x0,05, n=10; **x0,01, n=10). 15 pg de los
extractos crudos indicados fueron analizados por Western Blor utilizando el
anticuerpo comercial anti-TRIP6.
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Cuando afadiamos el tratamiento con AICAR durante la dltima
hora de las 6 h del tratamiento con TNFa, observabamos un incremento
estadisticamente significativo en la capacidad de la forma nuclear de TRIP6
(TRIP6 S102A) en promover la expresion regulada por NF-«xB (Figura 35),
confirmando que la activacion de AMPK por AICAR era capaz de estimular
las propiedades coactivadoras de una forma nuclear de TRIP6. Sin embargo,
esto no se cumple con TRIP6 silvestre, lo que confirma los resultados
obtenidos anteriormente, que nos llevan a proponer la hipotesis que

relaciona funcionalmente ambas proteinas solo si éstas residen en el ntcleo.

También comprobamos que las diferencias que observabamos en la
actividad transcripcional no se debian a diferencias en la cantidad de
proteina, como se puede ver en el Western Blot que acompana a la Figura
35.

Por lo tanto, podemos concluir que la activacion de AMPK
incrementa la capacidad transactivadora de TRIP6 cuando ésta se encuentra
en el nacleo de la célula.
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La quinasa de levaduras Snfl (el ortologo de AMPK a) ejerce un
papel importante en la sintesis de glucogeno que en levadura vy, al contrario
de lo que ocurre en mamiferos, esta estimulada por la escasez de nutrientes.
Snfl es necesaria para la defosforilacion y activacion de la glucogeno sintasa
Gsy2, ya que va a activar el complejo proteina fosfatasa Gacl/Gle7 (Francois
and Parrou, 2001; Hardy et al., 1994). Glc7 es la subunidad catalitica de la
proteina fosfatasa de tipo 1 de levaduras y Gacl es la subunidad reguladora
implicada en la acumulacion de glucogeno (Wu et al., 2001).

Basandonos en los datos que apuntan a SNFl como una de las
proteinas implicadas en la sintesis de glucogeno en la levadura
Saccharomyces cerevisiae, quisimos estudiar la relacion de AMPK con

componentes del metabolismo del glucogeno en mamiferos.

1. AMPK interacciona con R5

Comenzamos nuestro estudio analizando la posible interaccion de
AMPK con las subunidades reguladoras de la proteina fosfatasa PPl
relacionadas con el metabolismo del glucogeno. Mientras que en levaduras la
subunidad mas importante implicada en el metabolismo del glucogeno es
Gacl, en mamiferos son varias: GM, GL, R5 y R6 (ver Introduccion).

11 Doble hibrido en levadura

Utilizando el sistema de doble hibrido en levadura, cuantificamos la
interaccion entre las distintas subunidades de AMPK y las tres subunidades
reguladoras de PPl mas importantes implicadas en el metabolismo del
glucogeno (GM, GL y R5). Como se observa en la Tabla 11, observamos una
interaccion entre R5 y varias subunidades de AMPK: R5 interacciona de
manera mas fuerte con la subunidad B2 de AMPK, aunque también
interacciona con o2. Sin embargo no muestra interaccion con la subunidad
yl. También observamos una interaccion entre la subunidad GL y 32, aunque

fue mucho mas débil que con R5.
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B-galactosidasa (unidades)

GAD GAD-GM__ GAD-GL  GAD-R5

LexA <1 <1 <1 <1
LexA-AMPK o2 1,0+£0,3 13+05 1,005 26,0+1,9
LexA-AMPK B2 1,0+03 1,003 84%13 699+£28

LexA-AMPK 1 <1 <1 <1 <1

Tabla 11: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la interaccion de AMPK con distintas subunidades de PP1. La
cepa de levadura CTY10.5d se transformo6 con los plasmidos pBTMI16 (LexA),
pBTMI16-AMPK a2 (LexA-AMPK 02), pBTMI116-AMPK 2 (LexA-AMPK B2) o
PEG202-AMPK y1 (LexA-AMPK v1) y pACTII (GAD), pACTILGM (GAD-GM),
PACTII-GL (GAD-GL) o pACTII-R5 (GAD-R5). Las células se crecieron en SC con
4% (p/v) de glucosa hasta fase logaritmica (D.O.000,5). Los valores se corresponden
a las medias obtenidas de entre 4 y 6 transformantes + la desviacion estandar.

1.2. Coinmunoprecipitacion en células de mamifero

A continuacion, comprobamos la interaccion entre R5 y AMPK
mediante  coinmunoprecipitacion en  células  HEK293T  donde
sobreexpresamos la subunidad a2 de AMPK etiquetada con myc y R5
fusionada a la etiqueta HA. Tras inmunoprecipitar o2 con anti-myrc,

pudimos comprobar que HA-R5 era capaz de coinmunoprecipitar (Figura
36).
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myc myc-AMPK a2
HA-R5 HA-R5
P IP P IP
Anti- & Anti- &
kpa EC myc BC myc
AntiHA  35- o ® — - HARS
75 -
. - e <«— myc-AMPK a2
Anti-myc
50_ -

Figura 36: Coinmunoprecipitacion de myc-AMPK o2 y HA-RS5. Los extractos de
proteina total (300 pg) se obtuvieron de células HEK293T transfectadas con los
plasmidos pPCMV-HA-R5 y pCMV-mycAMPK a2 o pCMV-myc. myc-AMPK a2 se
inmunoprecipit6 con 2 pL de anti-mycy el control negativo (&) se hizo en ausencia
de anticuerpo. Las proteinas precipitadas se analizaron por SDS-PAGE e
inmunodetectadas con anti-HA. EC: Extracto crudo.

2. AMPK fosforila a R5 in vitro

Ya que habiamos visto que R5 era capaz de interaccionar con AMPK

a2, se comenzo a estudiar si R5 era un posible sustrato de fosforilacion de
AMPK.

Sin embargo, fue imposible purificar la fusion GST-R5 en bacterias
ya que resultaba ser insoluble. Asi que se obtuvieron formas truncadas de
R5, siendo el fragmento soluble mas grande que se pudo purificar el que
comprendia del aminoacido 1 al 183 (Figura 37).

Para llevar a cabo el ensayo de fosforilacion in vitro por AMPK se
utiliz6 AMPK comercial y como sustrato de la reaccion de fosforilacion,
GST-R5 (1-183) y ATP marcado radiactivamente con **P en su fosfato y. Tras

la reaccion, las muestras se analizaron por SDS-PAGE y autorradiografia.

Tras comprobar que GST-R5 (1-183) se fosforilaba por accion de
AMPK (Figura 38) y que no lo hacia el correspondiente control con GST, se

paso a localizar el residuo donde recaia la fosforilacion.
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2.1. Anallisis de mutantes de R5 en posibles sitios de fosforilacion

En el fragmento que comprende del aminoacido 1 al 183 de R5 se
encuentran 16 Ser y 7 Thr, pero solo tres estan flanqueadas por residuos
correspondientes a la secuencia consenso de fosforilacion de AMPK no
estricta (Figura 4, Introduccion): son la Ser35, la Ser69 y la Ser77 (Figura
37).

1 MRLCLAHSPP VKSFLGPYDE FQRRHFVNKL KPLKSCLNIK HKAKSQNDWK .
51 CSHNQAKKRV VFADSKGLSL TAIHVFSDLP EEPAWDLQFD LDLNDISSA  union a PP1
101 LKHHEEKNLI LDFPQPSTDY LSFRSHFQKN FVCLENCSLQ ERTVTGTVKV Dominio union
151 KNVSFEKKVQ IRITFDSWKN YTDVDCVYMK NVYGGTDSDT ESFAIDLPpY JUC09€N0
201 IPTEQKIEFC ISYHANGQVF WDNNDGQNYR IVHVQWKPDG VQTQMAPQDC Dominio unién

trat
251 AFHQTSPKTE LESTIFGSPR LASGLFPEWQ SWGRMENLAS YR sustrato

Figura 37: Secuencia aminoacidica de R5, donde se muestran los aminoacidos
que forman parte de la secuencia consenso de fosforilacion por AMPK. Se
muestran los residuos que componen el motivo de unién a PP1 y los dominios de
union a glucogeno y a sustrato. El residuo 183 aparece en morado. Los residuos que
forman parte de la secuencia consenso de fosforilacion por AMPK aparecen en
naranja. La Ser35, la Ser69 y la Ser77 estan en naranja y subrayadas.

Del aminoacido 184 al 292 solo hay un posible sitio de fosforilacion
por AMPK  (la Ser273) con una secuencia consenso muy pobre.

Los residuos Ser35, Ser69 y Ser77, situados en el extremo N-
terminal, fueron mutados a alanina mediante mutagénesis dirigida y, de
nuevo, se purificaron por afinidad las correspondientes proteinas de fusion a
GST expresadas en £. coli. Las proteinas GST-R5 (1-183) S35A, GST- R5 (1-
183) S69A y GST- R5 (1-183) S77A se utilizaron como sustratos en nuevas
reacciones de fosforilacion 7in vitro por AMPK y siempre en presencia de
AMP. Como control de carga, se utilizaron cantidades equivalentes de estas
proteinas de fusion que fueron analizadas en paralelo por SDS-PAGE vy
tincion con azul de Coomassie.
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GST-R5 (1-183)

kDa GST silvestre S35A  SG69A S77A
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Figura 38: Fosforilacion in vitro de GST-R5 (1-183) y de los mutantes en sitios
de fosforilacion de R5. Se utilizaron 50 ng de las diferentes fusiones a GST junto a
50 mU de AMPK y en presencia de AMP, tal y como se describe en Materiales y
Meétodos. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE y autorradiografia. Como
control de carga, 250 ng de las proteinas de fusion se analizaron por SDS-PAGE y
posterior tincion con azul de Coomassie.

Como se observa en la Figura 38, dos de los tres mutantes en
posibles sitios de fosforilacion (S69A y S77A) se fosforilan en presencia de
AMPK. No obstante, el mutante a alanina de la Ser35 aparece mucho menos
fosforilado que la forma silvestre y que el resto de mutantes ensayados.

3. Estudio del residuo Ser35 de R5

Como la Ser35 podria ser un residuo fosforilado por AMPK,
decidimos estudiar si mutaciones en este residuo afectaban a la interaccion
de R5 con AMPK, con la subunidad catalitica de la proteina fosfatasa de tipo
1 (PPl a) u otras proteinas que se han descrito que también interaccionan
con R5 como laforina (Fernandez-Sanchez et al., 2003), una de las proteinas

implicadas en la enfermedad de Lafora.

149



Resultados I

Para ello, aparte de la mutacion de la Ser35 a alanina (S35A) que
impide la fosforilacion en este residuo, también realizamos la mutacion a
aspartico que simula fosforilacion constitutiva (S35D).

3.1 Interaccion con AMPK

Como primera aproximacion, realizamos un ensayo de doble hibrido
en levadura para cuantificar la interaccion de los mutantes generados de R5
(S35A y S35D) con las distintas subunidades de AMPK.

Como se puede observar en la Tabla 12, el mutante S35D
interacciona mucho menos con las subunidades 02 y 2 de AMPK, que el

mutante S35A, que interacciona de la misma manera que lo hace la forma

silvestre.
B-galactosidasa (unidades)
GAD-R5 GAD-R5 S35A GAD-R5 S35D
LexA <1 <1 <1
LexA-AMPK o2 26 21 5
LexA-AMPK B2 70 82 5
LexA-AMPK 1 <1 <1 <1

Tabla 12: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la interaccion de AMPK con R5 y sus mutantes. La cepa de
levadura CTY10.5d se transformé con los plasmidos pBTMI116 (LexA), pBTMI116-
AMPK 02 (LexA-AMPK a2), pBTM116-AMPK B2 (LexA-AMPK B2) o pEG202-
AMPK 1 (LexA-AMPK 1) y pACTII-R5 (GAD-R5), pACTII-R5 S35A (GAD-R5
S35A) o pACTII-R5 S35D (GAD-R5 S35D). Las células se crecieron en SC con 4%
(p/v) de glucosa hasta fase logaritmica (D.O.¢ 0,5). Los valores se corresponden a
las medias obtenidas de entre 4 y 6 transformantes (desviacion estandar <15% en
todos los casos).
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Sin embargo, cuando quisimos corroborar esta pobre interaccion del
mutante R5 S35D con la subunidad @2 de AMPK por
coinmunoprecipitacion en células de mamifero, no obtuvimos el mismo
resultado. El mutante S35D de R5 es capaz también de coinmunoprecipitar
con AMPK 02, al igual que el mutante S35A, y que R5 silvestre (Figura 39).

myc-AMPK o2 myc-AMPK o2 myc-AMPK o2
HA-R5 HA-R5 S35A HA-R5 S35D
P P P P P P
b anti- @ anti- @ anti-
kDa EC myc EC myc EC myc
I
Anti-HA  35- & e = - - a® 1 +— HA-R5
75- -
Anti-myc o - =) - w9 % «— myc-AMPK 02
50 - . .

Figura 39: Coinmunoprecipitacion de myc AMPK a2 y HA-R5 y los mutantes
en la Ser35. Los extractos de proteina total (300 pg) se obtuvieron de células
HEK293T transfectadas con los plasmidos pCMV-myc-AMPK a2 y pPCMV-HA-RS5,
PCMV-HA-R5 S35A 0 pCMV-HA-R5 S35D. myc-AMPK a2 se inmunoprecipité con
2 pL de anti-myc y el control negativo (&) se hizo en ausencia de anticuerpo. Las
proteinas precipitadas se analizaron por SDS-PAGE e inmunodetectadas con anti-
HA. EC: Extracto crudo.

3.2, Interaccion con PPl y con laforina

De nuevo, realizamos doble hibrido en levadura para cuantificar
también las interacciones entre R5 y sus mutantes en el residuo S35 con PP1

a y con laforina.

La interaccion con laforina no se ve afectada ni al mutar la Ser35 a
alanina ni a aspartico. Sin embargo, si bien la interaccion de R5 S35A con la
subunidad catalitica de PPI es similar a la de la forma silvestre, el mutante

S35D mostro una drastica disminucion en su interaccion con PPl o (Tabla
13).
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B-galactosidasa (unidades)

GAD-R5 GAD-R5 S35A  GAD-R5 835D

LexA <1 <1 <1
LexA-PP1 a 203 284 8
LexA-laforina 67 63 64

Tabla 13: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la interaccion de PP1 y laforina con R5 y sus mutantes. La cepa
de levadura CTY10.5d se transformé con los plasmidos pBTM116 (LexA), pBTM116-
PPl a (LexA-PP1 a) o pEG202-laforina (LexA-laforina) y pACTII-R5 (GAD-R5),
PACTII-R5 S35A (GAD-R5 S35A) o pACTII-R5 S35D (GAD-R5 S35D). Las células
se crecieron en SC con 4% (p/v) de glucosa hasta fase logaritmica (D.O.600 0,5). Los
valores se corresponden a las medias obtenidas de entre 4 y 6 transformantes
(desviacion estandar <15% en todos los casos).

También quisimos comprobar si R5 S35D interaccionaba menos con
la subunidad catalitica de PPl por coinmunoprecipitacion en células de
mamifero. Pero tanto R5, como R5 S35A, como RS5 S335D,
coinmunoprecipitaban junto a PP1 a (Figura 40).

Una posible explicacion para la diferente interaccion medida por
ensayos de doble hibrido y coinmunoprecipitacion, tanto en el caso de
AMPK 02 como de PP1 a, podria ser que R5, PP1 a y AMPK a2 estuvieran
formando parte de un complejo multiproteico, y aunque la mutacion S35D
impida a R5 interaccionar con PPl o y AMPK a2, otras proteinas pueden
estar manteniendo el complejo y hacer que coinmunoprecipiten juntas.
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Figura 40: Coinmunoprecipitacion de myc-PP1 o y HA-R5 y los mutantes en la
Ser35. Los extractos de proteina total (300 pg) se obtuvieron de células HEK293T
transfectadas con los plasmidos pCMV-myc-PPl a y pPCMV-HA-R5, pPCMV-HA-R5
S35A 0 pPCMV-HA-R5 S35D. myc-PP1 a se inmunoprecipito con 2 pL de anti-mycy
el control negativo (&) se hizo en ausencia de anticuerpo. Las proteinas
precipitadas se analizaron por SDS-PAGE e inmunodetectadas con anti-HA.

4. La sobreexpresion de R5 incrementa la produccion de glucogeno en

células de mamifero

A continuacion nos propusimos ensayar el efecto biologico de la
posible modificacion de R5 por AMPK. Segun la bibliografia, la
sobreexpresion de R5 produce un incremento en el glucogeno acumulado en
las células (Berman et al., 1998; Fong et al., 2000; Printen et al., 1997).
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Quisimos comprobar la capacidad glucogenogénica de los mutantes en el
residuo Ser35 que habiamos obtenido. Para ello, utilizamos células CHO-TIR
que sobreexpresan el receptor de insulina humano y no expresan R5
endogeno (Printen et al.,, 1997) y que ya habian sido utilizadas por otros
autores para cuantificar el glucogeno producido por la sobreexpresion de R5
(Fong et al., 2000; Printen et al., 1997). Comprobamos que al sobreexpresar
R5 en presencia de glucosa éramos capaces de observar un incremento
significativo en la produccion de glucogeno. Al transfectar las células CHO-
IR con un plasmido que sobreexpresaba una fusion HA-R5, obteniamos un
incremento de mas de diez veces en la cantidad de glucogeno presente en las
células (Figura 41). Obteniamos el mismo incremento cuando
sobreexpresabamos el mutante S35A de R5 (Figura 41); sin embargo, la
forma S35D de R5 no era capaz de producir el mismo incremento en la

produccion de glucogeno que el resto de formas testadas (Figura 41).

Como se puede observar en el Western Blot que acompana a la
Figura 41, aunque la forma mutante S35D de R5 produce tres veces menos
glucogeno que la forma silvestre, los niveles de proteina que se expresan son
similares, lo que indica que R5 S35D tiene una capacidad glucogenogénica

reducida.
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Figura 41: Determinacion de glucogeno producido por la sobreexpresion de las
fusiones HA-R5, HA-R5 S35A y HA-R5 S35D. Cé¢lulas CHO-IR se transfectaron
con los plasmidos pCMV-HA (HA), pPCMV-HA-R5 (HA-R5), pCMV-HA-R5 S35A
(HA-R5 S35A) o pCMV-HA-R5 S35D (HA-R5 S35D). La cantidad de glucogeno se
determiné tal y como se describe en Materiales y Métodos. Las barras indican la
desviacion estandar de, al menos, 5 experimentos independientes. 15 pg de los
extractos crudos indicados fueron analizados por Western Blor utilizando el
anticuerpo anti-HA.

4.1. AMPK disminuye el efecto glucogenogénico de la sobreexpresion de
R5

Una vez habiamos comprobado que R5 producia un aumento en el
glucogeno presente en las células y que R5 S35D tenia una capacidad
glucogenogénica reducida, quisimos comprobar si la actuacion de AMPK
conducia a similares efectos. Con este proposito cotransfectamos las células

con una forma de AMPK a2 (T172D) constitutivamente activa, o con una
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combinacion de las tres subunidades (a2 TI172D, B2, y1) con el fin de
estabilizar el complejo AMPK.

Como se muestra en la Figura 42, tanto la subunidad a2 de AMPK
con la mutacion T172D, como las tres subunidades de AMPK, hacen que el
glucogeno que se produce por efecto de la sobreexpresion de R5 sea menor.
Esto lo pudimos comprobar tanto para la forma silvestre de R5 como para el
mutante S35A. En el caso del mutante S35D no observamos efecto de AMPK.

Mediante Western Blot comprobamos que habia cantidades
equivalentes de todas las formas de R5 que habiamos introducido (Figura
42). También comprobamos que se habia expresado la subunidad o2 de
AMPK, y tal como se observa en la Figura, al sobreexpresar las tres

subunidades, obtenemos una estabilizacion del complejo.
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Figura 42: Determinacion de glucogeno producido por la sobreexpresion de las
fusiones HA-R5, HA-R5 S35A y HA-R5 S35D, junto a la expresion de AMPK a2
T172D, B2 y y1. Células CHO-IR se transfectaron con los plasmidos pCMV-HA-R5
(HA-R5), pCMV-HA-R5 S35A (HA-RS S35A) o pCMV-HA-R5 S35D (HA-R5
S35D) y pcDNA3.1 (vector), pcDNA-AMPK a2 T172D (a2 T172D) o pcDNA-AMPK
2 T172D, pcDNA-AMPK B2 y pcDNA-AMPK y1 (62 TI72D + B2 + y1). La cantidad
de glucogeno se determiné tal y como se describe en Materiales y Métodos. Las
barras indican la desviacion estandar de, al menos, 5 experimentos independientes.
*x0,05; **mx0,01; ***p<0,001. 15 pg de los extractos crudos indicados fueron
analizados por Western Blor utilizando el anticuerpo anti-HA-HRP y anti-AMPK a.

157



Resultados I

5. R5 se fosforila en un sitio diferente de la Ser35

Todos los ensayos mostrados hasta este momento nos indicaban que
el mutante S35A (incapaz de fosforilarse) se comportaba igual que la forma
silvestre de R5 y que esta mutacion no afectaba ni a la interaccion con otras
proteinas, ni a su capacidad glucogenogénica. Decidimos comprobar de
nuevo si realmente R5 se fosforilaba in vivo en este residuo, detectando
formas fosforiladas de R5 in vivo mediante electroforesis bidimensional, y
comprobando si éstas variaban al expresar los mutantes en la Ser35.

Transfectamos células CHO-IR con una fusion HA-R5 y, en un
primer ensayo, comprobamos que aparecen, al menos, dos manchas
separadas por su diferente punto isoléctrico (pI) (Figura 43 A). Ademas,
cuando tratabamos el extracto con A-fosfatasa, la mancha que habia migrado
mas hacia la parte positiva desaparecia, lo que indicaba que se correspondia
con la poblacion de la proteina que se encuentra fosforilada (Figura 43 A).
Si tratabamos las células con AICAR (un activador de AMPK), obteniamos
un patron diferente, ya que la mancha que mas migraba desaparecia, pero
aparecia una nueva mancha de menor movilidad mas cercana a la forma no
fosforilada (Figura 43 A). El tratamiento con A-fosfatasa también eliminaba
esta forma intermedia, sugiriendo que también es una forma fosforilada. El
mismo patron de formas fosforiladas tras el tratamiento con AICAR se
obtuvo cuando las células se cotransfectaron con wuna forma
constitutivamente activa de AMPK (Figura 43 B), lo que indica que AMPK

es capaz de modificar in vivoel estado de fosforilacion de R5.
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Figura 43: Analisis mediante electroforesis bidimensional de la fosforilacion de
R5. Células CHO-IR se transfectaron con el plasmido pCMV-HA-R5 (HA-R5) en
A), o con los plasmidos pCMV-HA-R5 (HA-R5), pCMV-HA-R5 S35A (HA-R5
S35A) o pCMV-HA-R5 S35D (HA-R5 S35D) y pcDNA-AMPK o2 T172D, pcDNA-
AMPK B2 y pcDNA-AMPK vl (02 T172D + B2 + yl) en B). Los tratamientos
realizados a las células o a los extractos se especifican en Materiales y Métodos. 50
pg de las muestras se separaron en una primera dimension que consistio en un
isoelectroenfoque de pH 6-11 (los signos — y + indican la polaridad) y la segunda
dimensién, en un SDS-PAGE, tal y como se indica en Materiales y Métodos. La

proteina se inmunodetecto con el anticuerpo anti-HA-HRP.
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Posteriormente, pasamos a comprobar los mutantes en el residuo
Ser35. Como se puede observar en la Figura 43 B, al transfectar las células
CHO-IR con la fusion HA-R5 S35A se obtenia el mismo patron de
fosforilacion que con la forma silvestre (Figura 43 B). Ademas, la
cotransfeccion con una forma constitutivamente activa de AMPK
modificaba el patron de fosforilacion de manera similar a lo observado con la
forma silvestre (Figura 43 B). En el caso del mutante S35D, no aparecian las

formas de mayor movilidad (Figura 43 B).

Todos estos resultados nos indicaban que R5 se fosforila in vivo en
un sitio diferente de la Ser35 ya que aunque este residuo esté mutado a Ala,
la proteina sigue teniendo capacidad de fosforilarse. La modificacion S35D
parece afectar tanto a la fosforilacion in vivo de R5 como a su capacidad
glucogenogénica, quizas porque promueva cambios conformacionales en la
estructura de la proteina.

6. AMPK y las proteinas laforina y malina

Ya que habiamos comprobado que R5 interaccionaba con AMPK y
dado que se ha descrito que R5 interacciona con laforina (Fernandez-
Sanchez et al., 2003), quisimos comprobar la posible interaccion funcional
entre AMPK vy laforina. Y debido a que también se ha visto que laforina
interacciona con malina (Gentry et al., 2005; Lohi et al., 2005), estudiamos la
posible interaccion entre malina y AMPK.

6.1 AMPK interacciona con laforina

Para estudiar las posibles interacciones entre estas proteinas,
transformamos la cepa de levadura CTY10.5d con los plasmidos que
contenian las distintas subunidades de AMPK fusionadas al dominio de
activacion de la transcripcion de Gal4, GAD, y con los que contenian
laforina o malina fusionadas al dominio de unién a DNA, LexA. Pudimos
observar que laforina es capaz de interaccionar con la subunidad a2 de

AMPK, y que incluso la interaccion es mayor con la subunidad B2 (Figura
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44). Sin embargo, no existia interaccion con la subunidad y1. Por otro lado,
malina no mostraba interaccion con ninguna de las subunidades de AMPK
(Figura 44).
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Figura 44: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la interaccion de AMPK con laforina y malina. La cepa de
levadura CTY10.5d se transformo con los plasmidos pACTII-AMPK o2 (GAD-
AMPK 02), pACTIIAMPK B2 (GAD-AMPK P2), pACTII-AMPK y1 (GAD-AMPK
v1) o pACTII (GAD) y pEG202-laforina (LexA-laforina) o pBTM116-malina (LexA-
malina). Las células se crecieron en SC con 4% (p/v) de glucosa hasta fase
logaritmica (D.O.¢00 0,5). Los valores se corresponden a las medias obtenidas de
entre 4 y 6 transformantes (las barras indican la desviacion estandar).

A continuacion quisimos comprobar la interaccion de AMPK o2 y
laforina mediante coinmunoprecipitacion. Transfectamos células HEK293T
con los plasmidos que sobreexpresaban laforina y la subunidad a2 de AMPK
etiquetada con HA e inmunoprecipitamos con el anticuerpo frente a la
etiqueta HA. Como se puede observar en la Figura 45, al inmunoprecipitar
HA-AMPK 02 éramos capaces de detectar laforina.
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Figura 45: Coinmunoprecipitacion de laforina y HA-AMPK a2. Los extractos de
proteina total (300 pg) se obtuvieron de células HEK293T transfectadas con los
plasmidos pCMV-HA-AMPK 02 y pCINeo-laforina. HA-AMPK o2 se
inmunoprecipit6 con 2 pL de anti-HA y el control negativo (&) se hizo en ausencia
de anticuerpo. Las proteinas precipitadas se analizaron por SDS-PAGE e
inmunodetectadas con anti-laforina A7.

6.2. AMPK fosforila a laforina in vitro

Una vez habiamos visto que laforina también interaccionaba con la
subunidad catalitica de AMPK, decidimos purificar una fusion GST-laforina
en bacterias para realizar un ensayo de fosforilacion 7n virro con AMPK y
ATP marcado radiactivamente con **P. GST-laforina result6 ser fosforilada

in vitropor AMPK, tal y como se muestra en la Figura 46.
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Figura 46: Fosforilacion in vitro de GST-laforina. Se utilizaron 50 ng de la fusion
GST-laforina junto a 50 mU de AMPK y en presencia de AMP, tal y como se
describe en Materiales y Métodos. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE y
autorradiografia. Como control de carga, 250 ng de las proteinas de fusion se
analizaron por SDS-PAGE y posterior tincion con azul de Coomassie.

6.3. AMPK regula la interaccion entre laforina y malina

Ya que AMPK era capaz de interaccionar con laforina, quisimos
comprobar si afectaba a la interaccion de laforina con malina o con R5.

Para poder llevar a cabo este estudio, transformamos la cepa de
levadura CTY10.5d con los plasmidos que expresaban las fusiones LexA-
laforina y GAD-malina. En la Figura 47 se puede ver como laforina
interacciona fisicamente con malina y, ademas, esta interaccion aumenta tres
veces cuando las levaduras crecen en un medio con una baja concentracion
de glucosa, condiciones de activacion de la quinasa Snfl.
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Figura 47: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la interaccion de laforina y malina. La cepa de levadura CTY10.5d
se transformo con los plasmidos pEG202-laforina (LexA-laforina) y pACTII (GAD)
o pACTII-malina (GAD-malina). Las células se crecieron en SC con 4% (p/v) de
glucosa, hasta fase logaritmica (D.O.¢00 0,5) y tras dos lavados con H,O, se
cambiaron a un medio con 0,05% (p/v) de glucosa durante tres horas. Los valores se
corresponden a las medias obtenidas de entre 4 y 6 transformantes (las barras
indican la desviacion estandar).

También se ensayo la interaccion de laforina con R5 de manera
similar, y obtuvimos 851 unidades Miller cuando las células crecian en alta
concentracion de glucosa, frente a 995 unidades Miller que resultaron en
condiciones de baja concentracion de glucosa; por lo que esta interaccion no
mostraba diferencias significativas al variar las condiciones de activacion de
SNFL

El hecho de que la interaccion entre laforina y malina aumentara en
condiciones de baja disponibilidad de glucosa podria deberse, o bien a la
actividad de SNFI, o bien a que en esas condiciones es cuando las levaduras
sintetizan glucogeno. Asi que realizamos de nuevo un ensayo de doble
hibrido, pero en cepas mutantes para Snfl y para Gacl. Para el caso de la cepa
gaclA (incapaz de sintetizar glucogeno), la interaccion aumento6 de igual

manera en condiciones de baja glucosa que en la cepa silvestre. Sin embargo,
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para el caso de snfiA, la interaccion no aumento cuando las células crecieron
en un medio que solo contenia un 0,05% (p/v) de glucosa (Figura 48), lo que
indicaba que la interaccion entre laforina y malina era dependiente de la
actividad SNFI.

400 - U 4% glucosa
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Figura 48: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la interaccion de laforina y malina en distintas condiciones. Las
cepas de levadura FY250, FY250 snfiAl10y BY4741 gaciA se transformaron con los
plasmidos pSH18-18 (6 LexAop:lacZ), pEG202-laforina (LexA-laforina) y pACTII-
malina (GAD-malina). Las células se crecieron en SC con 4% (p/v) de glucosa hasta
fase logaritmica (D.O.q00 0,5) y tras dos lavados con H,0, se cambiaron a un medio
con 0,05% (p/v) de glucosa durante tres horas. Los valores se corresponden a las
medias obtenidas de entre 4 y 6 transformantes (las barras indican la desviacion
estandar).

De forma consistente con los datos anteriores, cuando
transformamos la cepa de levadura CTY10.5d con LexA-laforina, GAD-
malina y una forma constitutivamente activa de AMPK a2 (KD T172D),
observamos un incremento en la interaccion incluso en condiciones de alta
glucosa (Figura 49).
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Figura 49: Medida de actividad B-galactosidasa (expresada en unidades Miller)
para cuantificar la interaccion de laforina y malina al sobreexpresar una forma
constitutivamente activa de AMPK. La cepa de levadura CTY10.5d se transformo
con los plasmidos pEG202-laforina (LexA-laforina), pACTII-malina (GAD-malina)
y pSK93 (HA) o pSK93-AMPK a2 KD T172D (HA-AMPK C.A.). Las células se
crecieron en SC con 4% (p/v) de glucosa, hasta fase logaritmica (D.O.g0 0,5). Los
valores se corresponden a las medias obtenidas de entre 4 y 6 transformantes (las
barras indican la desviacion estandar).

Todos estos datos nos indicaban que la interaccion entre laforina y
malina se ve favorecida por la actividad SNFI de levaduras y AMPK de

mamiferos.

7. El complejo laforina-malina disminuye el efecto glucogenogénico de la

sobreexpresion de R5

A continuacion, quisimos comprobar si la interaccion de R5 con el
complejo laforina-malina tenia algtn significado fisiologico.

Para poder llevar a cabo estos experimentos utilizamos células FTO-
2B, provenientes de hepatoma de rata, y que son incapaces de producir
glucogeno ya que carecen de glucoquinasa (Gomis et al., 2002). Sin embargo,
al sobreexpresar R5 pueden acumular glucogeno (Berman et al., 1998). Asi
que, células FTO-2B fueron infectadas, en un estudio preliminar, con
diferentes cantidades del adenovirus que sobreexpresa el homologo de R5 en
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raton (PTG) fusionado a GFP. Como se puede ver en la Figura 50, se
produce un incremento en la acumulacion de glucogeno de forma dosis-
dependiente, cuando las células fueron infectadas con cantidades crecientes
del adenovirus conteniendo GFP-PTG.
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Figura 50: Incremento en la acumulacion de glucogeno de forma dosis-
dependiente producido por cantidades crecientes del adenovirus que expresa la
fusion GFP-PTG. Células FTO-2B se infectaron con los adenovirus Ad-GFP o
cantidades crecientes de Ad-GFP-PTG (los nameros del grafico indican la cantidad
de adenovirus, en pL). La cantidad de glucogeno se determin6 tal y como se describe
en Materiales y Métodos. Las barras indican la desviacion estandar de, al menos, 5
experimentos independientes.

A continuacion, coinfectamos células FTO-2B con el adenovirus que
expresa GFP-PTG y con los adenovirus que expresan laforina y malina.
Observamos que la acumulacion de glucogeno inducido por R5 se veia
inhibida progresivamente por la coinfeccion de cantidades crecientes de los
adenovirus que expresan laforina y malina (Figura 51). Ademas, este efecto
era dependiente de la presencia de ambas proteinas, ya que en ausencia de
una de ellas, no se observaba inhibicion de las propiedades glucogenogénicas
de R5 (Figura 51). Como control se utilizaron cantidades equivalentes del
adenovirus conteniendo GFP.
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Figura 51: Determinacion de la cantidad de glucogeno producido por distintas
cantidades de los adenovirus que expresan laforina y malina. Células FTO-2B se
infectaron con los adenovirus Ad-GFP, Ad-GFP-PTG, Ad-laforina y Ad-HA-malina
(los nameros del grafico indican la cantidad de adenovirus, en pL). La cantidad de
glucogeno se determino tal y como se describe en Materiales y Métodos. Las barras
indican la desviacion estandar de, al menos, 5 experimentos independientes.

Ademas, pudimos comprobar que el descenso en la cantidad de
glucogeno producido por la expresion de laforina y malina podria deberse a
la degradacion de R5, ya que mediante Western Blot, vimos que la cantidad
de proteina de la fusion GFP-PTG se veia disminuida cuando se expresaban
las tres proteinas (Figura 52).
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Figura 52: La cantidad de la proteina GFP-PTG disminuye con la expresion de
laforina y malina. Células FTO-2B se infectaron con los adenovirus Ad-GFP-PTG,
Ad-laforina y/o Ad-HA-malina. 20 pg de proteina total se analizo por Western Blot
utilizando el anticuerpo anti-GFP.

71 La expresion de una forma dominante negativa de AMPK
contrarresta el efecto del complejo laforina-malina sobre la actividad

glucogenogénica de R5

Como hemos visto anteriormente, disponiamos de datos que
indicaban que el complejo laforina-malina podria estar modulado por
AMPK, asi que postulamos que el complejo laforina-malina podria
prevenirse expresando una forma dominante negativa (D.N.) de la
subunidad catalitica de AMPK (al DI57A), lo que deberia provocar un
incremento en la actividad glucogenogénica de R5.

Al infectar células FTO-2B con los adenovirus que expresan GFP-
PTG y AMPK D.N. obtuvimos un incremento estadisticamente significativo
de la actividad glucogenogénica de R5 (Figura 53). Ademas, este efecto no
era producido simplemente por la expresion de la forma dominante negativa
de AMPK porque no obteniamos el mismo incremento cuando
coinfectabamos con GFP en vez de GFP-PTG.

A continuacion comprobamos si AMPK D.N. era capaz de prevenir
la inhibicion de la actividad glucogenogénica de R5 producida por la

sobreexpresion del complejo laforina-malina. De nuevo, al infectar células
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FTO-2B con los adenovirus que expresan GFP-PTG, laforina, malina y
AMPK D.N. obteniamos un incremento significativo en las propiedades
glucogenogénicas de R5, respecto de las células que no expresaban AMPK
D.N. (Figura 53), sugiriendo que AMPK D.N. podria prevenir parcialmente
la inhibicion por parte del complejo laforina-malina sobre la produccion de
glucogeno, interfiriendo en la interaccion entre ambas proteinas.
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Figura 53: Determinacion de la cantidad de glucogeno producido por la
expresion de las proteinas GFP-PTG, AMPK D.N., laforina y malina. Células
FTO-2B se infectaron con los adenovirus Ad-GFP, Ad-GFP-PTG, Ad-AMPK al
D157A (D.N.), Ad-laforina y Ad-HA-malina. La cantidad de glucogeno se determino
tal y como se describe en Materiales y Métodos. Las barras indican la desviacion
estandar de, al menos, 5 experimentos independientes. ** 7x0,01; ***p<0,001.

Por analisis de Western Blot seguimos comprobando que la cantidad
de proteina GFP-PTG era ligeramente menor cuando sobreexpresabamos

laforina y malina; sin embargo, los niveles de proteina parecian recuperarse
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cuando también se expresaba la forma dominante negativa de AMPK
(Figura 54).
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Figura 54: Analisis de la cantidad de la proteina GFP-PTG con la expresion de
AMPK D.N,, laforina y malina. Células FTO-2B se infectaron con los adenovirus
Ad-GFP-PTG, Ad-AMPK al DI57A (D.N.), Ad-laforina y Ad-HA-malina. 60 pg de
proteina total se analizo por Western Blor utilizando el anticuerpo anti-GFP, anti-
laforina A7, anti-HA, anti-AMPK a, anti-GS-L1 y anti-actina.

Ante la posibilidad de que el incremento en las propiedades
glucogenogénicas de R5 producidas por AMPK D.N. se debiera a la
interrupcion de la formacion del complejo laforina-malina, nos planteamos
testar esta posibilidad en células que carecieran de laforina o malina. Para

ello, utilizamos dos cultivos primarios de fibroblastos provenientes de dos
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pacientes de la enfermedad de Lafora, los cuales eran portadores de las
mutaciones Y86X o R241X en la proteina laforina, respectivamente; asi como
una linea celular de fibroblastos sanos como control. Como se puede
observar en la Figura 55, al infectar estos fibroblastos con el adenovirus que
expresa GFP-PTG pudimos ver que el incremento que se produce en el
glucogeno presente en las células al sobreexpresar R5 es mayor en los
fibroblastos que contienen las mutaciones en el gen de laforina que en los
fibroblastos control. Sin embargo, y al contrario que ocurre con los
fibroblastos control, la coinfeccion con el adenovirus de AMPK D.N. no
incremento la actividad glucogenogénica de R5 en los fibroblastos derivados
de los pacientes de Lafora. Estos resultados sugieren que en ausencia de un
complejo laforina-malina funcional (bien porque falta uno de los
componentes o bien porque la interaccion entre los componentes no esta
favorecida) la actividad glucogenogénica de R5 es maxima.
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Figura 55: Incremento en la cantidad de glucogeno producido por la expresion
de las proteinas GFP-PTG y/o AMPK D.N. respecto al producido por la
expresion de GFP en fibroblastos. Se infectaron fibroblastos que contienen la
mutacion Y86X o R241X en la proteina laforina, asi como fibroblastos control, con
los adenovirus Ad-GFP, Ad-GFP-PTG y Ad-AMPK al D157A (D.N.). La cantidad de
glucogeno se determino tal y como se describe en Materiales y Métodos. Las barras
indican la desviacion estandar de 4 experimentos independientes. 60 pg de proteina
total se analiz6 por Western Blor utilizando los anticuerpos anti-GFP y anti-AMPK
a. La posicion de una banda inespecifica del anticuerpo anti-GFP se indica con un
asterisco.

A continuacion quisimos introducir la proteina silvestre de laforina
en los fibroblastos que contenian la mutacion Y86X en la proteina laforina
para comprobar si éramos capaces de obtener niveles de glucogeno similares
a los producidos por fibroblastos sanos. Como se ve en la Figura 56, no
éramos capaces de obtener un descenso en la produccion de glucogeno
mediada por la sobreexpresion de R5 simplemente sobreexpresando
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laforina. Como ya habiamos visto en experimentos anteriores (Figura 51)
necesitamos laforina y malina para poder observar un descenso significativo
en la cantidad de glucogeno presente en las células. Por lo tanto, aunque
estos fibroblastos tinicamente contienen una mutacion en el gen de laforina,
el hecho de que esta proteina no se encuentre presente o no sea funcional,
hace que malina pueda inestabilizarse o pierda también su funcionalidad. Y
por eso, necesitamos introducir ambas proteinas silvestres para conseguir
una reduccion en las propiedades glucogenogénicas de R5.
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Figura 56: Determinacion de la cantidad de glucogeno producido por la
expresion de las proteinas GFP-PTG, laforina y malina en fibroblastos.
Fibroblastos que contienen la mutacion Y86X en la proteina laforina se infectaron
con los adenovirus Ad-GFP-PTG y Ad-laforina o Ad-laforina y Ad-HA-malina. La
cantidad de glucogeno se determin6 tal y como se describe en Materiales y Métodos.
Las barras indican la desviacion estandar de, al menos, 5 experimentos
independientes. ** 0,01

También corroboramos los niveles de R5 que se encontraban en las
células tras infectar con laforina y malina. Ya habiamos visto en las Figuras
52y 54 que en cé€lulas FTO-2B los niveles de R5 eran menores cuando se
encontraban las tres proteinas (R5, laforina y malina). También en
fibroblastos que contienen la mutacion Y86X en la proteina laforina
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pudimos observar por Western Blot una disminucion de la proteina R5 que
se daba solo cuando laforina y malina también se sobreexpresaban (Figura
57). También hay que destacar que la isoforma muscular de la glucogeno
sintasa (isoforma presente en fibroblastos) sufre una disminucion en sus
niveles de proteina cuando se expresan RS5, laforina y malina (Figura 57).
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Figura 57: Analisis de la cantidad de la proteina GFP-PTG con la expresion de
laforina y/o malina en fibroblastos. Fibroblastos conteniendo la mutacion Y86X en
la proteina laforina se infectaron con los adenovirus Ad-GFP-PTG, Ad-laforina y/o
Ad-HA-malina. 60 pg de proteina total se analizo por Western Blot utilizando el
anticuerpo anti-GFP, anti-laforina A7, anti-HA, anti-MGS3 y anti-actina.
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AMPK se detecto por primera vez como una actividad inhibidora en
preparaciones de acetil-CoA carboxilasa (Carlson and Kim, 1973) y 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA-reductasa (HMGR) (Beg et al, 1978) y mas
tarde se vio que estaba estimulada por AMP (Ferrer et al., 1985; Yeh et al,,
1980). Cuando se comprobo que las quinasas relacionadas con la acetil-CoA
carboxilasa y HMGR eran una y la misma, se adopto el nombre de AMPK
(Carling et al., 1987).

Cuando AMPK se purifico de higado de rata, se descubri6 que era un
heterotrimero compuesto por una subunidad catalitica a y las subunidades
no cataliticas B y y (Davies et al.,, 1994; Mitchelhill et al., 1994), con sus
correspondientes homologos en levadura, los cuales pertenecen al complejo
SNFI1 (Carling et al., 1994; Mitchelhill et al., 1994). Este descubrimiento fue
revelador porque ya se sabia que la quinasa Snfl controlaba la expresion de
los genes reprimibles por glucosa en respuesta a la escasez de glucosa
(Celenza and Carlson, 1986) y que mutaciones en el gen SNF/ impedian el
crecimiento en fuentes de carbono alternativas como la sacarosa. SNFI y
AMPK estan funcionalmente relacionadas y AMPK también inhibe la
expresion de genes activada por glucosa (Foretz et al., 1998; Leclerc et al.,
1998). Se han encontrado homologos de AMPK/SNFI en todos los eucariotas
y representan una subfamilia de proteinas quinasa sensible al estrés
metabolico muy conservada (Kemp et al., 2003).

AMPK esta emergiendo como uno de los principales reguladores del
metabolismo ya que es capaz de fosforilar directamente enzimas clave de
rutas metabolicas, asi como de controlar la expresion de genes. Por lo que la
identificacion de nuevas dianas sobre las que pueda actuar AMPK es objeto
actualmente de numerosos estudios.
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1. TRIP6

Una de las aproximaciones mas utilizadas a la hora de descubrir
interacciones entre proteinas es la técnica de doble hibrido. En el presente
trabajo se ha utilizado muy ampliamente esta técnica, no solo para
identificar nuevas relaciones entre proteinas, sino también para cuantificar
las interacciones. Ademas, en la mayoria de las veces, se ha utilizado esta
técnica en la levadura Saccharomyces cerevisiae, ya que permite una facil
manipulacion y los resultados obtenidos son facilmente extrapolables al
sistema de mamiferos por la gran relacion que mantienen SNF1y AMPK.

Por todo ello, realizamos en el laboratorio un escrutinio genético de
doble hibrido en levadura con el objetivo de identificar proteinas
relacionadas con AMPK que estuvieran implicadas en la expresion génica.
Para ello, utilizamos como proteina cebo la subunidad a2 de AMPK e
identificamos TRIP6 como una de las proteinas capaces de interaccionar.

TRIP6 forma parte de la familia de las zixinas, las cuales
desempetian dos tipos de funciones. Por un lado, se localizan en las placas de
adhesion focal en la membrana plasmatica regulando entre otras funciones,
la migracion celular y la organizacion de los filamentos de actina; por otro
lado, viajan al ntcleo donde tienen propiedades reguladoras (Wang and
Gilmore, 2003).

Con el trabajo que se presenta en esta Tesis Doctoral hemos podido
comprobar que TRIP6 es un nuevo sustrato de AMPK (Solaz-Fuster et al.,
2006). Hemos visto que TRIP6 interacciona fisicamente con la subunidad
catalitica a2 del complejo AMPK tanto en levaduras como en células de
mamifero (Tabla 3 y Figuras 18, 19 y 20, Resultados I). Como resultado de
esta interaccion, la quinasa es capaz de fosforilar a TRIP6 in vitro (Figura 21,
Resultados I). Hemos intentado identificar el posible sitio (o los posibles
sitios) de la fosforilacion por AMPK, encontrando tres sitios que respondian
a los requisitos de la secuencia consenso de fosforilacion de AMPK: Ser272,
Thr341 y Ser46l. Mutagenizamos estos tres sitios a alanina y, sin embargo,
estas sustituciones no evitaron la fosforilacion 7n vitro por AMPK (Figura
23, Resultados I). Como TRIP6 es una proteina muy rica en Ser y Thr (llegan
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a ser el 10% de la composicion total de aminoacidos), como siguiente
aproximacion decidimos generar formas truncadas de la proteina que nos
permitieran localizar los dominios donde pudiera recaer la fosforilacion de
AMPK. Asi pudimos concluir que TRIP6 se fosforila preferentemente en su
extremo amino-terminal (del aminoacido 1al 290) (Figura 25, Resultados I).
Y aunque hemos abordado otras estrategias para intentar identificar un
posible sitio de fosforilacion, no hemos obtenido resultados concluyentes.

El siguiente gran punto que quisimos abarcar fue la importancia
fisiologica de la interaccion entre AMPK y TRIP6. En primer lugar,
comenzamos por estudiar si AMPK influia en las interacciones que TRIP6
mantenia con otras proteinas. TRIP6 se describio por primera vez como
proteina capaz de unirse al receptor de hormonas tiroideas (Lee et al., 1995),
y ademas, también se describia en ese mismo articulo que era capaz de
interaccionar con el receptor de retinoides X. Asi que decidimos reproducir
estas interacciones pero, ademas, quisimos averiguar si se veian alteradas al
cambiar las condiciones en las que SNF1 (el ortologo de AMPK en levaduras)
estaba activo. Segun nuestros resultados (Tabla 5, Resultados I), la
interaccion entre TRIP6 y THR era bastante débil y el estado de activacion
de Snfl no ejercia ningn efecto. Para el caso de RXRa, aunque la interaccion
con TRIP6 era mas importante, la actividad de Snfl seguia sin influir en ella.

También se habia publicado que TRIP6 interaccionaba con
componentes de placas de adhesion focal: Con la parte C-ter del receptor 2
del acido lisofosfatidico (LPA) (Xu et al., 2004) y también con CasL/HEF1
(Yi et al.,, 2002). En este caso, ademas de comprobar la interaccion entre las
proteinas descritas, utilizamos otra estrategia para averiguar si AMPK
influia en estas relaciones, que fue la de sobreexpresar en Saccharomyces
cerevisiae una forma constitutivamente activa de AMPK o2. Tampoco
pudimos ver en este caso una influencia significativa de AMPK sobre la
interaccion de estas proteinas de las placas de adhesion focal con TRIP6
(Tabla 6, Resultados I).

Aunque no descartamos que AMPK pueda tener un efecto en la
posible funcion de TRIP6 en las placas de adhesion focal, decidimos
centrarnos en la otra funcion que se le habia adjudicado a TRIPG6: la de
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coactivador transcripcional. Usando la levadura como sistema modelo,
hemos comprobado que tanto la activacion del ortologo de AMPK en
levadura (SNF1) (Tabla 7, Resultados I) como la expresion heterdloga de una
forma constitutivamente activa de AMPK 02 (Tabla 8, Resultados I),
conducen a un incremento en las propiedades transactivadoras de TRIP6.
Ademas, cuando usamos formas truncadas de TRIP6, encontramos que la
parte amino-terminal de la proteina tenia actividad transcripcional, y que
esta actividad aumentaba por la accion de SNFI/AMPK (Tabla 10,
Resultados T), sugiriendo que el dominio N-terminal de TRIP6 contiene
residuos criticos para su fosforilacion dependiente de AMPK y para su

activacion.

Cuando repetimos el mismo tipo de experimentos en células de
mamifero encontramos que la activacion de AMPK endogena solo mejoraba
las propiedades transactivadoras de TRIP6 cuando la proteina estaba en el
nacleo (TRIP6 S102A), donde se localizan principalmente los complejos
AMPK que contienen la isoforma a2. Estos resultados eran consistentes con
una publicacion reciente donde se observaba que so6lo una isoforma nuclear
de TRIP6 tiene propiedades transactivadoras (Kassel et al.,, 2004). Todos
estos datos, junto con el resultado de la coinmunoprecipitacion que llevamos
a cabo para corroborar la interaccion entre TRIP6 y AMPK a2, donde solo
pudimos observar interaccion en condiciones donde obligabamos a TRIP6 a
residir en el nuacleo (con leptomicina B) (Figura 20, Resultados I) nos
indicaban que el efecto que AMPK ejerce sobre TRIP6 lo hace cuando ambas

proteinas se encuentran en el nacleo.

Una de las posibilidades que barajamos fue que AMPK pudiera
regular la localizacion subcelular de TRIP6, permitiéndole entrar al ntcleo.
Para ello, probamos a activar AMPK con diferentes tratamientos
ampliamente utilizados. Sin embargo, no pudimos observar diferencias en la
distribucion de TRIP6 dentro de la célula (Figura 32, Resultados I).

Se han utilizado muchas estrategias para intentar dilucidar el
mecanismo por el cual TRIP6 es dirigido al ntcleo. Sin embargo, aparte del
tratamiento con leptomicina B (que inhibe a la exportina Crm-1), solo se ha

conseguido acumular a TRIP6 en el nucleo inactivando su secuencia de
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exportacion nuclear (NES). Para conseguir que TRIP6 se mantuviera
retenido en el nacleo, modificamos los residuos potencialmente fosforilables
(Serl01 y Serl02) presentes en la NES por otro que no pudiera ser fosforilado
(Ala) (Figura 27, Resultados T). Hasta el momento, s6lo se habia descrito que
cambios en las leucinas caracteristicas de este tipo de secuencias de
exportacion nuclear (Figura 28, Resultados ) impedian su funcion en TRIP6
(Wang and Gilmore, 2001). Por lo tanto, nuestros datos sugieren que la
sustitucion de un residuo polar (Ser) por uno apolar (Ala) puede introducir
cambios en la estructura de la NES que impiden su funcion, o que la
fosforilacion de estas dos serinas (Serl0l y Serl02) por una quinasa
desconocida, podria ser responsable de la exportacion de la proteina del
nucleo al citoplasma. En este tltimo caso, la quinasa tendria que ser distinta
de AMPK, ya que las fusiones GST-TRIP6 (1-290) S101A (resultado no
mostrado) y GST-TRIP6 (1-290) SI102A seguian estando fosforiladas por
AMPK in vitro (Figura 31, Resultados T), indicando que ninguna de estas dos
serinas eran dianas de la accion de AMPK.

No obstante, tanto los datos de la fosforilacion in vitro (Figuras 25 y
31, Resultados I), como los datos del incremento en la capacidad de
transactivacion en levaduras (Tabla 10, Resultados I) de la parte amino-
terminal de TRIP6, nos indican que en esa region (del aminoacido 1 al 290)
debe hallarse algin residuo o residuos donde recaiga la fosforilacion de
AMPK y, por tanto, la regulacion de la actividad transcripcional de TRIPG.

Una vez las proteinas pertenecientes a la familia de las zixinas se
encuentran en el nucleo, son capaces de desarrollar sus actividades
transactivadoras. Son varias las hipotesis que intentan explicar el papel de
estas proteinas en la regulacion transcripcional. Se ha propuesto que éstas
podrian interaccionar directamente con la maquinaria transcripcional
mejorando su funcion, o que podrian modular la actividad de factores
transcripcionales, actuando entonces como coactivadores. Alternativamente,
y debido a que estas proteinas viajan del citoplasma al nuacleo, se ha
propuesto que pudieran controlar la distribucion subcelular de factores
transcripcionales (Petit et al., 1996; Wang and Gilmore, 2001; Wang and
Gilmore, 2003). En el caso de TRIP6 pudimos comprobar que acttia como

183



Discusién

coactivador de promotores regulados por NF-kB, y que también en este
sistema AMPK puede mejorar las propiedades transactivadoras de la forma
nuclear de TRIP6 (TRIP6 S102A). El papel que puede desempenar TRIP6 en
la activacion de genes dependientes de promotores regulados por NF-«B
todavia queda por dilucidar. Ya que el factor NF-«B esta relacionado con
procesos como la inflamacion, angiogénesis o proliferacion, tal vez TRIP6
pueda estar vinculando estimulos captados en la membrana plasmatica con
respuestas en la transcripcion génica. A través de sus dominios LIM, TRIP6
es capaz de unirse a muchas proteinas, desde proteinas que se localizan bajo
la membrana plasmatica componiendo los complejos de las placas de
adhesion focal (Xu et al, 2004), hasta componentes de la cascada de
senalizacion de NF-«B (Li et al., 2005), asi que parece evidente que TRIP6 va
a desarrollar funciones similares a las que desempefnan proteinas
pertenecientes a las familias de la zixina y la paxilina (Figura 58), quienes se
han propuesto como componentes de una ruta de senalizacion directa desde
la membrana plasmatica y el citoplasma hasta el nucleo, ya que muchas de
ellas son capaces de formar plataformas para el ensamblaje de complejos
proteicos, tanto en las placas de adhesion focal como en el nacleo (Wang
and Gilmore, 2003).
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Figura 58: Mualtiples funciones para las proteinas de las familias de la zixina y la
paxilina (en esta Figura se ha representado a TRIP6). Estas proteinas se localizan
en placas de adhesion focal, donde interaccionan con integrinas, proteinas de union
a actina y moléculas senalizadoras para interferir en adhesion celular, motilidad y
transduccion de senales. Ademds también pueden viajar al nucleo donde
interaccionan con factores transcripcionales (aqui se ha representado NE-kB) para
estimular la expresion génica.

Respecto al papel que AMPK desempena en la ruta de NF-«B, parece
que AMPK puede inhibir la expresion génica mediada por NF-kB al menos
por dos mecanismos distintos: inhibiendo la translocacion al nucleo de la
subunidad p65 de NF-«B, y aumentando su acetilacion en el nucleo,
dependiendo del estimulo que lo desencadene (Cacicedo et al., 2004). La
relevancia fisiologica de la inhibicion en la expresion de genes inducida por
NF-«B debida a la activacion de AMPK todavia permanece sin resolver. En
personas con obesidad, sindrome metabolico y diabetes tipo 2, se ha
observado un incremento de los acidos grasos libres en plasma, lo cual se ha
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relacionado con un estado pro-inflamatorio, disfuncion de las células
endoteliales 'y una prediposicion a enfermedades  vasculares
ateroescleroticas. Ademas, se ha visto que un aumento de los acidos grasos
libres en plasma causan una activacion de NF-kB en musculo y leucocitos
humanos y en higado de rata, sugiriendo que los niveles elevados de acidos
grasos pueden activar a NF-«B y crear una respuesta inflamatoria in vivo. Se
ha observado que el ejercicio, la adiponectina y el tratamiento con
tiazolidinedionas o metformina (capaces de activar AMPK), disminuyen los
procesos pro-inflamatorios y la disfuncion endotelial, sugiriendo que AMPK

podria ser una diana para prevenir estos cambios (Cacicedo et al., 2004).

Aunque el papel que se le ha adjudicado a AMPK es el de inhibir
los procesos inflamatorios desencadenados por la ruta NF-«B, en los
resultados que aqui se presentan AMPK activa la transcripcion de genes
dependientes de NF-kB a través de TRIP6. Una posible explicacion para esta
aparente contradiccion puede ser el tiempo de actuacion del estimulo. En
anteriores publicaciones ya se habia visto una dependencia del tiempo en la
respuesta de NF-«B a la activacion de AMPK por AICAR. Y, en efecto, como
se puede observar en la Figura 33 (Resultados I), a tiempos cortos, la
activacion de AMPK no es capaz de inhibir la expresion génica dependiente
de NF-kB. Por lo que podria tratarse de una respuesta dependiente de la
duracion del estimulo. Es decir, cuando llega el estimulo, AMPK, a través de
TRIPG, es capaz de activar la transcripcion de genes bajo el control de NF-
KB, pero si el estimulo continua, la respuesta de AMPK es la de inhibir la
expresion de esos genes.

Con todo esto, TRIP6 se une a la lista de factores transcripcionales
y coactivadores que pueden estar regulados por AMPK, apoyando el papel
que AMPK tiene en la regulacion a largo plazo del metabolismo celular bajo
condiciones energéticas restrictivas.
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2.R5

Ademas de identificar nuevas dianas de AMPK mediante el
escrutinio de doble hibrido, en el laboratorio apostamos por estudiar la
implicacion de AMPK en el metabolismo del glucogeno. Aunque ya se sabia
que AMPK ejerce una funcion en la regulacion de la glucogeno sintasa y la
toma de glucosa (Halse et al., 2003; Holmes et al., 1999; Young et al., 1996),
nosotros nos basamos en el papel que desarrolla SNF1, el ortologo de AMPK
en S cerevisiae, para descubrir nuevas funciones de AMPK en la sintesis y
degradacion del glucogeno.

Snfl es la quinasa responsable en las levaduras de activar el complejo
proteina fosfatasa PPl (compuesto por la subunidad catalitica Glc7 y la
subunidad que la dirige a glucogeno, Gacl), permitiendo asi la
defosforilacion y activacion de Gsy2 (la glucogeno sintasa de levadura)
(Francois and Parrou, 2001; Hardy et al., 1994). Asi que decidimos estudiar si
AMPK podria estar regulando complejos PP1 en células de mamifero.

Mediante el sistema de doble hibrido cuantificamos las
interacciones entre las subunidades de AMPK vy las tres subunidades
reguladoras de PP1 mas importantes. Quisimos ver la interaccion de GM, GL
y R5 no solo con la subunidad a de AMPK (que es la subunidad catalitica
donde reside la actividad quinasa), sino también con la subunidad B (que es
la subunidad de andamiaje y donde residen los dominios de union a
glucogeno) y con la subunidad y (que es la subunidad reguladora).
Utilizamos las isoformas a2, 2 y y1 por ser las mas abundantes en tejidos
glucogenogénicos como el higado o el masculo esquelético (Thornton et al.,
1998; Winder, 2001). La proteina que mostraba una mayor interaccion era
R5, que ademas de interaccionar con la subunidad B2 de AMPK, también lo
hacia con o2 (Tabla 11, Resultados IT). También quisimos corroborar esta
interaccion por otros métodos, como la coinmunoprecipitacion (Figura 36,
Resultados IT) antes de llevar a cabo un ensayo de fosforilacion con AMPK in
vitro.

No pudimos purificar una fusion GST-R5 completa en bacterias
porque resulto ser insoluble. Para solucionar este problema, produjimos una
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forma truncada de la proteina [GST-R5 (1-183)] que ya era soluble y que
salvo el dominio de union a la glucogeno sintasa que se localiza en su
extremo C-terminal, mantiene los dominios de union a PP1 y a glucogeno
(Figura 12, Introduccion). Como se puede comprobar en la Figura 38
(Resultados IT), GST-R5 (1-183) resulto estar fosforilada in vicro por AMPK,
asi que el siguiente paso fue localizar el posible sitio, o los posibles sitios,
donde recayera esa fosforilacion.

Buscamos residuos de serina o treonina dentro de los 183 primeros
aminoacidos de R5 que respondieran a la secuencia consenso de fosforilacion
por AMPK y encontramos tres. Cuando mutamos esos tres residuos a
alanina, comprobamos que uno de ellos (S35A) se fosforilaba mucho menos
que las demas formas ensayadas (Figura 38, Resultados II), asi que
centramos el trabajo en averiguar como influia la fosforilacion en la Ser35 en
la funcion de R5. Obtuvimos formas mutadas de R5 donde sustituimos la
Ser35 por una Ala o por un Asp, evitando la fosforilacion o simulandola, y las
utilizamos para comprobar si estas mutaciones alteraban de alguna manera
la interaccion que mantiene R5 con otras proteinas, como son AMPK, la
subunidad catalitica de PP1 o laforina (Tablas 12 y 13, Resultados II). El
mutante R5 S35D si que mostraba diferencias en los ensayos de doble
hibrido que llevamos a cabo; sin embargo, estos resultados no fueron
confirmados cuando quisimos comprobar la pobre interaccion entre R5
S35D y la subunidad catalitica a2 de AMPK (Figura 39, Resultados II) o la
subunidad catalitica a de PP1 (Figura 40, Resultados II). Probablemente
esto se deba a que en un ensayo de doble hibrido en levadura estamos viendo
la interaccion entre dos proteinas rodeadas de un ambiente proteico
heterologo, pero en una coinmunoprecipitacion en un sistema homologo de
lineas celulares de mamifero, la existencia de complejos formados por varias
proteinas puede hacer que, aunque dos de ellas pierdan la interaccion, el
resto del complejo las arrastre en la inmunoprecipitacion. Para el caso de PP1
a con R5 S35D parece que ésta es la explicacion, ya que ambas proteinas
forman un macrocomplejo proteico en su union al glucogeno con el resto de

enzimas implicadas en su metabolismo.
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Aunque la mutacion a Ala de la Ser35 no afectara a la interaccion con
AMPK, PPl o laforina, quisimos seguir estudiando si este residuo era
importante para la accion glucogenogénica de R5 (Fong et al., 2000; Printen
et al., 1997). Comprobamos que al sobreexpresar R5 en células CHO-IR, y tal
y como se habia descrito en la bibliografia, obteniamos una mayor
produccion de glucogeno. Cuando ensayamos los mutantes de la Ser35,
vimos que el mutante S35A producia el mismo incremento de glucogeno que
la forma silvestre. Tal vez, ante la incapacidad para fosforilarse del residuo
35, pueda fosforilarse un residuo secundario. Sin embargo, el mutante S35D
no era capaz de igualar el glucogeno producido por las demas formas de R5
que probamos (Figura 41, Resultados II) para cantidades de proteina
equivalentes, lo que nos podria indicar que la presencia de una carga
negativa en la Ser35 estaria inhibiendo a R5 en su accion sobre la produccion
de glucogeno.

A continuacion, nos planteamos la posibilidad de que AMPK
pudiera estar influyendo en la produccion de glucogeno a través de una
posible modificacion de R5. Para investigar esta hipotesis, sobreexpresamos,
ademas de las distintas formas de R5 con las que estabamos trabajando, una
forma constitutivamente activa de AMPK (la subunidad catalitica a2 con la
mutacion a Asp de la Thrl72, que simula fosforilacion en ese residuo).
Quisimos ver si al restablecer el complejo AMPK completo favoreciamos el
efecto que éste pudiera ejercer sobre R5. Cuando cuantificamos el glucogeno
que habian producido las células CHO-IR comprobamos que el efecto que
producia AMPK era el de disminuir la produccion de glucogeno estimulada
por R5 (Figura 42, Resultados II), como cabia esperar, ya que AMPK va a
inhibir rutas anabolicas que consuman ATP. No observamos diferencias en
la cantidad de glucogeno debidas a sobreexpresar solo AMPK a2 T172D,
frente a la obtenida cuando reconstituiamos el complejo completo.
Probablemente, aunque la cantidad de subunidades B y y de AMPK
endogenas sea menor que la cantidad de a2 T172D sobreexpresada, sea
suficiente para establecer un namero de complejos AMPK funcionales cuyo
efecto ya sea cuantificable.
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Si el efecto inhibitorio de AMPK sobre la produccion de glucogeno
era llevado a cabo mediante la fosforilacion de R5, la sobreexpresion de
AMPK no afectaria a la menor produccion de glucogeno obtenida con R5
S35D, ya que con esta mutacion R5 simularia estar ya fosforilado. Y esos
fueron los resultados obtenidos (Figura 42, Resultados II). Siguiendo con
nuestra hipotesis, AMPK deberia ser incapaz de influir en la produccion de
glucogeno obtenida por R5 S35A al no poder fosforilar esta proteina. Sin
embargo, AMPK seguia ejerciendo su efecto sobre la produccion de
glucogeno aunque sobreexpresaramos R5 S35A; por lo tanto, el hecho de que
R5 no esté fosforilado en ese residuo no afecta a la accion de AMPK.

Llegados a este punto quisimos revisar la fosforilacion de R5 y, para
ello, recurrimos a otra técnica. Mediante electroforesis bidimensional
comprobamos que R5 es una proteina capaz de fosforilarse, ya que aparece
como dos manchas separadas por diferente punto isoeléctrico (Figura 43,
Resultados IT). Corroboramos que la proporcion de proteina capaz de migrar
mas hacia el polo positivo era la proteina que se encontraba fosforilada al ver
que desaparecia con el tratamiento con A-fosfatasa. Sin embargo, el mutante
S35A de R5 mostraba el mismo patron, indicando que la proteina seguia
fosforilandose en otro residuo. Cuando ensayamos el mutante S35D,
obtuvimos un patron distinto donde solo se resolvia una mancha, lo cual se
podria interpretar como que la introduccion de esta mutacion hacia que la
proteina fuera incapaz de fosforilarse en este segundo sitio, bien porque
alterabamos la estructura, o bien porque la nueva carga negativa evita o
impide la fosforilacion del posible segundo sitio. Se puede observar que
cuando tratabamos las células con AICAR (un activador de AMPK) o
cuando transfectabamos con la forma constitutivamente activa de AMPK,
observabamos un patron ligeramente distinto del que obteniamos con R5
silvestre 0 R5 S35A, ya que la forma que migraba mas hacia la parte positiva
desaparecia y aparecia en su lugar una forma intermedia, que también se
correspondia con una forma fosforilada de la proteina. Actualmente nos
encontramos intentando identificar por otros métodos el posible residuo
fosforilado por AMPK.
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A continuacion, quisimos estudiar la relacion de AMPK y R5 con
otras proteinas. R5 se habia descrito como una de las proteinas capaces de
interaccionar con laforina (Fernandez-Sanchez et al., 2003) y esta proteina
resulta muy interesante por su implicacion en la enfermedad de Lafora, que
se caracteriza por presentar acamulos de glucogeno poco ramificado en
distintos tipos celulares (ver Introduccion). Por ello, quisimos estudiar si
AMPK también podria estar relacionada con el mecanismo que desencadena
esta patologia. Se habia publicado que laforina interaccionaba con malina, la
otra proteina implicada en la enfermedad de Lafora descrita hasta la fecha
(Gentry et al., 2005; Lohi et al., 2005), por lo que quisimos ver exactamente
con cual de las dos proteinas que componen el complejo laforina-malina
interaccionaba AMPK, y pudimos demostrar que laforina interaccionaba con
las subunidades a2 y 2 de AMPK (Figuras 44 y 45, Resultados II). Como
resultado de esta interaccion, laforina ademas resultaba fosforilada por
accion de la quinasa (Figura 46, Resultados II), asi que quisimos ver si
AMPK influia en la relacion existente entre laforina y malina. Efectivamente,
la interaccion entre laforina y malina estaba positivamente regulada por la
escasez de glucosa, por la actividad Snfl y por la expresion de la forma
constitutivamente activa de AMPK (Figuras 47, 48 y 49, Resultados II).

Con todos estos datos, pasamos a ver el efecto fisiologico de todas
estas proteinas sobre la acumulacion de glucogeno. El metabolismo del
glucogeno esta regulado principalmente mediante la fosforilacion de las
proteinas implicadas en la sintesis del glucogeno (glucogeno sintasa, GS) y
en su degradacion (glucogeno fosforilasa, GP y glucogeno fosforilasa
quinasa, GPK) (Ferrer et al., 2003; Roach, 2002). Mientras que hay varias
quinasas (AMPK, PKA, CKI, GSK3, etc.) que inhiben la sintesis de
glucogeno fosforilando a la GS, solo hay una fosfatasa conocida (PP1) que
induce la sintesis de glucogeno activando a la GS e inactivando las enzimas
de degradacion de glucogeno (GP y GPK) (Ferrer et al., 2003; Roach, 2002).
PPI es reclutada al glucogeno por una familia de proteinas que incluyen a
GM, GL, R5 y R6, cuya sobreexpresion provoca acumulacion de glucogeno
(Berman et al., 1998).
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Recientemente se ha propuesto que laforina y malina participan en
un nuevo mecanismo en la regulacion de la sintesis del glucogeno que
controla los niveles de la glucogeno sintasa y de R5 en neuronas (Vilchez et
al., 2007). En las células neuronales donde no hay GP ni GPK, pero si que se
expresa la GS (Brown, 2004; Vilchez et al., 2007), la funcion del complejo
laforina-malina podria ser la de mantener inactiva a la GS degradando R5 e
impidiendo asi la activacion de la GS, evitando de este modo la sintesis de
glucogeno en células que no lo pueden degradar. Los pacientes de la
enfermedad de Lafora que carecen de un complejo laforina-malina funcional
serian incapaces de degradar R5, asi que el holoenzima R5-PPl podria
activar a la GS, provocando la acumulacion de glucogeno en las neuronas
(Figura 59). En la presente Tesis Doctoral hemos demostrado, en
colaboracion con el laboratorio del Dr. Joan ]. Guinovart, que la funcion
reguladora de laforina y malina no se limita a las neuronas, sino que también
existe en células FTO-2B de hepatoma (Figura 51, Resultados II). Esto
podria explicar la afectacion hepatica que han mostrado algunos pacientes
de Lafora (Gomez-Garre et al., 2007). En los hepatocitos, que contienen GS,
GP y GPK y donde ha sido descrito que R5 afecta preferentemente ala GPy
a la GPK sobre la GS (Browne et al., 2001; Gasa et al., 2000; Green et al.,
2004), la inactivacion de R5 dependiente de laforina y malina podria
asegurar que GP y GPK permanecieran fosforiladas (activas) (Figura 59).
En los pacientes de la enfermedad de Lafora, que no poseen un complejo
laforina-malina funcional, R5 estaria siempre defosforilando e inactivando a

la GP, lo que impediria la movilizacion del glucogeno.
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Glucégeno Glucégeno

Hepatocitos Neuronas

Figura 59: Modelo propuesto para el complejo laforina-malina, R5 y AMPK en
la sintesis del glucogeno. GS h: Glucogeno sintasa hepatica, GS m: Glucogeno
sintasa muscular, GP: Glucogeno fosforilasa.

Con todo esto, la funcion del complejo laforina-malina es critica, y
por lo tanto, la formacion de los complejos debe estar muy regulada. Con
nuestros resultados hemos podido comprobar que la formacion del complejo
esta regulada por AMPK y que, si no existe el complejo, laforina o malina no
pueden realizar su funcion de forma independiente (Figura 51, Resultados
IT). También hemos podido ver que el efecto glucogenogénico de R5 puede
ser contrarrestado por el complejo laforina-malina porque este complejo
provoca la degradacion de R5 (Figura 52, Resultados II). Por lo tanto, estos
datos sugeririan un nivel adicional en la regulacion de la sintesis del
glucogeno a través del complejo laforina-malina, produciendo la degradacion
de R5.

Ademas, hemos demostrado que la adicion de una forma dominante
negativa de AMPK previene la funcion del complejo laforina-malina sobre la
actividad glucogenogénica de R5. Como no observamos ninguna diferencia
en la produccion de glucogeno al sobreexpresar la forma dominante negativa
de AMPK en ausencia de R5 (Figura 53, Resultados IT), podemos concluir
que el efecto de AMPK recae sobre R5 y que no existe un efecto
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cuantificable de AMPK sobre la GS en células FTO-2B. La accion de esta
forma dominante negativa de AMPK probablemente se realice interfiriendo
en la interaccion entre laforina y malina (Figura 53, Resultados II). Como
resultado de esta interferencia, malina no es capaz de acceder a sus sustratos
laforina y R5 y, por lo tanto, estas dos proteinas no se degradan (Figura 54,
Resultados IT).

Acabamos de sugerir que el incremento en las propiedades
glucogenogénicas de R5 producidas por AMPK D.N. podria deberse a la
interrupcion de la formacion del complejo laforina-malina. Si nuestra
hipotesis fuera correcta, la eliminacion de laforina o malina de las células
prevendria el incremento en la actividad glucogenogénica de R5 mediada por
AMPK D.N,, y con este fin utilizamos cultivos primarios de fibroblastos
derivados de pacientes de la enfermedad de Lafora. De acuerdo con nuestra
hipotesis, el efecto de AMPK D.N. solo era patente en los fibroblastos
control, porque en los fibroblastos que carecian de una proteina laforina
funcional, no se producia el incremento en la produccion de glucogeno. Esto
venia a corroborar el modelo propuesto (Figura 59) donde AMPK produce
su efecto sobre R5 a través del complejo laforina-malina.

También pudimos comprobar utilizando estos fibroblastos
provenientes de pacientes, que la falta de una de las proteinas inestabilizaba
el complejo laforina-malina, ya que no fuimos capaces de reconstituir el
sistema al introducir solamente la proteina laforina silvestre en células
donde la proteina laforina presente se encuentra mutada (Figura 56,
Resultados IT).

Ademas de en células FTO-2B de hepatoma, pudimos comprobar
que el mecanismo por el cual el complejo laforina-malina degrada a R5
también se da en fibroblastos, ya que pudimos observar un descenso en la
cantidad de R5 asi como de laforina (Figura 57, Resultados II). Ademas,
también observamos un descenso en la cantidad de la GS muscular presente
en fibroblastos cuando se expresaba el complejo laforina-malina. Estos datos
venian a corroborar los resultados observados por otros grupos en neuronas,
donde también la isoforma muscular de la GS (presente en este tipo celular)
se degrada por accion del complejo laforina-malina (Vilchez et al., 2007).
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Con este trabajo, hemos visto que AMPK influye en la capacidad
glucogenogénica de R5 por dos vias: bien, directamente sobre R5 (como
hemos podido comprobar con células CHO-IR), o bien, actuando sobre el
complejo laforina-malina (como hemos visto en células FTO-2B). Por lo
tanto, y dependiendo del tipo celular, AMPK va a actuar sobre R5 a través de
rutas diferentes.

Ademas de con R5, malina y AMPK, laforina interacciona con otras
muchas proteinas (Fernandez-Sanchez et al, 2003; Ganesh et al., 2003;
Tanzano et al., 2003; Lohi et al., 2005; Wang et al., 2006), lo que sugiere que
debe haber otras funciones reguladoras para el complejo laforina-malina
ademas del metabolismo del glucogeno. Es un campo importante para
estudiar porque todavia se desconoce la relacion de los cuerpos de Lafora
con la epilepsia y la neurodegeneracion, o si estas caracteristicas de la
enfermedad de Lafora son consecuencias independientes que resultan de la
perturbacion de una ruta fisiologica.

Como conclusion, en el presente trabajo hemos aportado evidencias
para una relacion funcional entre los dos genes responsables de la
enfermedad de Lafora, laforina y malina, implicando a AMPK en la
regulacion de la funcion de estas proteinas. A partir de ahora se abren nuevas
posibilidades terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad de Lafora
que incluyen a AMPK.
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En esta Tesis Doctoral se ha abarcado el estudio de nuevas dianas

de actuacion de AMPK. El conjunto de resultados expuestos en el trabajo

permite obtener las siguientes conclusiones:

Como resultado de un escrutinio genético de doble hibrido en levadura,
identificamos a TRIP6 (proteina perteneciente a la familia de las
zixinas) como proteina capaz de interaccionar con la subunidad
catalitica a2 de AMPK.

TRIP6 interacciona preferentemente con el dominio quinasa de AMPK

a2, siendo fosforilada in vitro por AMPK en su extremo N-terminal.

AMPK no influye en la interaccion de TRIP6 con los receptores

nucleares THRP o RXRa, ni con las proteinas de las placas de adhesion
focal LPA2R o CasL/HEFI.

AMPK a2 y TRIP6 interaccionan cuando estan en el nuacleo. Alli,
AMPK incrementa la actividad transcripcional de TRIP6.

AMPK aumenta la propiedad de coactivador transcripcional de TRIP6

sobre genes regulados por NF-«B.

AMPK también interacciona con R5 (una de las subunidades
reguladoras de la proteina fosfatasa de tipo 1) y es capaz de fosforilarla
in vitroen su extremo N-terminal.

R5 es una fosfoproteina 7in vivo cuyo grado de fosforilacion se ve
afectado por AMPK. Se desconoce todavia el residuo donde reside esta
fosforilacion, aunque hemos podido descartar la Ser35.
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8.- AMPK disminuye el efecto glucogenogénico de R5. Este efecto es

dependiente del tipo celular y podria ser directo debido a la
fosforilacion de R5 por AMPK; o bien indirecto debido a la accion del
complejo laforina-malina sobre R5.

9.- La formacion del complejo laforina-malina esta regulado positivamente

10.-
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por AMPK. Laforina interacciona y también puede ser fosforilada in
vitropor AMPK.

El complejo laforina-malina inhibe la produccion de glucogeno debida
a la sobreexpresion de R5 en células FTO-2B y en fibroblastos, por
degradacion de R5. La expresion de una forma dominante negativa de
AMPK puede prevenir la inhibicion de los efectos glucogenogénicos de
R5 por parte del complejo laforina-malina.
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