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TEMARIO:
1. Degradacién de acido fosfatidico:

1a. Lipido fosfato fosfatasas (LPPs)

1b. Fosfatidato fosfatasas (Lipinas)
2. Identificacién, diferenciacion por sus motivos cataliticos y medida de
Lipinas y LPPs
3. LPPs:

3a. Regulacién de su actividad

3b. Funciones extra e intracelulares

3c. Roles en la senalizacién neuronal y en procesos
neurodegenerativos

3d. Su relacion en la regulacion de otros lipidos fosforilados (LPA,
S1P, C1Py DGPP)
4. Lipinas:

4a. Una familia de proteinas

4b. Regulacién de su actividad

4c. Funciones a nivel intracelular

4d. Su rol clasico en el metabolismo lipidico

4e. Su nuevo rol en la transcripcién génica
5. Conclusiones
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v'Reticulo endoplasmico, algo contribuye mitocondrias

v'Microsomas + AG + G3P == baja formacion de TAG

v'Microsomas + (soluble) + AG + G3P ——= alta formacién de TAG
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LIPIDO FOSFATO FOSFATASAS (LPPs)
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vLPPs (LPP1, LPP2 y LPP3), Plasticity-related genes proteinas
unidas a membranas con 6 segmentos transmembrana (31-36 Kd)

v'Membrana plasmatica y membranas internas(RE,Golgi,endosomas)

vLPP1y LPP3 en DRMs (PLD2 y receptores de LPA yS1P)

v'Sitio activo hacia el espacio extarcelular o luminal (permite entrada
de formas desfosforiladas)

v Insensible a NEM y no dependiente de magnesio

v" Pueden formar homo y heterooligémeros (LPP2 y LPP3)(Act. Cat,
mamif.)



v Los oligoémeros de LPPs regulan pooles compartamentalizados de PA
y S1P

v Hidrolizan PA, LPA, S1P, C1P y DGPP

v. LPP3 (PAP2b) se une a integrinas interacciones célula-célula
(RGD,Arg, Gly, Aspartico) en el tercer loop extra membrana

v LPP2 y LPP3 colocalizan con SK1

v LPP3 y SK1 relocalizan en golgi por estimulo de PLD



Table 1 Expression of LPT family proteins in adult human tissues

Expression profiles for the indicated genes were compiled from data available online at http:/fwww.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/. The abundance of ES
expressed as transcripts per million.

EST abundance (transcripts per million)
LPP SPP LPR/PRG
LPP1 LPP2  JLPP3 | SPP1 sPP2  LPR1/PRG3  LPR2/PRG4  LPR3/PRG2  LPR4/PRG1

Bladder 191 0 47 191 47 0 ] 0 0
Bone 35 17 143 0 0 0 53 0 ]
Bone marrow 27 0 136 54 0 0 0 27 0
Brain 107 a0 166 35 19 48 181 17 124
Cervix 72 48 24 0 0 0 24 0 0
Colon 64 347 58 0 88 0 35 11 0
Eye a0 43 222 0 12 18 g2 30 18
Heart 161 0 287 0 0 0 53 0 0
Kidney 172 44 202 37 112 29 7 0 ]
Larynx 41 0 202 0 0 0 0 0 0
Liver 22 7 197 38 7 0 ] 7 ]
Lung 67 56 106 14 81 7 24 3 10
Lymph node 39 0 724 A 7 0 0 23 0
Marnmary gland 132 24 490 0 33 0 4 0 0
Muscle 119 0 82 g 18 0 ] 0 0
Ovary 63 116 21 0 R 10 116 10 ]
Pancreas 74 21 161 0 12 0 &7 12 0
Peripheral nervous system 318 0 238 0 39 0 159 0 0
Placenta 108 4 535 77 4 0 21 0 8
Fituitary - - - - - 0 38 0 0
Prostate 463 38 576 7 15 0 42 0 -

skin 30 12 5] 24 24 0 ] 0 0
Soft tissue 102 0 153 0 0 51 0 0 0
Spleen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Stomach 7 58 48 48 77 0 48 0 0
Tongue 36 0 36 0 145 0 ] 0 72
Testis 60 7 68 7 15 7 7 15 15
Thymus 0 0 0 222 0 0 0 0 0
Uterus 196 156 214 0 17 0 11 5 0
Vascular system 154 0 656 0 38 0 0 0 0
Whole blood 105 0 39 13 13 0 52 26 0
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Phosphatidate (PA)

Stimulates NADPH oxidase, H,O, production, protein kinase C-t,
phosphatidylinositol-4-phosphate kinase, phospholipase C-y,

Activates Ras-GTP, Raf, ERK, mTOR and sphingosine kinase-1

Increases stress fiber formation

Inhibits protein phosphatase-1

Relative LPA and PA in membranes control their curvature, vesicle
budding and transport

Diacylglycerol (DAG)

Stimulates of classical and novel protein kinase Cs.

Activation of RasGRP (guanine nucleotide releasing proteins)

Lysophosphatidate

Activates PPAR-y and nuclear LPA; receptors

Sphingosine 1-phosphate

Mobilizes intracellular Ca”".

Increases ERK activity, cell division and actin stress fiber formation

Protects against apoptosis

Increases COX-2 activity and eicosanoid synthesis

Ceramide 1-phosphate (C1P)

Involved in synaptic vesicle movement and neutrophil phagocytosis

Stimulates cell division and survival

Activates cytosolic phospholipase A», production of arachidonate and
prostaglandin E»

Blocks apoptosis by inhibiting acidic sphingomyelinase activity

Ceramide

Induces cell differentiation, apoptosis or senescence in most cells

Increases survival of fibroblasts, some neurons and other cells

Inhibits phospholipase D activity and vesicle movement

Stimulates serine/threonine Kinase, protein kinase C-C and
phosphoprotein phosphatase activities

Las LPPs modifican el balance de
moléculas de senalizacion



Posible localizacion de LPTs
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Plasticity-related genes (PRGs/LRPs)
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FOSFATIDATO FOSFATASAS (LIPINS)



v El PA tiene funciones metabdlicas y de senalizacion

v'En mamiferos y vertebrados hay genes que codifican paraLip 1,2y 3

v'GEN LIPIN 1 codifica para Lipin 1a (nuclear), B (citoplasmatica) y y (LD).
cerebro humano. A pre-adipocitos. B adipocitos maduros

v Un simple gen en nematodes, plantas y levaduras

v Lipins no son intrinsecas de membrana



v115 KDa, homologia del 44-48%

v Proteinas que interactiian y regulan PA. Motivos polibasicos en las
proteinas que le permiten actuar con PA

v'Esta interaccion seria importante para orientar la enzima con el sustrato en
la membrana celular

v'Actuan sobre sustratos agregados en micelas



v'La actividad depende del nimero de micelas que contienen PA, de la
concentracion en la micela y de las moléculas de PA en la superficie de la
micela

v'La enzima interactiia con una molécula de PA antes de desfosforilar otra
Vmax de lipin1 >>lipin2>lipin3

vInhibida por NEM y dependiente de magnesio. PA~Ca mal sustrato
(inhiben la actividad soluble)

v'PA generado a partir de acil-CoA y glicerol-3-fosfato sobre microsomas
en presencia de Mg?*, muy buen sustrato. Dificil de purificar (mamiferos)
inestable térmicamente y sufre protedlisis



v'Gotas lipidicas (LD) en TAG y PC

v'Transloca del citosol a la membrana, regulada por AG y fosforilacion

v'Lipina en organismos inferiores regula los niveles de LN y FL, la
morfologia de la membrana nuclear y del reticulo y la desrepresion
transcripcional de enzimas de la biosintesis de FL

v'Lipinas contienen un motivo polibasico (en las 3 lipinas) en el dominio
amino terminal de unién al PA esto es critico para el redireccionamiento
reticulo/nucleo

v'Los niveles de PA regulan la localizacion de la enzima del citosol al
reticulo (altos niveles) o al nucleo (bajos niveles) regulado hormonalmente



v A diferencia de organismos inferiores, donde la fosforilacion modifica la
actividad catalitica, en mamiferos se ve afectada la localizacion

v Algunos sitios de fosforilacion en lipins de levaduras no se encuentran
en los ortélogos de mamiferos

v En mamiferos la lipin1 esta en forma nativa como dimero o tetramero
v Lipin 1 forma heterooligomeros con lipin2 y lipin3

v'Se regula por transcripcion génica, splicing del mRNA, fosforilacion y
degradacion proteica

Factor transcripcional
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* Regulacion
depende de 3
factores:
Secuencia en los
promotores de
genes (UASino),
heterodimero
Ino2p-inodp y
Opi1p que une PA.

* UASino
(CATGTGAAT)
para Ino2p-Ino4p
(expresion de
genes)

* Los niveles de
PA dependen de la
disponibilidad de
inositol, fase de
crecimiento y de la
deplecion de
nutrientes.
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TRENDS in Endocrinsiogy & Metabolism

Figure 3. Intracellular trafficking of lipin 1 multimers. On top lipin 1 protein with domains described in Figure. 2 is shown. At centre hy perphosphorylation ofthe SRED of lipin
1 leads to associations with 14-3-3 proteins and cytosolic mtention. mTOR has been identified as a kinase that phosphorylates lipin 1 and megulates its localization.
Dephosphorylation by unknown protein phosphatasels) |PPasa) direct lipin tothe nucleus or ER compartments. The MLS-PED motif targets lipin 1 to PA-rich membranes,
and the DxDxT catalytic motif is required for the dephosphorylation of PA to form DAG. DGAT then terminally acylates DAG to make TAG, and forms the core of nascant
lipid droplets |LD). The MLS-FED motif also mediates the nuclear localization of lipin 1. In the nucleus, lipin 1 interacts with DMA-bound transcription factors | TF) to regulate

their activity.
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Figure 7. Model of mTORC1/Lipin 1-Dependent Regulation of
SREBP Transcriptional Activity
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A.. Lipin activates fatty acid oxidation B. Lipin activates lipid metabolism — bioinformatics

lipin-i

\1 pacfipind ™, ipin1

RXR
m \EJJ Fatty acid oxidation m ‘ﬁj ”!' J U.J Hnf4a, Mttp m \JZ/ Srebp1c, Apoc3

Fig 2. Lipin and transcriptional regulation. A) Lipin-1 amplifies PGC-1oe/ PPARw regulatory circuits and mitochondrial fatty acid oxidation in the liver. B) Our bioinformatic analyses
lead us to propose a model whereby lipin impacts transcriptional regulation of lipid metabolism genes either through interaction with PGC-Tee/Por PPAR, or through interaction
with other transcription factors such as STAT proteins. Abbreviations: Apoec3, apolipoprotein C-1II; Hnfda, hepatocyte nuclear factor-do; Mitp, microsomal triglyeeride transfer
protein; PGC-1ce/P, proliferator-activated receptor-vy (PPARY) coactivator-1o/f; PPAR, proliferator-activated receptor-ce: BXR, retinoid X receptor; Srebpic, sterol regulatory
element binding transcription factor-1c; STAT, signal transducer and activator of transcription,

Represor transcripcional por reclutamiento de histonas deacetilasas
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Esta funcion dual es Unica en las enzimas del metabolismo lipidico
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TRENDS in Endaocrinology & Metabolism

igure 2. Mouse lipin 1 and 5. cersvisiae Pah1p illustrating phosphorylation sites and domain features. NLIP and CLIP are conserved NH2- and COOH- lipin homology
omains [4], LHR and NHR are the low-homology and no-homology regions within yeast lipin that have no homology with mammalian lipins [30], B and v represent
lternatively spliced exons, DxDxT is the haloacid dehalogenase domain [3], the nuclear-localization sequence (NLS) [4,17,40,59]-polybasic domain (PBD) is the PA-binding
1otif in mammalian lipins [40], the SRD mediates the interaction with 14-3-3 proteins [59], and AxH is the amphipathic a-helix responsible for membrane association [19],
:sidues in red are the amino acid residues mutated to alanine in PAH1-7A [19], CDK are the sites phosphorylated directly by CDK [20], Rap is the lipin 1 residue sensitive to
ipamycin [30], and bracketed phosphosites within lipin 1 indicate that either site might be phosphorylated. Figure adapted from Harris et al., 2007.
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Adipose Tissue
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RESISTENCIA A INSULINA

DIABETES
DISLIPEMIAS
ADIPOGENESIS Y ,
REGULACION DEL - | PERTENSION
ALMACENAJE LIPIDICO ENFERMEDADES CORONARIAS

-

Leptina: Promueven saciedad (hipotalamo)

Regulan gasto energético
Adipocitos < Regulan la produccién de gsa en higado
Adiponectina: Incrementa captacion de gsa muscular

Reduce la produccién de gsa hepatica

\.



(1981) MUTACION RECESIVA ESPONTANEA
NORMALES AL NACER
RETARDO EN EL CRECIMIENTO
HIGADO GRASO (crénico en humano)
HIPERTRIGLICERIDEMIA
25% MENOS DE PESO CORPORAL

NEUROPATIAS: TEMBLORES, DEFECTOS MOTORES (en
algunos humanos)

. .

Fld (fatty liver dystrophy )

CARECEN DE TEJIDO ADIPOSO

ALMACENAN EL DOBLE DE GNO
EN HIGADO Y MUSCULO

MAYOR SINTESIS DE AG EN
HIGADO

RESISTENCIA A LA INSULINA
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A

Human Mouse Tissue Expression Associated Disease

Lipin-1A | =X - 890 891 Muscle, Adipose Lipodystrophy
tissue > Liver, {mouse) %%
Lipin-18 | 1 i B %43 924 Brain, Other
Lipin-2 | =X - | 896 B93 Liver, Brain = Other Majeed Syndm#n;#e
Lipin-3 | &x 3 851 848  Intestine > Liver 777
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FISURE 1. Absence of PAP1 activity in adipose tissue and muscle of lipin-
defident fld mice. Tissues prepared from fid and wild-type (wt) littermates
were assayed for (4) Mg** -dependent PAP1 activity and (B) Mg* *-independ-
ent LPP1 activity. Activity is normalized to protein content of tissue extracts
and represents the mean values + 5.0 for tissues from three mice of each
genotype. Gon WAT, gonadal white adipose tissue; Ing WAT, inguinal subcu-
taneous white adipose tissus; BAT, interscapular brown adipose tissue, *, dif-
ferent from corresponding wt tissue at p << 0.005; *%, p < 0,001,

(A) Ing WAT BAT  Liver

wt fld wt fid wt fid
|

@

Relative mRNA level

0O = kI W A& n B

wt fid  wt fid
Lipin-2 Lipin-3

FIGLRE 2. Absence of lipin-1 protein and enhanced lipin-3 expression
levels in liver of fld mice. A, Western blot of lipin-1 presentin liver, inguinal
white adipose (ing WAT), and brown adipose tissue (BAT) of wil d-type (wi) and
fid mice. Each lane contains an equal protein load. 8, hepatic lipin-2 and
lipin-3 mRNA levels in wild-type and fid mice determined by real-time RT-PCR.
n = 5 mice for each genotype; ¥, p < Q005 versus wild-type.



*Deficiencia de Lipina-1 falla en acumular TAG

*Lip1A en preadipocitos (nuclear) induce PPAR yy Lip 1B en maduros (citosol)
induce genes de AG sintasa,estearoil CoA desaturasa y DAG aciltransferasa

*fld afectan depodsitos de tej. adiposo
*Mayor expresion de enzima promueve obesidad

*Humanos obesos disminucion de la expresion de Lip.-1 en tej. adiposo

Ratones transgénicos (Lip.1)
*Aumento de TAG y expresion de genes lipogénicos
*Bajos niveles de gsa e Insulina

*Sensibles a Insulina:

2222222227

1. Lip.-1 promueve la expresion del transportador de gsa (GLUT4) y aumento de captaciéon

de gsa

2. Favorece almacenaje de TAG en tejido adiposo evitando el almacenaje ectopico (musculo)

que contribuye a la lipotoxicidad y a la resistencia a la Insulina

(aumento de la expresion de LIP.1 en adipocitos, menor contenido lipidico en miocitos)

3. Promueva oxidacion de AG

(aumento de mensajero de Lip se correlaciona con expresion de PPARa y Acil-CoA

deshidrogenasa)



- Skeletal Muscle
. N

e N *Sobreexpresién de lipina altera balance energético
- ’ *Obesos con dieta normal (70%) e hiperobesos con dieta grasa

*Reduce consumo energético (15%) y disminucién en la oxidaciéon de acidos
grasos

*Aumento masa de tejido adiposo

*Resistencia a Insulina

*Deficiencia en lipina aumento consumo energético

*Ratones fld pueden normalizar su fenotipo reconstituyendo la expresion de la
proteina en musculo

*Ejercicio aumenta la expresion y coincide con la expresion de genes oxidativos



*Sobreexpresion de lipina en ayuno
(Metabdlica: sintesis de TAG en rpta. a alta entrada de AG

Factor de transcripcion: coactivador de genes de oxidacion de acidos grasos)

*Regula la secrecion de TAG en VLDL

*Hepatocitos de fld alta secrecion de VLDL-TAG y altos niveles de estearoil CoA-
desaturasa (regulador de la secrecién de VLDL)



A Human Mouse Tissue Expression Associated Disease
Lipin-1A | I = 890 891 Muscle, Adipose Lipodystrophy
o tissue > Liver, (mouse)
Lipin-1B | =X i 2 923 924 Brain, Other .
! Inflamatorio
Lipin-2 | =X 3 896 893  Liver, Brain > Other Majeed Syndromed Osteomielitis
Lipin-3 | o - 851 848 Intestine > Liver 777 Anemia
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