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2.3. ESTUDI DE L’EXPRESSIO DELS GENS IMPLICATS EN EL METABOLISME
LIPIDIC: POSSIBLE AFECTACIO EN ELS RATOLINS MUTANTS.

Les composicions tissulars d'acids grassos dels diferents ratolins mutants
suggereixen gue I'abséncia d’ALDP i/o d’ALDRP, aixi com la sobreexpressi6é d’ALDRP,
poden conduir a modificacions en processos del metabolisme lipidic. Algunes de les
vies afectades podrien ser la de la sintesi d’acids grassos de 18 o més carbonis i la -
oxidacio peroxisomal. En cadascuna d’elles hi participen enzims que poden ser
regulats transcripcionalment a través d'un factor de transcripci6 o d'un receptor
nuclear: SREBP 2°2%% en el cas de la sintesi d’acids grassos i PPARa en el cas de la
B-oxidacid peroxisomal ***. Prenent com a hipotesi que I'alteracié d’un transportador
peroxisomal pot afectar l'activitat d’algun receptor nuclear/factor de transcripcié a
través de l'accié d'algun substracte mal transportat, hem testat els nivells d’expressio
de gens codificadors d’enzims implicats tant en la sintesi d’acids grassos com en la -
oxidacié peroxisomal. També hem inclos en l'analisi altres gens controlats a nivell
transcripcional per SREBP, PPARa i LXR, per tal de completar I'estudi sobre la
influencia que poden tenir les alteracions del transport peroxisomal en la regulacio de

I'activitat d’aquests receptors nuclears/factors de transcripcio.

2.3.1. NIVELLS D’EXPRESSIO DELS GENS CODIFICADORS DELS ENZIMS DE LA
VIA SINTETICA DELS ACIDS GRASSOS.

La majoria de les alteracions detectades en teixits dels ratolins mutants que no
es poden associar a una funcié transportadora per part d’ALDP o d'ALDRP
suggereixen una implicacié del mecanisme de sintesi dels acids grassos de cadena
superior a 18 carbonis. Aquest procés té lloc principalment al RE, encara que el
peroxisoma també hi té participacioé (veure figura 1.1, pag. 5). En estudis realitzats en
cultius cel.lulars i en animals manipulats genéticament s’ha vist que SREBP-1c
controla I'expressié, a nivell transcripcional, de gens implicats en el procés de sintesi
d’acids grassos %%?%, Alguns dels gens que es troben sota aquest sistema de control
sén elovl6 °, scd 2°3%°° d6d i d5d 2°°. De forma secundaria, els gens codificadors de les
desaturases, déd, scd i probablement d5d 2°"2?%® també poden ser activats per
proliferadors peroxisomals. La induccié d'aquests gens és posterior a la dels gens
implicats en la B-oxidacio, fet pel qual s’ha interpretat com una reaccié compensatoria

a l'increment de la demanda de PUFAs que provoca I'augment de la p-oxidacié 2*°.
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L’expressiéo de SREBP-1c pot estar regulada transcripcionalment a través de
LXR, els nivells de insulina i els de glucagé. Els PUFAs també poden controlar
I'expressio de SREBP a través de 3 mecanismes diferents: inhibint I'activaciéo de LXR
al actuar de lligands antagonistes (a fetge) 2"%?"*, disminuint I'estabilitat del mARN de
SREBP-1c (en hepatocits de rata) 2’?, o reduint la forma nuclear de SREBP-1 (en linies

cel.lulars i fetge de rata) 2"*2™.

En base a la possible regulacié transcripcional dels gens implicats en la via de
sintesi dels acids grassos, hem volgut analitzar la seva expressié en teixits dels
nostres ratolins mutants. El nostre objectiu és comprovar si existeixen alteracions a
aquest nivell que puguin explicar els canvis que hem observat en la composicié d'acids

grassos dels diferents teixits.

Els gens analitzats son aquells que codifiquen per elongases i desaturases
(veure figura 1.1, pag. 5): elovl1-6 en el cas de les elongases, i scd, d5d i d6d en el cas
de les desaturases. A part d’aquests, també n’hi hem inclos dos que han estat
identificats molt recentment, i pels quals la funcié de la proteina resultant és encara
desconeguda. Aquests son elovl7 i fads3, que codifiquen per una elongasa i una
desaturasa, respectivament. Hem estudiat el nivell d’expressié d’aguests gens,
mitjangant RT-PCR quantitativa, a cervell, medul.la espinal, nervi ciatic, glandula
adrenal i fetge del ratoli Wt. Els resultats s’han representat a la figura 4.11 en el cas
de les elongases i a la figura 4.12 en el cas de les desaturases. Els gens pels quals no
s’han trobat nivells detectables d’expressié es mostren a través d’'un espai en blanc al
seu lloc corresponent a la grafica. Aixd no exclou, pero, I'existéncia d'un cert grau

d’expressio per part d'aquests.

Els gens de les elongases s’han trobat ben expressats en tots els teixits
excepte elovl2, elovi3 i elovl4 (veure figura 4.11). En el cas d’elovli2, hem detectat
amplificacié en tots els teixits excepte en el nervi ciatic. En el cas d'elovI3 i elovl4,
s'observa un patré d'expressié complementari entre aquests dos gens: per elovl3
només s’ha detectat amplificacié a fetge, fet que concorda amb dades publicades
préviament 8, mentre que per a elovl4 s’ha detectat amplificacid en tots els teixits
excepte a fetge. El patr6 d’expressié d’elovl4 resulta interessant pel fet d’incloure tots
els teixits associats a la malaltia X-ALD en humans pero no d’altres com el fetge, que
no hi tenen cap relaci6. Aixo faria d’elovl4 un bon candidat com a gen implicat en el

procés fisio-patologic de la X-ALD.
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FIGURA 4 11. Mivells 4 expressia dels gens codificadors da les elongases & cervell, medulla espinal. nen cigtic, glandula
adrenal i fetge del ratoli Wt Aquests nivells g'han determinat a trawés del cicle mitja d'amplificacio abtingut per RT-PCR
quantitativa, Cada columna representa e nivell d'expressic de cada gen en relacis al d'hert. Aguest valor 234 calculat com
a N on N= cidle mitja d'amplificacia d'hprt - cicle mitja d'amplificace del gen problema. En cada un dels teixits shan
represental els valors dels gens seguint l'ordre de la llegenda. Els e5pais en Rlanc indiguen gque no s'ha deeciat senyal
d'amplificacio per aquest gen. Per cada teixit s'han analitzat entre 3 i 6 mostres diferents dWARN excepte pel nenvi ciatic, del
gual només s'ha pogut disposar J'una. Cada mostra d°ARN s'ha abtingut, en la majoria dels casos, a partir d’un animal. En
el cas de la glandula adrenal | del nern cighc ha calgut reunir els crgans de 2 i de 4 animals, respectivament. per a
l'obtencid de cada mostra,
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FIGURA 4.12. Mivells dexpressio dels gens codificadors de les desaturases a cervelll medulla espmal. nervi
ciatic, glandula adreenal i fetge del ratali Wi, Aquests nivells s'han determinat a través del cicle mitja d'amplificacia
giotingut per RT-PCR quantilative. Cada columna representa el nivell despressis de cada gen an relacid al d'hprt,
Agquest valor esta calculat com a 2N on W= cicle mitis d'amplificacid d'hprt - cicle mitia d'ampehficacic del gen
problema. Per cada teikit g'han analitzat enfre 21 8 moastras diferents d'ARM excepta pel nerei cidtic, del gqual
nomes sha pogul disposar J'una. Cada mostra d'ARN £"ha abtingut. en la majoria dels casos, a partir d'un armal.
En el cas de la glandula adrenal i del nervi ciatic ha calgut reunr els érgans de 2§ de 4 animals, respectivament,
per a l'ghtencid de cada mostra.
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A)  ELONGASES

elovil  slovl2  elovl? elovid  elovls  elovid  elovl?
CERVELL 3 1 - & 248 2 4
M. ESPINAL 4 1 - 3 26 3 6
N. CIATIC 28 - - 1 10 10 15
GL. ADRENAL 22 2 - 1 230 g 4
FETGE 19 214 Z - 264 10 1

B) DESATURASES

scd d5d did fads3
CERVELL 20 1 B 1
M. ESPINAL 9 5 & 1
N. CIATIC 20 1 2 1
GL. ADRENAL 34 21 48 1
FETGE 630 84 222 1

TAULA 4.3, Expressio imtralissular relativa dels gens codificadars de les elongases {(A) 1 de les
desaturases (BY, Les relacians s'han estatrlert a partir dels valors 2 ' de cada gen, representats
ales figures 4.11 1 412 respectivament (N= cicle d'amplificacic d'hprt - cicle d'amplificacio del
gen problema) Per a cada grup de gens i leixit s'ha donat el valor de 1 al gen dexpressia mes
feble, S'inclouen tats els leixits analitzats: cervell, medulla espinal, nervi ciatic, glandula
adrenal | fetge,
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En la familia de les desaturases, els quatre gens analitzats es troben ben expressats
en tots els teixits. El gen menys expressat en tots els teixits és fads3, mentre que els
més expressats son scd i d6d (figura 4.12). De fet, si mirem la relacié existent entre els
nivells normalitzats d’expressio dels gens de les desaturases en cadascun dels teixits
(taula 4.3B), s'observa que scd i déd presenten un grau d’expressio similar tant a
medul.la espinal com als teixits extraneurals. En aquests mateixos teixits, I'expressié
de d5d és lleugerament menor a la de sdc i déd. En canvi, a cervell i a nervi ciatic hi ha
una diferéncia marcada entre el nivell d’expressié de scd, d6d i d5d, essent sempre

scd el més expressat i d5d el menys expressat.

Si ens centrem en la relaci6 existent entre els nivells normalitzats d’expressio
dels gens de les elongases en cadascun dels teixits (taula 4.3A), s’observa que el gen
elovl5 és el més expressat en tots ells excepte a nervi ciatic, on ho és elovll. Tal com
hem indicat en la introduccié (veure figura 1.1, pag. 5), elovl5 esta implicada en
I'elongacié de PUFAs °, mentre que elovll ho esta en la d’acids grassos saturats ’. Si
recuperem els valors tissulars de C18:0 i dels precursors C18:206 i C18:3w3
(concretament els valors relatius al total de la série corresponent, marcats en verd a la
taula A.1, pag 123), s'observa una diferéncia entre el nervi ciatic i la resta de teixits.
Per una banda, el nervi ciatic presenta els valors més baixos de C18:0, indicant el
major grau d’elongacio per a la seérie d'acids grassos saturats en aquest teixit. Per
I'altra, el nervi ciatic té els valors més alts de C18:2w6 i de C18:3w3, fet que denota
que aquest teixit té el menor grau d’elongacio per a les seéries de PUFAs. Aquestes
caracteristigues mostrarien una certa correlaci6 amb el fet que elovll estigui més
expressat que elovl5 en aquest teixit. A més d'aixd és important destacar que a nervi
ciatic no s’ha detectat expressio d’elovl2, el qual codifica per un altre enzim implicat en
la sintesi de PUFAs (veure figura 4.11). Aixi doncs, aquest podria ser també un factor

limitador de la sintesi d’aquests compostos a nervi ciatic.

2.3.1.1. Expressio en els ratolins mutants.

El nivell d’expressié dels gens codificadors dels enzims que participen en la
sintesi dels acids grassos s’ha analitzat en els ratolins Ald ko, Ald/aldr ko i Wt/tg, ja
gue son els que presenten més indicis (segons la composicié d'acids grassos dels
seus teixits) d’'una possible disregulaciéo d’aquest procés. En el ratoli Ald ko hem
detectat alteracions en els nivells de C22:0 i de C20:1»9 que podrien ser degudes a
modificacions en alguna elongasa implicada en la sintesi de saturats i de ®9-MUFAs.

A més, alguns autors han posat de manifest una possible implicacié de la sintesi dels
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acids grassos en el mecanisme fisiopatologic de la X-ALD al descriure un increment de

la sintesi de C26:0 en fibroblastes de pacients '*.

En consequencia, hem volgut
comprovar si existeix un increment de I'expressio d’elongases/ desaturases en teixits
del ratoli Ald ko que pugui participar en el mecanisme fisiopatologic del model muri.
Pel qué fa al ratoli Ald/aldr ko, hem detectat increments sinergétics d'acids grassos
saturats i de ®9-MUFAs en diversos teixits, aixi com una disminucié de la majoria de
compostos de la série dels w6-PUFAs a la glandula adrenal. Aquests canvis
suggereixen una implicacié del procés de sintesi d’aquests compostos, de la mateixa

manera que els efectes observats en les séries de ®3- i ®6-PUFAs en el ratoli Wt/tg.

El grup de gens analitzats inclou: elovll, elovl2, elovl3, elovl4, elovl5, elovl6 i
elovl7, els quals codifiquen per elongases, i scd, d5d, déd i fads3, que codifiquen per
desaturases. Els teixits analitzats per cada grup de ratolins son la medul.la espinal, el
nervi ciatic i la glandula adrenal. Per una banda, aquests teixits sén els que presenten
el nombre més gran d’anomalies en els nivells dels acids grassos valorats en la seccid
precedent i, per I'altra, son els teixits implicats en la patologia desenvolupada pel ratoli
Ald ko **?*3 Les mostres utilitzades son les mateixes que s’han emprat per I'analisi

dels gens codificadors dels transportadors ABCD, aixi com el procediment aplicat.

Per a tots aquests gens no hem detectat diferencies significatives en el seu
nivell d'expressid, respecte el Wt, en cap dels teixits procedents dels tres ratolins
mutants. Aixi doncs, les alteracions observades en els nivells d’acids grassos no
obeirien a canvis en el nivell d’expressio dels gens codificadors de les elongases i les
desaturases. De la mateixa manera, podem descartar la implicacié d’'una disregulacio
transcripcional d’aquests gens en la fisiopatologia desenvolupada pel ratoli Ald ko.
Aquests resultats, perd, no exclouen I'existéncia d’alteracions en processos post-
traduccionals que resultin en una modificacio de la quantitat d’enzim, ni la d’alteracions
en l'activitat enzimatica, ja sigui general per tots els substractes o especifica. Aquesta
darrera possibilitat estaria recolzada per alguns resultats obtinguts en la determinacio
de la composicid d’acids grassos. A nervi ciatic del ratoli Wt/tg sembla produir-se un
desplacament de la sintesi dels acids grassos saturats en favor de la dels ®9-MUFAs,
fet que recolzaria un canvi d’especificitat. Aixi doncs, caldria realitzar més experiments
per tal de descartar completament la implicacié del procés sintétic en les anomalies

detectades en els nivells d'acids grassos.



Resultats i discussi6

2.3.2. Expressié de gens codificadors d’enzims implicats en processos del
metabolisme lipidic que tenen lloc al peroxisoma: B-oxidacio i hipotetic sistema
d’elongacio6.

La B-oxidacié peroxisomal és un mecanisme important dins del metabolisme
dels acids grassos. Els transportadors ABCD so6n la porta d’entrada d'una colla de
substractes que es pB-oxiden al peroxisoma, ja sigui dins d’'un context de degradacio o
dins d'un context de sintesi. En aquest ultim cas hi ha inclosos els processos de
retroconversioé dels PUFAs i de la sintesi de determinats compostos d’aquestes series
(C22:6m3 i C22:516). La disregulacio dels gens que codifiguen per enzims clau
d’aquests procés podria tenir una contribucié en els nivells anomals d’acids grassos
trobats en els ratolins mutants. El punt de control de la B-oxidacié es troba sobre I'acil-
CoA oxidasa, enzim que catalitza la primera reaccio i que, a més, pot ser controlat a
nivell transcripcional per PPARa 2%, Per aixd hem analitzat el nivell d’expressié del seu
gen codificador (aox). Degut a les nombroses alteracions detectades en els nivells de
PUFAS, també hem estudiat els gens que codifiquen pels enzims encarregats
d’eliminar els dobles enllagos durant la p-oxidacié dels acids grassos amb
insaturacions (A3, A2-enoil-CoA isomerasa (ech); A3,5, A2,4-dienoil-CoA isomerasa
(peci); 2,4-dienoil-CoA reductasa (decr2). Aquests gens s’han trobat ben expressats en
tots els teixits analitzats excepte decr2, pel qual no s’ha detectat expressio a nervi
ciatic. Al analitzar els nivells d’expressié d’aquests gens a medul.la espinal, nervi ciatic
i glandula adrenal dels ratolins Ald ko, Ald/aldr ko i Wt/tg, no s’han detectat diferencies

significatives respecte el Wt.

Un segon mecanisme que ens ha semblat interessant de testar és I'hipotétic
sistema d’elongacié existent al peroxisoma, ja que els transportadors ABCD podrien
tenir algun tipus de connexié amb un procés de sintesi situat en el mateix organul. Tal
com hem comentat en la introduccid, aquest sistema estaria constituit per les 4
reaccions de la via de la B-oxidacioé en sentit revers (veure figura 1.4, pag 15). Els
enzims implicats serien els mateixos que participen en la B-oxidacié excepte I'acil-CoA
oxidasa, que no té la capacitat de catalitzar la reaccié en ambdues direccions. Es per
aixd que es requereix l'acci6 d'una 2-enoil-CoA reductasa, enzim que ha estat
identificat recetment al peroxisoma. Degut a I'especificitat d’aquest enzim pel procés
de sintesi peroxisomal, hem analitzat el nivell d’expressié del seu gen codificador
(pecr). Agquest gen es troba ben expressat en tots els teixits excepte a medul.la

espinal. Un cop més, perod, no s’han trobat diferéncies significatives en el seu nivell
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d’expressio, respecte el Wt, en cap dels teixits dels ratolins mutants Ald ko, Ald/aldr ko
i Wi/tg.

2.3.3. Els acids grassos insaturats com a lligands de receptors nuclears
L'activitat d’alguns receptors nuclears pot ser regulada a través dels acids
grassos o dels seus metabolits, tal com haviem vist que succeia amb el factor de
transcripci6 SREBP-1c. Entre aquests receptors nuclears hi ha els membres de les
families PPAR i LXR, els quals formen heterodimers amb RXR ”. Els acids grassos
que tenen un efecte regulador sobre l'activitat d’aquests receptors nuclears son,
principalment, els PUFAs, tot i que també s’han descrit efectes causats per ®9-MUFAs
i per LCFAs ?®%"" De tota manera encara queda molt per descobrir, tant a nivell de
compostos implicats en aquests processos com en les especificitats que poden existir
en els diferents teixits. | €s que cal tenir en compte que la major part dels estudis s’han

realitzat en fetge o en cultius d’hepatocits.

Davant d’aquests fets, ens ha semblat interessant de testar si les alteracions
detectades en els nivells de PUFAs i de ®9-MUFAs en els teixits dels nostres ratolins,
han modificat I'activitat d’algun d’aquests receptors nuclears. Si bé no hem detectat
alteracions en els nivells d’expressio de gens de la sintesi d’acids grassos regulats
transcripcionalment a través de SREBP-1c, o del gen aox, regulat per PPARa, hem
volgut fer més complet aquest estudi i ampliar-lo a LXR. Per a aixd ens hem beneficiat
encara de la RT-PCR quantitativa, i hem analitzat el nivell d’expressio de gens que son
regulats transcripcionalment per aquests receptors nuclears. Els gens seleccionats
codifiquen per I'enzim FAS (fas), implicat en la sintesi d’acids grassos, pel receptor de
HDL (srbl), i per ABCA1 (abcal) i ABCG1 (abcgl), relacionats amb el transport revers
de colesterol. A fetge, I'expressio de fas esta regulada a través de PPARa, LXR i
també de SREBP. L'expressio de srbl esta sota control de PPARa i LXR, mentre que
la de abcal i abcgl ho esta de LXR.

Els teixits analitzats inclouen la medul.la espinal, el nervi ciatic i la glandula
adrenal dels ratolins Ald/aldr ko i Wt/tg, ja que sén els que presenten més variacions
en els nivells de PUFAs i ®9-MUFAs. En cap cas no s’han trobat diferéncies
significatives, respecte el Wt, en els nivells d’expressio dels gens anteriors. El conjunt
de tots aquests resultats ens porta a concloure que els nivells d’acids grassos alterats

dels teixits dels ratolins mutants, no afectarien l'activitat dels receptors nuclears
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PPARa i LXR ni del factor de transcripci6 SREBP-1c. També descartem que el mal

transport d’algun substracte d’ALDP o d’ALDRP pugui influir en I'activitat d’aquests.
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CERVELL M. ESPINAL NERVI CIATIC GL. ADREMAL FETGE SERUM
SATURATS | 33.5+1.9 291457 17.647.8 10.942.7 152425 13.540.3
CA80 | M55 850 e n T1E Ba=r4 485 | 102+z6 926 iaB223 810 12240 3 HE.E
foFdiRi] Coax0.03 1.1 2 1zl TA1 1.1=0.0 G.1 DI E = T - O | L4000 28 Q.00 20 2.4
<2z (=i 06 1.3 Pl L) 7.E 2373 124 QI 02 11 150 3.4 G+ -
a0 rE | 2.1 3E0e 1.2 53213 294 QesCod 22 14008 AT 0,401 .
C2G:0 o2l oz Q.s arin2 2.2 Dr-gd4 2.6 CO0LC 0oy 0.0 Qo g1 0.1 [EH R REN N A} 0.1
wd-MUFAs | 27.020.6 506128 48.523.1 IT.E+4.3 21.2+3.8 12.7£0.7
C18:1n8 | i3.0x08 BBEZ FsasiBl FOL 458.1=1.0 B3: | i5.5+44 S48 23.1+34 845 125407 8.0
C20:1:9 1.8:02 6.6 G207 163 0.g=0.1 1.1 14403 3.7 QB2 3.0 .40 2.7
L2210 L.2£0.0% 0.7 0 7007 1.2 Cod=0.04 0.& 022008 0.7 2012008 0.7 L340 21 0.2
C24:108 20503 . GEHLS 124 2.0z 2 5.1 03005 08 Jdxln 1.8 T - B.L
wiPUFAs | 18.9+0.5 12.540.9 Axh2 45.1+1.6 45.7+2.3 59.4+2 1
C13:2148 1.3211 71 2 A0 18.C IB.0=9.5 BE 35440 B3A 35.0+2.40 720 A14+7 1 743
C20: 306 NnA+1 4.4 0GR+ 1 51 N A= 06 ne a9+ 3 149 FO+Na 4.0 F0+04 A3
C20:4nf | 1352007 .2 GG0s 5279 1.8=0.7 6.6 5026 106 nrx12 240 1134112 22¢C
Ca2dub 2002 15.6 2402 19.0 0502 1.7 1607 34 nod. 20 25 L2
C22:50:fi [.3+0.04 1.7 0 G60.1 5.2 0.5=0.3 1% QL0503 . d. C.J8+0 M 0.1
m3PUFAs | 20.5+1.0 T.8+0.5 2.820.2 5.8+1.2 14.841.3 13.3£1.3
C18:303 n.d 0100y 0€ 1.4=0.4 48,8 2003 412 13203 3.5 5401 6.C
C20:513 Co1=0.030 0.4 012001 1.C LOv£0006 25 .4zl 2 1.0 1.025.1 7.3 S0 14.C
C22:503 Ldel2 1.7 03x0.05 3E 0.2=0.04 B3 1305 174 25202 5.8 J.540 7 5.0
C22:6n] | E0021.2 0 BFE THt05 S4E 1.1=0.2 354 2108 343 714 TBE4 10011 7acL

TAULA A 2 Composizio tissular d'acids grassos en el ratoli Ald ko de 8 mesos de vida. Els nivellz de cada un dels
sompostos estan expresals en percentztges. B primer valor correspon al percentatge qmitjana - desviacio estandar)
elato al total d'acids cracenz analitrats en el it (colormna en blanc) B segon valor oormespon al percanialge dmitpana)
efedl gl sére Cacids grasses o a gqual perlary el compost (coumna an verd), El percentatge global de cada sere
Jnifjana todesviacid estéanden), oblingul a parlir de la sumd cels valons de ols els s9us componenls, esld ndical en
aranja. El valor de cada composl ha obtingul a partir de Farea cel seu pic corespananl. Teles les valaracions s'han
ealilzal a fravés de lanalig d'unominirm de £ mostres. En el ¢as dal cervell g medulla aspinal 1 2l fege, sads masira
worrespon & el procedent d'ur sal raloli Per @ neeci ciatic | glandola adrenal) cada mosta estd constroaioa per un groap

dorcans procedents de 4 animals. En el cas del sérum, cada mostra corespon al fluid obtngut per a dos rataling,






