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6.1.3 Analisi d’una caixa E-box en el promotor del gen Sa.

I’analisi computacional de la seqiiéncia promotora del gen Sp amb els programes Matlns-
pector i TFSEARCH han identificat varis llocs d’unié consens per a diferents factors de trans-
cripcid, entre ells trobem una caixa consens E-box (CAXXTG) localitzada en la posici6 -668 nt,
reconeguda per varis factors de transcripcié de la familia dels b-HLH-ZIP (Helix-loop-helix/ leucine
zipper factors) entre els que es troba el factor de transcripcié SREBP-1. Aquesta caixa SREBP-1
presenta la seqiencia TATCACATGAA i en ella es troba inclosa la caixa E-box. En la figura
42 es representa els resultats obtinguts amb el programa TFSEARCH en la recerca de factors
de transcripcié que reconeixen aquesta seqiiencia, com es pot observar la caixa E-box és reco-

-705 TTTATCATAT ACAATTGGAA GAGCCATCTG TTCACATATC ACATGAAACA entry score
———————————— > c-Myc/ 86.4

———————— > USF 86.2

—————————————— >  USF 86.1

Cmmmmm e USF 86.1

——————————— > SREBP1 85.9

. GATA-2 85.8

Fig.42. Resultats obtinguts en la identificacié de varis llocs d’unié consens per a diferents factors de transcripcié en un fragment de
la seqiiencia promotora del gen S,, amb el programa TFSEARCH. Es representa una seqiiencia de 50 nt del promotor en la posicié -705,
en vermell il-luminen els nt que formen part de la caixa E-box. Les sagetes amb linia discontinua senyalen la seqiiencia consens que reconeix
cada un dels diferents factors de transcripcid indicats a la dreta a continuacid de cada sageta.

neguda per diferents factors de transcripcié que pertanyen a la familia dels b-HLH-ZIP com el
c-Myc, 'USF i el SREBP.

S’ha demostrat que el factor de transcripcié SREBP huma esta regulat per androgens en la
linia cel-lular de prostata LNCaP, ja que conté un element de resposta a androgens (ARE) en I'in-
tr6 8 de llur gen, zarget directe del receptor d’androgens (Heemers H e a/, 2004). S’ha observat,
a més, que 'SREBP-1 és activat després d’un tractament androgenic en les glandules sebacees,
regulant la sintesi de lipids a través de la via del SREBP (Rosignoli C ez a/, 2003).

En la linia cel-lular de cancer de prostata els androgens estimulen expressio de varis gens
lipogenics, aquest efecte pero, s’ha observat també en cel-lules no canceroses i que responen als
androgens. En rates WKY castrades es déna una marcada disminucié en els nivells de mRNA
1 proteines involucrades en la sintesi d’acids grassos i colesterol. I’administracié de testostero-
na i DHT restaura Pexpressié d’aquests gens, aixo a més, be acompanyat per I'increment en el
nucli del SREBP, factor de transcripcié lipogenic clau (Heemers H ef a/, 2003). Swinnen ez al,
demostraren a més que la presencia d’un lloc d’unié a SREBP en el gen d’un acid gras sintasa era
essencial per la regulacié pels androgens (Swinnen e a/ 1997).

La relaci6 dels androgens amb el SREBP ens va fer escollir aquest factor de transcripcio
entre els altres com a possible candidat funcional en el promotor del gen Sa. Per veure si la pro-
teina SREBP reconeixia la seqiiencia nucleotidica consens d’unié per aquest factor vam utilitzar
la tecnica de retard en gel o EMSA. Dissenyarem varis oligonucleotids corresponents a aproxi-
madament 30nt de la seqiiencia promotora incloent-hi la caixa SREBP en la part central. També
varem sintetitzar aquests mateixos oligonucleotids pero amb la caixa E-box mutada, concreta-
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ment varem fer dos mutants, el primer va ser deleccionar la caixa E-box (M1) i el segon varem

produir un canvi en Pordre dels nt (M2). Com a control positiu vam dissenyar un oligonucleotid

que contenia 'element de resposta consens per al SREBP (SRE). En la taula 16 es presenta la

sequencia de cada un dels oligonucleotids utilitzats en TEMSA.

La proteina SREBP-1c es va ob-
tindre per expressioé iz vitro mitjangant
el sistema de reticulocit utilitzant un
vector d’expressié que codifica per la
forma madura del SREBP-1c cedit pel
Dr. Francesc Villarroya del departa-
ment de Bioquimica de la Universitat de
Barcelona. La proteina SREBP-1c es va
hibridar durant 30 min a 37°C amb els

Taula 16. Oligonucleotids utilitzats en la técnica de Band Shift.

Nom Seqiiencia 5°-3°

SRE GATCCTGATCACCCCACTGAGGAGA
-668WT CTGTTCACATATCACATGAAACATTTACTA
-668M1 CTGTTCACATATCAAAACATTTACTAGATG
-668M2 CTGTTCACACACATATTGAAACATTTACTAGATG

Els nt subratllats pertanyen a les caixes consens per al SREBP

oligonucleotids SRE i -668WT martcats radioactivament amb P, el resultat s’analitza en un gel
d’acrilamida al 8% en TBE 0.5X (veute apartat METODES). Com a control negatiu s’hibridaren els
mateixos oligonucleotids amb el lisat de reticulocit mancat del plasmid d’expressié. D’altra banda,

també s’utilitza extracte nuclear obtingut a partir de ronyons de ratolins C57BL/6 mascles, pet
hibridar les sondes SRE i -668WT. Com podem veure en la figura 43 la proteina SREBP-1c és
capag d’unir-se a la seqiiéncia consens SRE ja que es produeix un retard en el gel senyalat per una

sageta (part esquerra del panel), en canvi no s’uneix en la seqtiencia -668WT del promotor del gen

SA (part dreta del panel). I’extracte nuclear de ronyé (ENRA) en tots dos casos déna un retard en

el gel, concretament dues bandes per a la seqiiencia SRE 1 una tinica banda per a la caixa -668WT.

Les bandes senyalades amb un asterics pertanyen a bandes inespecifiques obtingudes amb el lisat

de reticulocit (TNT).

SBEAWT
et $E oo fS

“ P

Fig. 43. Analisi per EMSA de la possible caixa SREBP-1
del promotor del gen S,. Els oligonuclotids SRE (element
de resposta a SREBP) i la caixa -668WT marcats amb *P, es
van hibridar amb la proteina SREBP-1c expressada in vitro
(SREBP-1c¢) i amb extracte nuclear de ronyé de ratolins mas-
cle (ENR). Com a control negatiu s’hibridaren amb el lisat
de reticulocit sense vector d’expressié (TNT). El resultat es
resolgué en un gel d’acrilamida al 8% en TBE 0.5X. Es va afegir
també com a control negatiu els oligonucleotids marcats nus
(). Les sagetes indiquen les bandes especifiques i els asteriscs
les inespecifiques.
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Per comprovar I'especificitat de la banda obtinguda amb T'extracte nuclear de ronyé es
va utilitzar I'oligonucleotid SRE fred com a competidor. En la figura 44, s’observa una banda
retardada obtinguda amb P'extracte nuclear i la sonda WT que no desapareix quan se li afegeix
I'oligonucleotid SRE fred en excés, en canvi no s’observa banda quan la sonda WT competeix
amb ella mateixa, panel de 'esquerra.

La delecci6 de la caixa E-box (M1) aixi com el canvi en Pordre dels nucleotids d’aquesta cai-
xa (M2) impedeix la unié del suposat factor de transcripcié que s’uneix al WT ja que no obtenim
el mateix patr6 de banda, panel central i panel de la dreta de la figura 44, no s’impedeix pero, la
uni6 proteina-DNA quan els mutants s’utilitzen com a competidors freds de la sonda W'T.

WT M1 WT M2 WT
COMP M2 PR
COMP M1 B

COMP WT

COMP SRE

ENR

Fig.44. Analisi per la tecnica ’EMSA de Pespecificat de la caixa -668 en front a 'extracte nuclear
de rony6 de ratoli. Els oligonucleotids WT, M1 i M2 marcats amb *?P es van hibridar amb ENR de ratolins
mascle. S'utilitzaren com a competidors els oligonucleotids, SRE (COMP SRE), WT (COMP WT), M1 (COMP
M1) i M2 (COMP M2) no marcats radioactivament.

Es va repetir aquest mateix experiment pero utilitzant extracte nuclear de fetge (ENF) de
ratolins C57BL/6 mascle, per comprovar si la caixa -668 era especifica de teixit. Shibridaren
les sondes marcades amb P, el WT i els seus corresponents mutants M1 i M2, amb extracte
nuclear de fetge durant 30 min i a 37°C, els resultats es van resoldre en un gel d’acrilamida al 8%
en TBE 0.5X. També s’afegiren dues situacions de competicio, la sonda WT marcada en front
als mutants M1 1 M2 no marcats i en excés. Els resultats es presenten en la figura 45; els dos
primers carrils corresponent a la sonda WT amb i sense ENR per comparar-lo amb els resultats
obtinguts amb 'ENF part dreta del panel, la hibridaci6 de la caixa -668 (WT) amb 'ENF ens
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dona una banda a la mateixa algada que 'obtinguda amb 'ENR que desapareix en els dos mutants,
M1 i M2. I’excés dels oligonucleotids M1 i M2 freds en front al WT marcat no impedeix la unié
proteina-DNA. En tot cas la caixa -668 és reconeguda de manera especifica per un factor de trans-
cripci6 present tant en I'extracte nuclear de rony6é com en el de fetge, interaccié que desapareix en

tots dos casos quan la caixa E-box és mutada.

+ENF

WT
—_— M1 M2
- + ENR - +ENF M1 M2 COMP COMP

Flg.45. Analisi de la caixa -668 per la técnica ’EMSA emprant extracte nuclear de
fetge de ratoli mascle. Els oligonucledtids WT, M1 i M2 marcats amb *P es van hibridar
amb ENF de ratolins mascle. S'utilitzaren com a competidors els oligonucledtids, M1 (M1
COMP) i M2 (M2 COMP) no marcats radioactivament. Com a control positiu es va hibridar
la sonda WT amb ENR.

Tot i que hem demostrat que el subtipus SREBP-1c¢ no s’uneix a aquesta caixa, existeixen
els subtipus SREBP-1a i SREBP-2 que podrien unir-se. Donada la regulaci6é androgencia a la que
estan sotmesos els membres de la familia SREBP, varem voler observar si I'utilitzacié d’extractes
nuclears de rony6 i fetge de ratolins castrats, modificava els resultats obtinguts en mascles intactes.
Els resultats obtinguts es representen en la figura 46; s’observa que la presencia o absencia d’an-
drogens no determina la uni6é d’aquest factor de transcripci6 a la caixa -668 (WT).
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Fig. 46. Analisi utilitzant la técnica ’EMSA de la caixa -668WT
en front a extractes nuclears de rony6 i fetge de ratolins castrats.
La sonda WT (-668WT) shibrida amb estracte nuclear de rony¢ de
ratolins mascle normals (ENR) i castrats (ENRC). El mateix es fa
amb estractes nuclears de fetge de ratolins normals (ENF) i castrats
(ENF). La sageta indica les bandes especifiques.
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7. Estudi comparatiu de la proteina Sp

En la tesi doctoral de la Dra. M* Jesus Melia, 1999, es fa un primer analisi de la sequiencia
aminoacidica deduida del cDNA de Sp de ratoli clonat per primer cop en el nostre laboratori, aixi
com la descripcié de les primeres homologies amb altres proteines, dades incloses en I'apartat
INTRODUCCIO. Del 1999 fins ara ha hagut un augment considerable en el nombre de sequéncies
dipositades en les bases de dades, com per exemple la seqiienciacié complerta del genoma huma,
de ratoli 1 de rata, entre d’altres que estan en procés, aixi com la millora en les eines biocomputaci-
onals a I’abast de qualsevol usuari. Aprofitant totes aquestes eines hem actualitzat ’analisi compa-
ratiu de la protina Sa, obtenint els resultats que es representen a continuacio.

En Pestudi inicial, es comparen les sequiencies aminoacidiques de la proteina Sp de rata i ratoli
1, es mostra P'existencia d’un gap en la proteina Sp de rata (Tesi doctoral M* Jesus Melia, 1999). A
mesura que s’ha resolt el genoma de rata hem pogut observar que la proteina Sp de rata conté
aproximadament el mateix nombre d’aminoacids que la proteina Sa de ratoli amb una homologia
del 94%. En la figura 47 es compara les seqiiencies d’aminoacids en forma d’alineament multiple
entre les proteines Sp de ratoli (mSA), de rata (tSA) i de 'huma (hSA), utilitzant 'algoritme CLUS-
TALIWY.

La recerca d’altres sequeéncies homologues s’ha realitzat mitjacant els programes BLLAST,
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Fig.47. Alineament entre les proteines S, de les tres espécies, ratoli (mSA), rata (rSA) i humana (hSA).
Comparacid entre les seqiiencies d’aminoacids deduides dels cDNAs de les tres especies amb nimero de Gen-
Bank: mSA, AF068246; hSA, D16350; rSA, AY456695. Els residus resaltats en negre indiquen les posicions iden-
tiques entre les proteines. Mitjangant un requadre es destaca la possible senyal de translocacié a la mitocondria,
en posicié N-terminal de la proteina S, en les tres especies. Un domini d’unié a AMP s'indica amb una linia
negra. Lalineament s’ha realitzat utilitzant el programa CLUSTALW disponible als servidors del EBL.
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BLASTn, BLASTx 1 psi-BLLAST amb un valor EX0.005, en tots els casos hem trobat un gran
nombre de seqliencies que presenten alineaments significatius amb la proteina Sp, en la taula
17 es representa les proteines que presenten una homologia significativa amb la Sa.

La proteina Sp presenta una elevada homologia amb altres enzims _Acetyl-CoA synthe-
tase, de moltes especies diferents desde 'humana fins a varies de procariotes. A part de les
proteines especificades en la taula 17, existeixen moltes altres proteines Acetyl-CoA synthetase
homologues a Sp, amb homologies del 42 al 32% d’un bon nombre d’espécies eucariotes

unicel-lulars i procariotes.

Taula 17. Diverses proteines amb homologia significativa amb la S, murina.

Proteina Espécie % homologia | Nim. GenBank
MGCS82117 Xenopus laevis 66 AAH75176.1
Similar a Sy Gallus gallus 66 XP_424601.1
DA Gty OGN || o s 59 NP_859046.1
especifica del sistema olfactori -
Ccl-38 (Liver regeﬁeratzon-related ST 59 AAP92645.1
protein)
similar a xenobiotic/medium-chain .
e CA Fe Homo sapiens 56 XP_058743.7
xenobiotic/medium-chain fatty acid:
) — Bos taurus 56 AAD39140.1
Kidney-specific protein (KS) Rattus norvegicus 55 AAH78721.1
Butyryl Coenzime A synthetase 1 Bos taurus 55 NP _777107.1
xenobzotlc/medmm.—chaznfatty acid: i sl 56 NP 8724232
CoA ligase
Medium-chain acyl-CoA synthetase Homo sapiens 55 BAB64535.1
Butyryl Coenzime A synthetase 1 Mus musculus 53 NP _473435.1
Acyl-CoA syn{he{ase/AMP-Oatty) Rubrobac'ter 45 7P 001876882
acid ligase xylanophilus -
Acyl-CoA synt-het‘ase/AMP—(fatty) Clostridium ther- 44 ZP 003136081
acid ligase mocellum

Possible existéncia de la proteina S en altres espécies de mamifers

El cDNA de Sa de rata va ser el primer en clonar-se 1 es coneix des del 1991 (Iwai ez a/
1991); degut a la seva possible implicacié en hipertensié es va clonar el cDNA del Sy huma
(Samani ef a/ 1994) i, per dltim, es va clonar en el nostre laboratori el cDNA del Sy murf quan
es va realitzar un cribatge per a la identificacié de nous gens regulats per androgens en el ro-
ny6 de ratoli, utilitzant tecniques de RDAcDNA 1 RAP-PCR. En aquests darrers anys s’han
obtingut les seqiiencies complertes dels genomes d’especies superiors com la humana, la de
ratoli i la de rata, esta en marxa la resolucié genomica d’especies com la de gos, de vaca, d’ove-
lla, de porc i d’oranguta entre d’altres. Aquest fet és engrescador a ’hora d’utilitzar aquestes
eines per veure si el gen Sp es troba en altres espécies diferents a les ja descrites.

Les eines utilitzades han estat programes com el BLLAST i el CLUSTALIV, comparant la
sequencia de cDNA del Sy murf en front a les bases de dades disponibles de cada una de les
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especies accessibles en el NCBI, i comparant-les entre elles.
La proteina S 4 en 'Oranguta (Pongo pygmacns)

Existeix una entrada en el GenBank que correspont al Sy d’oranguta, CR857411.1, el
cDNA T’han obtingut a partir de rony6 d’oranguta adult. A nivell de cDNA el Sp d’oranguta
presenta una homologia del 84% respecte al cDNA del Sy muri, el mateix percentatge que
presenten els cDNAs comparats del SA huma 1 de ratoli, ja que aquests també tenen un 84%
d’homologia. En canvi com és d’esperar ’homologia entre els cDNAs de Sy d’oranguta i

’huma és major, amb un 96%

d’homologia. pSA
hsha

- | MLACVTMKMLR (ASCFQRLA I el H| RTATPQNFSNYESMKQDFKIAYJIPEYFNF)

1 ---mm--- LA CFORL A TR EEDRRTATPQNFSNYESMKQDFPRINET PEYFNF

IJ . Cl c1 .ki c1 1 mSA 1 ----mm-- IML)AAAICFQRLA Ll Y| MRTATPQNFSNYESMKQDFEKSJIPEYFNF)
a protema cdulda c rSA 1 memsen Rt R Rle FER A TERSFIR M LMK DR TARP ONFSNYE SHKEID FRE$I PEYFNF|

5 N
CDNA del SA dorangUta pre‘ pSA (SIS NPAFWWL)JJINGEEVRWS FEELGS LS RKFANILEEACSLQRG]
3 SNFAFWWINGEEERWSFEELGSLERKFAHILEACSLQRG

hsSA
KEASNPAFWWIsleNGE E RWSFEELG!LSFKFAHHLTEACSLQRG

1 0 m 3
senta una hOmOlOgla del 89% zen 395N p A PWWGENGREVRWS PEELGSLSREFANILNEACSLORG

reSPCCte a 121 prOtelna murina 1 pSA 121 DEYIL| IAYPEWWLANVACLRTGTVLIPGTTQLTQKDILYRLQSSKANCI I TRID\YLAP A/

.. hsa 113 PERNTL Y PEWWLANVACLRTGTVLIPGTTQLTQKDILYRLQSSKARNCTI ITUDLAPA|

un 980/0 fCSpCCtC a la protema mSA 112 DPE3UM I$IPEWWLANVACLREGTVLIPGTTQLTQKDILYRLOSSKAMCI ITHDWLAPA/
DRV

rSA 115 J${PEWWLANVACLRTGTVLIPGTTQLTQKDILYRLOSSKER4CIITHDWLAPA

SA humana. En la figura 48 es

pPSA PE:BERVDAVAIJKCENLESKLIVSERISREGWGNLEEMMKHASD SHTCVITKHNEIMAIYFTSGTEIG

e N . B . hsaA 173 DAVAEKCENLHSKLIVS) EGWGHLKEEMKHASDEHTCV'TKHNEIMAIFFTSETSG

compara ICS Sequencles daml— VW DA VAAKCENLESKL IVS{S REGWGNLEKEMMKNASD SETCVIHTKHEETIMA I){F TS G TG
rSA PNV DIiVAAKCENLHSKLIVS[PEISREGWGNLEEMMEMASDSHTCVIHTKHNEAMA I}J{F TS G TG

noacids en forma d’alineament

PYT Y e < 1\ THS SFGLGLSVNGRFWLD LYSIS DVMWNT SDTGWAKSANS SVE SPWRIQGACV Ry
4 M o hsa FEEIR(P KMEFVH THS SFGLGLSVNGRFWLDLINISDVMWNTSDTGWAKSAWSSVFSPWHMQGACVF
multlple entre les protelnes SA P TP IR P KM I/ H THS SFGLGLSVNGRFWLDLI#AS DVMWNTSDTGWAKSAWS SVF S PWEIQGACVFIY
rSA 235 PPKHI‘HTHSSFGLGLSV“GRFHLDLIASDVMWNTSUTGWAXSRWSSVFSPWTQGACVF
.
de ratoli (mSA), de rata (tSA),
5 N . s pSA 301 HLPRFEPTSILQTLSKHPITVFCSAPT 'YRMLVQNDLE K]
— hsa 293 EILPRFETSILOQTLSKMPITVFCSAPTIUYRMLVQND}Y K
de lhuma (hSA) 1 de lorangu mSA 292 MLPRFESITSILQTLSKGPITVFCSAPTENZYRMLVQNDLE]
rSA 295 MLPRFMEITSILQTLSKIGPITVFCSAPTE\YRMLMOND}
. . N .
ta (pSA), utilitzant I'algoritme

SLKHCVSAGEP IRIPIHV

SLKHCVSAGEP IPIIV]
SLEKHCVSAGEPINPRIV
SLEKHCVSAGEP IRIPIHV

. PSA 361 THK| KTGLDIYEGYGQTETVLICGNFKGMKIKPGSMGKPSPAFDVKIMYDYNGNVLPPG|
CLUSTALW. hSA 353 KTGLDIYEGYGQTETVLICGNFKGMHIKPGSMGKPSEAFDVKI D
mSA 352 M) KTGLDIYEGYGQTETVLICGNFKGMKIKPGSMGKPSPAFDVKIMDIANGESNLP PG|

P I EERY = v ik TG LD I YEGYGQTETVL I CONFKGMKIKPGSMGKP S PAFTVEIIDEN GRBL P PG

.. , YT el = cr 1S T QVL PRRPFGLFTHY VDN TASTLRGNFYITGDREIYMDEDGYFWFVAREY
espeaes,ratoh (mSA),rata (rSA),humana (hSA) LS 0 £ GD ILSAO VL PBRPFGLFTHYVDNPSKTASTLRGEFYITGDRGYMDEDGYFWFVARED D
. N ‘. a . L S MO EGD IFNO VL PR PFGLFTHYVDNPSKTASTLRGNFY ITGDRGYMDEDGYFWFVAREDDV]
i oranguta (pSA). Comparacid entre les seqiiencies

d’aminoacids deduides dels cDNAs de les 4 especies p8A  HL
amb ndimero de GenBank: mSA, AF068246; hSA, hon 413

D16350; rSA, AY456695; pSA, CR857411.1. Els rSA 475
residus ressaltats en negre indiquen les posicions

FIg_48.Alineament entre les proteines SAde]es4 - ¥ WO EGD I[¢ IQVLPNRPFGLF THY VDNPSKTASTLRGNFYI TGDRGYMDEDGYFWF VAR|
DDV

ILSSGYRIGPFEVENAL*EHPS AESAVVSSPDPIRGEVVKAFWUVLNPDYKSHDQEQLK
ILSSGYRIGPFEVERIALUEHPS\YAESAVVSSPDPIRGEVVKAFYVLNPDYKSHDQEQLMK|
ILSSGYRIGPFEVESALMEHPSMAESAVVSSPDPIRGEVVKAFMVLNPDYKSHDQEQLISK|
VLNPDYKMHDQEQLLK|

ILSSGYRIGPFEVEESALMEHPSMAESAVVSSPDPIRGEVVKAF)

e . s 1. § LIPS E 1 QEHVEKTTAPYKYPREVEF I[MELPKTpiS GKINKRNE LRKKEWK THS

identiques entre les proteines. Lalineament sha P RN 1O EHVKKTTAPYKYPREVEFIELPKTV SGKPWKRNELRKKEWK ThY
. 10 . J 7 S E TOEHVEKKTTAPYKYPREVEFIHELPRTV

realitzat utilitzant el programa CLUSTALW dlSPO- YT UL E [ OEHVKKTTAPYKYPRKJEF I[BELPKTVSGK|YKRNE L REJK EWIN TS

nible als servidors del EBI

E/ gen S 4 en gos ( Canis familiaris)

Hi ha una entrada al GenBank amb nimero d’accés AF022384 Canis familiaris SA gene,
partial cds que consisteix en un fragment de 1472 nucleotids del gen Sp de gos, no esta com-
plert per tant no poden deduir la seqiiencia de la proteina; a més es tracta d’un fragment del
gen amb dos exons, no saben si sencers o parcials i un intré. Quan comparem aquest fragment
del gen Sp en front al genoma de gos resolt fins ara, observem que es troba en el cromosoma
6, més amunt dels gens ZP2 1 Umod; si ho comparem amb la posicié aproximada que ocupa
I’'SA en el cromosoma 7 de ratolf aixi com en els cromosomes 11 16 de rata i huma respecti-
vament, el gen Sp també es troba al voltant dels gens ZP2 i Umod.

Els dos exons resolts en aquest fragment del gen Sp de gos i la regié del cDNA del gen
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SA muri amb el que s’identifiquen, presenten una homologia del 84%. El cDNA de S muri
en front al genoma de gos troba homologia amb un fragment del cromosoma 6 de gos donant
lloc a tres possibles exons del gen Sa cani, ja que coincideixen amb els exons 12, 13 1 14 del
gen Sp de ratoli. Si enfrontem el fragment genomic del Sp de gos resolt en el GenBank amb
el genoma cani, es resolen els dos exons 1 l'intré d’aquest fragment de 1472 nucleotids i que es
troben a una distancia més amunt dels altres tres exons obtinguts amb el cDNA de ratoli. En
la figura 49 es representa de manera esquematica aquestes homolgies.

i ) ] L
N R i
" - l -l -I - an, Chr i e o ljig.49. Esquema representatiu de
N e a-li i N P’homologia trobada entre el gen
i e 14n S.d . S
s  de ratolii el de gos. S'ha utilitzat
pre els programes BLAST i CLUSTALW.

Elgen S 4 en la vedella (Bos taurns)

Utilitzant com a motllo el cDNA de Sa de ratoli en un blast en front a les bases de dades
resoltes fins ara del genoma de vedella; trobem un EST de 756 nucleotids amb nimero de
GenBank CR852097, que presenta una homologia d’un 87% amb la regié de 1732-2294 nt
del cDNA del Sy muri. Aquest EST s’ha obtingut a partir d’endometri de vaca de 20 a 64 dies
de gestaci6. No sorpren ja que el Sp també s’ha pogut clonar a partir d’endometri de ratolins
amb 11 dies de gestacié (GenBank AK077247). Quan s’enfronta el cDNA de ratoli al genoma
de vedella obtenim quatre fragments d’homologies del 80 al 87%, que coincideixen amb els
exons 12,13, 14115 del gen Sy murf amb aproximadament les mateixes mides introniques que
presenta el gen de ratoli, el que no especifica és el nimero de cromosoma (nimero d’entrada
AAFC01193278.1). En la figura 50 es representa de manera esquematica aquestes homologi-
es.

Fig.50. Esquema representa-

tiu de ’homologia existent
—- - entre els gen S, de ratoli i
R vedella. Shan utilitzat els pro-

grames BLAST i CLUSTALW.

Possible gen S 4 en el pore (Sus scrofa)

Existeix un EST de 828 nucleotids amb numero de GenBank CK454381.1 on els primers
400 nucleotids de 'EST presenten una homologia del 89 % amb la regié 1920-2739 del cDNA

del SpA muri, en canvi els segiients 400 nt presenten una homologia del 70% amb la regi6 3’
UTR que segueix al 2739 nt del cDNA muri.
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Possible presencia del S 4 en una especie no mamifera com la gallina (Gallus gallus).

Hem trobat varis EST amb tamanys de 600-870 nucleotids que presenten homologies
del 75-77 % amb el cDNA de Sp de ratoli.

1. BU243504.1; EST de 869 nt obtingut a partir de fetge de femella, el fragment del
39-581 nt presenta una homologia del 77% amb la regié 1565-2106 nt del cDNA muri.

2. BX262146.2; EST de 591 nt obtingut en la construccié d’una llibreria de cDNA a
partir d’un poo/ de teixits d’embrions i adults. El fragment de 8-588 nt presenta una homologia
del 76 % amb la regi6é 1517-2097 nt del cDNA muri.

3. BU375160.1; EST de 842 nt obtingut en la construccié d’una llibreria de cDNA a
partir de rony6 de femella adulta. El fragment de 1-537 nt presenta una homologia del 75 %
amb la regi6 1732-2261 nt del cDNA muri.

4. BU379068.1; EST de 836 nt obtingut en la construccié d’una llibreria de cDNA a
partir de rony6 de femella adulta. El fragment de 17-533 nt presenta una homologia del 75 %
amb la regi6 1753-2269 nt del cDNA muri.

5. BX262145.2; EST de 618 nt obtingut en la construccié d’una llibreria de cDNA a
partir d’un poo/ de teixits d’embrions i adults. El fragment de 3-309 nt presenta una homologia
del 76 % amb la regi6 1963-2269 nt del cDNA muri.

8. Producci6 d’anticossos policlonals contra la proteina Sp i identificacié de la
mateixa per western-blot

Es van obtindre anticossos policlonals contra un peptid especific de la proteina Sy (veu-
re METODES) immunitzant dos conills contra aquest péptid anomenats 261 i 262. Els sérums
es van testar per Western blot essent el aSA-261 el més eficient. L’obtencié d’aquest anticos ens
va permetre visualitzar la proteina Sp i per tant saber, tot i que sembla obvi, si la proteina Sa
de la mateixa manera que el mRNA es veu modificada pel tractament hormonal.

Uns 100 pg d’extracte proteic cru obtinguts a partir de ronyons dels mateixos ratolins
mascles normals 1 castrats tractats amb dosis farmacologiques de DHT i E, utilitzats en
I'apartat anterior, es van analitzar per Western-blot. Les proteines es van separar per electro-
forest en un gel del poliacrilamida al 10% i les membranes després de bloquejar-se amb 5%
de llet en PBS tota la nit, es van hibridar amb el serum aSA-261 diluit a 1:350 en tamp6 de
bloqueig durant 1h.

L’anticos 261 revela quatre bandes de diferent tamany molecular, dos d’elles les corres-
ponents als tamanys de 118kDa i 62 kDa desapareixen en mascles castrats i reapareixen en
animals castrats tractats amb DHT (figura 51A panel de 'esquerra). En canvi quant 'anticos
es bloqueja amb el peptid-Sp I'inica banda que desapareix és la de 62 kDa, indicant que es
tracta de la banda especifica i per tant de la proteina Sp, a més correspon al tamany més o
menys esperat de la proteina_(figura 51A panel de la dreta).

Com podem veure en la figura 51B el tractament amb estrogens disminueix dastricament
Pexpressio de la proteina Sp (62kDa) en ratolins mascle 1 en ratolins mascle castrats 1 tractats
amb DHT; per tant la proteina SA segueix el mateix patré d’expressié depenent d’esteroides
sexuals que el mRNA. La natura del producte de 118kDa és desconegut, sembla pero que
segueix un patrd depenent d’androgens pero independent d’estrogens. En aquest treball no
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s’ha aprofundit més en el coneixement d’aquesta proteina.

H‘ i i ] Sari'mim — pep
LY TS Oy CuveDET Wigarlky ix Cx+DHT
= 175kD
11 -
[LEt ] P N e S
T e Tom — 33KD
Ry = - 62kD
H Mk Lmsirsi Femella
N Ez 1l | E: DHT BHT+E2 NT
—175kD
= — e :
IIELDH pa———
i s e TS - 83kD
— = —— ]
Sl - 62kD
f

Fig. 51. Analisi per Western-blot d’homogenat cru a partir de ronyons
de ratoli. A. 100 pg/linia de proteina de ronyd de ratolins intactes no tractats
(NT), castrats (Cx) i castrats tractats amb DHT (Cx+DHT), es van analitzar
per Western blot utilitzant serum de conill immunitzat contra un peptid de S,
sintetic (panel de l'esquerra). La preabsorcid de I'anticds amb excés del peptid
S, antigenic prova I'especificitat de la reacci6 (panel de la dreta). B. En aquest
experiment es van incloure homogenats crus de ronyé de ratolins intactes
i castrats, tractats amb estrogens (E2), i ratolins castrats tractats ambdues
hormones (DHT+E2). Safegeix homogenat de ronyé de ratoli femella com a
control negatiu.

9. Localitzacié cel-lular de la proteina Sp

El nivell d’expressi6 de la proteina Sp en les linies cel-lulars renals, PCT3 1 PR10 és inde-
tectable, per tant per poder identificar i localitzar la proteina hem transfectat les cel-lules amb
un vector d’expressio que conté el cDNA de Sa. Es va escollir el vector d’expressié pFLAG-
CMVa (SIGMA), amb el que s’obté una proteina de fusié que conté un octapeptid en posicié
C-terminal, FLAG (Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys); en la figura 52A es representa de
manera esquematica la proteina de fusié Sp-FLAG. La visualitzacié de la proteina es dona
gracies a la disponibilitat d’un anticos monoclonal (abFLLAG) que reconeix 'octapeptid.

Les cellules PCT3 soén transfectades transitoriament amb el vector que expressa la
proteina de fusié6 SA-FLAG. A les 24-48 hores posttransfeccié es fixen les ccl-lules per ser
analitzades per immunocitoquimica (ICQ). S’utilitza com anticos primari 'abFLAG i com
anticos secundari un anti-mouse conjugat amb peroxidasa per visualitzar en microscopi optic
o un anti-mouse conjugat amb FITC per visualitzar la ICQ en microscopia de fluorescencia o
confocal (veure apartat METODES). La figura 52B presenta els resultats obtinguts en ambdues
1CQ, com podem veure en les dos imatges la proteina no es distribueix de manera uniforme a
tot el llarg del citoplasma i, tampoc es troba en el nucli, siné que sembla inclosa en algun tipus
d’organel-la citoplasmatica.

Per asegurar-nos que la proteina SA-FLAG s’expressa correctament es procedeix a
immunoprecipitar la proteina a partir d’extracte proteic total de cellules transfectades amb
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aquest constructe, utilitzant el serum 261 obtingut de conills immunitzats contra un peptid de
la proteina Sp (@SA-261) (veure RESULTATS). La proteina immunoprecipitada es visualitza per
western-blot utilitzant aquest cop com a anticos primari 'abFLLAG, obtenim una unica banda
d’aproximadament 62 kDa que correspont a la proteina de fusié SA-FLAG presentada en la
figura 52C.
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Fig. 52. Expressio i localitzacié de la proteina de fusié SA-FLAG en les cel'lules renals PCT3. A. Representaci6
esquematica de la proteina de fusié SA-FLAG, el clonatge de 'ORF de Sa en el sistema FLAG permet obtindre la
proteina amb una cua de buit peptids (FLAG) en posicié C-terminal, facilitant I'observaci6 de la proteina de fusié
mitjangant un anticds contra I'octapeptid FLAG. B. Representa els resultats obtinguts mitjangant ICQ, la figura a és
el resultat d’hibridar les céllules amb un anticds secundari anti-mouse conjugat amb peroxidasa i revelat amb DAB
(Diaminobenzidina), per la visualitzacié en microscopi optic. La figura b presenta el resultat obtingut en la utilitzacié
d’un anticés anti-mouse conjugat amb FITC, per visualitzacié en microscopi fluorescent o confocal. C. Resultat de la
immunoprecipitacid a partir d'un extracte proteic de cél-lules transfectades amb el constructe Sa-FLAG, utilitzant com

a antics immunoprecipitador el serum 261 («SA-261), la visualitzacié de la proteina immunoprecipitada es dur a
terme mitjangant western-blot utilitzant com anticds primari 'abFLAG.

Un article d’en Fujino ef a/ (2001) posterior a 'obtencié d’aquests resultats demostrava
mitjangant fraccionament subcel-lular a partir de ronyons de ratoli, que la proteina Sp murina es
localitzava en la matriu mitocondrial. Era doncs, molt probable que les organel-les il-luminades
per Panticés abFLAG on es trobava la proteina Sp fossin mitocondries. Per demostrar-ho vam
utilitzar un marcador mitocondprial, el MitoTracker-Red ( MOLECULAR PROBES, veure apartat
METODES), compost quimic que emet llum quan és oxidat en la mitocondria.

Les cellules PCT3 son transfectades amb el constructe SA-FLAG 1a les 24h  tripsinitza-
des i sembrades sobre portaobjectes. Passades 24h més, les cel-lules adherides al portaobjectes
son tractades amb 500 nM de MitoTracker-Red diluit en el mateix medi de cultiu durant una
hora i mitja a 37°C 1 0.5% de CO,. Després les cel-lules son fixades per ser analitzades per im-
munocitoquimica fluorescent i observades al microscopi confocal.

Els resultats obtinguts es representen en la figura 53, en cada filera es representa diferents
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Fig. 53. Localitzacié mitocondrial de la proteina Sy en les cél-lules PCT3. Imatges obtingudes mitjangant microscopia confocal. La primera
columna (SA-FLAG) representa les cél-lules transfectades amb el SA-FLAG i il-luminades en color verd gracies a un anticos secundari anti-mouse
(que reconeix 'abFLAG) conjugat amb FITC. La segona columna (MitoTracker) és el mateix pla que 'anterior perd aquest cop es visualitza el
MitoTracker-Red i per tant les mitocondries il-luminades en vermell de totes les cel-lules incloses en aquests planols. La tercera columna (Colo-
calitzacid) representa la superposicié de les dos imatges anteriors, les colocalitzacions es visualitzent en groc.

zones de varis portaobjectes captades pel miscoscopi confocal. En la primera columna esta
representat el resultat de la immunocitoquimica, il-luminant-se en color verd la proteina Sa-
FLAG tant sols en les cel-lules transfectades amb aquest constructe, la segona columna repre-
senta totes les cel-lules tenyides amb el MitoTracker-Red, il-luminant-se en color vermell, i per
ultim la tercera columna presenta les dos imatges anteriors superposades, que ens demostra

clarament la colocalitzaci6 entre la proteina Sa i la mitocondria.
Bloqueig del transport de la proteina Sp a mitocondria.

Les proteines codificades en el nucli i que han de ser transportades a la mitocondria
presenten un peptid senyal que pot estar en posiciéo N-terminal o bé en una posicié molt més
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interna en la seqiéncia peptidica, depenent del desti final de la proteina dins la mitocondria.
Segons el programa iPSORT (http://hc.ims.u-tokyo.ac.jp/iPSORT) la proteina Sp presenta
un peptid de localitzacié mitocondrial en posicié N-terminal. Es va clonar PORF del cDNA
de SA en un vector d’expressié per la GEP (Green Fluorescence Protein) en posicié C-terminal
respecte a la GFP, per tal d’obtenir la proteina de fusi6 GFP-Sp representada esquematica-
ment en la figura 54 panel superior. Les c¢l-lules PCT3 es van transfectar transitoriament amb
el vector GEFP buit i amb el constructe GFP-Sa. A les 24 h post-transfeccio es van tripsinitzar
1 es van sembrar sobre portaobjectes; passades 24 h més, les cel-lules van ser fixades 1 obser-
vades directament al microscopi confocal. El resultat obtingut es representa en la figura 53
panel inferior; la proteina GFP sola es distribueix per tota la cel-lula inclés el nucli, en canvi
la proteina de fusi6 GFP-Sp es troba en tot el citoplasma menys en el nucli pero no presenta
el patré de distribucié mitocondrial.

"= CFF = Lt =1

Fig. 54. Distribuci6 cel-lular de la proteina GFP-SA en cél-lules PCT3. Les cel-lules PCT3 s6n transfectades amb el vector buit que expre-
ssa la GFP i amb el constructe GFP-Sa; la proteina GFP es distribueix per tota la cél-lula incloent-hi el nucli, figura de 'esquerra; en canvi la
proteina de fusié GFP-Sa la trobem distribuida per tot el citoplasma perd no segueix un patré mitocondrial, figures del centre i dreta. Imatges
obtingudes mitjangant microscopia confocal.

10. Altres trets caracteristics de la proteina Sp murina.
Aproximacio de la vida mitja de Ia proteina Sy

Per determinar la vida mitja d’una proteina s’utilitza la técnica del marcatge metabolic
que consiteix en proporcionar a les c¢l-lules en cultiu un precursor marcat radioactivament
com el *°S-Met, que s’incorpora a les proteines que estan sent sintetizades per la maquinaria
biosintetica de la cel-lula. Per portar a terme aquest experiment transfectem la proteina de
fusié SA-FLAG. Es sembren tantes plaques de 6 cm de diametre com els temps de recollida
que vulguem analitzar (veure METODES). Les cel-lules es marquen radioactivament durant 15
minuts i passat aquest temps es canvia el medi radiactiu per medi normal; a partir d’aquest
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moment es recullen les cél-lules en diferents temps, essent el punt 0 els 15 minuts de marcatge.
Els temps de recollida escollits han estat, 0°, 30°, 1h, 2h, 6h, 10h, 14h, 18h, 22h 1 26h.

La proteina SA-FLAG és immunoprecipitada a partir dels extractes proteics obtinguts de
les cel-lules recollides en els diferents temps amb el serum 261 anti-Sp (xSA-261) i visualitzada
mitjangant wester-blot amb ’'abFLLAG. Una part de I'extracte immunoprecipitat es carrega en
un gel d’acrilamida, el gel s’asseca 1 es visualitza la radioactivitat total en un film fotografic.

Els resultats obtinguts es representen en la figura 55, podem observar que la proteina Sp
comenca a decaure a partir de les 6h tot 1 que encara la podem veure a les 26h, indicant que la
proteina té una vida mitja forca llarga, superior a les 26h.
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Fig.55. Aproximacié de la vida mitja de la proteina SA murina, mitjan¢ant
marcatge metabolic. SDS-PAGE i western-blot d’immunoprecipitat de
diferents temps de recollida de cellules PCT3 transfectades amb Sa-FLAG
i marcades radioactivament amb *S-Met durant 15 min. El panel superior
mostra el resultat del western-blot amb 'abFLAG dels immunoprecipitats en
els diferents temps. El panel inferior és 'immunoprecipitat en gel d’acrilamida
irevelat en film fotografic.

11. Analisi de Pactivitat medium-chain acyl-CoA synthetase de la proteina S en les
cel-lules PCT3 i PR10.

Fujino ez a/ (2001), van identificar la proteina Sp com un Acil-CoA sintetasa per a acids
grassos de cadena mitja (Medinm-chain acyl-CoA synthetase) 1 Iwai ef al van veure que la Sy pre-
sentava afinitat pel I'acid octanoic en experiments zz vitro 1 en cellules COS. Nosaltres vam
voler veure si en el nostre sistema cel-lular, la proteina Sp murina presentava activitat enzima-
tica en presencia de I'acid octanoic.

Per tal de dur a terme aquest experiment vam transfectar transitoriament cel-lules PCT3
1 PR10 amb el constructe SA-FLAG. A les 24 h post-transfecci6 es sembren de tres a quatre
flascons T25 per situacio, utilitzant com a mostra control cel-lules transfectades amb el vec-
tor FLAG buit. A Pendema s’afegeix el substracte a les c¢l-lules, en aquest cas acid octanoic
marcat amb *C i es deixen incubar durant 1h i 30min a 37°C i 0.5% de CO.,. L’acid octanoic
és metabolitzat en la mitocondria i el *C és incoporat al CO, resultant de 'oxidacié, aquest
s’enganxara a un paper de filtre petit ubicat en el coll del flascé que es troba tancat hermeti-
cament per un tap de goma (veure METODES). El paper de filtre es summergeix en liquid de
centelleig i es mesura directament en el comptador beta. Les dades obtingudes es normalitzen
amb la concentracié de proteina total. Els resultats obtinguts es representen en la figura 56A,
com podem veure la preséncia de la proteina Sp en les cél-lules renals augmenta ~x2.3 vega-
des la cantitat de CO, marcat respecte a les cel-lules transfectades amb el vector buit i, per tant
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demostrem una vegada més que I'acid octanoic és substracte per la Sa. Els mateixos resultats
s’obtingueren en cellules PCT3 (no mostrats). Alhora podem mesurar la incorporacié del *C
en els triglicerids sintetitzats de novo, a partir d’un extracte lipidic (veure METODES) obtingut
a partir del pellet de les mateixes cel-lules transfectades, els resultats obtinguts es representen
en la figura 56B i mostren que l'acid octanoic activat per la Sp es utilitzat per la via catabolica
1 no la anabolica.
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Fig.56. Activitat enzimatica de la proteina S, utili-
o T tzant com a substracte metabolic un acid gras de
cadena mitja, I'acid octanoic, en céllules PR10.
Cellules PR10 transfectades transitdoriament amb el
L vector FLAG buit i el constructe S,-FLAG s'incuben

5 amb acid octanoic marcat amb "C. A. El **CO, resul-
! tant de P'oxidacié de I'acid octanoic s'incorpora a un
paper de filtre facilment mesurable en un comptador
$ -l beta. Els resultats obtinguts sén normalitzats respec-
te a la concentracié de proteina total. B. Comptatge
del “Cincorportat en els triglicerids formats de novo
a partir d'un extracte lipidic de les mateixes cel-lulels
L L transfectades amb el constructe S,-FLAG i incubades
amb l'acid octanoic.

12. Identificacié d’un possible domini d’uni6 als acids grassos en la proteina Sy mu-
rina.

Els enzims fatty acyl-CoA synthetase (fatty acid:CoA ligase, AMP-forming; EC 6.2.1.3) ca-
talitzen la formacié de 'acil-CoA mitjancant dos pasos a través de la hidrolisi del pirofosfat
(veure INTRODUCCIO). Tots els enzims acil-CoA sintetasa presenten vatis dominis aminoaci-
dics amb una elevada similitud tant en procariotes com eucariotes indicant un ancestre comda.
Una d’aquestes regions comunes entre tots els enzims és el domini d’unié a AMP també
present en la proteina Sp com s’indica en la figura 47. Un altre domini comu en totes les fazty
acyl-CoA synthetases és una seqiiéncia consens d’uns 25 aminoacids proposada com a fatty acyl/-
CoA synthetase signature motif (EACS signature motif) o regié d’unié als acids grassos (Black ez a/
1997). Aquesta sequencia és practicament identica en tots els enzims de la familia sobretot
pels enzims acil-CoA sintetasa d’acids grassos de cadena llarga; més endavant es va identificar
una seqiiéncia d’uns 35 aminoacids on bona part d’ella, exactament els primers 19 aminoacids,
estan inclosos en el EACS signature motif, per als enzims acil-CoA sintetasa d” acids grassos de
cadena mitja (Morsczeck ez 2/ 2001).

Fent un estudi comparatiu d’aquest domini entre algunes proteines identificades com a
acil-CoA sintetasa, tant de cadena llarga com mitja i la proteina Sp hem pogut trobar el posible
domini d’unié als acids grassos en la proteina Sp comu en tots els enzims d’aquesta familfa.

Com podem veure en la figura 57 en tots aquests enzims existeix un domini de 35 ami-
noacids situats entre el 400-500 aminoacid i que presenten una elevada homologia. Es desta-
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cable la presencia d’una glicina en primera posicio, un acid aspartic en posicié 2, una glicina
en posici6 10, una arginina en 17 posicio 1 una glicina i un acid glutamic en posicions 26 i 35
respectivament, conservats en tots aquests enzims.
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Fig.57. Alineament entre els dominis d’uni6 a acids grassos de diferents enzims de la familia dels Acil-CoA
sintetasa. Comparacid entre les seqiiencies aminoacidiques dels possibles dominis d’unié a acids grassos de varis en-
zims identificats com a Acil-CoA sintetases per a acids grassos de cadena llarga (LCAS) i mitja (MACS) ila proteina S,.
Lalineament s’ha realitzat utilitzant el programa CLUSTALW disponible als servidors del EBI. FadD, LCAS (Morsceck
et al,2001); LcfA, acil-CoA sintetasa de Bacillus licheniformes (GenBank YP_092563.1); Acs(SA)', acil-CoA sintetasa,
probable proteina S, de Thermoplasma acidophilum (Gen Bank CAC12626.1); Acs?, acil-CoA sintetasa de Rubrobacter
xylanophilus (Gen Bank ZP_00187688.2); OMACS, olfactory specific medium-chain acyl-CoA synthetase de rata (Gen
Bank NP_859046.1); Acs’, de Desulfovibrio desulfuricans (Gen Bank NP_00129780.1); Acs-6, de Archaeoglobus ful-
gidus (Gen Bank NP_070115.1); FadDx, LCAS de Pseudomonas putida (Gen Bank AAK 18169.1); AcsA', de Bacillus
licheniformes (Gen Bank YP_092673.1); BCS, butiril-CoA sintetasa I de vedella (Gen Bank NP_777107.1); mMACS,
butiril-CoA sintetasa I de ratolf (Gen Bank AAH16414.1); AMACS, medium-chain acyl-CoA synthetase huma (Gen Bank
BAB64535.1); KS, kidney specific protein de rata (Gen Bank AAB90564.1); AcsA-6 i AcsA-7 de Sulfolobus solfataricus
(Gen Bank NP_343453.1 i NP_343462.1); AcsA%, de Pasteurella multocida (Gen Bank NP_245629.1); Mig (macropha-
ge-induced gene), medium chain acyl-CoA synthetase (Morsceck et al, 2001); FadD19 (Morsceck ef al, 2001); AIkK de
P oleovarans (Morsceck et al, 2001); Dein, Deinococcus espec. (Gen Bank B75265); AIKK-5 de Archaeoglobus fulgidus
(Morsceck et al, 2001); AcoAs de M. bovis (Morsceck et al,2001); mSA, proteina S, murina.

Procedim a la construccié d’una série de mutacions directes en la proteina S per evaluar
la contribucié d’aquest domini en I'activitat de la proteina; utilitzant com a motllo la proteina
de fusié SA-FLAG mitjancant el Quickchange™ Site-Directed Mutagenesis de Stratagene realitzem
la substituci6 dels sis aminoacids anomenats abans per una alanina, concretament son G454A,
D455A, G463A, R470A, G479A 1 E488A. Un cop tenim tots els mutants transfectem transi-
toriament cel-lules PR10 amb cada un dels constructes mutats per comprovar si s’expressen
correctament, a partir de I'extracte proteic total obtingut de les cél-lules transfectades realitzem
un western-blot utilitzant com anticés primari 'abFLAG, el resultat obtingut es presenta en la
figura 58; com podem observar cada un de les proteines mutades s’expressa correctament.

Per mesurar Pactivitat enzimatica de cada un dels mutants i de la proteina Sp wt es
realitza el mateix experiment exposat en I'apartat anterior, com a control negatiu s’utilitza
cellules transfectades amb el vector FLAG buit. Els resultats obtinguts en cada experiment
estan normalitzats respecte a la concentracié de proteina total i 'expressié de cada una de les
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Fig.58. Analisi mitjangant western-blot de cada una de les proteines S, mutades. En
la part esquerra de la figura s'indica la nomenclatura utilitzada per cada un dels mutants.
El panel dret representa el resultat obtingut en el western-blot realitzat a partir d’extracte
proteic total de cel-lules PR10 transfectades transitoriament amb cada un dels mutants i la
proteina S, wt.

proteines wt i mutades visualitzades per western-blot. Com podem veure en la figura 59, els
mutants G454A, D455A, G479A 1 E488A, experimenten una lleugera disminuci6 en lacti-
vitat enzimatica essent significativa per a la glicina situada en la posicié 463 (G463A), ja que
assoleix valors d’activitat iguals al vector FLLAG buit. No es produeix cap canvi en la proteina
que conté I'arginina 470 substituida per una alanina (R470A).
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Fig.59. Activitat enzimatica de la proteina S, amb el domini d’unié a acids grassos
mutats, respecte ala proteina S, wt. Cel-lules PR10 transfectades transitoriament amb
el vector FLAG buit,el constructe S,-FLAG wt i els diferents constructes amb la proteina
S, mutada, s'incuben amb acid octanoic marcat amb “C. Els resultats obtinguts sén
normalitzats respecte a la concentracié de proteina total i lexpressié de cada una de les

proteines visualitzades per western-blot. Resultats representats en fold induction respecte
al vector FLAG buit.

13. Acci6 dels factors de transcripcié PPAR sobre ’expressi6 del gen SA.

Esta ampliament demostrat que molts enzims implicats en el metabolisme lipidic estan
regulats pels factors de transcripcié PPAR (veure INTRODUCCIO); s’ha demostrat la regulacié
de varies enzims acil-CoA sintetasa regulats pels PPAR, mitjancant experiments zz vivo utilit-
zant agonistes per aquests receptors; també s’han identificat elements de resposta a aquests
receptors (PPER) en els promotors dels gens de llurs enzims. La majoria dels resultats obtin-
guts amb aquests treballs s’han realitzat en el fetge.

Nosaltres hem volgut investigar si el gen Sp podia estar regulat pels PPAR, ja que es trac-
ta d’un enzim de la familia dels ACS amb una possible implicaci6 en el metabolisme lipidic. A
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tal efecte hem utilitzat dos aproximacions, una primera aproximacio s’ha realitzat mitjancant
experiments 7z vitro amb assajos d’activitat promotora del gen Sp en presencia dels PPARs
amb la finalitat de saber si es podria donar una regulacié genica directa sobre el gen Sp per
part dels PPARs.

Una segona aproximaci6 s’ha realitzat mitjangant experiments 7 vivo utilitzant agonistes
dels PPARwx i PPARy, per tractar ratolins C57BL/6 i un posterior analisi per Northern-blot a
partir de RNA total dels ronyons i fetges dels ratolins tractats.

13.1 Activitat transcripcional del promotor del gen Sp en presencia dels receptors
PPAR i RXR en la linia PR10.

Una primera avaluacié en Pestudi de Iactivitat promotora en front als receptors PPAR
es va realitzar mitjangant transfeccions transitories en cellules renals PR10 1 posteriors as-
sajos luciferasa. Amb la finalitat de mapar la/es regié/ns del promotor del gen Sp que més
respont/ent als receptors PPAR, es van transfectar transitoriament en les cel-lules PR10 al-
guns dels fragments de promotor descrits en I'apartat 6.1.1 de RESULTATS. En tots els casos
ha estat necessaria la transfeccio dels vectors que codifiquen per als receptors PPARa, PPARy,
PPARS/B i RXR de ratoli (veure METODES) pet obtenir una activitat transcripcional especifi-
ca. Per normalitzar els valors deguts a la diferéncia en leficiencia de transfeccio, les cel-lules es
es cotransfecten amb el vector pSEAP2. Els assajos de transfeccié transitoria es van realitzar
en plaques de 24 pous, les activitats luciferasa 1 SEAP es mesuren a les 48h posttransfeccio.

La figura 60 mostra els resultats obtinguts en aquest experiment; els factors de transcrip-
ci6 PPARa 1 PPARy sén els que donen una major activitat transcripcional a diferencia dels
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Fig. 60. Resposta del promotor del gen SA muri als receptors PPAR«, PPARy i PPARS/ juntament amb el RXR. Alguns dels constructes del
promotor S, van ser cotransfectats en les cel-lules PR10, juntament amb els plasmids que codifiquen pels receptors PPAR de ratoli, també es cotransfecta
amb cada un dels PPAR el receptor RXR muri. Les barres de color rosat representen les activitats luciferasa del promotor en absencia de receptors. Les
barres de color verd de més a menys intensitat representen els valors luciferasa de cada un dels fragments de promotor en presencia de PPARa/RXR,
PPARY/RXR i PPARS/B/RXR, respectivament. Els valors estan normalitzats en relacié a les activitats fosfatasa alcalina corresponents. Cada barra
representa la mitja £SD de varies transfeccions realitzades per triplicat.
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valors forca discrets obtinguts amb el PPARS.

ILa maxima activitat obtinguda amb el PPAR« es troba en els fragments -210Lie, -639Luc
1-2000Lxec amb increments de ~10 vegades respecte al promotor sol; encara que amb tant sols
72 nucleotids de promotor obtenim valors de ~4 vegades en presencia de PPARa.

Amb el PPARy la maxima activitat la trobem en els fragments de -2000Lwc i -904Luc
amb increments d’aproximadament 7.6 1 5.5 vegades, respectivament; activitat que disminueix
progresivament fins al -72Luc on s’obtenen valors d’activitat promotora no significatius.

El PPARS/B és el receptor que dona una activitat promotora menot, essent la mateixa a
llarg de tot el promotor a excepcid del fragment -210Lue que assoleix induccions d’aproxima-
dament 5 vegades respecte al promotor sol.

13.2 Efecte dels receptors PPAR i agonistes en diferents linies cel-lulars.

Existeixen varis agonistes per als PPAR, nosaltres hem triat el WY14,643 (WY14) com a
agonista del PPAR« 1 el Ciglitazone (CTZ) agonista del PPARYy, per fer assajos d’activitat pro-
motora en varies linies cel-lulars, PR10, PCT3, MDCK 1 HepG2. Les c¢l-lules s’han cotrans-
fectat amb el fragment -639Luc i els diferents receptors, ja sigui el RXR sol o juntament amb
el PPAR« i el PPARy. S’ha analitzat també el fragment -210Lue pero només en les cel-lules
PR10.

Després de tres hores d’incubacié amb la lipofectamina (veure METODES) es canvia el
medi de transfeccié pel medi de cultiu afegin-t’hi a més, els diferents agonistes a una con-
centracié de 10 uM de WY14 diluit en DMSO per a les ccllules cotransfectades amb el
PPARo/RXR i 60 pM de CTZ diluit en etanol per les co-ransfectades amb PPARy/RXR;
com a control negatiu s’afegeix a les cel-lules transfectades els

vehicles, DMSO i etanol, segons el receptor emprat. En tots els
casos s’utilitza com a normalitzador de I'eficiencia de transfec-
ci6 Pactivitat SEAP. Les activitats luciferasa i SEAP es mesutren
a les 48h posttransfeccio.

La primera sorpresa obtinguda en aquest experiment és
que el CTZ va resultar ser toxic per a les cel-lules PR10 1 PCT3,

ja que a les 24h de tractament les cel-lules presentaven un elevat
percentatge de mortalitat amb un aspecte semblant a cel-lules
apoptotiques, per tant va ser impossible mesurar activitat pro-
motora en aquestes linies cel-lulars en presencia del CTZ. En la
figura 61 es presenta un exemple de I'aspecte que presentaven
les cel-lules PCT3 a les 24h de tractament amb 60 pM de CTZ.
Aquest fet no es va donar en les altres linies cel-lulars.

En la figura 62 es mostra els resultats obtinguts amb els

assajos d’activitat luciferasa del promotor en les diferents li- Fig.61. Cél'lules PCT3 tractades amb eta-
nol (a) iamb CTZ (b) agonista de PPARy.

nies cel-lulars en presencia dels agonistes. El receptor PPAR«
no indueix l'activitat promotora en presencia del seu agonista
WY14,643 més del que ja ho fa per ell mateix en cap linia cel-lular; en canvi el receptor PPARy
necessita de la presencia del ciglitazone per superar els valors luciferasa obtinguts amb el RXR
per si sol, essent aquest efecte molt important en la linia MDCK.
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Fig. 62. Resposta del promotor de S, als receptors PPARx, PPARy i RXR en diferents linies cel-lulars en preseéncia dels seus
agonistes. Les quatre linies cel-lulars han estat transfectades amb el constructe -639Luc conjuntament amb el receptor RXR (RXR) sol o
amb el PPARx (PPAR«/RXR) o el PPARy (PPARy/RXR) en preséncia o abséncia dels seus agonistes, el WY14,643 (WY) i el
vehicle (DMSO) en el cas del PPARw i el Ciglitizone (CTZ) i el seu vehicle Petanol (EtOH) per al PPARy, respectivament. El
constructe -210Lxc també ha estat testat en les cél-lules PR10 seguint el mateix procediment, barres de color lila fosc. Els valors
estan normalitzats en relaci a les activitats fosfatasa alcalina corresponents. Cada barra representa la mitja £SD de varies transfeccions
realitzades per triplicat.

L’activitat promotora exercida pel receptor PPARa en les cel-lules HepG2 és molt ele-
vada, ja que s’obtenen induccions de x5 vegades respecte al receptor RXR sol i, aproximada-
ment unes x106.5 vegades respecte al promotor sol. En tots els casos el RXR per si mateix pot

induir Pactivitat promotora amb valors luciferasa de 2 a 3 vegades respecte als obtinguts amb
el reporter sol.

13.3 Expressi6 del mRNA del gen Sp en preséncia d’agonistes dels PPAR en ra-
tolins mascle.

Per realitzar els estudis 7z vivo es van tractar ratolins de la soca C57BL./6 amb diferents

agonistes dels PPAR. En un primer experiment es va utilitzar el Clofibrat, agonista de PPAR«
a una concentraci6é de 500 pg/g diluit en oli d’oliva, amb injeccions intraperitoneals diaries
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durant cinc dies. Finalitzat I'experiment es van extreure els ronyons i els fetges per obtindre
RNA total i posterior analisi per Northern-blot. Es van incloure com a controls un grup
d’animals tractats amb el vehicle, ’oli d’oliva. Les membranes es van hibridar amb una sonda
de 645 pb del cDNA de Sp obtinguda per PCR; els valors d’expressié del gen S es van nor-
malitzar amb la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa de ratoli (GAPDH). Com podem veure
en la figura 63, el clofibrat augmenta expressié del gen Sp en el ronyd, en canvi en el fetge té
I'efecte contrari ja que 'expressio del gen disminueix significativament.
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Fig. 63. Efecte del Clofibrat agonista del PPAR« sobre Pexpressié del mRNA de S, en ronyd i fetge de ratoli. 15 pg de RNA
total obtinguts a partir de ronyons (A) i fetges (B) de ratolins mascle tractats amb 500ug/g de Clofibrat (CLF) o amb el vehicle,
Poli d’oliva (Sham) durant cinc dies, van ser analitzats per Northern-blot. La membrana de nylon es va hibridar amb una sonda
especifica del cDNA de S, marcada amb *P. La GAPDH es va utilitzar com a control intern de carrega i d’integritat del mRNA.
Les autoradiografies es van analitzar per densitometria, calculant-se els ratios entre S, i el control intern GAPDH (Sa/GAPDH)
representats sota de cada panel.

Un segon experiment es va realitzar amb un altre agonista de PPAR«, el WY14,643 a
una concentraci6 de 70 pg/g diluit en 20%DMSO i soluci6 salina. El tractament realitzat és
el mateix que expressat anteriorment, injeccions intraperitoneals durant cinc dies. En aquest
cas els animals control estan tractats amb el vehicle o sigui 20%DMSO en solucié salina.
També es va procedir a 'analisi del RNA total a partir de ronyons 1 fetges dels ratolins trac-
tats amb WY14,643, per Northern-blot. En la figura 64 es representen els resultas obtinguts
amb aquest experiment, el WY14,643 no produeix cap canvi en expressié del gen Sa ni en
el rony6 ni en el fetge.
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Fig. 64. Efecte del WY14,643 agonista del PPAR« sobre Pexpressié del mRNA de S, en ronyd i fetge de ratoli. 15 pg de RNA total
obtinguts a partir de ronyons (A) i fetges (B) de ratolins mascle tractats amb 70pg/g de WY14,643 (WY14) 0 amb el vehicle, 20% DMSO en
soluci salina (Sham) durant cinc dies, van ser analitzats per Northern-blot. La membrana de nilé es va hibridar amb una sonda especifica
del cDNA de S, marcada amb*’P. La GAPDH es va utilitzar com a control intern de carrega i d’integritat del mRNA. Les autoradiografies es
van analitzar per densitometria, calculant-se els ratios entre S, i el control intern GAPDH (SA/GAPDH) representats sota de cada panel.

Com agonista del PPARy hem utilitzat el Ciglitizone tractant ratolins mascle amb 20 pg/
g diluit en etanol i soluci6 salina, seguint el mateix procediment explicat en les dos tractaments
anteriors. E1 RNA total obtingut a partir dels ronyons i fetges d’aquests animals també han
estat analitzats per Northern-blot. Com podem observar en la figura 65, el ciglitizone dismi-
nueix I'expressié del gen Sp en el ronyd, en canvi en el fetge no hi produeix cap efecte.
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Fig. 65. Efecte del Ciglitizone agonista del PPARy sobre I'expressié del mRNA de S, en ronyd i fetge de ratoli.
15 pg de RNA total obtinguts a partir de ronyons (A) i fetges (B) de ratolins mascle tractats amb 20ug/g de ciglitizone
(CTZ) o amb el vehicle, etanol en soluci6 salina (Sham) durant cinc dies, van ser analitzats per Northern-blot. La
membrana de nilé es va hibridar amb una sonda especifica del cDNA de S, marcada amb?**P. La GAPDH es va utilitzar
com a control intern de carrega i d’integritat del mRNA. Les autoradiografies es van analitzar per densitometria, cal-
culant-se els ratios entre S i el control intern GAPDH (SA/GAPDH) representats sota de cada panel.
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