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DESCRIPCIÓN

Modulando la actividad de triglicérido hidrolasa

CAMPO DE LA INVENCIÓN

La presente invención proporciona un anticuerpo como inhibidor de la actividad de la triglicérido lipasa adiposa 
codificada por una secuencia de ADN que comprende la secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 para su uso en 5
el tratamiento de la obesidad, la diabetes de tipo 2 o el síndrome metabólico.

La presente invención proporciona también un procedimiento para determinar la actividad triglicérido hidrolasa de 
una proteína que comprende una cadena polipeptídica codificada por la secuencia de ADN de acuerdo con la SEQ 
NO. 1 en una muestra acuosa en presencia de lipasa sensible a hormonas (HSL), caracterizado por que se añade 
halogenuro de metal alcalino a la muestra en una cantidad eficaz para suprimir la actividad de dicha lipasa sensible a 10
hormonas, después de lo que se determina la actividad de triglicérido hidrolasa.

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN

Los animales, las plantas de semillas y los hongos, almacenan comúnmente cantidades excesivas de sustratos de 
energía en forma de depósitos de triglicéridos (TG) intracelulares. En los mamíferos, los TG se almacenan en el 
tejido adiposo que proporciona la principal fuente de energía durante los períodos de privación de alimentos. La 15
homeostasis de la energía del cuerpo total depende del equilibrio regulado con precisión de la movilización y el 
almacenamiento de los lípidos. La movilización de la grasa almacenada depende críticamente de la activación de las 
enzimas lipolíticas, que degradan los TG adiposos y liberan ácidos grasos (AG) no esterificados en la circulación 
sanguínea. La desregulación de la lipólisis de los TG en el ser humano se ha relacionado con la variación de la 
concentración de los AG en circulación, un factor de riesgo establecido para el desarrollo de resistencia a la insulina 20
(1-4).

Durante los períodos de demanda de energía incrementada, la lipólisis en los adipocitos se activa por hormonas, 
tales como catecolaminas. La interacción de hormonas con los receptores acoplados a proteína G está seguida por 
una actividad de adenilato ciclasa incrementada, niveles de AMPc incrementados, y la activación de la proteína 
cinasa dependiente de AMPc (proteína cinasa A, PKA) (5). La PKA fosforila dos dianas importantes con una función 25
establecida en la lipólisis: la lipasa sensible a hormonas (HSL), única enzima conocida actualmente que catabolice 
los TG del tejido adiposo y la perilipina A, una proteína abundante que se encuentra en la superficie de las gotículas 
lipídicas. Estas modificaciones dan como resultado la traslocación de HSL desde el citoplasma a la gotícula lipídica, 
donde se produce la hidrólisis eficaz de los TG (6).

Los modelos actuales representan HSL como la enzima que limita la tasa de movilización de los TG. Sin embargo, 30
las observaciones recientes en ratones a los que se les ha eliminado el gen HSL (HSL knock-out o HSL-ko) son 
incompatibles con las predicciones de estos modelos: el tejido adiposo sin HSL conserva una capacidad lipolítica 
basal notable y estimulada por PKA (7, 8) y los ratones HSL-ko mostraron un peso corporal normal y no eran 
obesos. En su lugar, estos animales mostraron una reducción de la masa de tejido adiposo (9, 10) debido a la 
regulación a la baja de la síntesis de triglicéridos (10). La acumulación de diglicéridos (DG) en diversos tejidos de 35
ratones HSL-ko sugiere que HSL en realidad limita la tasa hidrolítica de los DG in vivo, pero no el catabolismo de los 
TG (7). Estos resultados implican la existencia de una o más lipasas no identificadas en el tejido adiposo que 
preferentemente hidrolizan el primer enlace éster (sn-1 o sn-3) de la molécula de los TG. El documento WO 
01/07628 divulga una proteína que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO: 9 de la misma, en 
el que dicho documento no divulga ninguna función de la proteína. También se divulga un anticuerpo que se une 40
específicamente a la proteína. Miles (Diabetes care 25(7): 1123-1128 (2002)), Hollander (Diabetes care 21(8): 1288-
1294 (1998)) and Hollander (Prim Care Clin Office Pract 30: 427-440 (2003)) divulgan el uso del inhibidor de lipasas 
orlistat en el tratamiento de la obesidad, así como de los pacientes con sobrepeso y obesos con diabetes de tipo 2.

SUMARIO DE LA INVENCIÓN

En el presente documento se divulga una lipasa expresada en el tejido adiposo que cumple los requisitos de una 45
TG-hidrolasa enzimáticamente activa que también se expresa en niveles altos en el tejido adiposo murino. Para el 
propósito de la presente memoria descriptiva, la lipasa se denomina "triglicérido lipasa adiposa" (ATGL). ATGL tiene 
actividad de triglicérido hidrolasa.

El ADN que codifica la lipasa comprende la secuencia de acuerdo con la SEQ NO. 1. Esta secuencia es idéntica a la 
secuencia codificadora 203 a 1717 de entrada de nucleótidos del NCBI de acceso NM_020376 (gi: 34147340). La 50
modulación de la actividad de ATGL afecta a la liberación de ácidos grasos libres del tejido adiposo y en 
consecuencia a la concentración plasmática de ácidos grasos libres, triglicéridos y glucosa. La modulación de la 
liberación de ácidos grasos libres del tejido adiposo es deseable en trastornos como la obesidad, la diabetes de tipo 
2 y el síndrome metabólico.

La actividad de ATGL puede modularse por medio de inhibidores o activadores. Un activador útil para potenciar la 55
actividad de ATGL es CGI-58 (identificación de genes comparativa 58) como se describe en el presente documento. 
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En consecuencia, la presente invención se refiere al uso de CGI-58 (identificación de genes comparativa 58) como 
activador de una proteína que comprende una cadena polipeptídica codificada por la secuencia de ADN de acuerdo 
con la SEQ NO. 1 in vitro. En el presente documento se identifica que los inhibidores de lipasas y anticuerpos 
conocidos pueden ser útiles como inhibidores contra ATGL. Por lo tanto, la invención se dirige a un anticuerpo como 
inhibidor de la actividad de triglicérido lipasa adiposa codificada por una secuencia de ADN que comprende la 5
secuencia de acuerdo con la SEQ NO. 1 para su uso en el tratamiento de la obesidad, la diabetes de tipo 2 o el 
síndrome metabólico.

La invención también está dirigida a un procedimiento para determinar la actividad triglicérido hidrolasa de una 
proteína que comprende una cadena polipeptídica codificada por la secuencia de ADN de acuerdo con la SEQ NO. 1 
en una muestra acuosa en presencia de lipasa sensible a hormonas (HSL), caracterizado por que se añade 10
halogenuro de metal alcalino a la muestra en una cantidad eficaz para suprimir la actividad de dicha lipasa sensible a 
hormonas, después de lo que se determina la actividad de triglicérido hidrolasa de ATGL. Se ha descubierto que un 
halogenuro de metal alcalino puede suprimir selectivamente la actividad de HSL.

En un modo de realización preferido del procedimiento de acuerdo con la invención, dicho halogenuro de metal 
alcalino es cloruro de potasio.15

Estos procedimientos son, por tanto, herramientas de diagnóstico útiles para determinar la actividad de ATGL en 
plasma o cualquier otro fluido corporal.

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN

La siguiente parte experimental realizó con el ratón ATGL, el ADNc del cuales presenta más de un 96 % de 
homología con el ADN humano que codifica la ATGL humana.20

El ADNc de longitud completa de ATGL que contiene la ORF completa se amplificó por RT-PCR a partir del ARN 
total de tejido adiposo blanco de ratón y y se secuenció el ADN. La secuencia de nucleótidos de la ATGL ratón se 
muestra como SEC N.º: 2 y presenta un 100 % de identidad con la secuencia de nucleótidos del NCBI con número 
de acceso AK031609 (gi: 26327464). La secuencia codificadora de 1.460 pb especifica una proteína putativa de 486 
aminoácidos (número de acceso del NCBI BAC27476) con un peso molecular calculado de 53.652 D. El análisis de 25
bandas Northern del ARN total de diversos tejidos de ratón C57B16 revelaron que el ARNm de ATGL se expresa 
mucho en el tejido adiposo blanco y marrón (figura 1 A). Adicionalmente, se observaron señales débiles de ARNm 
de ATGL en los testículos, el músculo cardíaco y el músculo esquelético. Durante un estudio de evolución temporal 
de la diferenciación de adipocitos 3T3-L1 murinos, la expresión del ARNm ATGL se detectó primero 4 días después 
de la inducción de la diferenciación y se obtuvo un máximo de expresión en el día 6 (figura 1B). Este perfil de 30
expresión del ARNm es típico de los marcadores tardíos de la diferenciación de los adipocitos y se asemeja el patrón 
de expresión del ARNm de HSL (no mostrado).

Para investigar si ATGL hidroliza lípidos neutros, Se expresó temporalmente ATGL marcada con His en células 
COS-7 utilizando un vector de expresión eucariota. Para la comparación, las células COS-7 también se transfectaron 
con una construcción similar que expresa HSL marcada con His. Tanto la proteína ATGL como la HSL marcadas con 35
His se detectaron mediante análisis de bandas Western en el sobrenadante citosólico y en la fracción de sedimento 
de membrana de las células COS transfectadas (figura 1C). Los pesos moleculares aparentes de ATGL y HSL se 
estimaron en 54 kD y 84 kD, respectivamente. Cuando se preincubaron los extractos de las células transfectadas 
con un inhibidor de lipasas fluorescente (NBD-HEHP) (11) y posteriormente se sometieron a un análisis SDS-PAGE 
y fluorografía, se observaron señales fluorescentes en posiciones correspondientes al peso molecular esperado de 40
ATGL y HSL (figura 1C ). El hecho de que la sonda fluorescente solo reacciona con Ser-lipasas enzimáticamente 
activas (11) proporcionó evidencia de que ATGL es enzimáticamente activa en células COS transfectadas. Para 
confirmar esto, se realizaron ensayos de actividad de TG-hidrolasa usando como sustrato [9,10-3H (N))] - trioleína 
marcada radiactivamente (figura 1D).

Las fracciones citosólicas de las células COS-7 transfectadas con ATGL mostraron un notable aumento de la 45
actividad de TG hidrolasa (3,7 veces en comparación con las células control transfectadas con LacZ). No se 
observaron actividades enzimáticas cuando se usaron como sustratos lipídicos palmitato de retinilo, oleato de 
colesterilo o fosfatidilcolina marcados radiactivamente . De acuerdo con los datos anteriores (12, 13), las fracciones 
citosólicas de las células transfectadas con HSL presentan una mayor actividad de TG hidrolasa (4,2 veces), 
colesteriléster hidrolasa (23 veces), y retiniléster hidrolasa (2,3 veces) en comparación con las células transfectadas 50
con LacZ. Por lo tanto ATGL posee actividad de triglicérido hidrolasa , pero en contraste con HSL, esta enzima 
parece ser específica de sustrato para TG y no hidroliza enlaces colesteriléster o retiniléster.

Para especificar la función de ATGL en catabolismo de los TG en comparación con HSL, se determinó la abundancia 
relativa de productos de reacción lipolítica después de la incubación de un sustrato marcado de [9,10-3H(N)]-
trioleína con extractos citosólicos de células COS-7 transfectadas con ATGL o HSL. Los productos de reacción se 55
separaron mediante TLC y se cuantificaron mediante recuento de centelleo de las distintas fracciones lipídicas 
(figura 2). Comparados con los extractos control de las células transfectadas con LacZ, los extractos de células 
transfectadas con ATGL y HSL contenían actividades 7,5 y 10 veces más altas, respectivamente (figura 2A). En 
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presencia de ATGL la acumulación de diacilglicerol (DG) aumentó 21 veces en comparación con las células 
transfectadas con LacZ lo que sugiere que la enzima hidroliza predominantemente el primer enlace éster de los TG 
(figura 2B). El análisis de TLC de los isómeros de DG indica una fuerte preferencia de ATGL por la posición sn-1 de 
los TG (no mostrado). En contraste, los ensayos de lipólisis con extractos citosólicos de células transfectadas con 
HSL no supusieron la acumulación de DG. El hallazgo de una escisión eficaz de DG por HSL observado aquí es 5
consistente con la alta especificidad de sustrato de HSL observada previamente por los DG (10 veces mayor que por 
los TG) (14). La acumulación de monoglicéridos d(MG) fue solo apenas detectable con extractos de células 
transfectadas con ATGL y HSL (figura 2C). A partir de las proporciones molares de la acumulación de DG y MG en 
comparación con la liberación de AG se puede calcular que aproximadamente el 90 % de las moléculas de AG 
liberadas en presencia de ATGL proceden de la hidrólisis de los TG en el primer enlace éster. Por el contrario, en 10
presencia de HSL, se originan más AG a partir de los tres enlaces éster que resultan en la formación de glicerol. Por 
lo tanto, los resultados demuestran que ATGL y HSL poseen claramente diferentes de especificidades de sustrato 
dentro de la cascada lipolítica, lo que sugiere que podrían actuar coordinadamente en el catabolismo de los TG.

Esta suposición se confirmó por los perfiles de los productos generados en los ensayos de hidrólisis de trioleína 
utilizando los extractos combinados de células transfectadas con LacZ, ATGL y HSL (figura 2E). En relación con los 15
extractos de células transfectadas con LacZ, la actividad de acilhidrolasa aumentó en mezclas de igual volumen de 
extractos HSL/LacZ (4,8 veces), extractos ATGL/LacZ (4 veces) y extractos ATGL/HSL (16 veces). La acumulación 
de DG aumentó 12,5 veces cuando se utilizaron extractosLacZ/ATGL y se redujeron a niveles basales con 
/extractosATGL/HSL (figura 2F).

Sin estar relacionado en teoría, teniendo en cuenta esta marcada diferencia en la especificidad de sustrato de ATGL 20
y HSL, se cree que durante la descomposición lipolítica de los TG, ATGL es predominantemente responsable de la 
etapa inicial de hidrólisis de los TG mientras que HSL actúa para hidrolizar los DG resultantes en monoglicéridos . 
Estos, a su vez, se convierten en AG y glicerol por acción de la monoglicérido lipasa (15). Este modelo se apoya en 
un notable efecto cooperativo observado en la presencia combinada de ATGL y HSL. Como se muestra en la figura 
2E, la actividad de acilhidrolasa total en extractos con ATGL/HSL fue casi el doble que la suma de las actividades 25
individuales.

Para determinar si ATGL es funcional también en los adipocitos, se construyó un adenovirus recombinante que 
codifica el ADNc de ATGL de ratón de longitud completa marcado con His y se usó para infectar adipocitos 3T3-L1 
de ratón el día 6 de diferenciación. Los análisis de bandas Western de los extractos celulares de los adipocitos 
infectados revelaron una expresión de ATGL marcada con His en el peso molecular correspondiente (figura 3A). Se 30
descubrió que la enzima está estrechamente asociada a gotículas lipídicas de adipocitos, incluso después de una 
purificación extensiva de las gotículas por centrifugación múltiple (16). La estimulación de la lipólisis por 
isoproterenol no afectó a la localización de la enzima lo que indica una asociación constitutiva de ATGL con las 
gotículas lipídicas de los adipocitos. Además, las células 3T3-L1 que expresan ATGL liberaron mayores niveles de 
AG (5 veces) y glicerol (1,8 veces) en comparación con las células infectadas con LacZ en condiciones basales. 35
Después de la estimulación con isoproterenol, la liberación de AG aumentó 1,8 veces y la liberación de glicerol 2,9 
veces en comparación con las células de control que expresan LacZ. Por lo tanto, la sobreexpresión de ATGL en los 
adipocitos puede aumentar notablemente la lipólisis basal y la estimulada con isoproterenol, indicativo de una lipasa 
funcional en el tejido adiposo.

En resumen, ATGL es una TG hidrolasa potente con poca o ninguna especificidad por DG, colesteriléster, retiniléster 40
y fosfatidilcolina. La enzima de ratón se expresa predominantemente en el tejido adiposo. Está asociada a gotítculas 
lipídicas y potencia la liberación de AG basal y β-adrenérgica. Aunque el mecanismo de regulación de la activación 
de ATGL aún no se han dilucidado, estos hallazgos sugieren que la enzima es un componente importante del 
proceso lipolítico y la movilización de los depósitos de lípidos en mamíferos.

También se estudió la idoneidad de CGI-58, un gen que codifica una proteína asociada a gotículas lipídicas con 45
función desconocida como un activador de la ATGL. Se descubrió que dicho gen presenta mutaciones en sujetos 
que padecen el síndrome de Chanarin-Dorfman (CDS), que es una enfermedad rara autosómica recesiva 
caracterizada por la acumulación intracelular de triglicéridos en múltiples vacuolas en la mayoría de los tejidos y en 
los granulocitos de la sangre. Para investigar si CGI-58 puede afectar a la actividad de TGH celular de una manera 
comparable con ATGL o HSL, se transfectaron células de riñón de mono transformadas con el virus de simio 40 50
(COS-7) con clones de ADNc que expresan CGI-58, ATGL, HSL murinas marcadas con His o o LacZ como control. 
La expresión de las respectivas proteínas en células COS-7 se confirmó mediante bandas Western (Fig. 6a) y los 
extractos citoplasmático de las células transfectadas se sometieron a un ensayo TG hidrolasa. Como se muestra en 
la Fig. 6b, la expresión de CGI-58 aumentó la actividad de TGH en un 76 % en comparación con las células 
transfectadas con LacZ. En comparación, la transfección de células con ATGL y HSL aumentó la actividad de TGH 55
en 4 y 9 veces, respectivamente. Para investigar si el efecto de CGI-58 se debe a la actividad de TGH endógena de 
CGI-58 o si la proteína afecta a la actividad de otras lipasas, se mezclaron extractos de células que expresan, CGI-
58 y ATGL o HSLy se analizó la actividad de TGH (Fig. 6c). En presencia de ATGL y CGI-58, la actividad de TG 
hidrolasa potenció 80 veces en comparación con el control LacZ, lo que indica que CGI-58 aumenta sustancialmente 
la actividad de ATGL. Por el contrario, CGI-58 no tuvo ningún efecto sobre la actividad de la lipasa sensible a 60
hormonas, lo que sugiere que la proteína activa específicamente ATGL (Fig. 6c). Un experimento de dosis-respuesta 
reveló que la actividad máxima de ATGL se logró en una proporción molar CGI-58/ATGL de aproximadamente 0,5 
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(fig. 6d). La activación de ATGL por CGI-58 también puede controlarse a nivel molecular usando el inhibidor de 
lipasas NBD-sn1TG marcado con fluorescencia. Al imitar una molécula de TG, este inhibidor se une covalentemente 
a las lipasas activas. Como se muestra en la Fig. 6e, en presencia de CGI-58 la señal fluorescente para ATGL en 
extractos citoplasmáticos aumentó unas 5 veces. Por lo tanto, los resultados sugieren que CGI-58 puede aumentar 
la actividad de TGH celular por activación de ATGL.5

Para comparar las actividades de las proteínas humanas y murinas, se expresó CGI-58 (hCGI-58) humano y ATGL 
(hATGL) humana en células COS-7 y se realizó un ensayo de actividad de TGH (Fig. 6f). De manera similar, como 
se muestra para las proteínas de ratón, hCGI-58 aumentó la actividad de hATGL de manera dependiente de la dosis. 
En comparación con los ortólogos de ratón (Fig. 6D), la magnitud del efecto máximo sobre la activación de ATGL fue 
menor (6 veces frente a 20 veces), los que sugiere diferencias dependientes de la especie en las actividades 10
específicas de las proteínas humanas y de ratón.

En resumen, el estudio sobre CGI-58 proporciona pruebas de que CGI-58 actúa como activador de la ATGL y por lo 
tanto puede potenciar la capacidad celular para movilizar los ácidos grasos libres a partir de la reserva de TG.

Materiales y procedimientos

Clonación de ADNc y expresión temporal de proteínas recombinantes marcadas con His en células COS-7 y 15
adipocitos 3T3-L1. Las secuencias codificadoras de ATGL y HSL se amplificaron por PCR a partir de ADNc 
preparado a partir de ARNm de tejido adiposo blanco ratón por transcripción inversa. El marco de lectura abierto, 
flanqueado por los sitios KpnI/XhoI para ATGL y HSL se clonaron en el vector de expresión eucariota 
pcDNA4/HisMax (Invitrogen). La transfección de células COS-7 se realizó con Metafectene™ (Biontex) de acuerdo 
con la descripción del fabricante. Los cebadores de PCR utilizados para generar estas sondas fueron los siguientes20

ATGL directo 5'- TGGTACCGTTCCCGAGGGAGACCAAGTGGA-3',

ATGL inverso 5'-CCTCGAGCGCAAGGCGGGAGGCCAGGT-3'.

HSL directo 5'-TGGTACCT-ATGGATTTACGCACGATGACACA-3'.

HSL inverso 5'-CCTCGAGCGTTCAGTGGTGCAGCAGGCG-3'.

Clonación del ADNc de proteínas recombinantes marcadas con His para investigaciones sobre CGI-58 - . Se aisló el 25
ARN total de tejido adiposo de ratón y humano utilizando el procedimiento de reactivo Trizol® de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Se aisló el ARN poli A+ a partir del ARN 
total usando el kit Oligotex® mRNA Mini Kit from Qiagen GmbH (Hilden, Alemania). El ARNm se transcribe en en la 
primera cadena de ADNc utilizando el protocolo de la Superscript™ Reverse Transcriptase de Invitrogen Life 
Technologies. La segunda cadena de ADNc se obtuvo por adición de los productos E. coli DNA ligase buffer, E. coli 30
DNA polymerase, E. coli DNA ligase (todos reactivos de New England Biolabs Inc., Beverly, MA), y dNTP (Carl Roth 
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Alemania) a la mezcla y una posterior incubación a 16 °C durante3 h. Después, se 
añadió AT4 DNA polymerase (New England Biolabs Inc.) y se incubó durante otros 20 minutos para dar lugar al 
ADNc de extremos romos. Se amplificaron por PCR las secuencias codificadoras de ATGL, HSL, CGI-58 de ratón y 
ATGL humana (TTS-2.2) a partir de ADNc de tejido adiposo de ratón y humano usando el kit Advantage® cDNA 35
Polymerase Mix (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA),, respectivamente. Los cebadores se diseñaron para crear 
sitios de escisión para las enzimas de restricción KpnI (5 ') y XhoI (3') para ATGL y HSL de ratón y sitios BamHI (5 ') 
y XhoI (3') para la ATGL humana:

ATGL de ratón directo 5'-TGGTACCGTTCCCGAGGGAGACCAAGTGGA-3',

ATGL de ratón inverso 5'-CCTCGAGCGCAAGGCGGGAGGCCAGGT-3',40

HSL de ratón directo 5'-TGGTACCTATGGATTTACGCACGATGACACA-3'.

HSL de ratón inverso 5'-CTCGAGCGTTCAGTGGTGCAGCAGGCG-3',

CGI-58 de ratón directo 5'- -3',CGGATCCAAAGCGATGGCGGCGGAGGA,

CGI-58 de ratón inverso 5'- -3',CCTCGAGTCAGTCTACTGTGTGGCAGATCTCC,

ATGL humana directo 5'-CGGGATCCTTTCCCCGCGAGAAGACGTG-3',45

ATGL humana inverso 5'-CCCTCGAGCTCACAGCCCCAGGGCCCC-3',

Los productos de PCR, que contienen el marco de lectura abierto completo, se ligaron a los sitios de restricción 
compatibles del vector de expresión eucariota pcDNA4/HisMax (Invitrogen Life Technologies). El fabricante 
proporcionó un vector pcDNA4/HisMax control que expresa β-galactosidasa (lacZ) (Invitrogen Life Technologies).

Construcción del adenovirus recombinante para la expresión de ATGL (ATGL-Ad) y la infección de las células 3T3-50
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L1: El adenovirus recombinante que codifica la ATGL de ratón se preparó por cotransfección del plásmido lanzadera 
pAvCvSv que contiene el ADNc de ATGL y PJM 17 en células HEK-293. Se amplificó por PCR el fragmento de 
ADNc (incluido la marca His) de ATGL de 1,65 kb flanqueado por Mlu I - Cla I a partir del vector de expresión 
eucariota pcDNA4/HisMax que contiene el ADNc de ATGL de ratón y se subclonó en el pAvCvSv digerido con Mlu I -
Cla I . Se cotransfectaron células HEK-293 con el plásmido lanzadera resultante junto con PJM 17 en utilizando el 5
procedimiento de coprecipitación con fosfato de calcio. La producción a gran escala de más cantidad de ATGL-Ad 
recombinante se realizó como se describe en otro documento. Se cultivaron los fibroblastos 3T3-L1 en DMEM con10 
% de FCS y se diferenciaron usando un protocolo estándar (27). Los adipocitos se infectaron el día 8 de 
diferenciación con una multiplicidad de infección (mdi) de ~ 400 unidades formadoras de placa/célula. Para ese 
propósito preactivaron las ufp apropiadas en DMEM que contenían 0,5 µg/ml de polilisina durante100 minutos y 10
después se incubaron las células con esta suspensión de virus durante 24 horas. Después de 24 h se retiró el medio 
y se incubaron las células durante otras 24 h con medio completo. Para la mayoría de los experimentos, se utilizó 
como control el adenovirus recombinante que expresa β-galactosidasa (LacZ-Ad).

Expresión de proteínas recombinantes en células cultivadas para investigar el CGI-58. Se mantuvieron células de 
riñón embrionarias de mono (COS-7, ATCC CRL-1651) en medio esencial mínimo de Dulbecco (DMEM) (Gibco, 15
Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) con 10 % de suero fetal de ternera (FCS) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) 
y antibióticos a 37 ° C en una atmósfera humidificada (89 a 91 % de saturación) y 5 % de CO2. El día antes de la 
transfección, se recogieron las células COS-7 en la fase logarítmica, se sembraron en placas de 6 pocillos a una 
densidad de 150.000 células/pocillo y se cultivaron durante la noche. La transfección temporal de células COS-7 con 
el vector pcDNA4/HisMax que codifica proteínas marcadas con His se realizó con Metafectene™ (Biontex GmbH, 20
Munich, Alemania). Entre uno y dos µg de ADN plásmido purificado (NucleoBond® AX, GmbH & Co. KG, Düren, 
Alemania) se mezclaron con 5 μl de Metafectene en un volumen total de 100 µl de DMEM sin suero ni antibióticos y 
se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente para permitir la formación del complejo de 
ADN/Metafectene. Después, se añadieron 100 µl//pocillo de la mezcla de ADN/Metafecetene y se incubaron durante 
4 horas en el DMEM sin suero ni antibióticos. Después, se retiró el medio y las células se cultivaron en DMEM con 25
10 % de FCS y antibióticos. Las células se analizaron dos días después de la transfección.

Fraccionamiento subcelular de células COS-7. Las células COS-7 transfectadas se recogieron por tripsinización y se 
lavaron tres veces con PBS. Las células se rompieron en hielo con tampón de lisis (sacarosa 0,25 M, EDTA 1 mM, 
ditiotreitol 1 mM, 20 µg/ml de leupeptina, 2 µg/ml de antipaína, 1 µg/ml de pepstatina, pH 7) por tratamiento con 
ultrasonidos (Virsonic 475). Los núcleos y materiales sin romper se eliminaron mediante centrifugación a 1.000 g a 4 30
° C durante 15 min para obtener los extractos citoplasmáticos. Los extractos citoplasmáticos se centrifugaron a 
100,00 g a 4 ° C durante una hora para obtener extractos citosólicos y sedimentos de membrana.

Aislamiento de gotículas lipídicas. Se rompieron los adipocitos 3T3-L1 de dos placas de 10 cm en tampón A (tricina 
20 mM , pH 7,8, sacarosa 0,25 M, MgCl2 2 mM, PMSF 0,2 mM por tratamiento con ultrasonidos (Virsonic 475). Se 
recubrieron 6 ml de tampón A con 6 ml de tampón B con Hepes 20 mM (pH 7,4), KC1 100 mM, MgCl2 2 mM, PMSF 35
0,2 mM y se centrifugaron durante 3 horas a 40.000 rpm a 4 ° C. Se recogieron las gotículas lipídicas que se 
concentran en la parte superior del tubo y se lavaron varias veces con tampón B como se describe (28).

Análisis de Western. Las proteínas celulares se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS 
y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell, Alemania). Para la detección de las 
proteínas marcadas con His, las bandas se incubaron con un anticuerpo monoclonal anti-His diluido 1/10000 (6xHis, 40
Clonetech). La perilipina se detectó utilizando un anticuerpo policlonal de cobaya contra perilipina A y B (PROGEN). 
Las inmunoglobulinas unidas se detectaron con un conjugados de IgG marcados con HRP (Vector Inc.) y se 
visualizaron por detección ECL (ECL plus, Amersham Pharmacia Biotech, Alemania) en un sistema de análisis de 
imagen Storm. La cuantificación se realizó utilizando el software ImageQuant.

Análisis de bandas Western para investigaciones de CGI-58. Las células COS-7 transfectadas se solubilizaron en 45
tampón de muestra SDS-PAGE, las proteínas celulares se separaron en un gel de SDS-PAGE al 10 % usando el 
sistema de tampón discontinuo de Laemmli (ref) y se transfirieron a una membrana de transferencia de poli(fluoruro 
de vinilideno) (Pall Life Sciences, Pensacola, FL). La membrana se bloqueó con un 2 % de leche en polvo de calidad 
para transferencia (Carl Roth GmbH & Co.) en Tris/NaCl/Tween 20 y se incubó con el anticuerpo monoclonal anti-His 
de ratón (6xHis, Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ) a una dilución de 1:7000. Las bandas se lavaron 3 50
veces en Tris/NaCl/Tween 20 durante 10 min, después de la incubación con anticuerpo de oveja anti-ratón 
conjugado con peroxidasa de rábano (Amersham Biosciences Corp.) a una dilución de 1:10.000, las membranas se 
revelaron con quimioluminiscencia potenciada (ECL plus, Amersham Biosciences Corp.) y se expusieron a una 
película de rayos x (Hyperfilm ™ ECL, Amersham Bioscience Corp.).

Reacción de ATGL y HSL con el inhibidor de lipasas fluorescente NBD-HEHP. Las células COS-7 transfectadas se 55
lavaron dos veces con PBS, se rasparon en tampón de lisis (sacarosa 0,25 M, EDTA 1 mM, ditioeritritol 1 mM, 20 
µg/ml de leupeptina, 2 µg/ml de antipaína, 1 µg/ml de pepstatina) y se rompieron en hielo por tratamiento con 
ultrasonidos. Los núcleos y materiales sin romper se eliminaron mediante centrifugación a 1.000 g a 4 ° C durante 15 
min para obtener los extractos citoplasmáticos. Se incubaron 50 µg de proteína con 1 nmol de inhibidor de lipasas 
marcado con fluorescencia, el éster p-nitrofenílico del ácido O-((6- (7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-60
il)amino)hexanoil)aminoetil-O-(n-hexil) fosfónico (NBD-HEHP) (29) y Triton X-100 1 mM (especialmente purificado 
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para la investigación en membrana, Hofmann LaRoche) a 37 ° C durante 2 horas con agitación. La proteína se 
precipitó con TCA al 10 % durante 1 hora en hielo, se lavó con acetona y se separó en gel SDS-PAGE 10 %. Los 
geles se fijaron en 10 % de etanol y ácido acético 7 %. La fluorescencia se detectó con un BioRad FX Pro 
Laserscanner (excitación 488 nm, emisión 530 nm).

Análisis de Northern. La sonda de ADNc para el análisis de bandas Northern de ATGL de ratón se preparó por RT-5
PCR usando la primera cadena de ADNc a partir del ARNm de grasa de ratón. Los cebadores de PCR utilizados 
para generar esta sonda fueron como sigue: directo 5'-TGGAACATCTCATTCGCTGG-3 inverso 5'-
AATGCCGCCATCCACATAG-3'. El ARN total se aisló de diversos tejidos de ratón utilizando el procedimiento del 
TRI Reagent de acuerdo con el protocolo del fabricante (Molecular Research Center, Karlsruhe, Alemania). Se 
detectaron ARNm específicos utilizando técnicas de bandas Northern estándar con 10 µg de ARN total. Se 10
generaron sondas marcadas con 32P para la hibridación usando cebadores aleatorios. Las bandas Northern se 
visualizaron por exposición a una pantalla PhosphorImager (APBiotech, Freiburg, Alemania) y se analizaron 
utilizando ImageQuant Software.

Ensayo de la actividad de TG lipasa, colesterilesterasa, retinilesterasa y fosfolipasa. Para la determinación de la 
actividad de lipasa se incubaron 0,1 ml de extractos citosólicos y 0,1 ml de sustrato en un baño de agua a 37 ° C 15
durante 60 minutos. La reacción se detuvo añadiendo 3,25 ml de metanol/cloroformo/heptano (10:9:7) y 1 ml de 
carbonato de potasio 0,1 M, ácido bórico 0,1 M, pH 10,5. Después de centrifugar (800 g, 20 min) se determinó la 
radiactividad en 1 ml de la fase superior por recuento de centelleo líquido. La actividad de lipasa neutra se midió en
tampón de fosfato potásico 50 mM, pH 7,0 y 2,5 % de BSA desgrasada. El sustrato de la TG lipasa neutra contenía 
33 nmol trioleína/ensayo con [9,10- H (N)]-trioleína (40.000 cpm/nmol, NEN Life Science Products) como trazador 20
radioactivo para las células COS-7 y 167 nmol/ensayo para los adipocitos 3T3-L1 (7300 cpm/nmol). Los sustratos de 
la colesterilesterasa y de la actividad de retinilesterasa contenían 10 nmol/ensayo de oleato de colesterilo o palmitato 
de retinilo y los trazadores correspondiente colesteril[9,10-3H] -oleato o retinil[9,10-H3 (N)]-palmitato ( 50.000 
cpm/nmol). Para la determinación de actividad de fosfolipasa en extractos citosólicos el sustrato contenía 20 nmol de 
fosfatidilcolina por ensayo y [dipalmitoil-l-C14] -fosfatidilcolina(12.000 cpm/nmol). Todos los sustratos se prepararon 25
por tratamiento con ultrasonidos (Virsonic 475) esencialmente como se describe (30).

Para investigar la formación de DG en el ensayo in vitro la reacción se detuvo añadiendo 1 ml de CHCl3/metanol 
(2:1) con ácido oleico (10 µg/ml) y estándares para monoleína y dioleína (sn-1,2 y sn -1,3; Sigma). La mezcla se 
agitó vigorosamente en un vórtex tres veces durante un período de 15 min. Después de centrifugar (4000 g, 10 min), 
se recogieron 0,5 ml de la fase inferior y se evaporaron en atmósfera de nitrógeno. El sedimento lipídico se disolvió 30
en cloroformo y se cargó en una placa de TLC (Merck Silica gel 60). La TLC se desarrolló con 
cloroformo/acetona/ácido acético (96:4:1) como disolvente. Los lípidos se visualizaron con vapor de yodo y se 
cortaron las bandas correspondientes a monoleína, dileína, trioleína y ácido oleico. La comigración de la 
radiactividad se determinó por recuento de centelleo líquido.

Determinación de los AG y la liberación de glicerol de los adipocitos 3T3-L1. Las células se incubaron en medio 35
DMEM (GIBCO) con 2 % de BSA sin ácidos grasos (Sigma) con o sin isoproterenol 10 mM (Sigma) a 37 ° C. Se 
recogieron las alícuotas del medio y se analizaron los ácidos grasos libres (AGL) y el contenido de glicerol utilizando 
kits comerciales (WAKO).

Descripción detallada de las figuras 1-3

Figura 1. Análisis de bandas Northern de la expresión del ARNm de ATGL en diversos tejidos de ratón y (A) durante 40
la conversión en adipocitos de células 3T3-L1 (B). Se analizaron 10 μg de ARN total de ratones en ayunas o células 
3T3 mediante un análisis de bandasNorthern y se detectó utilizando una sonda de ADN específica marcada con 32P. 
Se utilizó como control. laproteína ribosomal PO. Se indujeron las células 3T3-L1 para que se diferenciaran en 
adipocitos dos días después de la confluencia (día 0) usando un protocolo de diferenciación estándar (24). (C) 
Análisis de bandas Western de ATGL marcada con His y HSL y reacción de las proteínas con el inhibidor de lipasas 45
fluorescente NBD-HEHP. La transfección temporal de células COS-7 se realizó utilizando el vector de expresión 
eucariota pcDNA4/HisMax (Invitrogen) que codifica el ADNc marcado con His de longitud completa de ATGL o HSL. 
Las proteínas marcadas con His se detectaron por inmunotransferencia en extractos citosólicos (100,00 g de 
sobrenadante) y en la fracción de membrana (sedimento,100,00 g de sedimento). Las tbandas se incubaron con un 
anticuerpo monoclonal anti-His y un conjugado HRP-IgG-anti ratón y se visualizaron mediante detección en ECL. 50
Para la reacción con NBD-HEHP, se incubaron los extractos citoplasmático con 1 nmol inhibidor de la lipasa 
marcado con fluorescencia y 1 mM Triton X-100 a 37 ° C durante 2 horas con agitación. Posteriormente, las 
muestras se corrieron en un gel SDS-PAGE y las proteínas marcadas se visualizaron en un BioRad FX Pro 
Laserscanner. (D) Actividad enzimática y especificidad de sustrato de ATGL. Los extractos citosólicos de células 
COS-7 que expresan ATGL, HSL o β-galactosidasa (lacZ) marcadas con His se sometieron a ensayo para 55
determinar la actividad de lipasa utilizando sustratos que contienen trioleína, oleato de colesterilo, palmitato de 
retinilol o fosfatidilcolina radiomarcados. Los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos se presentan como 
media ± D.T. y son representativas de al menos tres experimentos independientes.

Figura 2. Papel de ATGL en la cascada de hidrólisis de triglicéridos. Se incubaron extractos citosólicos de células 
COS-7, transfectadas temporalmente con LacZ, ATGL o HSL marcadas con His, con trioleína con [9,10-H3 (N)]-60
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trioleína como trazador radiactivo. Los lípidos se extrajeron y se separaron por TLC usando CHCl3/acetona/ácido 
acético (96/4/1) como fase móvil. Los lípidos se visualizaron con vapor de yodo y la comigración radiactiva con MG, 
DG, TG y los estándares de AG se determinó por recuento de centelleo líquido. (A) Actividad de acil-hidrolasa (AG) 
total. (B) Acumulación de DG. (C) Acumulación de MG. (D) Efecto de la actividad combinada de ATGL y HSL en la 
actividad de TG hidrolasa. Se mezclaron en proporción 1:1 extractos citosólicos de células COS que expresan LacZ 5
con extractos de células que expresan ATGL o HSL (ATGL/LacZ y HSL/LacZ) y se compararon con los extractos 
preparados a partir de una mezcla de células que expresan ATGL y HSL (ATGL/HSL). (E) Efecto de la actividad 
combinada de ATGL y HSL en la acumulación de DG. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos 
se presentan como media ± D.T. y son representativos de al menos tres experimentos independientes.

Figura 3. Localización celular, actividad lipolítica e inhibición dirigida por anticuerpos de ATGL en adipocitos. (A) Se 10
utilizó un adenovirus recombinante que codifica ATGL marcada con His (ATGL-Ad) para infectar adipocitos el día 8 
después de la inducción de la diferenciación y se realizaron los experimentos 2 días después de la infección. (16). 
Las células se cultivaron en medio DMEM (GIBCO) con 2 % de BSA sin ácidos grasos (Sigma) en ausencia o en 
presencia de isoproterenol (10 mM a 37 ° C durante dos horas) como se indica (+ iso) antes de recoger las células o 
el medio. Análisis de bandas Western de ATGL en la fracción citoplasmática (10 µg de proteína total) y en las 15
gotículas lipídicas aislados (2 µg de proteína total) de los adipocitos utilizando un-Su anticuerpo monoclonal anti. La 
purificación de gotículas lipídicas se controló mediante el enriquecimiento de perilipina (> 70 veces) utilizando un 
anticuerpo policlonal de conejo contra perilipina A y B (Progen). (B) Fotografía fluorescente de los adipocitos 3T3-L1 
transfectados con GFP-ATGL. Se introdujo GFP-ATGL temporalmente en las células el día 8 después de la 
inducción de la diferenciación y las fotografías se realizaron 2 días después de la infección. (C) La liberación de 20
glicerol y AG de los adipocitos infectados ATGL-Ad (se midieron en alícuotas de medio de cultivo utilizando kits 
disponibles comercialmente (WAKO). Se utilizaron como control adenovirus recombinantes que expresaban β-
galactosidasa (LacZ). Los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos se presentan como media ± D.T. y 
son representativos de tres experimentos. (D) Inhibición de la actividad de acilhidrolasa citosólica en WAT y BAT por 
un anticuerpo policlonal contra ATGL de ratón (ATGL-IgG) utilizando [9,10-H3 (N)]-trioleína marcada como sustrato. 25
La actividad en los extractos citosólicos de ratones naturales y y HSL-ko se determinó ya sea en presencia de IgG 
(NI-IgG) o ATGL-IgG no inmune de conejo. Los datos se presentan como media ± D.T. de tres ratones individuales 
para cada grupo y son representativos de dos experimentos.

Generación de un anticuerpo policlonal de conejo contra ATGL murina

Se utilizó el vector adenovírico recombinante con ADNc marcado con His para inmunizar un conejo. Se 30
inyectaron partículas víricas (5 x 10 9 ufp/kg) en un conejo a través de la vena de la oreja. Se obtuvieron sueros 
inicialmente a las 6 semanas después de la infección y posteriormente en intervalos de 2 semanas para el análisis 
de la reactividad de anticuerpos en ensayos para TG hidrolasa y experimentos de bandas Western. Se utilizó como 
control suero de conejo no inmunizado. Las fracciones de IgG se aislaron a partir de suero de conejo utilizando una 
columna de proteína G (Amersham Pharmacia Biotech) de acuerdo con el protocolo del fabricante.35

Determinación de la actividad de TG hidrolasa

La actividad de TG lipasa neutra se midió con trioleína como sustrato con [9,10-3H (N)]-trioleína (NEN Life Science 
Products) como trazador radiactivo. El sustrato para la actividad de TG lipasa se preparó por tratamiento con 
ultrasonidos (Virsonic 475) exactamente como describe en Holm et al. (30). Las células se rompieron en hielo con 
tampón de lisis (sacarosa 0,25 M, EDTA 1 mM, ditiotreitol 1 mM, 20 µg/ml de leupeptina, 2 µg/ml de antipaína, 1 40
µg/ml de pepstatina, pH 7) por tratamiento con ultrasonidos (Virsonic 475). Los infranadantes citosólicos se 
obtuvieron después de centrifugar a 1000.000 g, a 4 ° C durante 60 min. La reacción se realizó en un baño de agua 
a 37 ° C durante 60 min con 0,1 ml de sustrato y 0,1 ml de infranadante. La reacción se detuvo añadiendo 3,25 ml de 
metanol/cloroformo/heptano (10:9:7) y 1 ml de carbonato de potasio 0,1 M, ácido bórico 0,1 M, pH 10,5. Después de 
centrifugar (800 g, 20 min) se determinó la radiactividad en 1 ml de la fase superior por recuento de centelleo líquido.45

Efecto de un inhibidor sobre la actividad de ATGL

La figura 4 muestra el efecto del conocido inhibidor de HSL orlistat (Xenical®, Roche) sobre la actividad de ATGL. Se 
utilizó un adenovirus recombinante que codificaba ATGL o HSL marcadas con His para infectar células HepG2 como 
se describe anteriormente. Para los ensayos de actividad, se incubaron las fracciones citosólicas de las células con
un sustrato con trioleína radiomarcada en ausencia (control) o en presencia de 50 µg/ml de orlistat. En la Fig. 4 se 50
puede ver que la adición de orlistat redujo la actividad de ATGL en un 98 %.

Efecto de un halogenuro de metal alcalino en la actividad de HSL y ATGL

Se utilizó un adenovirus recombinante que codifica ATGL o HSL marcadas con His para infectar células HepG2. La 
infección produjo un aumento de entre 7 y 12 veces de la actividad de TG hidrolasa para HSL y ATGL, 
respectivamente, en comparación con las células infectadas con LacZ. Para ensayos de actividad, se incubaron las 55
fracciones citosólicas de las células con un sustrato que contenía trioleína radiomarcada en ausencia (control) o en 
presencia de las concentraciones de sal indicadas.

Los resultados se muestran en la figura 5. La adición de KCl produjo una disminución dependiente de la dosis en la 
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actividad de HSL (-68 % con KCl 1 M). En contraste, la actividad de ATGL fue estimulada por KCl (+ 84 % con KC1l 
1 M.

Figura 6. CGI-58 activa específicamente la actividad de TGH de ATGL. Se clonaron ATGL, HSL, y CGI-58murinas 
en un vector de expresión pcDNA4/HisMax con marca His y las proteínas recombinantes se expresaron 
temporalmente en células COS-7. Se utilizó -galactosidasa (LacZ) como control, (a) se detectaron las proteínas 5
marcadas con His en los extractos citoplasmáticos de las células transfectadas mediante bandas Western usando un 
anticuerpo anti-His monoclonal, (b) se determinó la actividad de TGH de extractos citoplasmáticos de células 
transfectadas utilizando un sustrato de trioleína radiomarcada, (c) se mezclaron los extractos citoplasmáticos de 
células que expresan ATGL o HSL con extractos que contienen ya sea CGI-58 o LacZ y se determinó la actividad de 
TGH. Se usó LacZ como control, (d) efecto dependiente de la dosis de CGI-58 sobre la actividad de TGH de ATGL. 10
Se mezclaron extractos citoplasmáticos de células que expresan ATGL con concentraciones crecientes de extractos 
que expresan CGI-58 y se analizó la actividad de TGH. Los niveles de expresión de ATGL y CGI-58 en extractos 
citoplasmáticos se visualizaron mediante bandas Western utilizando un anticuerpo anti-His y se cuantificaron 
densitométricamente. Las proporciones molares se calcularon mediante el ajuste de la intensidad de la expresión de 
la proteína recombinante respectiva marcada con His, (e) la activación de ATGL se analizó por la unión del inhibidor 15
de lipasas fluorescente NBD-snlTG. Se incubaron extractos citoplasmáticos con inhibidor marcado con fluorescencia 
y se corrieron en un gel SDS-PAGE. Las proteínas marcadas con NBD-snlTG se visualizaron en un BioRad FX Pro 
Laserscanner. Los datos de los ensayos de actividad de TGH se presentan como media ± D.T. y representan al 
menos tres experimentos independientes. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (f) Efecto dependiente de la dosis de hCGI-
58 sobre la actividad de TGH de hATGL. Se determinó la proporción molar ATGL/CGI-58 como se describe en (d).20

La Fig. 6 muestra que CGI-58 afecta el metabolismo de los lípidos como activador de ATGL y parece ser clave en el 
metabolismo lipídico celular. Con respecto a los altos niveles de expresión de CGI-58 y ATGL en el tejido adiposo, la 
modulación de la actividad de cada proteína podría afectar al metabolismo de lo TG y los AGL y por lo tanto ofrecer 
una estrategia para el tratamiento de la obesidad y de los trastornos relacionados.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para determinar la actividad triglicérido hidrolasa de una proteína que comprende una cadena 
polipeptídica codificada por la secuencia de ADN de acuerdo con la SEQ NO. 1 en una muestra acuosa en 
presencia de lipasa sensible a hormonas, caracterizado por que se añade halogenuro de metal alcalino a la 
muestra en una cantidad eficaz para suprimir la actividad de dicha lipasa sensible a hormonas, después de lo 5
que se determina la actividad triglicérido hidrolasa.

2. Procedimiento según la reivindicación 1, caracterizado por que dicho halogenuro de metal alcalino es cloruro 
de potasio.

3. Uso de CGI-58 (identificación de genes comparativa 58) como activador de una proteína que comprende una 
cadena polipeptídica codificada por la secuencia de ADN de acuerdo con la SEQ NO. 1 in vitro.10

4. Anticuerpo como inhibidor de la actividad de triglicérido lipasa adiposa codificada por una secuencia de ADN 
que comprende la secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 para su uso en el tratamiento de la obesidad, 
la diabetes de tipo 2 o el síndrome metabólico.
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