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Introduction: Mitofusin 2 (Mfn2) is a human dynamin-related protein associated to
the external mitochondrial membrane!. This GTPase is implicated in cytoskeleton-
independent mitochondrial fusion?, having a decisive role on mitochondrial
morphology and metabolism?. Mfn2 shares the fundamental features of the dynamin
GTPase family: a large GTPase domain, an oligomerization-dependent GTPase
activation mechanism, low GTP-binding affinities and the ability to interact with lipid
membranes?.

Mfn2 expression was shown to be down-regulated in skeletal muscle of obese
individuals and of type 2 diabetes patients*. A negative correlation between body
weight loss and Mfn2 expression, as well as a positive correlation between Mfn2
expression and insulin sensitivity, has been recently identified*. Altogether, these
findings suggest that Mfn2 expression levels are associated with obesity and
diabetes.

Mfn2 is a putative target for therapeutic intervention and therefore a good candidate
for structural studies.

Objectives: To express, purify and determine the three dimensional structure of
human Mfn2 GTPase domain by X-ray crystallography.

Materials and Methods: The Mfn2 GTPase domain cDNA was cloned into pET-
based E. coli expression vectors, in fusion with five different partners. For the soluble
expression screening, an incomplete factorial approach (SAmBA, http://igs-
server.cnrs-mrs.fr/samba/) was used with the following variables: fusion partner,
bacterial strain, culture medium and inducer concentration. The soluble protein
expressed was purified by standard chromatographic techniques (metal-affinity and

size exclusion chromatography).
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Fig. 1 — Mfn2 GTPase domain construct diagram. The fusion partners/tags chosen
were NusA, Thioredoxin, Maltose Binding Protein, Z2 domain and GB1 domain. His
tag — hexahistidine tag; TEV — Tobaco Etch Virus protease recognition site.
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Fig. 2 — Soluble expression screening for Mfn2 GTPase domain expression.
Asterisk mark the signals with expected molecular weight.

A B
1250+ 500
1 2 3 4
10004 '400-§ kDa :
3 75 |l R B Bl g sl sy
g 7504 Laoo § sof R .-g .
g s 3, a1 ]
5004 200 =
ER o b —4—hmd
2504 -umS 2 l

0 25 5 75 100 125 150
Elution Volume (ml)

Fig. 3 — Mfn2 GTPase domain (MBP fusion) IMAC purification (A) and SDS-PAGE
analysis (B). 4L cell pellet was re-suspended in 50 mL of 10 mM HEPES, 10 mM
imidazole, 500 mM NaCl, 10% (v/v) glycerol, pH 7.5, 5 mM 2-mercaptoethanol and
clarified by centrifugation. The supernatant was applied to a 5 ml HisTrap (GE
Healthcare) and eluted stepwise with increasing concentrations of imidazole. The
fractions from the peaks eluted during chromatography were analyzed by SDS-
PAGE (B).
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Fig. 4 — Mfn2 GTPase domain size exclusion purification on Superdex 200 26/60
(GE Healthcare) — symbols indicate elution volume of the calibration proteins:
Ferritin (440 kDa), Aldolase (158 kDa), Conalbumin (75 kDa), Ovalbumin (43 kDa)
and Carbonic anhydrase (29 kDa) (A) Fraction eluting from size exclusion
chromatpgraphy were analyzed by SDS-PAGE (B).

Discussion: Several conditions were identified where significant amounts of soluble
protein could be produced. After scaling-up of protein expression high levels of
soluble protein could be purified. Despite the protein was purified in a
oligomerized/aggregated state, the GTPase domain of Mfn2 displayed GTPase
activity. Dynamins have the ability to self-assemble® being the polymerization
dependent on GTPS7. Several attempts were made to disassembly the high
molecular weight oligomers/aggregates by incubation with GDP, GTP and MgCl, with
no success.
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Abstract

DOR is a recently reported nuclear cofactor of thyroid hormone receptors, abundantly expressed in metabelically active tissues such as muscle. Here we
show that DOR shuttles between nucleus and cytoplasm depending an cellular stress conditions, and re-localizes to early autophagosomes upon autophagy
activation. Gain-of-function and loss-of-function studies indicate that DOR stimulates autophagosome formation and accelerates the degradation of stable
proteins. Phylogenetic analysls revealed a highly conserved region in DOR protein sequence. Studies of this specific region indicate that it is important for
both DOR functions: transcriptional activity and autophagy regulation,
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Conclusions

1. DOR moves out of the nucleus under autophagy activation.

2. DOR physically interacts and colocalizes with autophagic proteins such as LG and GATE-16.

3. DOR does not colocalize with lysosomal markers as LAMP1, thus DOR takes part of only early autophagosomes.

4, DOR gain-of-function enhances the abundance of autophagosomes and accelerates long-lived proteins degradation in Hela cells.

5. DOR loss-of-function reduces autophagosomes formation and protein degradation in musde cells,

6. Phylogenetic analysis reveal a highly conserved region between aminoacids 67 to 112 with helical properties for the central part of the fragment
7. Mutations in this region affect the transariptional activity of the protein and impair autophagosome formation.
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Durante los dos ultimos afios han tenido lugar una serie de cambios en el
ambito de la farmacologia de enfermedades metabdlicas como es la
diabetes y la obesidad, a los que quiero referirme en este documento. Los
campos especificos a los que haré referencia son los siguientes:
a. Farmacos que han sido suspendidos por las agencias reguladoras o que
incluso han sido retirados del mercado.
b. Nuevos farmacos aprobados por los organismos reguladores,
c. Farmacos que estan cercanos a su aprobacién por las agencias
reguladoras
d. Empresas biotecnoldgicas situadas en Francia, Portugal o Espafia con

interés en el desarrollo de farmacos en obesidad/diabetes.

a. Farmacos que han sido suspendidos por las agencias reguladoras o que

incluso han sido retirados del mercado.

En Septiembre del afo 2010 tuvo lugar la retirada del farmaco
antidiabético Avandia (principio activo, rosiglitazona) del mercado Europeo,
por la existencia de eventos cardiovasculares asociados a su administracion.
Asimismo, la FDA esta insistiendo el retiro del mercado de Avandia por el
riesgo hacia la salud asociado con la droga, y en Septiembre de 2010
restringio el uso de Avandia a pacientes de diabetes de tipo 2 que no
pueden controlarse con otros medicamentos.

Esto ha supuesto un duro golpe en el desarrollo de farmacos
antidiabéticos y esto por una razén. A partir de este momento, todos los
compuestos antidiabéticos que quieran desarrollarse deberan demostrar la
ausencia de eventos cardiovasculares, y estos estudios deben realizarse en
miles de pacientes, y suponen una inversion adicional muy considerable.
Como consecuencia de lo dicho, las empresas de “venture capital”
internacionales ven a la diabetes como una actividad de negocio que se

asocia con elevado riesgo de fracaso.
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Durante los ultimos meses ha tenido lugar una resolucion relevante
por parte de la FDA y que debe interpretarse a la luz de lo comentado
anteriormente. En febrero del 2012, la FDA resolvié rechazar la solicitud de
la empresa Orexigen de su farmaco “Contrave” (principios activos bupropion
y naltrexona) por sus posibles problemas de seguridad cardiovascular tras su
administracion crénica. En ese sentido, la FDA pidié a Orexigen que lleve a
cabo un estudio doble ciego y al azar controlado con placebo de suficiente
tamafio y duracién con el objeto de demostrar que el riesgo de eventos
cardiovasculares adversos tras la administracion de “Contrave” no afecta de
manera adversa el perfil beneficio-riesgo del farmaco.

El rechazo de este farmaco anti-obesidad se une al rechazo de 2
farmacos anti-obesidad llevado a cabo por la FDA en el dltimo afio:
“lorcaserin” (por una posible relacion con cancer”, y “Qnexa” debido a

problemas cardiovasculares.

b. Nuevos farmacos aprobados por los organismos reguladores.

De manera positiva, los principales farmacos anti-diabéticos
aprobados durante los Gltimos 2 afios han sido los siguientes:

o En julio de 2009, la FDA aprobd la utilizacion de “saxagliptin”
(Onglyza) (un inhibidor de DPP-4), y en Octubre de 2009 lo aprobo
EMEA. Este farmaco ha sido desarrollado por Bristol-Myers Squibb y
AstraZeneca. Debe comentarse en este sentido que otros inhibidores
de DPP-4 ya habian sido aprobados con anterioridad,;

0 En Enero de 2010, la FDA aprobé el uso de “Liraglutide” (un analogo
de GLP-1). Este farmaco ha sido desarrollado por Novo. Debe
comentarse en este sentido que otros analogos de GLP-1 ya habian
sido aprobados con anterioridad;

o En Noviembre de 2010, la FDA aprobo el uso de “Kombiglyze XR”

(combinacion de saxagliptin y de metformina) como una combinacion
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diaria de dosis fija de saxagliptina y de metformina de liberacion

lenta para el tratamiento de la diabetes de tipo 2.

c. Farmacos que estan cercanos a su aprobacién por las agencias

requladoras.
En este aspecto, es de destacar el desarrollo del compuesto

“Dapagliflozin” (un inhibidor del co-transportador renal de sodio/glucosa
SGLT2). Este compuesto se encuentra en fase Il de desarrollo clinico y se
espera tener informacion en los proximos meses acerca del progreso en su
desarrollo. ElI farmaco esta siendo desarrollado por Bristol-Myers Squibb y
AstraZeneca. Su interés radica en el hecho de que seria el primer farmaco
anti-diabético dirigido a la inhibicion de SGLT2.

d. Empresas biotecnoldgicas situadas en Portugal, Espafia o Francia con

interés en el desarrollo de farmacos en obesidad/diabetes.

Hemos identificado las siguientes empresas biotecnolégicas con

interés en el desarrollo de farmacos en obesidad/diabetes:

Ubicadas en Portugal:
o0 Gene PreDiT: Una empresa biotecnolégica fundada en 2006 y

enfocada al desarrollo de estrategias innovadoras, identificacion de
biomarcadores novedosos y aplicaciones novedosas de compuestos
farmacéuticos para enfermedades con alta incidencia como la
obesidad y la diabetes. André Faustino

(andre.faustino@genepredit.com.pt) es la persona de contacto en la

empresa citada anteriormente. Se ubica en Castanhede (Biocant).

Ubicadas en Espafia:
o0 Genmedica Therapeutics: Una empresa biotecnoldgica orientada a la

busqueda de farmacos novedosos en la diabetes de tipo 2. Alec Mian
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es el CEO de la citada empresa, la cual se ubica en Barcelona (Parc
Cientific de Barcelona);

o Allinky Biopharma: Esta empresa se orienta al descubrimiento y
desarrollo de farmacos de pequefio peso molecular para el
tratamiento de condiciones inflamatorias cronicas, enfermedades
degenerativas relacionadas con la edad y cancer. Se localiza en el
Parque Cientifico de Madrid. Miguel Vega es el CEO de la citada
empresa;

o Genzyme Espafia: Una empresa interesada en enfermedades
metabolicas raras. Fernando Castillo es Delegado Comercial, Division

LSD; E-mail: fernando.castillo@genzyme.com.

Ubicadas en Francia:
0 GlaxoSmithKline Research Center - France: La Unidad  “Lipid

Metabolism DPU” es un centro de descubrimiento de farmacos que
busca nuevas terapias en las enfermedades metabdlicas, lo que
incluye la obesidad, diabetes de tipo 2 y dislipidemias. Localizacion:
Centre de recherche, 25 avenue du Québec ZA de Courtaboeuf ;

o0 Physiogenex (CRO): Empresa especializada en la provision de servicios
en relacion con enfermedades metabdlicas. Localizada en Toulouse;

o Poxel: Situada en Lyon, esta empresa desarrolla compuestos en el
ambito de las enfermedades metabdlicas y en particular en diabetes

de tipo 2.
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Conclusiones provisionales.

El desarrollo de farmacos anti-diabéticos es necesario con el objeto
de un tratamiento efectivo de pacientes con diabetes de tipo 2 que debutan
cada vez a una edad mas temprana. Asimismo, es importante obtener
tratamientos orales de la diabetes de tipo 1 y soslayar la necesidad de
inyecciones diarias de insulina. Por otro lado, sélo existe un farmaco que
permite el tratamiento cronico de la obesidad (orlistat) y con una eficacia
limitada. En consecuencia, es muy necesario el desarrollo de farmacos anti-
obesidad.

A pesar de la necesidad imperiosa de desarrollar nuevos farmacos
anti-obesidad o anti-diabetes, la situacion es que el desarrollo de estos
farmacos es mas dificil hoy que hace tres afios y ello debido a la aumentada
exigencia por parte de las agencias reguladoras FDA y EMA. No es de preveer

gue esta exigencia se reduzca en los afos venideros.

Informe de vigilancia continuada Page no. 7 of 7



	DIOMED-POSTER-2
	DIOMED-POSTER
	DIOMED-Informe_de_vigilancia_continuada_2_2_1

