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DISCUSSIO

El nostre laboratori ha estat interessat tradicionalment en I'estudi dels mecanismes de
regulaci6 androgenica en el ronyo.

Un dels gens regulats per androgens 1 d’expressié practicament exclusiva de tabul renal,
és el gen que codifica per a la Kidney androgen regulated protein (IKAP), és un dels gens d’expressié
renal més abundant en ratolins mascles (Toole e a/, 1979; Takenaka e a/, 1998) 1 el que ha
estat estudiat amb més profunditat en el nostre laboratori (Solé ez a/, 1994; Solé ez al, 1996;
Ouar ez al, 1998; Cebrian et al, 2001; Soler et al, 2002). Existeixen pero, altres gens regulats
pels androgens a rony6 de ratoli com I’Ode (Ornitina descarboxilasa) o I’Adh-1 (alcohol des-
hidrogenasa-1), entre d’altres (Berger ez a/, 1989), tal com s’explica en la introduccié; malgrat
tot aixo es desconeix gran part dels mecanismes moleculars involucrats en aquesta regulacié
especifica aixi com el seu significat fisiologic.

En el nostre laboratori es va iniciar un projecte amb I'objectiu d’obtenir nous models ge-
nics de regulacié androgenica al rony6 utilitzant dos tecniques complementaries la RAP-PCR
(Random Arbitrarily Primed) i la RDA (Representational Difference Analysis of ¢DNA). En aquests
experiments es va analitzar mRNA de ronyé obtingut a partir de ratolins femella C57BL/6
control i ratolins femella de la mateixa soca tractades amb Dihidrotestosterona (DHT) durant
8 dies. Amb les dues tecniques es van obtindre una serie de fragments de cDNA d’intensitats
diferents entre les dues situacions abans esmentades, que van ser clonats i seqiienciats.

Entre aquests fragments identificats es van trobar la KAP, la gp130 (Interlenkin-6 signal
transductor), la testosterona 16-a-hidroxilasa, un fragment homoleg al transportador d’anions
organics (Oatp-1) de rata, la citocrom P450 4b1 i un fragment de cDNA amb una seqiiencia
sense cap homoleg a les bases de dades de I'época, al qual s’anomena MJAM pero que més
tard es va identificar com Oatp-D (Isern ez 2/, 2001). Per ultim, es va obtindre dos fragments
de cDNA de 148 1 67 nt amb homologia amb el gen Sp huma i de rata. El gen Sp s’havia
relacionat amb la hipertensié en rates i humans (veure INTRODUCCIO), el fet d’observar que
el gen Sp de ratoli estava regulat per androgens ens va suggerir una possible relacié funcional
entre els androgens, la hipertensio i el gen S,. Es va clonar el cDNA complert del gen S
mutf 1 es va aprofundir en 'estudi de la seva regulacié androgenica i la seva possible relacié
amb la hipertensio. El gen de 'angiotensinogen era I'tnic gen relacionat amb hipertensio i,
sota control androgenic en el tdbul proximal de rony6 de rata, per tant el gen S representava
un nou i interessant model d’estudi per relacionar androgens, tibul proximal i hipertensio.
Per aquest proposit es va produir un model d’hipertensié mitjancant 'administracié del L-
NNA a rates i ratolins i, es va estudiar els efectes que exercien els androgens i la hipertensio,
sobre I'expessié del gen Sp de ratoli 1 rata. Els resultats obtinguts amb aquest sistema van
ser poc informatius i a més for¢a contradictoris, tant en ratolins com en rates. Publicacions
posteriors van excloure definitivament el gen Sp com a responsable de I'hipertensié (Hitbner
et al, 1999; St Lezin et al, 2000; Clemitson e a/, 2002), per tant el cami a seguir en I'estudi de
la regulaci6 en I'expressio del gen S es va redirigir en la determinacié de 'especificitat en la
resposta androgenica aixi com en la recerca dels mecanismes implicats en Pexpressié del gen
SA muri. Els resultats més rellevants obtinguts en el treball anterior es troben en la introduc-
cio; la continuaci6 del treball realitzat és la base d’aquesta tesi doctoral, objectius de la qual es
troben exposats en la pagina 69.
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Expressid del gen S 4 en altres teixits de ratoli i la seva regulacid per les hormones sexnals.

Tradicionalment els treballs realitzats en rata han mostrat que el gen S s’expressa fo-
namentalment a rony6 i fetge (Yang ef a/, 1996) localitzat més tard en el cervell i el testicle.
En el ronyo s’expressa en el tubul proximal renal de manera especifica en la part convoluta
en les rates de la soca SD, al llarg de tot el tabul en les SHR i tant sols en la parts recta en
les WKY (Yang et a/, 1996). En canvi, no es coneix practicament res de la regulacié genica
del gen Sa de rata, ja que tots els estudis s’han centrat en esbrinar si el Sp podria estar in-
volucrat en el control de la pressié arterial, mitjangant estudis de cosegregacio i recerca de
polimorfismes.

El gen Sp muri presenta una expressio diferencial entre mascles i femelles. En feme-
lles 1 mascles castrats el gen no s’expressa, en canvi, en presencia de dosis farmacologi-
ques de DHT, els nivells de mRNA apareixen i es recuperen en femelles i mascles castrats
respectivament. Encara que inicialment s’havia localitzat exclusivament en el ronyé i més
concretament en el tubul proximal renal, els nostres resultats indiquen que el gen Sp també
s’expressa de forma important en el fetge, essent detectable per Northern-blot. La técnica
de la RT-PCR Southern també ens ha permés detectar el gen Sp en estomac, el testicle, el
pulmo, el cor 1 de manera molt feble en la glandula prepucial. Ia regulacié androgenica no
tant sols es dona en el ronyo sind que 'absencia de testosterona disminueix 'expressio del
gen en pulmé i cor.

En el fetge pero, el gen Sp esta fora del control hormonal, 'administracié de dosis
farmacologiques de DHT i estrogens no produeix cap canvi en I'expressié del seu mRNA.
En canvi al rony6 'augment significatiu que es déna en presencia de DHT és inhibit per la
presencia d’estrogens; efecte que s’observa tant a dosis fisiologiques com farmacologiques
de ’hormona. Aquest comportament del gen Sp no representa un cas aillat doncs, s’han
descrit dos gens d’expressié renal regulats per ambdues hormones sexulas amb efectes an-
tagonics, son POAT1 i el CYP2]5. I’OAT1 és un transportador renal de la p-aminohippu-
rat, s’expressa molt més en els tubuls corticals de rates mascle que de femelles, la castracid
disminueix significativament la seva expressio recupernat-se en presencia de testosterona i
inhibint-se en preseéncia d’E, (Ljubojevic ez a/, 2004); el CYP2]5 és molt abundan en rony6
1 esta involucrat en el metabolisme de I'acid araquidonic. Després de la pubertat CYP2J5
es troba molt més expressat en ratolins mascles que en femelles, la castracié disminueix
la seva expressio; el tractament amb DHT de ratolins mascle castrats i femelles augmenta
I'expressio del gen fins als nivells normals d’expressio, el tractament amb E, disminueix de
manera espectacular 'expressio del gen tant en ratolins mascle castrats com en femelles
ovarectomitzades (Ma e a/, 2004). No existeix pero en la literatura, gens acil-CoA sintetasa
regulats per les hormones sexuals. S’ha identificat una LACS (long-chain acyl-CoA synthetase)
de rata regulada positivament per la gonadotropina i negativament per la LH (hormona
luteinizant) en les cellules de Leidig (Tang ez a/, 2001)

Esta ampliament descrit que el rony6 és un organ diana pels androgens, pero estudis
recents han demostrat que els estrogens també exerceixen una accié sobre el rony6. En un
ratolf transgenic que porta un gen reportador com la luciferasa sota control de tres EREs
(estrogen-response elements) acoplats a una TATA box s’ha observat que de tots els teixits testats
en presencia d’estrogens I'0s 1 el ronyo presenten maxima activitat luciferasa, essent signifi-
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cativa en el fetge, el testicle, el cervell, la prostata, el colon i la pituitaria (Lemmen e# 2/, 2004).
Uns altres autors van realitzar un microarray a partir de mRNA obtingut de ratolins femella wt
1 ERBKO, ovarectomitzades i tractades amb estrogens durant sis setmanes, el ronyo va ser un
dels organs amb més afectacio pels estrogens ja que van trobar 26 gens induits pels estrogens
14 reprimits per ’hormona, a difereéncia del fetge on van trobar 2 gens induits per I'estrogen.
I’acci6 induida pels estrogens es dona a través 'ERa mitjangant un acci6 especifica gen-depe-
nent, ja que 'acci6 del receptor a través del seu mecanisme AF1 o AF2 varia segons el gen i és
teixit-especifica, es postula que hi juguen un paper important en aquest fenomen els diferents
coactivadors (Jelinsky ez a/, 2003).

Estudis recents han demostrat que existeixen interaccions entre els receptors d’androgen
1 estrogen alpha (AR i ERa respectivament), la interaccié del domini LBD del ERa amb la
regi6 N-terminal del AR es tradueix en una disminucié en lactivitat transcripcional del AR
(Panet-Raymond ez a/, 2000); els efectes oposats entre les dues hormones també es produeix
en els preadipocits de rata, ja que els androgens exerceixen un efecte anti-adipogenic al con-
trari dels estrogens que esdevé un factor pro-adipogenic a través de PPARy (Dieudonne 7 a/,
2000).

Es obvia lextrema complexitat en la regulacié genica exercida per les hormones sexuals
sobre els seus gens diana, essent el rony6 un dels organs diana amb un clarissim dimorfisme
sexual tan morfologic com fisiologic, encarregat del manteniment de ’homeostasi metabolica
en funcié de les necessitats d’ambdos sexes. Caldria realitzar pero, més estudis per esbrinar
quins son els mecanismes concrets pels quals els androgens i els estrogens exerceixen la seva
acci6 antagonica sobre el gen Sp 1 determinar quina és la seva implicaci6 fisiologica.

En femelles, Pexpressié del gen Sp obtinguda per la tecnica del Norther-blot és nul-la en
un ampli ventall de teixits, s’indueix pero en presencia de DHT en el rony6 (Melia e a/, 1998).
L’absencia pero, dels estrogens mitjangant ovarectomia, no permet 'expressio del gen Sp en
ratolins femella indicant que I'expressié del gen no és constitutiva 1 reprimida per estrogens en
femelles sin6 induida per androgens en el rony6 de ratolins mascles. Es necessaria, pero, una
tecnica més sensible per veure expressio de Sp en femelles, ja que en el nostre laboratori hem
pogut amplificar el gen S tant en el ronyé com en el fetge de ratolins femella mitjangant una
RT-PCR (dades no mostrades); per tat no és descartable que el gen Sp pogués esta influenciat
pels estrogens en el rony6 de ratolins femella.

Esta clar que el gen S en tots dos organs -ronyo 1 fetge- segueix un patré de regulacié
hormonal molt diferent; a més el fet que tant la proteina com el mRNA del Sp segueixin el
mateix patré de regulacié hormonal en el rony6 murf, suggereix que les diferéncies d’expressio
renal entre sexes 1 situacions hormonals es donen principalment a nivell transcripcional a ron-
yo. Els anticossos produits en el nostre laboratori contra peptids especifics de la proteina Sp
deduida, no ens permeten visualitzar la proteina en el fetge 1 per tant no podem saber si a
nivell de proteina, la Sp en fetge podria estar influenciada per I'accié6 hormonal.

La regulaci6é androgenica exercida sobre el gen Sp en el ronyé de ratolins mascle no és
soca depenent ja que hem pogut veure que en varies soques murines, la castracié inhibeix
Pexpressio del gen. Aquesta acci6 androgenica no és exclusiva dels ratolins, ja que en ronyons
de rates SD (Sprague Dawley) castrades, 'expressio del gen Sp també disminueix, encara que no
desapareix, com es dona en ratolins (Resultats de la tesi doctoral de la Dra. M* Jests Melia).
Es desconeix pero, si aixo es pot donar en humans tot i que també s’expressa en el ronyo
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(Samani ez al, 1994).
Clonatge del gen S 4 7 inici de la transcripcio

El gen SpA murf presenta una mida de 23Kb i consta de 16 exons i1 15 introns. La mida
dels exons varia des de 69 a 616pb, es troba localitzat en el cromosoma 7 de ratoli entre els
gens Umod 1 ZP2 i, coincideix amb les regions sinténiques dels cromosomes 11 16 de rata
1 huma respectivament, també localitzats entre els gens Umod 1 ZP2. Molt a prop del gen
Sa hi trobem gens que codifiquen per altres enzims acil-CoA sintetasa per a acids grassos
de cadena mitja. En el cromosoma 16 huma hi trobem PHXMA (xenobiotic/ medium chain
acyl-CoA sintetasa), 1a Bucsl (Butiril-CoA sintetase); en el cromosoma 1 de rata hi trobem la
KS (kidney specific protein), la MACS like (medium-chain acyl-CoA syntebtase like) 1 'Omacs (ol
Jactory medinm-chain acyl-CoA syntehtase) i, en el cromosoma 7 de ratoli hi trobem el Bucsl 1
una MACST amb una elevada homologia amb la proteina Sa, suggerint un possible origen
comu, posterior duplicacio i evolucio.

A diferéncia del gen Sy muri, els gens Sp de rata i huma contenen 15 i1 13 exons,
respectivament. Es interessant resaltar que la diferéncia més important coneguda fins ara
radica en la regi6 57 ja que el gen Sy muri conté tres exons no codificants, el gen Sp de rata
en conté dos i en el gen huma, no n’hi ha cap. L’ATG es troba en els exons 4,31 1 en el
gens Sp de ratoli, rata i huma, respectivament. També varia la mida dels introns, sobretot
en el gen huma.

I’exo 1 del gen de rata coincideix amb les 65 pb més 3’ de I'exo 1 de ratoli, I'exo 2 del
gen de ratolf desapareix en el gen de rata. Amb les tecniques utilitzades per resoldre la regid
5’ del gen Sp muri, descrites en "apartat RESULTATS hem observat que el transcrit que conté
I'exo 2 és el menys representat. En el gen Sp huma no hi trobem exons no codificants en
5’ ni tampoc un fragment 3’UTR en I'exo 13. Tots els exons codificants pero, en les tres
especies presenten aproximadament la mateixa mida. En la figura 66 es representa el gen Sp
de les tres especies rata, ratoli i humana.

L’homologia que existeix entre el gen SA de rata i ratoli és molt elevada fins i tot a nivell
de seqiiencia intronica, ja que presenten una homologia del 80-88% depenent de I'intro. En
canvi el gen Sp huma difereix molt del gen dels rosegadors, unicament sén homolegs els
exons al voltant del 84%, divergint molt en les zones introniques, tant en la mida com en
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Fig.66. Representaci6 esquematica del gen Sy de les tres espécies rata, ratoli i humana. Les caixes colorejades en negre de cada un dels gens
pertanyen als exons codificants, les caixes en blanc pertanyen a la regié no codificant. En lletra cursiva s'indiquen les mides en nt dels exons (a sobre
de cada caixa) i dels introns (sota les linies).
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la sequencia.

Les diferents formes del mRNA del Sp muri podrien ser el resultat d’una regulacioé dife-
rencial del gen, els estudis de funcié promotora s’han realitzat amb la seqiiencia upstream a partir
de I'exo 1, per tant no es descartable la possibilitat de existéncia d’altres elements reguladors
localitzats entre el primer i el quart exo. Anteriorment es va descriure una acil-CoA sintetasa
que conté tres exons no codificants en posicid 5 precedits cada un d’ells d’'un promotor que
dirigeix 'expressio d’un o altre transcrit atribuint a aquest gen expressio diferencial de manera
teixit-especifica (Suzuki ez a/, 1995). Aquest fet pero no és aillat, existeixen un gran nombre de
gens que contenen varies regions reguladores en els seus gens que els hi confereixen un expre-
ssi6 diferencial, recentment s’ha descrit que el gen de l'acil-CoA sintetasa 6 de ratoli codifica
per a varis transcrits amb una elevada heterogeneitat en la regi6 5, tot i que no han descrit la
seva funci6 (Lee ez a/, 2005).

La importancia de la regié 5’ en aquests gens es desconeix, es podria per tant, hipotetitzar
I'existencia de diversos llocs en aquesta regi6 implicats en la regulacié del gen, essent la causa
de la diferencia en 'expressio 1 regulaci6 del gen en cada una de les espécies. Frantz ef a/ van
observar durant I'estudi de regulacié del gen Sp en el rony6 de rates WKY que hi havien trans-
crits adicionals que no estaven presents ni en el ronyé ni en el fetge de les rates SHR, aquests
transcrits presentaven repeticions en tandem de varis exons especifics (Frantz ef a/, 1999). Mi-
tjancant la tecnica de RT-PCR van obtindre dos transcrits, el transcrit A 1 el B que contenien
I'exo 2 repetit en tandem i duplicacions dels exons 2-4, respectivament. El transcrit A no altera
la pauta de lectura en canvi el transcrit B resulta en una proteina truncada de 157 aminoacids;
el significat d’aixo es desconeix ja que no se sap quin paper fisiologic té la proteina Sp. Els ma-
teixos autors van veure a més que les cél-lules que expressaven les noves isoformes de mRNA
de Sa en el ronyo de les rates WKY no presentaven cap mena de reorganitzacié en el gen del
SA, suggerint que podria tractar-se d’un procés postgenctic (Frantz ez a/, 1999).

La repeticié en tandem d’exons en el mRNA es va descriure per primer cop en dos gens
de rata la COT (Carnitine octanoy! transferasa) (Caudevilla ez a/, 1998) i el gen Sp (Frantz ez al,
1999); estudis recents han demostrat que les repeticions exoniques d’ambdos gens es donen
exclusivament en la soca WKY ino en la soca SHR, possiblement degudes a I’existéncia de fac-
tors frans o cis-splicing diferents, propis dels alels dels dos gens en cada soca. Aquesta propietat
alelica es va identificar com un polimorfisme d’un unic nucleotid en I'exo 3 del gen Sa i, per
tant donada per una acci6 ¢s (Rigatti ef a/, 2004). La implicacié funcional d’aquest fenomen,
pero, es desconeix.

Nosaltres hem clonat varis transcrits per al gen Sy muri, Porganitzacié dels quals ve do-
nada per la combinacié entre els exons 11 2 ja que 'ex6 3 sempre hi és present, tant 'exo 1
com el 2 presenten dos llocs intra-sp/icing que a més confereixen la possibilitat d’obtindre altres
transcrits; en cap cas pero afecta a la pauta de lectura de la proteina. No hem observat pero,
exons repetits en els transcrits resolts per RT-PCR. La repeticié en tandem dels exons en el gen
SA de rata a més, és soca-especifica, per tant caldrien més estudis per saber si aquest fenomen
pot donar-se en altres soques de ratoli; tot 1 que podria ser un fenomen espécie-especifica.

La importancia funcional dels diferents transcrits en el gen Sp mutf es desconeix tot 1 que
faltaria saber si en el fragment del gen que compren de I'exé 1 al 4 no existeix cap regio regu-
ladora que determini la presencia d’un o altre transcrit com ja hem exposat anteriorment.
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Esta ampliament descrit que la regié 5’UTR és molt important en la determinacié
1 regulaci6 de I'inici de traduccié d’'un mRNA, la seqiiencia 5’ determina I'inici de la tra-
ducci6 oferin al ribosoma el codé AUG; la mida del 5’UTR, la posicié i el contexte on es
troba el cod6 d’inici, ’adici6 de 'estructura m7G cap i 'estructura adoptada per el mRNA
representen els parametre critics en la traduccié del mRNA (Gray e a/, 1998; Mignone e#
al, 2002; Wilkie e# a/, 2003), per tant no es pot descartar un mecanisme de regulaci6 pretra-
duccional, a nivell de mRNA, donada la diversitat existent en el 5’UTR descrits per al gen
SA.

Del gen Sp huma no es coneix gaire cosa a part de la seqiiéncia genomica, els estudis
realitzats fins ara s’han centrat en la localitzacié de polimorfismes relacionats amb patolo-
gies com l'obesistat, la hipertensi6 i la hipolipidemia (Iwai ez a/, 2002; Benjafield ez a/, 2003).
S’han clonat varis transcrits per al gen Sp huma, la variant 1 (Gen Bank NM_005622) i la
variant 2 (Gen Bank NM_202000 i BC002790) donant un parell de proteines truncades
de les que es desconeix la seva implicacié funcional, ja que fins ara no s’ha fet cap estudi
al respecte. En el cromosoma 16 huma es poden localitzar dos gens Sa, on suposadament
un d’ells correspondria a un pseudogen. El gen Sp dels rosegadors es de copia unica ja que
tant sols hi trobem un Gnic gen en els cromosomes 11 7 de rata i ratoli, respectivament.
(dades obtingudes amb el programa BLLAST de les bases de dades, on hi trobem el genoma
complert de cada una de les especies).

Analisi del promotor del gen S 4

La resoluci6 de I'exo 1 1 per tant la deteminacié de l'inici de transcripcié determinat
per les tecniques de primer extension, 5-RACE 1 RT-PCR ens va permetre obtenir I'inici de
la putativa regié promotora del gen Sp de ratoli. En la posici6 -48 1 -60 hem identificat
dos possibles caixes TATA, (AATTAA) 1 ( AATATAT), aquesta ultima flanquejant a una
caixa de reconeixement per a Spl. Utilizant els programes TEFSEARCH i Matlnspector
disponibles en les bases de dades s’han identificat possibles llocs d’uni6 a diferents factors,
que inclourien C/EBP, GATA1 i 2, AP1, SRY i el SREBP entre d’altres. No esta clar pero
quins d’aquests o d’altres encara per identificar jugarien un paper rellevant en la regulacié
transcripcional del gen Sa.

Quan es coloquen en front d’un gen reporter, el promotor Sp és capag d’iniciar la
transcripcié genica basal tant en cel-lules renals, PR10, com en cel-lules hepatiques HepG2,
els valors luciferasa pero, son majors en les cellules renals. El conjunt de fragments del
promotor segueixen un patré d’activitat similar en ambdues linies cel-lulars essent la cons-
truccié -110Luc la que ofereix una activitat luciferasa maxima que disminueix amb només
72 pb de promotor tot i que també s’obté una induccio significativa. I.’analisis seqliencial
de les -72 pb de promotor revelen 'existéncia, a part de les dos possibles caixes TATA,
d’un lloc GC-box d’unid a Spl, situat en posicié -60.

El Sp1 és un factor de transcripcié ubiquo tipic de la familia dels factors Cys2His2 zine
finger. Alguns promotors de gens codificants per a proteines mitocondrials presenten varies
caixes GC funcionals. En molts casos la unié del Sp1 a aquests gens és necessaria per una
inducci6 transcripcional significativa (Nelson ef a/, 1995; Zaid et al, 1999) a més, I'expressio
d’aquests gens no esta estrictament relacionada amb el nombre o localitzacié de llocs Sp1
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(Zaid et al, 1999). Tot 1 aixi, el paper de Spl en I'adaptaci6 del contingut proteic mitocondrial
d’una cel-lula segons les condicions fisiologiques, encara esta per dilucidar.

Els elements minims necessaris per dirigir 7 vitro I'expressié basal del gen Sy muri es
troben en el fragment de 110 nucleotids em ambdues linies cellulars PR10 i HepG2, quan
afegim 100 nucleotids més de promotor (-210Lic), 'expressié basal disminueix a nivells inclas
inferiors al fragment de -72, indicant que hi podria haver algunt tipus de represor; els nivells
de transcripcié es mantenen més o menys uniformes fins al nucleotid -639, efecte que es dona
molt més accentuat en les cel-lules renals, perque en les cel-lules hepatiques el fragment -331Lxc
és capag de superar aquesta inhibicié mantenint-se fins al nucleotid -639. Aixo suggereix que
en les cellules HepG2 existeix algun factor que reconeix aquest fragment de promotor capag
d’anul-lar la repressié exercida sobre la transcripcid, factor que en principi o no es troba en les
cellules PR10 o no es donen les condicions adecuades per a que es dongui aquesta interaccio
amb el promotor. Existeixen varis factors de transcripcid reconeguts pels programes de reser-
ca en el fragment de -331Lue, entre els que destaquem PAP-1, GATA-11 2 i un lloc d’'uni6 al
receptor de la vitamina D (VDR), és molt dificil hipotetitzar quin d’aquests factors o d’altres,
podrien donar una resposta teixit-especifica en el gen Sp de ratoli, ja que estan relacionats amb
I'activacié o inhibicié de quantitat de gens d’expressié en un ampli ventall de teixits; per tant
s’haurien de realitzar molts més estudis.

Un altre punt destacable es troba en el fragment -747Luc, ja que es produeix una nova
disminuci6 en Iactivitat transcripcional del promotor en ambdues linies cel-lulars; és en aquest
fragment on hi trobem la putativa caixa SREBP. Tot 1 que hem demostrat per la tecnica de
Band Shift que no és reconeguda per la proteina SREBP1c; si que és especifica per algun factor
de transcripcié present en un extracte nuclear de rony6 i de fetge. No es descarta pero que es
tractés d’un altre subtipus de SREBP com I’la, o el SREBP2. Tot i que esta demostrat que tots
ells son capagos de reconcixer la mateixa sequéncia (Ammemiya-Kudo e a/, 2002; Zeng et al,
2004), petites variacions en la seqiiencia consens, podria comportar I'especificitat per diferents
factors de la mateixa familia.

La seqiiencia analitzada per band shift conté una caixa E-box que també podria ser reco-
neguda per altres factors de transcripcié com per exemple V'USE (Upstream stimulatory factor).
Aquest factor de transcripcié d’expressio ubiqua esta relacionat amb el metabolisme lipidic ja
que s’ha descrit la seva accié sobre una fatty acid synthase (FAS), enzim clau en la via lipogénica.
També s’ha descrit que la uni6 del factor USF-1 a la caixa E-box és necessaria per la induccio
mediada per la insulina en el gen FAS (Sul ez a/, 2000).

Quan s’ha evaluat la resposta androgenica per part del promotor Sa, les induccions de-
tectades han estat bastant discretes en tots els fragments testats menys en el -496Lxc. S’han
assolit inducccions de x4.5 vegades respecte a 'absencia del receptor i ’'hormona, el control
positiu quimeric 1XARECyp98Luc (Isern e# a/, 2003) dona una resposta de x10 vegades. Aixo
pot estar relacionat amb I’abséncia dels factors necessaris per la induccié del gen Sp en aques-
tes cel-lules, tot 1 que la linia cel-lular PR10 s’ha descrit com a model valid per I'estudi de la
regulacié androgenica (Soler e a/, 2002). L’activitat transcripcional del fragment -496Luc en
front als androgens en les linies cel-lulars CV-1 1 HepG2, que han estat descrites com a bons
models de resposta androgenic (Barbulescu ez a/, 2001; Hartig ef a/, 2002; Cho et al, 1997),
podem veure que el valor maxim obtingut pel -496Lxc en presencia del AR ila DHT es troba
en la linia cel-lular renal CV-1, en canvi la linia hepatica HepG2 tot i que respon molt be als
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androgens, el promotor de SA presenta una activacié molt discreta comparada amb les CV-
1. La impresi6 que dona és que el promotor Sa en les linies renals PR10 1 CV1 respon de
manera significativa al receptor d’androgens si ho comparem amb el comportament que
presenta el 1XARE control; en canvi, en la linia hepatica la resposta del promotor S és
molt discreta tenint en compte 'elevada induccié de 'I1XARE control. Aquests resultats
concorden amb els resultats obtinguts 7z vzvo, ja que esperariem reposta androgénica només
en la linia cel-lular renal. Malauradament no s’ha identificat cap element de resposta al re-
ceptor d’androgens (ARE) en tota la sequiencia promotora per tant una altra possibilitat és
que la regulaci6é androgencia exercida sobre el gen Sp vingui donada per un altre factor de
transcripcio que estigui sota control del receptor d’androgens.

Quan comparem la 1KDb de seqiiencia promotora dels gens Sa de rata i ratoli, es a dir
més o menys unes 1000 pb #pstream a partir de 'exo 1 en cada un dels gens veiem que pre-
senten una homologia del 88%, aquesta es perd pero a partir de la zona repetitiva del pro-
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La proteina S 4

Des que es va clonar per primer cop el cDNA de Sp de rata (Iwai ez a4, 1991) es va
observar que la corresponent proteina Sp deduida presentava homologia amb les acil-CoA
sintetases (ACS). La comparacié aminoacidica de maltiples proteines ACS, tant de procariotes
com d’eucariotes, entre les que s’inclou la proteina Sp de rata, ratoli i humana, han revelat
Pexistencia de 8 dominis molt conservats entre elles, localitzats des del centre de les proteines
fins a la regi6 C-terminal, aquestes regions podrien jugar un paper en l'activitat enzimatica o
formar part del lloc catalitic de les proteines (Karan ez a/, 2001). Els mateixos autors van veure
mitjangant un estudi filogenetic, que la Sp estava més estretament relacionada amb les ACS
procaritotes que les eucariotes, aquestes similituts es van interpretar com l'existencia d’un
ancestre comu en els procariotes. La identificaci6é de set dels dominis conservats suggerien
d’una manera clara que I'origen dels gens eucariotes ACS, entre els que trobem els Sp de les
tres especies, era mitocondrial 1 en ultima instancia d’un origen procariota, tenint en compte
que les mitocondries provenen dels procariotes (Karan e a/, 2001).

Els acids grassos han de ser “activats” formant els CoA tioesters abans de participar
en les diferents reaccions cataboliques o anaboliques. Aquesta activacié esta catalitzada per
les acil-CoA sintetases, també anomenades acid:CoA ligases (AMP-forming) (EC 6.3.1.x). Les
acil-CoA sintetases es classifiquen en funcié de la mida de les cadenes hidrocarbonades dels
acids grassos que reconeixen. Durant "dltima década s’ha revelat que existeix més d’un enzim
diferent per a un tipus de mida d’acid gras. Per exemple s’han descrit set membres de VLCS
(very lon-chain acyl-CoA synthetase) en humans (Watkins ez a/, 1999), i cinc membres de LCS (long
chain acyl-CoA synthetase) en rates (Suzuki ef a/, 1990; Fujino ef al, 1992; Fujino ef al, 1996; Kang
et al, 1997; Oikawa ez al, 1998).

Un tret unificador entre aquests enzims és el domini d’unio a AMP (PROSITE PS00455)
present en tots els enzims ACS, aquest domini altament conservat consisteix en un motiu
de 10-12 aminoacids descrit per primer cop fa aproximadament una mica més d’una decada
(Babbitt ez a/, 1992).

Com ja s’ha comentat existeixen pero altres dominis conservats entre les diferents ACS,
alguns autors pero han proposat que existeix un domini d’uns 22 aminoacids comu en tots el
enzims ACS pero amb petits trets diferenciadors entre els diversos membres que determina
I'especificitat de reconeixemen en la mida dels acids grassos (Steinberg e a/, 2000). Aquests
mateixos autors postulen per estudis d’homologia amb la tnica proteina identificada fins a les
hotres com a MACS (medium-chain acyl-CoA synthetase), la Xenobiotic/ medinm-chain fatty acid:CoA
ligase from XI-1II de vedella (Vessey e al, 1997), que les proteines Sp (rata, ratoli, humana), la
KS (kidney specific protein) de rata 1 una proteina humana identificada com a “human unknown
protein’” pertanyien a la familia de les MACS (Steinberg e a/, 2000).

La proteina Sp s’ha identificat definitivament com una MACS (fatty acid medinm-chain acyl-
CoA sinthetase) localitzada en la matriu mitocondrial (Fujino e @/, 2001). S’han identificat dos
substractes especifics per a la proteina Sa, un és I’acid isobutirat amb una Km de 0.05mM, ac-
tivitat enzimatica que requereix CoA i ’hidrolisi de PATP per formar AMP (Fujino ez a/, 2001),
estudis d’incorporaci6 d’acids grassos marcats amb "C suggereixen que el Sp juga un paper en
la degradaci6 dels acids grassos de cadena mitja amb la finalitat de produir energia, ja que el
"C s’incorpora al CO, i no als lipids (Fujino ez a/, 2001). L’acid octanoic és el segon compost
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identificat com a substracte de la proteina Sy (Iwai ez 2/, 2002). Aquests mateixos resultats
hem obtingut amb els nostres experiments, ja que en les cellules PR10 transfectades amb
el constructe SA-FLLAG i incubades amb acid octanoic marcat amb C, s’ha produit un
agument de P'incorporacié del “C en el CO, ino en els triglicerids.

Mortsczeck et al van postular Pexistencia d’'un nou motiu, anomenat domini M, que
podria estar involucrat en definir 'especificitat de PACS pels acids grassos de cadena mitja,
van trobar similituds molt elevades entre el domini M de la proteina Mig (wacrophag-induced
gene) identificada com una MACS amb altres enzims acil-CoA sintetasa per als acids gras-
sos de cadena mitja. Aquest domini es troba menys conservat en les LCS (Morsczeck e 4/,
2001).

Nosaltres hem intentat identificat aquest domini M, en la proteina SA, mitjan¢ant un
estudi computacional. La zona de la proteina comprés de 'aminoacid 454 al 488 és el que
presenta una elevada homologia amb altres dominis M de varies ACS, alguns identificats
com a tals i d’altres no. Els estudis de mutaci6 realitzats en la proteina Sp han mostrat que
dels sis aminoacids estudiats, la glicina en posici6 463 és fonamental doncs, la seva substitu-
ci6 per una alanina anul-la totalment P'activitat enzimatica. Estudis mutacionals realitzats en
una proteina fatty acyl-CoA synthetase ’E. coli (ECACS), la substitucié d’algun dels aminoa-
cids que comprenen el domini d’uni6 als acids grassos o FEACS signature motif, per una ala-
nina, produien varis efectes sobre I'activitat enzimatica, augmentant o disminuint afinitat
per diferents substractes o inhibint-la (Black ez a/, 1997). La regi6 C-terminal de tots els
enzims acil-CoA sintetasa presenten una elevada homologia; en aquesta zona hi trobem la
sequencia d’aminoacids que formen els dominis FACS o M segons es tracti d’un acil-CoA
sintetasa per acids grassos de cadena llarga o mitja, respectivament. Bl EACS signature motif
conté 25 aminoacids (que numerarem de 1'1-25) i el domini M de 35 aminoacids (numerats
de I'1-35) els dos dominis es troben en la mateixa regié C-terminal en cada un dels enzims
de la familia coincidint els primers 19 aminoacids del domini M amb els 19 dltims del do-
mini FACS, tal com es representa en la figura 68.

ECAS (FACSmotif) 431 NGWLHTGDIAVMDEEGFLRIVDRKK 455
SA (domini M) 454 GDRGYMDEDGYFWFVARSDDIILSSGYRIGPFEVE 488
*

Fig.68. Comparacié entre el motiu FACS i el domini M. El motiu FACS pertany a la proteina ECACS (Fatty Acyl-CoA
synthetase de E.coli) i el domini M pertany a la proteina S, murina, amb un asterics s'indica la glicina 463. Ambdues
seqiiencies presenten homologies molt elevades en tots els enzims acil-CoA sintetasa.

La glicina en posici6 101 16, en el domini M i FACS,; respectivament, es troba en tots
els membres de la familia de les fa#ty acy/-CoA synthetases independentment de la preferencia
de substracte, la mutacié d’aquesta glicina provoca la inactivacié complerta de I'activitat
enzimatica de la proteina ECACS (Black ez a/, 1997), es postula que aquesta glicina parti-
cipa en Pestructura de la proteina mantenint 'acid gras unit a la butxaca catalitica. En la
proteina Sp aquesta glicina és la que es troba en posici6 463, la mutaci6 de la qual inactiva
la proteina.

La proteina Sp s’ha identificat en altres especies de mamifer que no soén les classi-
ques (rata, ratoli i humana), com loranguta i el gos. Com era d’esperar la proteina Sp de
I'oranguta presenta una major homologia amb la proteina Sy humana que amb la dels
rosegadors. La proteina Sp en les quatre especies presenta una senyal de translocacio a
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mitocondria en posicié N-terminal, aquest peptid senyal, d’uns 30 aminoacids, és hidrolitzat
un cop la proteina es troba en la mitocondria o durant el seu transport; el pes molecular de la
proteina deduida del cDNA és de 65.5kD en canvi en un western-blot presenta una mida de
62kD, degut a que la proteina madura no presenta el peptid senyal (Fujino e a/, 2001). Aquest
fet pero, és propi en els proteines de localitzacié mitocondrial; el péptid senyal de translocacié
a mitocondria presenta una estructura especifica que es reconeguda per chaperones citosoli-
ques encarregades de conduir la proteina fins als receptors i translocadors situats en la super-
ficie de la membrana externa de la mitocondria (Pfanner ¢z a4, 1997; Endo ez a/, 2002; Pfanner
et al, 2002). Bl peptid senyal mitocondrial, pot estar situat en posicié N-terminal o en una
zona central de la proteina, esta descrit que aquest fenomen indica la localitzaci6 especifica de
la proteina dins la mitocondria (Pfaner ez a/, 2002); el peptid senyal en posicié N-terminal és
tipic de proteines de la matriu mitocondrial, com és el cas de la proteina Sa.

La sequiéncia peptidica presenta varis aminoacids de carrega positiva que li confereixen
una estructura tridimensional particular, concretament una a-helix amfipatica, on els residus
amb carrega positiva son alineats en un cant6 de I’helix, mentre que els residus hidrofobics
sense carrega es troben alineats de manera oposada en la mateixa helix, el conjunt confereix
Pestructura reconeguda per a les proteines chaperones i els receptors de la membrana mito-
condrial. 8i intentem reproduir I'estructura helix amb el peptid senyal de la proteina Sp veiem
que més o menys adquereix la forma descrita, propia del peptid senyal mitocondrial, aquesta
estructura hipotetica es representa en la figura 69.

"Il
L

L

Fig.69. Representacio hipotetica de estructura alpha-helix del péptid senyal de la
proteina S, murina. En vermell es representen els aminoacids de carrega positiva, els
aminoacids apolars es representen en groc.

Hem observat que la presencia d’una proteina relativament gran com la GFP en posicié
N-terminal en la proteina Sp, impedeix la seva translocacié a mitocondria, aixo podria ser
degut a que la GFP impedeix la formacié de Pestructura tridimensional del peptid senyal,
impossibilitant la unié a les proteines chaperones; una altra possibilitat seria que la GFP pot
estar obstaculitzant la unié de la proteina als receptors de la membrana externa de la mitocon-
dria per ser translocada. Es necessati per la translocaci6 de la proteina a la mitocondria que el
precursor estigui en una conformacié no plegada facilitat per les chaperones citosoliques, la
presencia de la seqiiéncia N-terminal en les proteines recent sintetitzades podria prevenir el
seu plegament i prolongar I'associacié de la proteina a la chaperona (Lain ez a/, 1995), aquest

181



Discussio

fet podria estar impedit per la presencia de la GFP en posicié N-terminal.

Hem demostrat mitjancant I’assaig de marcatge metabolic que la proteina Sp té una
vida mitja intracel-lular de més de 26 hores. S’ha de dir pero, que els assajos de marcartge
metabolic s’han realitzat mitjangant transfeccié transitoria de Sp en la linia cel-lular renal
PCT3. Aquestes cel-lules, tot i que presenten les caracteristiques propies de cel-lula epitelial
proximal renal, podrien mancar de factors especifics que condicionessin la traduccio 1 el
processament de la Sp endogena al rony6. Igualment, la sobre-expressio de la proteina en
el model cel-lular pot alterar significativament el processament normal de la mateixa.

Regulacid del gen S 4 pels receptors PPAR

Existeixen molts aspectes relacionats de manera directa o indirecta amb el metabolis-
me dels acids grassos aixi com del contingut o homeostasi intracel-lular dels lipids que es-
tan subjectes al control transcripcional per la familia dels PPAR. Molts gens amb un paper
crucial en el metabolisme dels acids grassos presenten un element de resposta als PPAR
(PPRE) en les seves seqiencies reguladores (Genevieve ez a/, 1997). Alguns dels PPRE més
ben caracteritzats corresponent a gens implicats en I'oxidaci6 dels acids grassos com el gen
que codifica per la MCAD (medium-chain acyl-CoA debydrogenase) (Gulick et al, 1994) o els
gens implicats en la B-oxidacié peroxisomal com el gen Aey/-CoA oxidase (ACO) (Dreyer et
al, 1993; Tugwood et al, 1992). Els PPAR s’uneixen al PPRE d’aquests gens forman hetero-
dimers amb els receptor de I’acid 9-cis-retinoic, el RXR per ser funcionals.

Els nostres resultats mostren activitat transcripcional del promotor Sp en presencia
dels receptors PPAR/RXR amb activitats maximes en els constructes de -210Lse, -639Luc
1-2000Lc en la linia cel-lular renal PR10. Malauradament, mentre realitzavem aquests es-
tudis vam examinar reiterativament el promotor de Sp amb els programes de recerca de
factors de transcripcié disponibles en les bases de dades i no vam trobar cap element de
resposta als PPAR. En una recerca molt recent amb el programa Matlnspector hem po-
gut identificat dos elements de resposta al PPARa/RXR en posicié +20 i -1050 i un lloc
d’uni6 al receptor de la vitamina D (VDR), receptor que pertany a la mateixa superfamilia
de receptors nuclears que els PPAR 1 que també heterodimeritza amb el receptor RXR. En
la figura 70 es representa la posici6 1 seqliencies de cada un dels elements de resposta per

-1055 gcaaabaaaaacagcataaagatct#aaaggatgaaataaaactcactct
PPARA/RXR

-355 cagagcaggaaggccgagcggtgaggt#tgggtcagagaagacacc%tgg

+1
-5 actcCGTCCACTTTGATCCACCAC#AACACTAAAGCAGAGGTGA@AAGTT
PPARA/RXR

Fig.70. Preséncia d’uns possibles elements de resposta als receptors PPAR« i al VDR en la seqiiéncia
promotora del gen S . Dades obtingudes amb el programa MatInspector.
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aquests receptors. El fet que no hagués estat reconegut abans és degut a que aquests progra-
mes s’actualitzen a mesura que s’identifiquen nous elements consens per als diferents factors
de transcripcio.

Tot 1 que falten molts estudis per comprovar si realment aquests putatius PPRE sén
funcionals, els resultats obtinguts amb els assajos d’activitat promotora mitjancant transfeccié
transitoria ens fa pensar que podrien ser responsables de I'activacié transcripcional del pro-
motor de Sp en preséncia dels receptors PPAR 1 RXR. Com mostren els nostres resultats, el
constructe -72Luc (-72/+40) respon a la preséncia d’ambdos receptors el PPARa i el RXR,
en canvi no ho fa de manera significativa amb els PPARy/RXR ni el PPARS/RXR, aquest
fet podria explicar-se per la preséncia d’aquest element de resposta en posicié +20 respecte a
Iinici de transcripcio del gen.

En totes les linies cellulars obtenim certa resposta transcripcional amb el constructe
-639Luc en presencia del receptor RXR sol, sobretot en les PR10 i PCT3, aixo podria ser
degut a que el RXR heterodimeritza amb PPARs d’expressié endogena tot i que no sabem
si s’expressen en aquestes linies cel-lulars, també podria heterodimeritzar amb altres factors
endogens com el receptor de la vitamina D (VDR) tenint en compte que s’ha identificat un
element de respota per aquest factor en posicié -327. El constructe -210Lu respon molt poc
al RXR a diferencia dels resultats obtinguts amb el -639 L, per tant en aquest cas el RXR no
respon a través del putatiu VDR siné d’un altre factor endogen com podrien ser els propis
PPAR endogens.

En les cellules HepG2, la induccié del constructe -639Luc per part del RXR és menor,
Iexpressi6 dels PPAR en aquesta linia cel-lular és molt baixa, per fer estudis d’activitat promo-
tora d’elements de resposta (PPREs) és necessari la transfeccié dels PPAR, ja que I'expressié
induida per aquests receptors només és significativa quan son cotransfectats (Palmer e a/,
1998; Gervois et al, 1999), per tant és d’esperar que la resposta donada pel RXR en les HepG2
sigui deguda a la seva heterodimeritzacié amb un altre factor de transcripcié endogen.

Lactivitat transcripcional dels diferents subtipus de PPAR és induida per multitud de
compostos quimics inclossos els propis acids grassos, les thiazolidinediones (agents antidia-
betics) com el ciglitizone; les prostanglandines, els proliferadors de peroxisomes i els fibrats
(drogues hipolipidemiques) com el clofibrat.

E1'WY14,643 és un potent agonista de PPARa, malgrat aixo, en cap de les linies cel-lulars
testades no hem obtingut més induccié trancripcional dels constructes -639Lzxc i -210Luc en
presencia de 'agonista que la que déna el propi PPARa. S{ que hem observat pero que el cigli-
tazone agonista del PPARYy activa al receptor, donant una induccié major que 'obtinguda amb
el receptor RXR sol, en les cellules HepG2. Lactivitat promotora deguda a la presencia del
PPARy/RXR/CTZ pero, és major en la linia renal MDCK. L’acci6 del PPARy/RXR sobre
aquest fragment de promotor és lligant-depenent ja que per si mateix no és capa¢ de induir
activitat promotora. En les cél-lules PR10 i PCT3 pero, el ciglitzone ha resultat ser toxic; s’ha
demostrat en ccl-lules mesangials que el ciglitazone bloqueja el cicle cel-lular inhibint la forma-
ci6 de ciclina D1 (Ghosh ez a/, 2003) i que produeix apoptosi en cél-lules de cancer de colon
HT-29 (Yang ez al, 2001), aquests efectes pero es duen a terme independentment del PPARy 1,
no totes les linies cellulars estudiades son sensibles a la droga, com també hem pogut obser-
var en els nostres experiments.

Amb la recent identificaci6 dels dos possibles elements de resposta a PPAR s’haurien de
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realitzar més estudis amb un enfoc més dirigit, ja que ens hauriem de limitar a estudiar els
constructes correctes com el -2000Lxc o el -72Luc que engloben dos o un dels elements
PPRE, realitzar estudis d’activitat promotora amb els PPREs mutats 1 estudis de Band
Shift o Supershift per comprovar especificitat dels PPAR per aquests PPRE.

Alguns dels estudis realitzats iz vivo, son comparables als resultats obtinguts zz vitro,
en canvi d’altres divergeixen. El WY14,643 no produeix cap canvi en I'expressio del gen
S tant en el rony6é com en el fetge, en canvi un altre agonista de PPARa, el clofibrat aug-
menta I'expressio del gen en el rony6 pero la disminueix en el fetge, no sabem pero quin
efecte produiria el clofibrat sobre I’activitat transcripcional en assajos de transfeccio transi-
toria ja que no s’ha provat. El ciglitazone agonista de PPARy produeix una disminucié en
Iexpressié del mRNA de Sp en ronyd. Esta ampliament descrit que el PPAR« s’encarrega
d’activar molts dels enzims implicats en 'oxidacio6 dels acids grassos a diferencia del PPARy
amb una clara funcié6 lipogenica, aixo suggereix que el Sp en el rony6 jugaria un paper dins
de la via oxidativa dels acids grassos de cadena mitja en les mitocondries renals, via PPAR«.
El clofibrat indueix significativament els enzims de la 3-oxidaci6 en el cortex renal, inclo-
ent el LCAD (long-chain acyl-CoA debydrogenase), la MCAD (medin-chain acyl-CoA debydrogenase)
1 PACO (Aeyl-CoA oxidase), suggerint que el PPARa renal juga un paper important en la
resposta adaptativa a la dieta lipidica en el rony6 i a la seva utilitzacié (Gun ez 2/ 2001). Per
una altra banda 'expressié del mRNA de Sp no es veu afectada en presencia del WY 14,643
un potent agonista de PPAR« per tant no podem afirmar que el gen Sp estigui controlat
de manera directa per aquest receptor, el clofibrat

pero és un agent hipolipidémic, per tant I’activacio

del gen Sp en aquest contexte ens permet sugge-
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ques compensatories amb la que es posa en marxa >
I'activacié o inhibicié de tot un grup d’altres gens D S

en els que hi trobem al gen Sp. Aquest fet pero no ¥ Hipolipidemia

es dona en el fetge, siné tot el contrari, ja que el clo-

fibrat disminueix I’ expressié del gen S, aixi doncs  Fig. 71. Representacié hipotetica de Pacci6 del clofibrat
sobre expressié del gen S, en el rony6. El PPAR« pot

el gen SA en el fetge 1 en aquest matelX CONteXte o activat directament pel clofibrat o indirectament a

ﬁSiOlégiC tendria una regulacié { un paper molt conseqiiencia dels efectes hipolipidemics produits pel fibrat.
. > Amb una linia discontinua es mostra la possible via d’accié

diferent. En la figura 71 es presenta un esquema del clofibrat independentment del PPARx

hipotetic de I'accié del clofibrat sobre I'expressio

del gen Sp en el ronyd.
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Discussio General

El gen Sa codifica per un enzim mitocondrial identificat com una mwedinm-chain acyl-CoA
synthetasa (MACS) reconegut en varies especies de mamifer tot i que possiblement també es
troba en altres espécies no mamiferes. La proteina S és un enzim acil-CoA syntheasa (ACS)
amb afinitat per un tipus de compostos lipidics o xenobiotics amb cadenes hidrocarbonades
d’una mida concreta resultat de ’'evolucié d’una ACS, ancestre comu per a tots els enzims de
la familia, d’origen procariota.

El gen Sp s’expressa fonamentalment en el ronyo 1 fetge dels rosegadors, rata i ratoli;
tot i que en el ratoli el podem trobar en altres teixits com en Iestomac, el cor, el pulmé, el
testicle 1 la glandula prepucial. En el rony6 pero, és d’expressio exclusiva en el tabul proximal
d’amdues especies; en aquest segment de la nefrona és on es concentra la major activitat de
reabsorcié de soluts organics 1 nutrients essencials. El tibul proximal esta format de varis
segments morfologicament diferents formats per cel-lules epitelials amb un elevat contingut
de mitocondties (veure INTRODUCCIO) i per tant amb una elevada activitat metabolica, aquest
tret condiciona Pexpressié de determinats gens que li confereixen les seves caracteristiques
funcionals.

Existeixen molts mecanismes de regulacié de 'expressio genica que confereixen caracte-
ristiques morfologiques i funcionals especifiques a un teixit, com les hormones sexuals; esta
ampliament descrit que el rony6 és un organ diana pels androgens regulant un gran nombre
de gens, entre ells el que codifica per la proteina Sp. Només en presencia d’androgens es pot
visualitzar I'expressié d’aquest gen a ronyo per técniques de northern-blot, indicant una forta
dependencia androgenica per a la seva expressio. En les rates en canvi la regulacié androgeni-
ca exercida sobre el gen Sa en el rony6 no és tant drastica, resultats obtinguts en el nostre la-
boratori ens mostren que la castracié produeix una lleugera disminucié en I'expressio del gen
tot 1 que és forca variable entre individus de la soca SD (Sprague Dawley). Semblaria doncs,
que el grau de dependencia androgenica del gen S, podria variar segons I'especie.

Els estrogens exerceixen una accié antagonica sobre la regulacié androgenica en el gen
S inhibint la seva expressio inclas en presencia de dosis farmacologiques de dihidrotestoste-
rona. Tots aquests fenomens pero son exclussius del ronyo ja que en el fetge cap de les dues
hormones exerceix canvis en Pexpressio del gen; el significat funcional d’aixo es desconeix
pero esta clar que en el ronyo de ratoli el gen Sp presenta un dimorfisme sexual amb una clara
trascendeéncia fisiologica, encara per determinar.

El rony6 presenta dimorfisme sexual essent un dels organs més androgen-depenent
(Lund ef a/ 1991); dins el rony6, el lloc principal d’accié dels androgens recau sobre les
cellules epitelials del tubul proximal. I’hormona estimula hipertrofia del tibuls proximals
i de les cellules de la capsula de Bowman (Berger ef 2/, 1989). Aquest procés ve acompanyat
per canvis estructurals 1 morfologics en els organuls subcel-lulars sobretot a nivells de mito-
condries i del sistema lisosomal ( Koening e a/, 1980). Existeix dimorfisme sexual en el meta-
bolisme i Pexcrecié d’anions i cations organics en el ronyé muri, en general la secrecié renal
d’anions organics en mascles és superior que en femelles, molts xenobiotics s6n secretats de
Porganisme més rapidament en animals mascle que en animals femella. Una de les primeres
MACS (medinm-chain acyl-CoA synthetase) identificades en el rony6 de ratoli és responsable de
la conjugacio de la glicina (Kasuya e# a/, 1999), essent aquesta una de les vies més importants
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de detoxificacio, no tant sols del xenobiotics sin6 tambe d’acids endogens. El rony6 és el
maxim responsable en la conjugaci6 de la glicina, ja que es déna molt poc en el fetge. En
els homes els 68% de la conjugacié de la glicina és renal i el 32% hepatica (Von Lehmann
et al, 1973).

Les MACS accepten com a substractes els acids grassos de cadena mitja, acids aroma-
tics, acids arilacetics 1 d’altres acids carboxilics xenobiotics com 'acid salicilic (Kasuya ez a/,
1999), per tant poden estar implicats en diverses vies metaboliques des de 'oxidacié o sin-
tesi dels acids grassos fins a la detoxificacié de diversos xenobiotics; no es coneix perod per
molts dels gens que codifiquen per les MACS els factors implicats en la seva regulaci6 ge-
nica; en aquests darrers anys s’han identificat noves MACS que presenten caracteristiques
bioquimiques semblants i localitzacié mitocondrial, pero tenen una distribucié tissular
molt diferent (Vessey e# al, 2003; Oka ez al, 2003); per exemple ’O-MACS esta expressada
exclusivament en les mitocondries de I'epiteli olfactori de rata (Oka ef 4/, 2003), presenta
una elevada homologia amb la proteina Sa 1 una gran afinitat per ’hexanoat i 'octanoat,
no es coneix pero, res de la seva regulacié geénica. En dltima instancia totes aquestes dades
semblen suggerir que I'expressio d’aquests enzims i localitzacié tissular ve donada per
I'especificitat de substracte aixi com el destf del producte catalitzat de llurs enzims, ja sigui
dintre del metabolisme lipidic o detoxificacié de xenobiotics, en funcié de les necessitats i
funcié de cada teixit.

Els acids grassos de cadena mitja (MCFAs) sén molt abundants en la llet, I'oli de coco
1 varis olis sintetics. Els MCFA a diferéncia dels de cadena llarga (LCFA) sén absorbits
rapidament per Pestomac essent oxidats per la mitocondria, també d’una manera molt més
rapida, ja que no necessiten del sistema carnitina per travessar les membranes mitocon-
drials.

El transit dels MCT (medinm-chain triglyerids) precursors dels MCFAs (Ce:0, C8:0, C10:
0) es dona d’'una manera més rapida

1 eficient en el mateix estdbmac que | A S

els LCT (long-chain triglycerids). En la {'ﬂ-\ K
figura 72 es representa d’'una manera wer ~ |r CFﬁFA
esquematica el transport, la distribu- "“”'"'Mc;“,l’“

cio i el destf del MCT aixi com el seu Lﬁ‘{ |
metabolisme en lhepatocit, on ha | g -

estat més ben estudiat. En tots els Hepatocit MCFAcyls [ Resera s

teixits, la mitocondria és I'organel-la e > Complex plds == VLOL s VLA
principal en Toxidacié dels MCFA Lorseyiecon

(Bach ez al, 1996), son activats per les I

MACS 1 oxidats per la 3-oxidacié en uCFA Y _Iil;Bcoz ig;
’hepatocit; la majoria dels acetil-CoA A poca :LoA Soh » oA
produits com a resultat de I'oxidacio LDieta, MCFA-albiimina

dels MCFA s6n directament utilitzats Fig.72. Via metabolica dels acids grassos de cadena mitja. A. Transport, dis-

pet la produccié de cossos cetOnics  tribucid i desti metabolic dels triglicerids de cadena mitja (MCT). B. Metabolisme
. ; . dels acids grassos de cadena mitja (MCFA) en 'hepatocit. KB, cossos cetonics; LCFA,
ila resta per la sintesi de novo de long-chain fatty acids; TG, triglicerids; DCA, acids dicarboxilics; CAR, carnitina;
1.CFAs els quals sén incorporats als  CoA, conezim A; VLDL, very low density lipoproteins. El gruix de les linies de les

o . . sagetes reflexa la importancia relativa de cada via. Adapata i modificat de: Bach ef
triglicerids o a altres complexos lipi-  al1996.
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dics (Christensen e# al, 1989; Bach et al, 1996)

Els PPARs estan involucrats en la regulacié del metabolisme lipidic i la seva activitat
esta modulada per lligants endogens derivats dels lipids. E1 PPAR« incrementa I'oxidaci6 dels
acids grassos i la formacié de cossos cetonics, el PPARy incrementa la reserva de triglicerids 1
millora la sensibilitat a la insulina. Totes aquestes dades pero es coneixen gracies a 'existéncia
dels lligants sintetics com les TZD i els fibrats ja que I'activacié de llurs receptors en situacions
fisiologiques 1 fisiopatologiques degudes als lligants endogens sé6n molt poc conegudes, aixo
en part explica les discrepancies que es donen en l'estudi de la regulaci6 dels gens que respo-
nen als PPAR quan s’utilitzen aquests lligants sintetics (Ferre, 2004).

El PPARa s’expressa entre d’altres teixits en el fetge i el ronyé predominantment en el
tubul proximal i el tub distal i, contribueix a 'expressié dels gens peroxisomals i mitocondrials
de la B-oxidacio induits per la dieta lipidica en aquests segments (Ouali ez 2/, 1998). E1 PPARy
és d’expressio casi exclusiva de teixit adipos tot i que també el trobem expressat en el ronyé
sobretot en el tub colector; en canvi en el fetge s’expressa molt poc.

Els fibrats agonistes de PPARa disminueixen els nivells de triglicerids en plasma, aug-
menta la produccié del colesterol HDL i sén compostos molt hipolipidemics; com ja s’ha
comentat els enzims mitocondrials MCAD encarregat del primer pas de la B-oxidacié i la
HMG-CoA sintetasa (Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase) involucrada en la produccié de cos-
sos cetonics, son diana de PPAR.

El fet que el gen Sp s’indueixi en presencia del clofibrat ja sigui per la seva acci6 sobre
el PPAR« o pels seus efectes hipolipidémics suggereix que el gen Sp pot estar involucrat en
I'oxidaci6 lipidica en el ronyo; assajos funcionals de la proteina Sp en cellules renals murines
confirment aquest suposit, doncs la Sy participa en la $-oxidacié mitocondrial. La funcié de
la proteina Sa, estaria doncs relacionada amb P'obtencié energia i/o d’una possible produccié
de cossos cetonics desti majoritari dels acids grassos de cadena mitja. En el fetge pero, 'efecte
produit pel clofibrat en I'expressio del gen Sp és totalment el contrari suggerint, que els acids
grassos de cadena mitja activats pel Sy podrien destinar-se a la sintesi de lipids de cadena més
llarga o complexos lipidics. Com era d’esperar el ciglitazone agonista de PPARYy, receptor
clarament lipogenic, disminueix 'expressié de Sp en el ronyo, afirmant encara més la hipotesi
d’un paper en I'oxidacio lipidica per part del Sp, en el ronyé.

El gen S presenta una expressio teixit-especifica en funcié de les necessitats metaboli-
ques de cada teixit. En el fetge el gen Sp s’expressa d’una forma independent de les hormones
sexuals, mentre que en el rony6 esta sotmés a un control hormonal afavorit pels androgens.
Alguns estudis han demostrat que les rates femella responen menys que les rates mascle a
alguns efectes produits pels fibrats, incloent I'increment de la mida del fetge, la proliferacié
peroxisomal, la 3-oxidacié peroxisomal aixi com canvis en les activitats d’alguns enzims (Svo-
doda ez a/, 1969; Hawkins ¢ a/, 1987; Kawashima ¢z 2/, 1989; Kawashima ¢# a/, 1989b; Yamada
et al, 1991; Sundseth ef a/ 1992; Sugiyama ef a/, 1994). Estudis realitzats en ratolins indiquen
que el mascles responen més que les femelles als proliferadors peroxisomals (Nakajima ez a/,
2000). L’hormona de creixement (GH) juga un paper important en la regulacié del dimorfis-
me sexual en les funcions sensibles a PPARa, la GH administrada com una infusié continua
1 el tractament amb estrogens impedeix la inducci6 de la B-oxidacié produida pel clofibrat,
pel contrari la hipofisectomia 1 el tractament amb testosterona de les rates femella presenten
Iefecte contrari (Kawashima ez a/, 1989; Sugiyama ez a/, 1994). Aquests resultats suggereixen
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que les dos hormones sexuals i la GH participen en els trets diferenciadors de la reposta
als proliferadors peroxisomals en fetge de rata, tot i que en aquest model moltes funcions
que presenten dimorfisme sexual estan exclusivament sota control de la GH (Jansson e7 a/,
1985), aquestes funcions inclouen la composicié dels acids grassos 1 fosfatidilcolina (Oscar-
sson et al, 1988), sintesi de triglicerids 1la secreci6 de les lipoproteines de molt baixa densitat
(VLDL) (Sj6berg et al, 1996).

Els nivells de PPARx en el fetge de rata son significativament majors en mascles que
en femelles, en canvi I'increment en Iexpressié del mRNA de PPAR« degut al deju, es
déna més o menys amb la mateixa intensitat entre els mascles i les femelles; en els mascles
els nivells de PPAR« incrementen un 72% 1 en femelles un 52% respecte als no dejunats
(Jalouli ez a/, 2003).

LLa inhibicié de la B-oxidacié mitocondrial amb etomoxir resulta en una acumulacié
massiva de lipids en el fetge i una hipoglicémia en els ratolins PPARa-/- en mascles i en fe-
melles; encara que el 100% de ratolins mascle moren després d’aquest tractament a diferen-
cia del 25% de mortalitat en femelles (Djouadi e a/, 1998). Els ratolins PPARo-/-femella
presenten una secrecié de triglicerids i nivells d’apolipoproteina B major que els mascles
knock-out, aquestes diferéncies perd, no es donen en els animals wild-type (Lindén e a/,
2001). Aquests resultats suggeririen que el PPAR« i les hormones gonadals interactuen
en la regulaci6é del metabolisme. Aquests estudis pero tant sols s’han realitzat en el fetge,
el cor 1 el muscul esquelétic, seria molt interessant comprovar quins efectes tendrien les
hormones sobre I'expressié de PPAR« 1 si Pexpressio del gen Sp podria estar regulada en
combinacié d’ambdos factors en el rony6 de ratoli.

El gen Sp muri constitueix un model d’estudi molt valués per compendre de quina
manera la via de senyalitzacié dels PPARs i la via d’accié de les hormones sexuals con-
flueixen en el control de processos fisiologics propis del ronyé. El futur coneixement dels
mecanismes moleculars que controlen la seva expressio a fetge i a rony6, aixi com la iden-
tificacié dels substractes especifics d’aquest acil-CoA sintetasa d’acids grassos de cadena
mitja seran de gran rellevancia per aprofundir en la comprensi6 dels processos metabolics
1 fisiopatologics hepato-renals.
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10.

L’expressi6 renal del gen Sp esta sota control androgenic en diferents soques de ratoli,
C57BL/6, BALB/C1i129/Sw.

El mRNA del gen Sp muri s’expressa majoritariament en el ronyé i en el fetge, es
detectable pero, en l'estomac, el testicle, el pulmd, el cor i la glandula prepucial.
L’expressi6 del Sp també esta sota control androgenic en el pulmé i en el cor.

Els estrogens inhibeixen I'expressié del gen Sp a dosis fisiologiques i farmacologiques
d’androgens, en el rony6. Els nivells i localitzacié de la proteina S es correlacionen amb
els de mRNA.

L’abséncia d’estrogens en ratolins femella no permet Pexpressio del gen Sp en el ronyo,
per tant expressié del gen Sp no és constitutiva i reprimida per estrogens en femelles
sin6 induida per androgens en el rony6 de ratolins mascle.

L’acci6 de les hormones sexuals sobre el gen Sp és teixit-especifica ja que en el fetge
Iexpressio del gen Sp no es veu modificada per I'accié de la DHT ni del E,.

El gen SpA muri localitzat en el cromosoma 7 presenta una mida d’aproximadament
23Kb i esta format per 16 exons. Conté tres exons no codificants, 'exo 1,21 3, PATG es
troba en 'exo 4. La transcripci6 del gen Sp dona lloc a varis transcrits, que difereixen en
la regié 5” degut a la combinaci6 dels 3 primers exons, la preséncia de dos llocs de splicing
intraexonic, en 'exd 11 2 confereixen més complexitat a la regié 5’ no codificable del
mRNA de Sa.

En assajos de transfecci6 tansitoria i luciferasa, el promotor del gen Sy mostra activitat
transcripcional en diferents linies cel-lulars, entre elles les PR10 derivades del tabul
proximal murf i les HepG2 cellules hepatiques humanes. El fragment de -110/+40
ofereix la maxima activitat luciferasa en ambdues linies cel-lulars. La maxima induccio
promotora deguda a la preseéncia del mAR 1 el seu lligand DHT recau sobre el fragment
de -496/+40 tant en les cél-lules PR10 com en la linia renal CV-1.

S’ha identificat un element de resposta a SREBP que conté una caixa E-box. Aquesta
sequencia és reconeguda especificament per un factor de transcripcié present en un
extracte nuclear de ronyo i fetge de ratolins mascle normals i castrats. La seva naturalesa
resta per determinar.

La proteina Sa té un pes molecular aparent de 62 kDa i una localitzacié en la mitocondria
degut al peptid senyal.

La proteina Sp és una médinm-chain acyl CoA synthetase (MACS) amb afinitat per I'acid
octanoic. Intervé en Poxidacié d’acids grassos de cadena mitja i no en la sintesi de
triglicerids.



Conclusions

11.

12.

La proteina Sp presenta un domini d’unié a AMP i un motiu de reconeixement de
substracte (domini M). La mutacié de varis aminoacids en el domini M produeix una
disminucié en P'activitat enzimatica de la proteina Sp en presencia de 'acid octanoic,
essent clau la substitucié d’una glicina en posicié 463 que inhibeix per complert
Pactivitat enzimatica de SA.

El promotor del gen Sp respon al receptor PPARa en assajos de transfeccid
transitoria en varies linies cellulars (PR10, PCT3, MDCK i1 HepG2). In vivo, la
presencia de clofibrat augmenta I'expressio del gen Sp en el rony6 o disminueix en
el fetge. Pel que fa al PPARy, el promotor de Sp també respon perdo amb menor
intensitat i la presencia 7z vivo de 'agonista ciglitazone disminueix Pexpressio del gen
SA en el ronyo pero no té efectes en el fetge.
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Abstract

Although the S, gene was first identified as a putative
candidate gene to understand the molecular basis of
hypertension in rat and humans, the concept has not been
supported in recently generated S,-null mice. We had
first identified the mouse S, gene on the basis of its strong
androgenic regulation in mouse kidney and further
characterized its genomic organization, transcription start
site and chromosomal location. Northern blot, RT-PCR
and in situ hybridization assays determined mouse strain,
tissue distribution, sex-hormone dependence and cell
expression of the S, mRINA. Kidney and liver constitute
the main expression sites of the S, gene; in particular it
is expressed in epithelial proximal tubule cells in the
presence of androgens. This androgen-dependent expres-
sion is abrogated when estrogens are also present. By using
the sensitive RT-PCR technique, minor S, expression
sites, corresponding to testes, stomach, heart and lung,
have also appeared. Like in kidney, expression of the S,

gene in heart and lung is androgen-dependent. Production
of rabbit antibodies against S,-synthetic peptides
identified the S, protein, a moiety of unknown function,
which has been defined as a member of the acyl-CoA
synthetase family. We have determined that the S, protein
follows the same distribution and regulation as its corre-
sponding mRNA. Transient transfection assays followed
by confocal microscopy identified the mitochondria of
proximal tubule-derived PCT3 cells as the subcellular
location of the S, protein. Different transcriptional units
produced by splicing events, occurring before the transla-
tion initiation site, have been identified from mouse
kidney. This work provides the basis to further understand
the molecular mechanisms that control the sex—steroid-
dependent expression of the S, gene in mouse kidney,
heart and lung, where S, is also expressed in an androgen-
dependent manner.

Journal of Endocrinology (2004) 183, 101-114

Introduction

Understanding the processes by which extracellular
stimuli modulate the expression of specific genes in a
temporal and/or tissue-specific manner is crucial for un-
ravelling the molecular mechanisms underlying cellular
growth, homeostasis, differentiation and development.
The molecular nature of tissue-specific gene regulation by
androgens has not been well defined, partly as a result
of the variable expression and incomplete regulation of
currently available gene models. To overcome this
problem we aimed to establish more informative models
by identifying alternative genes whose expression would
be tightly and co-ordinately regulated by androgens. By
means of the subtractive hybridization techniques of
Random arbitrarily printed (RAP)-PCR and represen-
tative differential analysis of ¢cDNA (cDNARDA) we
isolated differentially expressed genes from kidneys of
female C57BL/6 mice dosed with dihydrotestosterone

Journal of Endocrinology (2004) 183, 101-114
0022-0795/04/0183-101
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(DHT). In addition to well-characterized androgen-
regulated genes (e.g. kidney androgen related protein), we
demonstrated the differential expression of other genes
previously not known to be under androgen control (Melia
et al. 1998). Among them, and because the physiological
significance of androgen-inducible gene expression in the
kidney is quite unknown, we were particularly interested
in the S, gene, since it was initially identified on the basis
of its marked overexpression in kidneys of spontaneously
hypertensive rats compared with the normotensive
Wistar—Kyoto rats (Iwai & Inagami 1991). S, gene
markers were subsequently shown to co-segregate with
blood pressure (BP) in F, cohorts of different rat crossings
(Iwai and Inagami 1992, Iwai e al. 1992, Harris et al.
1993, Lindpaintner et al. 1993). Other authors not only
demonstrated co-segregation of the gene with BP, but also
that genotype at the S, locus determined the level of
expression of the S, mRNA in kidney (Samani ef al. 1993,
Kaiser et al. 1994). Further evidence of its putative

DOI: 10.1677/joe.1.05649
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association with BP was provided by mapping the S, locus
on to the chromosome 1 linkage group (Lindpaintner ef al.
1993), a well-characterized chromosomal region that
contains several genes of potential relevance to cardio-
vascular function that is synthenic to the human chromo-
some 16, where the S, gene was also mapped (Samani
et al. 1994). Although association between a polymorphism
at the S, locus and hypertension has remained contro-
versial (Iwai ef al. 1994, Harrap ef al. 1995), it has recently
been reported that different alleles of the S, gene are
associated with multiple risk factors including hyper-
triglyceridemia, hypercholesterolemia, obesity and hyper-
tension (Iwai et al. 2002). A genetic polymorphism in the
S, gene has also been related to BP and prognosis of renal
function in patients with immunoglobulin A nephropathy
(Narita et al. 2002). Finally, the S, locus has been found
positively linked with loci regulating water and sodium
metabolism and membrane ion transport in essential
hypertension (Chu et al. 2002). Different reports on
chromosome-transfer studies in congenic strains, to isolate
chromosome regions that contain the BP quantitative trait
locus (QTL) in the region around the S, gene from
different rat strains, have also provided controversial data
(St Lezin et al. 1997, Frantz et al. 1998, Iwai et al. 1998,
Hiibner et al. 1999, Saad et al. 1999, St Lezin et al. 2000,
Frantz et al. 2001). In a recent paper, Walsh ef al. (2003)
have shown direct evidence of the lack of S, involvement
in the regulation of either basal or salt-related BP in
Sa-null mice, demonstrating that the absence of differ-
ential BP in these animals is not the consequence of
compensatory activation of the renin—angiotensin system.

The S,4-encoded protein is significantly homologous to
bovine xenobiotic-metabolizing medium-chain fatty acid-
:CoA ligase (Vessey & Kelley 1997) and recent studies
have identified the S, protein as a medium-chain acyl-
CoA synthetase (MACS; Fujino et al. 2001a, 2001b).
Acetyl-CoA synthetase (ACS; also called acetate-CoA
ligase) is an enzyme of energy metabolism known to be
present in mitochondria and responsible for acetate pro-
duction accompanied by ATP generation. The S, and
ACS genes probably derived from duplication of an
ancestral gene, but acquired different functions (Karan
et al. 2001) which are not completely understood for the
S, gene. It remains important to understand the physio-
logical function of this highly restricted tissue-specific gene
to gain insight into the physiological effects of sexual
steroids in the kidney. In this report, we further explored
the tissue distribution and sex-steroid regulation of the
mouse S, gene and compared them with the protein
profile obtained using specific antibodies raised against
Sa-derived synthetic peptides. Moreover, we determined
the genomic organization of the mouse S, gene and
identified its transcription start units. This work forms the
basis for further study of molecular mechanisms that
control the androgen-dependent and kidney-restricted
expression of the mouse S, gene.

Journal of Endocrinology (2004) 183, 101-114

Materials and Methods

Animals and treatments

C57BL/6, BALB/c and 129/Sv] mice were obtained from
IFFA CREDO (L’Arbescle, France) at 6 weeks of age and
housed in animal facilities as described elsewhere (Melia
et al. 1998). Male mice were castrated at the age of 8 weeks
under droperidol and midazolam anesthesia and allowed to
recover for 1 week post-surgery. Male and castrated mice
were treated for 6 weeks with DHT and 17-B-estradiol
(Sigma) with subcutaneous injections of 120 and 240 pg/
day, respectively. Control mice received vehicle alone
(95% sesame oil/5% ethanol). After treatment, animals
were killed by cervical dislocation. Several tissues were
collected and immediately frozen in liquid N,.

RNA extraction and Northern blot analysis

Total RNA was extracted from different tissues using
the guanidium thiocyanate/acid  phenol method
(Chomeczynski & Sacchi 1987). Total RNA (15 pg) was
electrophoresed in 6-5% formaldehyde/1-4% agarose gel,
transferred to ZetaProbe membranes (Bio-Rad) and
hybridized at 42 °C overnight with random-primed
[a—"?P]dCTP (Amersham Pharmacia Biotech)-labeled
cDNA probes, washed following the membrane manu-
facturer’s instructions and exposed to Hyperfilm
(Amersham Pharmacia Biotech). A probe corresponding
to ¢cDNA of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase (GAPDH) gene was used as an internal control on
each hybridization. Where noted, band intensity was
measured by densitometric scanning of the resultant auto-
radiograph using the Bio-Rad GS700 image densitometer
and Molecular Analyst 1-40 program.

RT-PCR and Southern blotting

Total RNA from various tissues of male 129/Sv] mice was
1solated using the total RNA preparation kit (Qiagen) and
subjected to RT-PCR analysis. A total amount of 500 ng
of each tissue was reverse-transcribed using specific
primers (see Table 1) and the SuperScript One-Step
system (Invitrogen) following the manufacturer’s instruc-
tions. RT-PCRs were performed under linear conditions
with respect to RNA input and the number of amplifi-
cation cycles. PCRs using SA1 and SA2 primers were
determined as linear for 25 cycles and those performed
with primers E1’, E1, E2, E3 and E4 were determined as
linear for 35 cycles. Cyclophilin A was amplified as a
control for RNA amount and integrity. Amplification
products were separated on 2% agarose gel and transferred
to ZetaProbe membranes (Bio-Rad). The blots were
probed with specific random primed [0->*P]dCTP-
labeled cDNA. Hybridization, washes and exposure were
performed as above.

|www.endocrinology—joumals.orgl
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Table 1 Specific primers used in S, fragment amplification

Orientation

Primer name

E1’ Upper
E1 Upper
E2 Lower
E3 Lower
E4 Lower
SA1 Upper
SA2 Lower

Sequences

5'-GATCCACCACCAACACTAAA-3’
5'-GTACTATCACTCCAGCTGTG-3’
5-GTGCATAATCTTTAGGTCCC-3’
5'-GGCTAGGCATCATGCTGATG-3'
5'-GAAAACACCTAGCACGGAG-3’
5'-gtcgacGATGTTACTCCGTGC-3’
5"-gtcgacAGTGATTAGTGGGAGGAG-3’

Amplified products were subcloned into the TopoTA
cloning pCR2-1 vector (Invitrogen) and sequenced in
both directions.

Synthesis of riboprobes and in situ hybridization
histochemistry

»S-labeled sense and antisense transcripts from a
Bluescript plasmid containing 148 bp fragment of the
mouse S, cDNA were prepared as previously described
(Melia et al. 1998). Preparation of renal sections, hybrid-
ization protocol and autoradiographic analysis were all
performed as reported (Meseguer & Catterall 1990, 1992).

Primer-extension analysis

Two Sp-specific primers, located within the 5 region of
the cDNA — E4, 4-24 upstream, and E3, 109-89 down-
stream from the ATG initiating codon — were end-labeled
with [y-"*P]ATP. Labeled primer (200 fmol) was annealed
to 15 pg mouse kidney total RNA in a 12 pl reaction
by heating at 90°C for 2min and then cooling
to 58 °C at 1 °C/min. The annealing reaction was held at
58 °C for 30 min then snap-chilled on ice. Annealed
primers were extended at 42 °C for 2 h by the addition
of 200 U of Superscript II reverse transcriptase
(Gibco—BRL), 1 ul RNasin, 1 pul 10 mM dNTPs, 4 pl
5 X first-strand reaction buffer and nuclease-free water to
20 pl. The reaction was terminated by the addition of 3 pl
0-2M EDTA (pH 8-0), and the RNA was degraded by
the addition of 1 pl RNase A followed by incubation at
37 °C for 30 min. The primer-extension reaction was
then ethanol-precipitated and the pellet resuspended in
5 pl loading buffer. Samples were heated at 75 °C for
10 min prior to loading on a sequencing gel. A sequencing
reaction for comparison with the primer-extension
product was performed with the Sequenase version 2-0
DNA sequencing kit (USB, Cleveland, OH, USA)
according to the manufacturer’s protocol. The SeqSa6 low
primer was used as a template. Labeled cDNAs were

Iwww.endocrinology-journa[s.org

separated through a 6% polyacrylamide/8 M urea gel.
Dried gel was exposed to Kodak X-Omat AR film for
48 h at — 80 °C.

Intron/exon mapping

A 129/Sv] mouse genomic library Lambda FIX II vector
(Stratagene) was screened with a 2-0 kb probe correspond-
ing to mouse S, full-length cDNA. Briefly, approximately
500 000 independent clones were plated and transferred to
nitrocellulose membranes (Duralose-UV, Stratagene,
Saint Quentin en Yvelines, France). Prehybridization was
carried out for a minimum of 2 h at 42 °C in the same
hybridization buffer consisting of 50% formamide, 2 X
Pipes, 0-5% SDS and salmon sperm DNA (100 pg/ml).
*?P_random primed labeled probe was added to the
hybridization solution (1 X 10° ¢.p.m./ml) and incubated
overnight at 42 °C. The next day, filters were washed
twice in 1 X SSC/0-1% SDS for 5 min at room tempera-
ture, followed by three high-stringency washes in
0-1 X SSC/0-1% SDS for 15 min at 65 °C. Plaque filters
were then exposed to autoradiographic films (X-Omat;
Kodak) at — 70 °C for approximately 20 h. Positive
plaques were identified and after four further rounds of
purification of phage DNA, five genomic clones —
designated ASA1, ASA2, ASA3, ASA4 and ASA5 — were
isolated. Genomic DNA from positive clones was isolated
with the QIAGEN Lambda MiniKit and Maxi Kit.
Double-stranded DNA was sequenced using ABI Prism
Big Dye terminator chemistry (PE Applied Biosystems).
Exon sizes were determined by nucleotide sequencing and
intron sizes determined by either nucleotide sequencing or
estimation from the size of the corresponding PCR-
generated DNA fragments using exon-specific primers.

Production of anti-S, polyclonal antibodies

A short peptide, pSA, corresponding to amino acids
NH,-CGNFKGMKIKPGSMGK-COOH from position
380 to 395, was selected on the basis of its putative
immunogenicity and synthesized in the Servei de Sintesi
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de Peptids, Facultat de Quimica, Universitat de Barcelona,
Barcelona, Spain. Two New Zealand male rabbits (261
and 262) were immunized on days 0, 14 and 28 and
boosted at days 55 and 84 with 200 pg doses of pSA
peptide conjugated with keyhole limpet hemocyanin.
Antisera containing the anti-peptide antibody were tested
by Western blot.

Western blot analysis

Tissues were homogenized by N, cavitation in RIPA
buffer (0-5% Na-deoxycholate, 1% Nonidet P-40, 0-1%
SDS and protease inhibitors in 1 X PBS). For Western blot
analysis, samples were normalized for protein concen-
tration using the Bradford assay (Bio-Rad), adjusted for
equal protein levels, and separated on 10% polyacrylamide
gel electrophoresis under denaturing conditions. Proteins
were transferred to PVDF (Shleicher & Schuell) mem-
branes and blots blocked overnight at 4 °C in 5% non-fat
dried milk in PBS. Primary polyclonal antibodies were
tested at different concentrations; the best results were
obtained with the 261 antiserum diluted at 1:350 in
blocking buffer. Washes were performed following the
membrane manufacturer’s instructions and secondary
antibody (horseradish peroxidase-conjugated goat anti-
rabbit; Dako A/S), diluted 1:5000, incubated for 1h
at room temperature. After washing, bands were
detected using the ECL+ chemiluminescence detection
method (Amersham Pharmacia Biotech) and exposed to
Hyperfilm.

Cell culture and transfection assays

Proximal convoluted tubule cells PKSV-PCT (PCT3
clone) were cultured as described previously (Lacave
et al. 1993, Soler et al. 2002). The pFLAG-CMV-5a-SA
construct was obtained by cloning the open reading
frame of the mouse S, cDNA in the Sall site of the
pFLAG-CMV-5a expression vector from Sigma.

Transient  transfections were performed using
Lipofect AMINE PLUS reagent kit (Life Technologies)
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, cells
were seeded at 8 X 10° cells in a 60 mm dish and
transfected 18 h later with 6 pg of the pFLAG-CMV-
5a-SA construct. The DNA-liposome mixture was added
to cell culture dishes containing an appropriate volume
of OPTIMEM 1 Reduced Serum Medium (Life
Technologies). At 3 h of incubation at 37 °C, complete
fresh medium was added. Twenty-four hours after trans-
fection, cells were trypsinized and seeded onto glass slides
for immunocytochemistry assays.

Immunofluorescense analyses

Trypsinized transfected cells were grown on glass slides for
24 h. After two washes in cold Tris-buffered saline (TBS),
cells were fixed in cold acetone/methanol (1:1) for 1 min
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and washed again in TBS three times. Slides were
incubated for 1h at room temperature with 10 pg/ml
anti-FLAG primary antibody (Sigma) in TBS buffer.
Upon washing, cells were incubated for 1h at room
temperature with the secondary antibody (FITC-
conjugated goat anti-mouse Fab-specific; Sigma) diluted
1:200. Slides were dehydrated and mounted in Aquatex
(Merck). Fluorescence labeling was visualized using a
Leica DM IRBE confocal microscope.

Mitochondrion-specific staining

For mitochondrial location, living cells grown on glass
slides were incubated for 90 min at 37 °C with 500 nM
MitoTracker Red CMXRos (Molecular Probes) diluted
in complete medium. MitoTracker-loaded cells were fixed
in cold acetone/methanol (1:1) for 1 min, washed and
visualized under a Leica DM IRBE confocal microscope.

Results

Androgen-dependent expression and cell specificity of the S,
gene in different mouse strains

An initial report from our laboratory first described the
mouse counterpart of human and rat S, genes (GenBank
accession number AF068246) on the basis of their pro-
found androgenic regulation, at the mRINA level in mouse
kidney (Melia et al. 1998). Since S, gene expression in
rat kidney was not completely prevented by castration
(MJ Melia & A Meseguer, unpublished observations), we
wondered whether the strong androgenic control observed
in mice was a general phenomenon in mice or an isolated
event occurring in the C57BL/6 strain used. Northern
blot assays of kidney RINA from castrated and control
C57BL/6, 129/Sv] and Balb/c male mice showed that S,
expression is not completely abolished in castrated males
but perhaps only undetectable using Northern blot analysis
(Fig. 1A4). Moreover, in situ hybridization of frozen kidney
sections using sense- and antisense-specific probes demon-
strated that this gene is expressed in epithelial cells of the
early (S1 and S2) and late (S3) segments of proximal
convoluted tubules (Fig. 1B), as determined by periodic
acid shift counterstaining (results not shown). S, mRINA
was first located in the rat proximal tubule by Samani’s
group using in situ hybridization (Patel et al. 1994) and by
Yang et al. (1996) using RT-PCR in cDNAs prepared
from microdissected nephron segments. While in intact
mice the first report on S, mRNA location was made by
Takanaka et al. (1998), we demonstrate here that castration
prevents expression in all segments of the tubules and DHT
replacement restores the expression in castrated mice.

Distribution and androgen regulation of Sy mRINA in mouse
tissues

Although tissue specificity of S, mRNA has pre-
viously been stated (Melia ef al. 1998), the more-sensitive
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Figure 1 (A) Northern blot analysis of S, mRNA in kidneys of
different inbred mouse strains. Total RNA (15 pg) from intact (N)
and castrated (Cx) male kidneys of C57BL/6, 129/Sv) and BALB/c
strains was electrophoresed and transferred to nylon membranes.
Hybridization was performed with mouse S, cDNA under the
conditions described in the Materials and Methods section. A
mouse cyclophilin A probe was used as an internal control for
loading and integrity of RNA. A single 3-0 kb transcript was
significantly detected only in intact males in all three mouse
strains tested. (B) In situ hybridization analysis of S, mRNA in
mouse kidney. Longitudinal kidney sections from castrated males
treated with pharmacological doses of DHT (a and b) and
castrated males (c and d) were hybridized with strand-specific
3>S-labeled RNA probes (antisense, a and c; sense, b and d). After
hybridization, sections were exposed to photographic emulsion
for 4 weeks. After developing, slides were mounted and
examined under a light microscope. The magnification chosen

(x 25) allows visualization of the three major compartments of
the kidney (c, cortex; o, outer medulla; m, inner medulla; see A)
and determination of the spatial location of S, mRNA. Kidney
sections shown in the panels were each analyzed in a single
experiment. Consequently, slides were exposed to the same
conditions throughout the procedure, and levels of S, mRNA
expression on different slides were comparable.
Photomicrographs shown in this figure were selected from similar
results obtained in different experiments using animals from
different litters.
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Figure 2 Tissue distribution of S, mRNA expression. (A)
Expression profile of S, in intact male mouse tissues analyzed by
RT-PCR. Total RNA (500 ng) from various murine tissues
(indicated at the top) was reverse-transcribed and PCR-amplified
using specific S, primers (Sx1 and S,2; see Table 1). As an
internal control, mouse cyclophilin A (CypA) primers were used in
(B). Expression profile of S, in castrated male mouse tissues
analyzed by RT-PCR, under the same experimental conditions
described in (A).

RT-PCR/Southern blot technique was used and distri-
bution of S, mRINA determined in a wider panel of tissues
including kidney, liver, brain, stomach, prepucial gland,
duodenum, spleen, testis, lung and heart. Results in
Fig. 2A, showing a saturated image on X-ray film after 3 h
exposure (left-hand panel), corroborate the concept that
kidney and liver tissues are those where the S, gene is
expressed preferentially. Moreover, expression in stomach,
testis, lung and heart was also detected on overnight
exposure of the autoradiographic film (Fig. 2A, right-hand
panel), and was completely neglected in brain, duodenum
and spleen. While Northern blot assays were sensitive
enough to detect expression in liver, testes and brain in rat
tissues (Iwai and Inagami 1991, Kaiser et al. 1994), no
expression in brain was observed in mice by RT-PCR.
Although kidney and liver remain the preferential expres-
sion sites for the S, gene, our results demonstrate that it
exhibits tissue distribution wider than that reported pre-
viously in mice (Melia ef al. 1998). Some assays performed
in castrated male mice indicate that the S, gene appears to
be under androgenic control not only in kidney but also in
heart and lung. The liver and stomach appear to express
the gene in an androgen-independent manner (Fig. 2B).

Estrogenic effects on S, expression in kidney and liver

We aimed to determine whether estrogens could also
exert an effect on S, gene expression. To do so, we
performed Northern blot assays using total RNA from
kidneys and livers of mice treated with DHT, estrogens or
both hormones simultaneously and compared S, expres-
sion levels with those obtained in untreated control
animals. Results were normalized with the endogenous
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Figure 3 Effects of sex steroid hormones on S, mRNA expression in mouse kidney and
liver total RNA (15 pg) from kidneys (A) and livers (B) of intact non-treated males (NT),
or males treated with pharmacological doses of DHT (DHT), estrogens (E2) and both
hormones together (DHT+E2; left-hand panel), and similar samples obtained from
castrated male mice under the same hormonal treatments (right-hand panel) were
electrophoresed and transferred to nylon membranes. Hybridization was performed
with mouse S, cDNA under the conditions described in the Materials and Methods
section. A mouse glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (CAPDH) probe was
used as an internal control for loading and integrity of RNA. Non-saturated
autoradiographs were analyzed by densitometry and the ratios between S, and the

GAPDH internal control gene were calculated as shown under each lane. Samples from
kidneys of intact non-treated (NT) and ovariectomized (Ovx) (C) or intact non-treated
(NT) and DHT-treated females (DHT) (D) were analyzed using the same experimental

procedure described for (A) and (B).

control GAPDH gene and densitometric analysis per-
formed in non-saturated X-ray films. The S,/GAPDH
ratios expressed in arbitrary units are depicted at the
bottom of Fig. 3A. The same treatments and assays were
also made in castrated male mice (Fig. 3A). Results from
these experiments revealed that pharmacological doses of
DHT can induce further expression of the S, gene in
untreated control male mice and that levels in castrated
males are restored upon treatment, which indicates that
the gene responds to androgens in a dose-dependent
manner. Estrogenic treatment of control males or DHT-
induced intact male mice resulted in a very drastic down-
regulating effect on S, mRINA expression, even in the
presence of pharmacological doses of androgens (Fig. 3A).

Journal of Endocrinology (2004) 183, 101-114

Expression of S, mRNA in liver was completely indepen-
dent of steroid hormones, as neither castration nor induc-
tion with pharmacological doses of DHT and/or estrogens
modified the levels attained by control male mice (Fig.
3B). Since estrogens exerted a powerful negative effect
on S, kidney expression, we wondered whether an
estrogenic-dependent repression was responsible for the
lack of expression in female kidney (Melia ef al. 1998).
Ovariectomized females failed to express the S, gene in
kidney (Fig. 3C) and respond to DHT stimulation (Fig.
3D), indicating that although estrogens can repress the
gene, its kidney expression is fully androgen-dependent.
Previous data from our laboratory demonstrated that the
effects are mediated by the androgen receptor since
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Figure 4 Genomic structure of the murine S, gene. Schematic representation of the S, gene. Exons (numbered 1-16) are represented by
boxes and oblique-horizontal lines indicate intronic regions (numbered 1-XV). White and black boxes represent untranslated and

protein-coding regions, respectively.

flutamide-treated mice do not express the gene (Melia
et al. 1998). These results indicate that there are tissue-
specific mechanisms underlying S, expression and, there-
fore, that this gene constitutes an excellent model for
understanding the basis of androgen regulation of specific
gene expression in kidney.

Genomic organization of the mouse S, gene and identification
of different S, transcriptional units

As an initial approach to elucidating the mechanisms
regulating S, gene expression, we identified genomic
clones through screening a mouse genomic library, using
its full-length ¢cDNA as a probe and characterized
transcription units of the mouse S, gene. Several positive
clones were isolated, cloned until homogeneity and
sequenced with specific primers derived from the cDNA
sequence of the gene. The genomic structure and intron/
exon organization of the mouse S, gene are shown in
Fig. 4 and Table 2, respectively. The gene spans approxi-
mately 23 kb and consists of 16 exons and 15 introns
(Fig. 4) and has been annotated at mouse chromosome 7
(ENSMUSGO00000030935) at the Ensemble Genome
Browser. The translation initiation site is present in exon 4.
Exon sizes range from 69 to 274 bp, with the exception
of exon 16, which is 616 bp and contains the TAG
stop codon and 3’ untranslated region, including the
polyadenylation signal. The size of the introns was deter-

Table 2 Genomic organization of murine S, gene

mined by either direct DNA sequencing or long-distance
PCR with exon-specific primers; in some cases, alignment
with mouse genomic traces from the mouse genome
sequencing database was also used to verify and determine
the length of some introns. All exon/intron boundaries
conform to canonical splice donor and acceptor consensus
AG-GT sequences (Mount 1982). The transcription
initiation site of the S, gene was mapped by primer
extension and 5-RACE (rapid amplification of cDNA
ends). For primer extension, a pair of reverse primers was
tested (E3 and E4; see Table 1), complementary to the
third and fourth exons, respectively. Primer E3, situated
89 nucleotides from the translation initiation ATG codon,
rendered three products of 132, 167 and 259 nt which
indicated the existence of three transcription start sites,
with the smallest being the most prominent, mainly in the
129/Sv] strain (Fig. 5A). Results were confirmed using
primer E4, which gave a single product of 240 bp corre-
sponding to the 132 site obtained with E3. Results were
the same in both mouse strains. From these experiments
we located three major potential transcription start sites at
221, 256 and 348 bp upstream from the translation initia-
tion ATG codon. The right-hand panel of Fig. 5A depicts
the transcriptional units obtained by primer extension that
were further confirmed by 5-RACE. Sequencing of
the products revealed that the previously cloned cDNA
(Accession number AF068246) corresponds to the 167
product; the 259 band includes 35 bp from the 5’ site of

Exon Exon Size (bp) 5’-Splice donor Intron Size (bp) Intron Intron 3’-Splice receptor Exon
1 132 ..TT TCC TGG / gtaagact... 4000 i ..ctcaacag / GCA ATG GA.. 2
2 208 ..CC ACT TGG / gtgagtgg... 316 ii ..tctttgca / GTG AAA GA.. 3
3 148 ..AG ATC CAT / gtaagaag... 834 iii ..gtctttta / CTG GAT TA... 4
4 274 ..TG GAA AAG / gtatggag... 626 iv ..cctcctca / GCT GGA AC... 5
5 210 ..CT CAA CAG / gtaagtat... 4714 \Y ..ttecteta / GGA CAG TA.. 6
6 218 ..AT GAT GAA / gtgagtac... 618 Vi ...cttcacag / ATA TGC CA... 7
7 145 ..TG GAA GGT / attttccc... 600 vii ..ttatattc / AGG TTC TG... 8
8 155 ..TC TTG CAA / gtaaggca... 244 viii ..aactgcag / ACC CTC TC... 9
9 69 ...GA ATG ACA / aaaaaaaa... 1700 ix ..attggaga / AGC TAT AA... 10

10 126 ..CA GAA ACG / gtacctgc... 1202 X ..ttgectag / GTG CTG AT... 11

11 80 ..AT GTG AAG / gtttgaat... 1144 Xi ..tattctag / ATT TTA GC... 12

12 102 ..AT TAT GTA / gtaagagc... 923 xii ..ttttgcag / GAT AAT CC... 13

13 128 ..TC TTC TGG / gtaatttc... 90 Xiii .tttcctag / TTA CCG AA... 14

14 100 ..GA GGA GAG / gtgaaaac... 2782 Xiv ..cttcttta / AGG TAG TA.. 15

15 121 ..CC AGA AAG / gtaggcsgt... 304 XV ..accaacag / GAT GAA TT... 16

16 616
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Figure 5 ldentification of the transcriptional start sites of the mouse S, gene. (A) The nucleotide sequence
flanking the transcription initiation sites is illustrated on the left, with transcription initiation sites obtained by
primer extension (arrowheads). The arrows represent the major transcription start sites common to C57BL/6 and
129/Sv) mouse strains as mapped by primer extension, obtained using primers E3 and E4 and mouse kidney
total RNA as a template. The sizes of the extended bands are indicated. For further details see the Materials and
Methods section. The right-hand side of the figure shows the three major forms and the nature of the exons
included. (B) RT-PCR amplification of the mRNAs of mouse kidney S,. PCR products were obtained using six
sets of primers, E1-E2, E1—E3, E1'~E4, E1-E2, E1-E3 and E1-E4. Representative agarose gels of PCR products
obtained with the six sets of primers are shown at the top of the figure. M indicates the molecular DNA markers
used (M is 100 bp and #M is 1 kb ladder markers from Invitrogen). A schematic representation of the possible
origin of PCR products appears at the bottom. Arrows indicate the annealing regions of the PCR primers, lines
above indicate the sizes for the different moieties obtained upon cloning and sequencing of the PCR products.
(C) Schematic representation of the splicing cryptic sites found in exons 1 and 2 of the S, gene.
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exon 1 (also present in the 167 and named for convenience
1") and an additional 92 bp situated further down from 1’
that complete the entire exon 1. This new form was also
deposited in the GenBank database under accession
number AY064696.

Apart from the transcripts obtained in our laboratory,
other authors identified a new unit of S, cDNA, which
included 208 bp of exon 2 and no sequences from exon 1
(accession number BC015248). At that point, we aimed to
determine whether other S, mRNA products could also
exist in our kidney mRNA samples. By performing
RT-PCR assays using different sets of primers, indicated
at the top of each gel (Fig. 5B, upper panel), we obtained
a variety of products that upon cloning and sequencing
revealed an even more complex organization of the 5
untranslated region of the S, gene. There are two forms
on the lower panel of Fig. 5B that correspond to the 167
and 259 fragments of Fig. 5A (marked with an asterisk).
Both forms have skipped exon 2 and contain either the full
exon 1 (1'-1), or exon 1" Apart from these forms, we
obtained four new products which show different combi-
nations of exons 1, 2, 1" and 2’ (the latter corresponds to
the 63 bp from the most 3" part of exon 2), followed by
exons 3 and 4. These splicing variants are generated from
canonical splice donor and acceptor consensus AG-GT
sequences located in exons 1 and 2 of the S, gene that
define the boundaries between exon 1'-1 and exon 2-2’
(Fig. 5C). By comparing the genomic structure and
intron/exon organization of the mouse S, gene (see Fig. 4
and Table 2) with rat S, genomic sequences (GenBank
accession number AY456695) we have observed as the
main difference that the rat gene is lacking mouse exon 2.
It contains, therefore, 15 exons instead of 16, which share
86—98% homology with the mouse sequence. The trans-
lation initiation site and the stop codon are located at exons
3 and 15, respectively. Moreover, rat exon 1 lacks what we
have named exon 1’ in mouse; the remaining 65 bp of rat
exon 1 share 95% homology with the 3" end of mouse
exon 1. The main differences between the rat and mouse
S 4 genes correspond to the 5’ region, before the translation
initiation site, which indicates that both proteins will be
very similar.

Location and hormonal control of the S, protein

Polyclonal antibodies raised against S,-specific peptides
revealed the appearance of four different molecular species
by Western blot assays (Fig. 6). From them, the 62 and
118 kDa products disappeared in castrated males and
appeared in DHT-treated castrated mice, indicating that
their expression is androgen-dependent (Fig. 6A, left—
hand panel). Assays performed in the presence of specific
Sa-blocking peptide showed that the 62 kDa protein
disappears, while the other three remain under this con-
dition (Fig. 6A, right-hand panel). We postulate that the
protein of apparent molecular mass 62 kDa corresponds to

Iwww.endocrinology-journa[s.org
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Figure 6 Western blot analysis of crude homogenates from mouse
kidney. (A) Crude kidney homogenates (100 pg/lane) from intact
non-treated males (NT), castrated (Cx) or castrated males treated
with pharmacological doses of DHT (Cx+DHT) were analyzed by
Western blot using rabbit antiserum raised against S, synthetic
peptide (left-hand panel). Preabsorbing the antibody with an
excess of the antigenic peptide proved the specificity of the
reactions (right-hand panel). Arrow points to the 62 kDa
apparent-molecular-mass product that corresponds to the S,
protein. (B) In this experiment, crude kidney homogenates from
intact or castrated males treated with estrogens (E2) or with
estrogens and DHT (DHT+E2) were included. Non-treated female
kidney homogenates were also studied using the experimental
approach described for (A).

Sa because (1) 62 kDa is close to the expected size of the
deduced S, protein, taking the ATG codon in exon 4 as
the translation initiation codon, (i) it disappears in the
presence of the specific blocking peptide, (iii) its expres-
sion is androgen-dependent and (iv) the anti-S, antibody
recognizes the same moiety as the anti-FLAG antibody in
cells transiently expressing the S,-FLAG fusion protein
(results not shown).

To further explore whether expression of the protein
parallels that of the mRNA, we studied the effects of
estrogen treatment on S, protein levels. As shown in
Fig. 6B, estrogens inhibit expression at physiological and
pharmacological doses of androgens, i.e. in control males
and in DHT-induced castrated males. In conclusion, the
protein follows the same sex steroid-dependent expression
pattern as its corresponding mRNA. The nature of the
118 kDa product which follows an androgen-dependent
but estrogen-independent pattern of expression is
unknown and might not necessarily be related to the S,
protein. The mouse S, protein presents high homology
with the human and rat S,, 86 and 94%, respectively.
Alignment of the three sequences (Fig. 7) reveals several
functional motifs that include 29 amino acids on the
N-terminal region, which corresponds to a mitochondrial
translocation signal (see boxed sequence in Fig. 7) and
an AMP-binding domain, according to the PROSITE
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Figure 7 Amino acid sequences of human, rat and mouse S,. The amino acid sequences
of mouse (mSA), human (hSA) and rat (rSA) deduced from cDNAs were compared
(GenBank accession numbers: mS,, AF068246; hS,, D16350; rS,, AY456695). Amino
acids are numbered on the left and identical amino acids are highlighted in solid black. The
potential mitochondrion-targeting sequence found at the N-terminus of mouse, human and
rat S, is denoted with open boxes. A conserved AMP-binding domain is indicated by a

solid underline.

program (see underlined sequence in Fig. 7). The differ-
ences between the 65-5 kDa predicted molecular mass of
the mouse S, protein and the estimated 62 kDa size found
in Western blot assays suggested that the predicted mito-
chondrial targeting signal is cleared during transportation
of the enzyme into the mitochondrial matrix. S,~-FLAG
expression vectors were transfected into PCT3 cells
and location of the fusion protein was determined by
immunocytochemistry using anti-FLAG antibodies. By
performing double-labeling confocal fluorescence imag-
ing, using the mitochondrial marker dye MitoTracker
Red in transfected S,-FLAG cells, we were able to
co-locate both fluorescence signals, demonstrating the
location of the S, protein in the mitochondria (Fig. 8).

Discussion

The mouse S, gene was first described in our laboratory
as a kidney-restricted androgen-dependent gene (Melia
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et al. 1998). By using the subtractive technique of
representative differential analysis of cDINA, we aimed to
find informative models for studying the nature of tissue-
specific gene regulation in kidney. Furthermore, we were
also hoping that new target genes might provide insight
into the largely unknown physiological significance of
androgen-inducible gene expression in the kidney. Apart
from S, other coordinately expressed genes belonging to
the organic-anion-transporting (OATP) and cytochrome
(Cyp4) families were also identified and characterized
(Isern et al. 2001, Isern & Meseguer 2003). As mentioned
above, the S, gene has been characterized as a proposed
candidate gene for essential hypertension in rat and
humans (Iwai & Inagami 1991, Harris ef al. 1993,
Lindpaintner et al. 1993, Iwai et al. 1994, Harrap et al.
1995, Nabika et al. 1995). Its highly restricted and
abundant expression in kidney, a key organ in BP regu-
lation (Guyton et al. 1990, Retting ef al. 1993) and its
dependence on androgens for expression in mouse kidney,
suggested that the S, gene might be involved in a
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Figure 8 Subcellular location of the recombinant S, protein.
Transfected SA-FLAG fusion protein in PCT3 cells was labeled with
anti-FLAG antibodies and recombinant protein visualized with
FITC-conjugated goat anti-mouse secondary antibody (Sx-Flag).
MitoTracker Red CMXRos was used to stain PCT3 mitochondria
(MitoTracker) and analyzed using a confocal microscope. Green
fluorescence signals for the recombinant S, protein were overlapped
with the red fluorescence signals for mitochondria (overlay).

metabolic pathway with regulatory effects on renal
vascular resistance, impaired renal hemodynamics and
hypertension. A large subset of human hypertension is
sexually dimorphic, i.e. more severe in males than in
females, with the differences being minimized after meno-
pause (Mantzoros ef al. 1995, Chen 1996, August 1999,
Garbers & Dubois 1999, Reckelhoff & Granger 1999).
In the spontaneously hypertensive rat model, a sexual
dimorphism in BP has also been observed (Chen & Meng
1991, Turner ef al. 1991, Phillips et al. 1997, Reckelhoff
et al. 1999). Despite the scarce information on sex-related
BP differences in mice, a recent report from Holla et al.
(2001) described lower BPs in female than in age-matched
male mice in controls and in the hypertensive phenotype
of Cyp4al4-knockout mice, which these authors have
developed (Walsh et al. 2003). Despite this evidence
Samani’s group have clearly shown that S, is not involved
in the regulation of either basal or salt—related BP using
Sa-null mouse.

Predictions based on its amino acid sequence similarity
included the S, protein in the acyl/acetyl-CoA synthetase
family (Karan et al. 2001). Later studies confirmed a
medium-chain acyl-CoA synthetase nature for the S,
protein by means of enzymatic assays using a purified

Iwww.endocrinology-]ournals.org

recombinant mouse S, protein heterologously expressed in
COS cells. Two reports demonstrated that the S, protein
plays a role in the degradation of medium-chain fatty acids
for the production of energy. While Fujino et al. (2001b)
concluded that isobutyrate constitutes a specific substrate
for S,, Iwai et al. (2002) described octanoate as the
preferred substrate for CO, and ATP production. While
these reports address a putative function for the S, protein,
it remains to be determined what the real substrates and
function of this protein are in vivo.

In this report we confirm previous data referring to
kidney as the main site for S, mRNA synthesis followed
by liver, but also other sites for minor S, production
including stomach, testis, lung and heart. Of these, kidney,
heart and lung express S, mRNA in an androgen-
dependent fashion, indicating that S, constitutes a specific
male enzyme for most of the tissues in which it is
expressed and that its function must necessarily be import-
ant for males. Interestingly, we found a profound negative
effect of estrogens on S, kidney mRNA levels since
they block the action of androgens at physiological and
pharmacological doses. Since ovariectomy in females does
not permit S, expression in kidney, and DHT-induction
triggers the S, gene in females, we conclude that it is a

Journal of Endocrinology (2004) 183, 101-114

111


http://www.endocrinology-journals.org

112 C ARESTE and others

Regulation of the S, gene in mouse kidney

truly androgen-dependent gene. In order to explain the
inhibitory role of estrogens in S, expression, we might
speculate as to the presence of a common co-activator
for sex steroid receptors, in proximal tubule cells, which
becomes unavailable to the androgen receptor in our
experimental conditions; alternatively, a newly syn-
thesized estrogen-dependent repressor might be interfer-
ing with the mechanisms triggered by androgens, preclud-
ing expression. In any event, isolation and functional assays
of the proximal promoter of the S, gene will provide
insight into the elements and mechanisms governing the
sex steroid-controlled expression of the S, gene in kidney
and those that permit constitutive expression of the same
gene in liver. To this end, we first determined the
transcription initiation site by primer-extension analysis,
5-RACE and RT-PCR, and found multiple forms of S,
mRNAs which upon cloning and sequencing appeared to
be the result of complex alternative-splicing events which
included usage of 19 cryptic internal sites in exons 1 and 2.
Although we cannot rule out trans-splicing events, there
is no exon repetition that could indicate that this
phenomenon is occurring in the mouse S, gene, as has
been described for its rat orthologue (Frantz et al. 1999)
and the rat carnitine octanoyltransferase gene (Caudevilla
et al. 1998). As for the rat S, gene, Frantz et al. (1999)
reported exon 2 and exon 2—4 repetition in kidney
mRNA from Wistar—Kyoto rats not present in the spon-
taneously hypertensive strain, which was shown not to
correspond to duplications of these specific exons or to the
entire gene in the Wistar—Kyoto germ line. Exon 2 is
located upstream of the putative translation start site and
therefore the presence of the duplication would not be
expected to alter the protein product. However, the exon
2—4 duplication would alter the reading frame, resulting in
a truncated, altered product of 157 amino acids. Although
the physiological significance of these modified transcripts
has not been established, the transcripts have also been
detected in Milan hypertensive and Dahl salt-sensitive rat
strains (Frantz et al. 1999). In mouse, we found no
alternative transcript of the S, gene compromising the
putative translation initiation site which has been pre-
dicted to be in exon 4; Western blot analyses of mouse
kidney extracts show that the single moiety that disappears
upon blocking the antibody with the specific peptide
corresponds to a product with the expected S, protein
size. This result indicates that the splicing events occurring
further up exon 4 have no impact on the correct synthesis
of the S, protein. The biological role, if any, of our findings
is unknown but might relate to the use of alternative
promoters which might be located on the intronic
sequences before exon 4 and upwards, which in turn could
contribute to the differential regulation of the gene in
kidney and liver. Studies currently being conducted in our
laboratory using different reporter gene constructs in
transient transfection assays may aid understanding of the
complexity of S, gene expression in mouse tissues.
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