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1.- INTRODUCCIO

Vértigo, que el mundo pare, gque corto se me hace el viaje
(..)
Que el Vértigo pase Y que en vuestras ventanas
luzen el sol cada marann
(Vértigo. 1smael Servano)






Introduccio

1.1.-Organitzacio testicular.

El testicle és lorgan reproductor masculi, té dues funcions principals: la producci6
d’hormones responsables del manteniment de les funcions reproductives i la produccié
d’espermatozoides, encarregats de transmetre els gens paterns a I'embrio i responsables de la
conservacio de I'especie (Russell et al., 1990). Les funcions testiculars es troben localitzades en dos
compartiments morfologicament diferenciats: 'espai intersticial i un gran ndmero de tubuls seminifers
espiralitzats. L'espai intersticial €s el menor dels compartiments i esta format, principalment, per teixit
vascular, limfatic i connectiu. També hi ha macrofags, fibroblastes i les cél-lules de Leydig, que
s’encarreguen de secretar les hormones. Els tubuls seminifers formen el compartiment major,
contenen les cel-lules germinals, en continua diferenciacio, intercalades entre les cél-lules de Sertoli.
Aquests compartiments estan separats estructural i fisiologicament per barreres cel-lulars que es
desenvolupen durant la pubertat. Aquestes barreres constitueixen la Barrera Hemato-Testicular
(Russell et al., 1990), la qual protegeix les cel-lules germinals de 'accid de possibles agents quimics

nocius.

En un esquema d'una secci6 de testicle es pot distingir I'estructura interna d’'un tibul

seminifer i de I'espai intersticial.

Ponts citoplasmatics

Fide
I'espermiogenssi

Inici de

I'espemmniogénesi ?--___‘ "'F

Meiosi -—-—-___m

R i
f; '
L&

Lamina basal

Fibrobl ast

Cel-lules intersticials

FIGURA 1. Esquema de I’estructura d’un tabul seminifer. Les diferents cel-lules germinals en proliferacid
(espermatogonis, espermatocits i espermatides rodones) ocupen successius nivells dins l’epiteli. Les
espermatides en elongacié ocupen els espais que deixen les cel-lules de Sertoli, les quals s’estenen des de la
lamina basal fins al lumen i mantenen contactes amb les cel'lules germinals. Adaptat de: I'atlas Basic
Histology, Mc Graw Hill.




Introduccio

A l'esquema de la Figura 1 s'observen quatre compartiments diferents: vascular, intersticial,
basal i adluminal. Una membrana basal que conté les cél-lules mioides, aixi com fibroblastes, separa
I'espai intesticial i els compartiments basals. A I'espai intersticial es localitzen els vasos i les cel-lules
de Leydig. Dins els tubuls es troben els compartiments basals i adluminal. Aquests compartiments
estan separats per complexes d’unié gap, que mantenen unides a les cél-lules de Sertoli. En el
compartiment basal es troben els espermatogonis, mentre que, en el compartiment adluminal es
troben els espermatocits, les espermatides rodones i els espermatozoides, en intim contacte amb les

cel-lules de Sertoli mitjancant unions especials (Russell et al., 1990).

1.2.- Espermatogénesi

L’espermatogenesi és el procés pel qual els espermatogonis produeixen els espermatozoides;

té lloc als tubuls seminifers i es pot dividir en tres fases (Hess, 1999; Russell et al., 1990):

A) PROLIFERACIO MITOTICA

Els espermatogonis, que constitueixen la primera fase, son les cél-lules germinals més
immadures i estan localitzades a la base dels tubuls seminifers. Proliferen per mitosi i es multipliquen
repetida i continuament, reomplint d’aquesta manera l'epiteli germinal. S6n capaces d’autoregenerar-
se produint, d'una banda, cél-lules mare (stem cells) que romandran als tubuls seminifers i, d’altra
banda, les cel-lules que prosseguiran amb el procés espermatogenic (espermatogonis tipus A i tipus
B) que donaran lloc a la primera cel-lula de la segona fase, 'espermatocit primari, el qual migra des de

la base del tubuls cap al lumen creuant les unions Sertoli-Sertoli.

B) FASE MEIOTICA

Les cel-lules formades amb la divisié dels espermatogonis B son els espermatocits primaris
en fase de preleptote (Pl). Aquesta fase comporta dues divisions meiotiques. A la primera divisio
meidtica, anomenada profase, cada Pl experimenta una serie de canvis morfoldgics amb canvis de
grandaria tant del citoplasma com del nucli (Russell et al., 1990). Els canvis nuclears son la base
morfologica de la seva subdivisié durant la profase meidtica, aixi els diferents estats maduratius
d'aquesta divisid serien: leptotens (L), zigotens (Z), paquitens (P) i diplotens (D); respectivament.
Aquestes darreres son els espermatocits primaris més grans i també el tipus cel-lular més gran de la
linia germinal. El resultat d'aquesta primera divisié meidtica sén dos espermatocits secundaris per

cada PI, cadascun dels quals conté un nombre senzill de cromosomes (2n) i cada cromosoma consta
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de dues cromatides unides pel centromer. A la segona divisio meiotica aquests espermatocits

secundaris donaran lloc a espermatides rodones haploides.
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FIGURA 2. Esquema de l'espermatogénesi en mamifers. Es mostren les tres principals fases: la fase
proliferativa per mitosi, la fase meiotica i 'espermiogenesi, que sén desenvolupades pels espermatogonis,
els espermatocits i les espermatides, respectivament. Modificat de: I'atlas Basic Histology, Mc Graw Hill.

C) DIFERENCIACIO o ESPERMIOGENES!.
En aquesta fase, les espermatides rodones haploides passen per un extens procés de

diferenciacio terminal anomenat espermiogénesi. Durant la remodelacié citoplasmatica s’hi inclouen

tres modificacions principals (Figura 3):

1. Elnucli s’allarga i la cromatina es condensa en una estructura molt densa, de forma caracteristica

segons I'especie de I'animal, gracies al canvi de les histones per les protamines (Hecht, 1998).

2. L'aparell de Golgi produeix uns granuls que donaran lloc a 'acrosoma. Aquesta nova estructura

conté els enzims hidrolitics necessaris per la interaccié espermatozoide-Ovul i la posterior

fertilitzacio.

3. Finalment, es desenvolupa el flagel, dotant de moviment a 'espermatozoide. A la peca central del

flagel s’hi troben els mitocondris. En aquest moment es perd I'excés de citoplasma, conegut com a

cos residual, que és fagotitzat per les cél-lules de Sertoli.
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FIGURA 3. Esquema en detall del procés espermiogeénic a humans. Es representa les transformacions que
pateix una espermatida immadura fins a convertir-se en un espermatozoide madur. Adaptat de: I'atlas Basic
Histology, Mc Graw Hill.

1.3.- Estadis del cicle espermatogenic.

L’espermatogenesi és un procés proliferatiu sincronic que permet la progressio de les cél-lules
germinals en diferenciacié al llarg del tdbul seminifer. La classificacio de les fases de
I'espermatogenesi es basa en l'estudi de seccions transversals dels tubuls seminifers, els quals
contenen els diferents tipus de cel-lules germinals disposades en capes, més o menys,
conceéntricament dins el tubul. En general, les cél-lules més madures i diferenciades es localitzen més
allunyades de la membrana basal i es troben associades amb les cel-lules més joves que encara han
de dividir-se i madurar, les quals s’ubiquen més proximes a la membrana basal (Hess, 1999; Russell et
al., 1990).

Per tant, cada cel-lula germinal esta relativament sincronitzada en el desenvolupament amb
les cel-lules germanes, tant amb les precedents com amb les descendents, mitjan¢ant I'establiment
d’'associacions i/o agrupacions entre elles durant una mateixa fase del desenvolupament.
L’agrupament dels diferents tipus cel-lulars en un moment concret del desenvolupament es coneix
com a associacio cel-lular o estadi (Parvinen et al., 1986). Tots els estadis tenen lloc en un temps i
en un segment de I'epiteli determinat i es caracteritzen per tenir una composicié constant de cél-lules
germinals, a la rata s’han designat 14 estadis. Per conveni, els diferents estadis s’anomenen seguint la
numeracio romana. Es pot seguir tot el procés espermatogénic examinant seccions histologiques dels

tubuls seminifers i comparant-les amb un mapa del cicle de 'espermatogenesi. Per tal de definir les
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diferents fases s'utilitza com a referéncia els canvis morfologics de les espermatides (canvis en
I'acrosoma i en la morfologia del Nucli, veure Figura 3) ja que son facilment identificables al microscopi
a partir de seccions histologiques al microscopi. Cada tipus cel-lular d’espermatida identificat
d’aquesta manera defineix una etapa de I'espermiogenesi i cada etapa es designa amb numeros
arabics (Russell et al., 1990). A la Figura 4 es representa el mapa del cicle espermatogenic de la rata.
S’ha triat aquest com a model, d'una banda perqué va ser el model animal amb que es va treballar en
aquesta tesi doctoral i de I'altra perqué als primats, incloent 'home, 'espermatogénesi és dona d’una
manera més desordenada, és a dir, que en una mateixa seccié transversal d’'un tabul seminifer es

poden trobar representats més d’'un estadi diferent.

FIGURA 4. Mapa del cicle espermatogenic de la rata. Les columnes verticals, designades amb ntimeros
romans, indiquen els estadis. Un cicle, és una serie completa d’associacions cel-lulars que se succeeixen
seguint un ordre logic. La progressié d'una cel-lula en desenvolupar-se se segueix horitzontalment fins al
final dret del mapa. Llavors, la progressié continua a I'esquerra del mapa amb una posicié per sobre. El
mapa del cicle acaba amb la fi de I'espermiaci6 (Russell et al., 1990).

Aquesta manera sincronica d’evolucionar al llarg del temps dona lloc a un cicle que comencga
amb l'entrada dels espermatogonis a la mitosi i acaba amb la sortida dels tubuls dels nous
espermatozoides, aproximadament cada 4.5 cicles els espermatogonis esdevenen espermatozoides a
les rates, en temps serien més de 2 setmanes (Hess, 1999). La coordinacié en el cicle pot explicar-se
perqué les cel-lules germinals (des dels espermatogonis fins a les espermatides) es troben
connectades per unions intracitoplasmatiques. Com a resultat es déna un desenvolupament clonal de

les cel-lules germinals que es divideixen formant una especie de sinciti. La interconexié entre les
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cél-lules germinals facilita la comunicacio entre elles, és a dir, el pas dels senyals per avancar en el

procés espermatogenic a I'hora que també els dilueix.

1.4.- Regulacié hormonal de I'espermatogenesi

A més de produir els espermatozoides, el testicle produeix algunes de les hormones
necessaries per mantenir diverses funcions del cos, entre elles es troben les funcions sexuals
secundaries. L'espermatogénesi esta altament regulada mitjancant un mecanisme hormonal, amb
senyals endocrins i paractins, que determina la proliferacio, la diferenciacio i la supervivéncia de les
cel-lules germinals, que no comenca a funcionar fins a la pubertat de lindividu. El funcionament
normal de I'espermatogénesi requereix d’un sistema hipotalamic-hipofisari totalment funcional que
reguli i generi les hormones gonadotropines (McLachlan, 2000; Sharpe et al., 1994; Weinbauer and
Nieschlag, 1993). La glandula pituitaria, sota 'estimulacié de I'hipotalem, secreta les dues principals
hormones gonadotrofines reguladores de I'espermatogénesi: 'hormona luteinitzant (LH) i 'normona
estimulant del fol-licle (FSH), Figura 5.

« L’hormona luteinitzant, LH, controla de forma indirecte I'espermatogeénesi. Estimula
I'esteroidogenesi a les ceél-lules de Leydig, és a dir, la sintesi i la secrecio dels androgens,
concretament de la testosterona que, al seu torn, actua sobre els receptors d’androgens
presents a les cel-lules de Sertoli per tal de controlar l'inici de 'espermatogenesi. A més a
més, el nivell circulant d'aquesta hormona (Testosterona) regula la produccié de LH per

mitja d’'un mecanisme de retroalimentacié negativa sobre Ihipotalem i la hipofisi.

= Els receptors de I'normona estimulant del fol-licle, FSH, també estan situats a les cel-lules
de Sertoli. Alla estimula la produccié de nombrosos factors que regulen I'espermatogénesi
com, per exemple, la inhibina que juntament amb la testosterona regulen la funcié de I'eix
hipotalamic-hipofisari mitjancant un feed-back negatiu. Les cel-lules de Sertoli també
produeixen la proteina d’unié als andrdgens (ABP) que s'uneix a la testosterona lliure, la
segresta i 'acumula al citoplasma de les mateixes cel-lules de Sertoli a 'espera del moment

de ser alliberada, o bé la transporta cap a I'epididim.

Aixi doncs, la regulacié hormonal de 'espermatogenesi per part de les hormones LH, FSH; i

testosterona té lloc mitjancant accions indirectes sobre el component somatic del tubul (cel-lules de
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Leydig i cél-lules de Sertoli) degut a que les cél-lules germinals no expressen els receptors hormonals
(Sofikitis et al., 2008).

Hipotalem

- I
e FSH/LH-RH
a _ Pituttaria
// anterior
%
Retroalimentacié . ! )
negativa dels I

androgens sobre
I'hipotalem

FIGURA 5. Esquema de la regulacié
hormonal de 1’espermatogénesi.
Modificat de: 1'atlas Basic Histology,
! Mc Graw Hill. FSH: Hormona
' o estimulant del Follicle, LH: Hormona
j Activacié de la LH+ FSH+ Inhibina luteinitzant, ABP: Proteina d’uni6 als

y sintesi / .
d‘andic‘)gen androgens, T: Testosterona.
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Tot i que la importancia de les hormones testosterona i FSH a l'inici de 'espermatogenesi és

indiscutible, es questiona el paper relatiu d’ambdues hormones en el manteniment del procés

espermatogenic a llarg de la vida adulta.

Durant els ultims quatre dies de la gestacio, en la rata, els nivells hormonals de FSH es
dupliquen, als cinc dies postpart ja s’han quadruplicat i continuen incrementant fins estabilitzar-se en
lindividu adult. Els nivells de testosterona també s’incrementen en els ultims dies de gestacio i durant
I'etapa postpart fins al viuté dia. Aleshores, es van reduint fins a l'inici de I'espermatogénesi moment
en que tornen a incrementar-se. Els nivells intratesticulars de testosterona son forca més alts respecte
els plasmatics, degut a la proximitat de les cel-lules de Leydig, que en sintetitzen (McLachlan, 2000).
La concentracié intratesticular de testosterona és forca més gran que la que es necessitaria per
saturar els seus receptors. Es més, per tal d’assegurar una produccié quantitativa i qualitativament
normal d’espermatozoides, a la rata, seria suficient al voltant del 20% de la concentracid habitual
intratesticular de testosterona. Si experimentalment es redueix aquesta per sota del 20%,

I'espermatogenesi s'atura a uns nivells de testosterona majors que els plasmatics i prou alts encara
per mantenir els seus efectes en qualsevol altre part del cos (Cooper et al., 1988; McLachlan, 2000).
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No se sap, encara, perque es produeix en concentracions tan altes. Tanmateix, no tan sols és
important la concentracié total de testosterona sind que és igualment important I'activitat del seu
receptor. Alteracions en la concentracié de testosterona total i lliure degut, d’'una banda, a una
disminucio en la produccié per part de les cel-lules de Leydig o, per altra banda, a un augment en la
proteina d’uni6 als androgens (ABP, que segresta la testosterona lliure) o bé alteracions en l'activitat
del receptor d’androgens (AR) per toxics (com pot ser la Flutamida) comporta l'arrest de
I'espermatogenesi en la fase d’espermatocits paquitens i, per tant, I'esterilitat de l'individu. Una de les
consequéncies del descens en la concentracid de testosterona és que les espermatides rodones no
poden continuar amb 'espermiogenesi i, a mes, perden I'adhesié que tenen a les cel-lules de Sertoli.
Aixi doncs, son alliberades al lumen del tibul seminifer i acaben per ser fagotitzades per les cél-lules
de Sertoli (Sofikitis et al., 2008).

Segons aquestes dades, els androgens serien necessaris per tal d'acomplir la primera divisio
meiotica com evidencien clarament estudis d’immunohistoquimica, on la immunotincié positiva pels
AR en les cél-lules de Sertoli concorda amb la maduracié de les cel-lules germinals en els tubuls
(Regadera et al., 2001; Suarez-Quian et al., 1999).

En el periode prepuber, 'hormona FSH afavoreix la proliferacié de les cel-lules de Sertoli. El
nombre d’aquestes cel-lules determinara el nombre maxim de cél-lules germinals que poden sustentar
i, en Ultim terme, la fertilitat de lindividu. La importancia de I'hormona FSH a [inici de
I'espermatogenesi durant la pubertat és clara, es necessita la seva presencia per tal de que els
espermatogonis primitius comencin a dividir-se per regenerar-se i per produir els espermatocits. A
més, sinérgicament amb la testosterona, vetlla per la viabilitat germinal (McLachlan et al., 2002;
Russell et al., 1998). Quan selimina quirdrgicament la glandula pituitaria (procés anomenat
hipofisectomia) i per tant també s’eliminen les hormones gonadotropines (LH i FSH), es produeix una
davallada quantitativa a tots els tipus cel-lulars de la linia germinal. Quan es tracta d’una
hipofisectomia de llarga durada, les espermatides rodones son les cel-lules germinals més avancades
que s’hi troben, encara que els seus predecessors son presents en un nombre escas. Els tubuls
seminifers també presenten una mida més petita, igual que el lumen que pot arribar a desapareixer.
Les nombroses degeneracions germinals indiquen que tot i que I'espermatogenesi continua existeixen
punts concrets on s’interromp (Clermont and Morgentaler, 1955).

Si s’administren les hormones gonadotropines en el moment de fer la hipofisectomia,
I'espermatogeénesi continua desenvolupant-se amb normalitat. Si ja s’ha produit la regressié de
I'epiteli, en restablir els nivells de LH i FSH no s’aconsegueix restablir plenament el nombre de
cel-lules germinals (Boccabella et al., 1964). A més, ratolins knockout pel receptor de 'hormona FSH
també mostren defectes en I'espermatogenesi tot i que es produeixen espermatozoides en baix
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nombre i qualitat (Krishnamurthy et al., 2000). A més, la mida del testicle és considerablement menor
en comparacié amb la soca salvatge, que resultaria ser degut a un descens en el nombre de cél-lules
de Sertoli i, per tant, a una reduccié en la seva capacitat de sustentar un nombre determinat de
cel-lules germinals (McLachlan, 2000). D’altra banda, s’han realitzat experiments amb ratolins
congenitament deficients en I'normona alliberadora de gonadotropines, GnRH (=hypogonadal mouse)
i per tant sense les hormones LH i FSH que puguin estimular l'inici de I'espermatogenesi. Quan
aquests ratolins son tractats amb androgens desenvolupen una espermatogenesi normal, subratllant-
se d’aquesta manera la necessitat de la testosterona a totes les fases del procés espermatogeénic
(Singh et al., 1995).

Aixi doncs, mentre que 'hormona FSH no és essencialment necessaria per l'inici i la correcta
progressio del proces espermatogenic, si que es necessita per garantir la produccié d’'un nombre
normal d’espermatozoides. Tal com es pot comprovar amb l'analisi de l'ejaculat d’homes que
presenten mutacions espontanies en el receptor de 'hormona FSH (McLachlan, 2000). Aquests
homes sdn oligospermics pero fertils. Per tant, I'inici i el manteniment de 'espermatogenesi depen del

balang entre I'eix hipotalem- pituitaria- testicle.

Pero, els androgens directament no regulen la transcripcié dels gens que s’expressen a les
cel-lules germinals i que sdn necessaris per la proliferacio, la diferenciacio, la fase meiotica de
I'espermatogenesi i/o 'espermiogenesi. S'assumeix, doncs, que les accions de la testosterona i dels
seus derivats sobre les cél-lules germinals estan mediats per les cel-lules somatiques del testicle.
Clarament va poder-se comprovar mitjangant experiments on es transplantaven espermatogonis
provinents dels testicles de ratolins Tfm (amb la sindrome de feminitzacié testicular) als testicles de
ratolins azoospermics. Els ratolins Tfm es caracteritzen per I'abséncia, en el testicle, de receptors
d’androgens. En canvi, la segona soca d’animals, tot i ser estérils, si que presenten el receptor
d’androgens funcional. Llavors, els espermatogonis Tfm, en el testicle de 'animal azoospermic, van
ser capagos de repoblar I'epiteli seminifer, i van completar una espermatogenesi qualitativament
normal (Johnston et al., 2001). Donada l'estreta relacié que mantenen les cél-lules de Sertoli i les
germinals, es pot assumir que son les primeres les encarregades de mediar els efectes dels

androgens sobre el procés espermatogenic.

1.5.- Importancia de les cél-lules de Sertoli a I'espermatogénesi.

Les cél-lules de Sertoli i les germinals mantenen una forta i estreta relacio durant els

processos de desenvolupament testicular i durant I'espermatogénesi que queda ben palesa quan
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saillen i es cultiven. Les cél-lules de Sertoli en un cultiu primari viuen sense problemes durant,
aproximadament, una setmana mentre que les germinals un cop aillades moren. S'evidencia,
d’'aquesta senzilla manera, la necessitat de la coexistencia d'ambdds tipus cel-lulars per tal de formar
els espermatozoides. D’altra banda, el nombre de cel-lules de Sertoli determinara finalment la
quantitat de cel-lules germinals que produira el testicle, ja que cada cel-lula de Sertoli té la capacitat
de sustentar el desenvolupament d’'un nombre maxim de cel-lules germinals (Petersen and Séder,
2006). Aixi, una reduccié en el nombre de les cél-lules de Sertoli, per accié de toxics per exemple,
comporta una reduccié en la mida del testicle i un descens en el nombre d’espermatozoides produits

que podria conduir a la esterilitat de 'individu.

Durant I'etapa fetal les cel-lules de Sertoli tenen un paper essencial en el desenvolupament
estructural del testicle. En comencar a formar-se els testicles embrionaris, aquestes segresten als
precursors de les cél-lules germinals (gonocits) i els aturen I'entrada a la meiosi. Un cop que s’han
format els testicles, les cel-lules de Sertoli immadures proliferen rapidament durant I'Ultima part de la
vida fetal i els primers mesos després del naixement. La proliferacié esta controlada per les hormones
gonadotrofines (FSH) i per factors de creixement. A la pubertat, les cel-lules de Sertoli canvien
morfologica i funcionalment marcant el pas cap a l'estat adult. D’'una banda perden la capacitat
proliferativa, el nucli es fa més gran i multilobulat i el nucleol també es fa més evident. El volum del
citoplasma augmenta i perden la morfologia columnar, a la rata ocupen unes 90 micres d'alcada des
de la base del tubul fins al lumen. En aquest moment sén capaces de formar unions molt fortes,
conegudes com a tight junctions o gap junctions, entre elles i amb les ceél-lules germinals. Aquestes
ultimes comencen a diferenciar-se quedant englobades dintre i sotmeses a les condicions
metaboliques d’aquest nou compartiment. La creacié d’aquesta barrera fisica afavoreix la formacié de
la llum tubular. Aixi doncs, a partir de la pubertat, la principal funcié de les cél-lules de Sertoli sera el
manteniment fisic i metabolic de les diferents fases de I'espermatogenesi (Sharpe et al., 1994) (Figura

6). Al llarg de la vida adulta la poblacid de cel-lules de Sertoli resta practicament estable.

Com s’observa a la Figura 6, les cel-lules de Sertoli elaboren nombroses unions basolaterals
amb les cél-lules adjacents (blau) i amb la lamina basal (vermell). Aquestes unions tenen una doble
funcid; d’'una banda ajuden a mantenir la integritat de I'epiteli i a facilitar la comunicacio intercel-lular.
De l'altre, compartimenten I'epiteli seminifer formant dos espais perfectament separats i diferenciats,
que son necessaris per a la regulacié de les diferents fases de I'espermatogénesi, el compartiment

basal (vermell) i el compartiment adluminal (blau).
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Compartiment
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FIGURA 6. Esquema de
les interconexions que es
donen entre les cél-lules
de Sertoli i les céel-lules
veines. En blau es
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lamina basal. Adaptat de:
I'atlas Basic Histology, Mc
Graw Hill.
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En el compartiment basal es localitzen els espermatogonis i els espermatocits primaris fins a

la fase de leptote de la meiosi. Aquestes cél-lules tenen una bona accessibilitat a les substancies
(nutrients i/o factors de creixement) presents al sistema limfatic i indirectament, als presents al

sistema vascular. Al compartiment adluminal es troben els espermatocits des de la fase de paquite

fins als diplotens, les espermatides rodones i en elongacio, i els espermatozoides.

Al conjunt de les unions establertes per les cel-lules de Sertoli es coneix com a Barrera
Hemato-Testicular (BHT). Tot i ser una barrera fisica, permet el trafic de substancies cap al
compartiment adluminal a concentracions menors de les trobades a la sang o al sistema limfatic. Aixi
mateix, s’han trobat substancies al lumen tubular que es presenten amb concentracions més elevades
que al plasma, ja que son productes de secrecions fetes tant per les cel-lules germinals com per les
de Sertoli (Setchell and Main, 1975). En referéncia als toxics, la preséncia de la BHT dificulta el seu
pas cap al lumen i, daquesta manera, es protegeixen els espermatozoides de l'accid de les
substancies nocives. Igualment es protegeixen les cel-lules germinals en divisié dels possibles atacs
autoimmunes i de les infeccions (Millette and Bellve, 1977; Siu and Cheng, 2004). Aixi doncs, les
cel-lules de Sertoli creen un microambient aillat a I'organisme on es desenvolupen les fases
meiodtiques de 'espermatogenesi i la posterior maduracié postmeiotica per produir espermatozoides

funcionals.
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Degut a I'existencia de la BHT, els elements essencials pel progrés de 'espermatogenesi no
poden difondre des de la circulacid sanguinia fins al lumen tubular, per aquest motiu moltes de les
molecules han de ser sintetitzades in situ per les cel-lules de Sertoli o pels altres tipus cel-lulars. Aixi
doncs, les cel-lules de Sertoli produeixen els estimuls bioquimics en forma de factors de creixement
(per exemple: TGFo i B, IGF-I, FGF i EGF) i nutrients (lactat) especifics i necessaris per a qué les
cel-lules germinals sobrevisquin, contribuint a la formacié d’'un microambient unic al compartiment
adluminal. El conjunt de proteines i de factors de proliferacio i diferenciacio produits i secretats al medi
per les cél-lules de Sertoli son la base molecular per la interaccié entre aquestes cél-lules i les
germinals (Griswold, 1988; Griswold, 1995; Griswold, 1998). A les taules segilents es resumeixen els

diferents tipus de glicoproteines secretades i les seves funcions.

A) Tipus de glicoproteines Funcié

Transportadors Transport d’ions i/o metabolits ex: Transferrina
Proteases i inhibidors Remodelament tissular durant 'espermatogénesi
Estructurals Formaci6 de la lamina basal amb les cel-lules peritubulars
Reguladores Factors de creixement o factors paracrins com nutrients o intermediaris metabolics
B) B Simbol Referéncia
Interleukin-4 IL-4 (Cooke et al., 1996)
Stem Cell Factor SCF (Allard et al., 1996)
Fibroblast Growth Factor FGF (Griswold, 1998)
Insulin Growth Factor- IGF-I (Griswold, 1998)
Epidermal Growth Factor EGF (Griswold, 1998)
Bone Morhogenetic Protein BMP (Itman and Loveland, 2008)
Desert Hedgehog Dhh (Gnessi et al., 1997)
Glial cell line-derived Neurotrophic Factor GDNF (Meng et al., 2001)
Platelet-derived Growth Factor PDGF (Basciani et al., 2002)
Transforming Growth Factor-beta TGFB (Griswold, 1998)
Lactat - (Erkkila et al., 2002)

TAULA 1. A) Glicoproteines fabricades i secretades per les cél-lules de Sertoli. B) Proteines que poden
actuar com a factors paracrins.

Per acabar de garantir el correcte progrés de I'espermatogenesi, les cél-lules de Sertoli també

s’encarreguen de:
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. Secretar el fluid luminal, és el medi aquds pel qual els espermatozoides sén transportats a
través dels conductes seminifers.

. Trencar les unions amb les espermatides i els espermatozoides per tal d’afavorir la sortida
d’aquests cap al lumen.

. Fagocitar les cel-lules germinals que durant el procés normal de I'espermatogénesi degeneren o
son afectades per algun agent deleteri. Finalment, també fagociten I'excés de citoplasma

(anomenat cos residual) de les espermatides.

La principal via de control sobre l'espermatogenesi esta regulada per una complexa
interconexid entre senyals hormonals i paracrins. Els primers provenen de I'actuacié de les hormones
FSH i testosterona sobre els receptors presents a la membrana de les cél-lules de Sertoli (Suarez-
Quian et al., 1999). Els segons son resultat de I'activitat metabolica de les ceél-lules de Sertoli (lactat i
factors de creixement). Pero, es desconeix el mecanisme pel qual aquests influeixen a les cel-lules
germinals. Per aquestes raons, qualsevol alteracié que provoqui anomalies en el conjunt de funcions
que realitzen les cél-lules de Sertoli també comporta alteracions o fins i tot aturades en la progressid

de l'espermatogenesi, pérdua de cél-lules germinals i, en ultim terme, esterilitat.

1.6.- Metabolisme energetic de les ceél-lules testiculars.

Per a portar a terme el procés espermatogenic, les nombroses ceél-lules germinals que hi
progressen necessiten un elevat i eficient aport energetic. Com ja s’ha esmentat, el testicle es troba
compartimentat per complexes d’unié gap formats per les cél-lules de Sertoli. Aixi doncs, aquelles
cel-lules germinals que es localitzen dins la Barrera Hematotesticular (espermatocits, les espermatides
i els espermatozoides) queden sotmeses a les condicions metaboliques d’aquest compartiment i, per
tant, 'oxigen unicament arriba al lumen per difusid. En canvi, els espermatogonis que es localitzen
fora, al compartiment basal, prop dels capil-lars sanguinis capten I'oxigen del torrent sanguini. Degut a
la gran distancia de difusio i a I'alta taxa de consum d’oxigen per part de les cél-lules proliferants, les
pressions parcials d’oxigen (pOz) al lumen tubular sén considerablement baixes (2 mmHg) essent la

menor concentracio d’oxigen de tot el cos (Wenger and Katschinski, 2005).

Les cél-lules de Sertoli oxiden la glucosa sanguinia produint una gran quantitat de lactat
(Mita and Hall, 1982; Robinson and Fritz, 1981), que és transportat en elevades concentracions cap a
les cel-lules germinals en diferenciacid a través dels transportadors especifics de monocarboxilases

(MCT); en concret es dirigeix cap als espermatocits i a les espermatides (Jutte et al., 1981). La
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cooperacié metabolica entre les cel-lules de Sertoli i les germinals pot quedar afectada per I'exposicio
a toxics com la Flutamida (Goddard et al., 2003), que redueix la produccié i el transport del lactat cap a
les cel-lules germinals meiotiques i postmeiotiques comportant la mort d’aquestes. Tanmateix, la
produccié de lactat s'incrementa en les cél-lules de Sertoli en cultiu primari quan sén sotmeses als
esteroides sintetics (que in vivo interfereixen en la fertilitat masculina) (Monsees et al., 2000). Per
aquestes raons, la preséncia de lactat podria considerar-se com un factor de supervivéencia ja que
inhibeix 'apoptosi de les cél-lules germinals (Erkkila et al., 2002) i també estimula la sintesi de RNA i
de proteines a les espermatides (Jutte et al., 1981; Nakamura et al., 1981). La seva produccié esta

regulada per hormones, en concret per 'hormona estimulant del Fol-licle (FSH) (Jutte et al., 1983).

Els espermatogonis estant localitzats al compartiment basal utilitzen directament la glucosa
procedent de la sang com a font energética, que sera metabolitzada seguint la glucolisi i el cicle de
Krebs. Pero els espermatocits i les espermatides, en estar englobats dins la Barrera Hematotesticular,
fan servir lactat i piruvat per mantenir les seves concentracions d’ATP (Jutte et al., 1981; Mita and Hall,
1982; Nakamura et al., 1984a; Nakamura et al., 1984b). D’aquesta manera, la principal font d’energia
canvia durant els diferents estadis de I'espermatogénesi de glucosa a lactat via piruvat. Aquesta
plasticitat metabolica comporta que I'espermatogénesi sigui un procés altament sensible als agents
que interfereixin en el metabolisme energétic i en el control respiratori (Bajpai et al., 1998; Nakamura
etal.,, 1984b).

Els espermatocits en cultiu primari poden utilitzar com a font energetica el piruvat, el lactat i
en ultim terme la glucosa. La interconversié entre el piruvat i el lactat depén, basicament, de la
concentracié del primer metabolit. Si aquesta és inferior a 1 mM, el piruvat sera reduit cap a lactat a
gran velocitat, pero si s'incrementa per sobre de 1mM, la reduccié de piruvat a lactat i I'oxidacio en el
cicle de Krebs es donen a la mateixa velocitat. Aixi doncs, el metabolisme dels espermatocits no
depen Unicament de la cadena respiratoria, caracteristica summament avantatjosa a 'hora de garantir
I'aport energetic pel progrés de I'espermatogenesi (Jutte et al., 1981; Nakamura et al., 1984a). Les
espermatides rodones, en ser un tipus cel-lular més diferenciat, ja han perdut la capacitat de tria
entre la glucdlisi i el cicle de Krebs. Es a dir, el seu metabolisme depén exclusivament del lactat i de la
fosforilacio oxidativa. Si es comparen les activitats dels enzims glucolitics en els dos tipus cel-lulars,
resulten ser molt menors en les espermatides. Aixi mateix, quan es cultiven les espermatides en un
medi ric en glucosa, 'ATP cau i augmenta la Fructosa-1,6-P». En utilitzar inhibidors de la cadena
respiratoria les cél-lules es moren, evidenciant-se la dependéncia que tenen les espermatides rodones
d’aquesta via en la produccio i el manteniment de 'ATP. A més, aquest efecte pot revertir afegint

piruvat o lactat en el medi de cultiu, demostrant-se que la glucosa no és el substrat metabolic d’eleccid
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d’aquest tipus cel-lular (Bajpai et al., 1998; Jutte et al., 1981; Mita and Hall, 1982; Nakamura et al.,
1982; Nakamura et al., 1984b; Nakamura et al., 1986).

Nakamura i els seus col-laboradors van demostrar que els nivells intracel-lulars d’ATP a les
espermatides aillades i en cultiu primari es podrien mantenir a partir d’unes concentracions menors de
lactat exogen respecte les fisiologiques. Es a dir, que les espermatides podrien ser capaces de
mantenir el seu metabolisme a partir del lactat present en el fluid tubular o sanguini, a part del que
prové de les cel-lules de Sertoli. Llavors, perqué sén necessaries les concentracions de lactat
elevades al lumen tubular? In vivo, I'enzim lactat deshidrogenasa afavoreix la rapida conversié de
piruvat a lactat a expenses de reduir la concentracié de NADH (que seria major si es fes el cicle de
Krebs). Per a mantenir la produccié d’ATP a les cél-lules germinals en cultiu a partir del lactat/piruvat
endogen i del cicle de Krebs seria indispensable partir d'una gran quantitat de lactat exogen. In vivo,

les cél-lules de Sertoli s’encarreguen de proporcionar a les cel-lules germinals el microambient ric en

lactat que necessiten (Grootegoed et al., 1984).

||l

e
R ——

FIGURA 7. Esquema del metabolisme energeétic a les cél-lules germinals. Els espermatogonis utilitzen la
glucosa procedent de la sang, els espermatocits fan servir el lactat procedent de les cellules de Sertoli.
Contrariament, les espermatides obtenen l’energia gracies al cicle de Krebs. Els Espermatozoides poden
utilitzat tan glucosa com fructosa.
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Igual que succeeix amb la glucolisi, els enzims que participen a la via de les pentoses fosfat
presenten una major activitat als espermatocits que no pas a les espermatides i, a més, també es veu
reduida als espermatozoides. Aquesta via és necessaria per la sintesi de nucleotids i de poder
reductor, a més genera substrats i coenzims importants com son el NADPH i la ribosa-5-fosfat,
(Grootegoed et al., 1986). Pel que fa al cicle de Krebs, de totes les cel-lules germinals son les

espermatides les que presenten la major activitat enzimatica.

Al final de lespermatogénesi, els espermatozoides tornen a tenir una gran capacitat
glucolitica, i son capagos d’oxidar lactat, glucosa i fructosa (Bajpai et al., 1998). Pero, tenint en compte
que el fluid dels tubuls seminifers esta enriquit en lactat, aquest seria el metabolit usat preferiblement
per part dels espermatozoides.

Els espermatozoides sén cel-lules altament polaritzades a nivell morfologic i funcional. Degut
a que tenen poc citoplasma, gairabé no hi ha translocacié de metabolits intermediaris o substrats entre
les seves regions. A més, son cel-lules inactives transcripcionalment, per tant, tampoc hi ha sintesi de
proteines de novo en resposta a estimuls o canvis ambientals. Conseqlentment, hi ha una
compartimentacié de les vies metaboliques i les de senyalitzacié (Eddy et al., 2003; Travis et al.,
2001). En referéncia a la polaritzacié funcional, el cap conté el material genétic patern i s’encarrega
d’interaccionar amb la matriu extracel-lular i la membrana plasmatica de I'dvul. Per la seva banda, el
flagel s’encarrega de proporcionar la motilitat a la cel-lula. Amb la polaritzacié estructural i funcional i la
subsequent compartimentacid de les vies metaboliques s’aconsegueix que aquestes es localitzin en

aquelles regions on son més necessaries (Figura 8).

HK ——
Cap Glicoze * Glucozs 6P —= ___PPP = NADPH
L vl
Isocilrals —= IDH — r ME =+— Malnls
Pega HiK —— Ay
Glucose — GlucosedP—= __PPP  —————= NADPH -------- i

central :
Quphisk, ————» ATP  ----- :

HK ——
l.’e(_fa Glicoss = Clucoss 6-7 —~ Ghoolais
principal I = —

FIGURA 8. Compartimentacié6 del metabolisme de la glucosa en l’espermatozoide. En preséncia de
glucosa, ’ATP és generat per la glucolisi a la peca principal del flagel i a través de la fosforilacié oxidativa
(Oxphos) a la peca central. El NADPH és generat per la via de les pentoses fosfat (PPP) al cap i a la pega
central de l'espermatozoide encara que es podria donar un pas cap a la peca principal. En abséncia de
glucosa, ’ATP generat amb la fosforilacié oxidativa pot ser transportat cap a la pega principal. El NADPH
que es produeix a la pega central també pot originar-se a partir de Isocitrat i de Malat. Adaptat d’Urner and
Sakkas, 2003.
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Aixi doncs, la respiracio oxidativa es dona a la peca central de I'espermatozoide, ja que els
mitocondris només es localitzen en aquesta area, mentre que la glucolisi té lloc a la pega principal del
flagel on es localitza el citoesquelet (fibrous sheath, FS). L'ATP que es genera en la pega principal és
pel consum propi del citoesquelet en moure 'espermatozoide (Travis et al., 2001). La presencia d’'una
alta compartimentacio en el metabolisme de la glucosa, amb enzims de la via localitzats
especificament a la peca central i a la pega principal, indica que tant la respiracié com la glucolisi sén
necessaries. Si es compara amb la resta de cél-lules germinals, els espermatozoides tenen major
activitat glucolitica, essent semblant a la trobada al muscul esquelétic, i tenen menor activitat del cicle
de Krebs. Diversos grups han descrit I'existéncia d’enzims glucolitics associats al FS, com per
exemple els enzims gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa-s (GAPDHs) (Miki et al., 2004a) i
hexocinasa-1 (HK1-sc) (Mori et al., 1998; Travis et al., 1998) aixi com algunes proteines cinases

reguladores (Carrera et al., 1994).

En els espermatozoides d’espécies tant distants com el ratoli i els humans entre d’altres, la
glucosa és necessaria per a produir la hipermotilitat que requereixen per arribar a fertilitzar I'ovul
(Hoshi et al., 1991; Muijica et al., 1991). L'abséncia d’aquesta hipermotilitat, tant en els ratolins com als
humans, comporta una fallida en I'entrada a la zona pel-licida dels espermatozoides i, com a
consequencia, ausencia de fertilitzacié (Urner and Sakkas, 1996a; Umner and Sakkas, 1996b). La
glucosa i no el lactat ni el piruvat, també es necessita per a que es produeixin fenomens de fosforilacio
de proteines tirosina-cinasa durant la capacitacio i per a que augmentin els nivells d’ ATP com es
demostra en cultivar els espermatozoides amb 2-deoxiglucosa (2-DG, analeg de la glucosa no
metabolitzable) ja qué s'inhibeixen les fosforilacions i cau també 'ATP. La caiguda de la concentracié
d’ATP és deguda a dos factors, en primer lloc la 2-DG consumeix ATP durant la seva fosforilacié a 2-
DG-6-fosfat i la inhibicio de les fosforilacions s’explicaria perque la 2-DG segresta fosfats inorganics
limitant la quantitat que queda disponible per tal de refosforilar TADP o 'AMP. Com a conseqiéncia els
espermatozoides perden la motilitat en poques hores (Travis et al., 2001; Williams and Ford, 2001). A
més, quan els espermatozoides son cultivats amb desacobladors de la cadena respiratoria, que
inhibeixen la produccié d’ATP per0d que permeten la respiracié, no s’aprecien diferencies en els
patrons de fosforilacions de les proteines tirosina-cinasa, i la funcionalitat i mobilitat dels
espermatozoides és 'adequada. Si pel contrari, s'incuben amb inhibidors de la cadena respiratoria,
perden la motilitat degut a un feed-back negatiu sobre la glucolisi en augmentar la concentracié de
lactat (Travis et al., 2001; Williams and Ford, 2001). D’aquesta manera es pot dir qué la glucosa és
necessaria per mantenir la concentracié optima d’ATP aixi com per sostenir la motilitat optima dels

espermatozoides.
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A la literatura, pero, es descriu que els espermatozoides dels gossos conserven la motilitat en
medis sense sucres. En els espermatozoides d’aquest model animal s’ha trobat evidéncies de la
presencia de glucogen i, a més, son capacos de fer gluconeogénesi a partir de lactat, amb els enzims
FBPasa-1 i Aldolasa-B funcionals pero no 'enzim Glucosa-6-Pasa, indicant de que la glucosa de nova
sintesi es queda dins la cél-lula (Albarracin et al., 2004a; Albarracin et al., 2004b; Ballester et al., 2000;
Palomo et al., 2003).

Tot i que la via de les pentoses fosfat té una activitat molt més reduida als espermatozoides
que a les altres cél-lules germinals, pot incrementar-se quan els espermatozoides s6n sotmesos a un
estrés oxidatiu fort, protegint-los dels possibles danys derivats (Williams and Ford, 2004). Tanmateix,
el NADPH generat a la via pot modular les fosforilacions de les proteines tirosina-cinases en els
espermatozoides dels humans i dels ratolins, indicant que la via de les pentoses fosfat estaria
involucrada en els mecanismes que controlen la fosforilacid d’aquestes proteines durant el conjunt de
modificacions moleculars que tenen lloc en la capacitacié (Uner and Sakkas, 2003). Un cop que
I'espermatozoide entra a 'docit s'incrementa I'activitat de la via de les pentoses fosfat conjuntament
amb la glucdlisi (Umer and Sakkas, 1999a; Urner and Sakkas, 1999b). L’activacié metabolica
comenca en la fertilitzacid, quan es produeix la fusié dels gametes i/o quan I'espermatozoide es
descondensa. Té lloc en un microambient on la concentracié de glucosa és manté constant. Aquest fet
implicaria que els canvis metabolics produits bé son deguts a algun factor que aporta I'espermatozoide
per estimular el metabolisme de l'oocit. O bé, és I'oocit qui té a 'ooplasma el factor estimulador dels
enzims glucolitics de I'espermatozoide durant la fusié (Urner and Sakkas, 1999a; Urner and Sakkas,
1999b).

La glucolisi — la via metabolica per la qual es metabolitza glucosa a piruvat/lactat produint-se
quatre molécules d’ATP- és un procés altament conservat al llarg de I'evolucié. Malgrat aixo, a quasi
tots els passos de la via s’ha descrit I'existéncia d’isoenzims expressats de manera especifica a les

cel-lules germinals (Eddy, 2002), tal com es mostra a la Figura 9.

GLUCOSA
UM FIGURA 9. Esquema de la glucolisi, des de glucosa
Glu:6-P fins a la formaci6 de lactat. En gris i subratllat s"han
Fru_s% ressaltat aquells enzims especificament expressats a
les cel-lules germinals, en negre i recuadrats aquells
[PFK-1] 8 4 8 q
Frunle-p enzims no especifics de les cel'lules germinals (Tanaka
’AI dcz)lasa et al., 2004). HK: Hexocinasa, PGI: fosfoglucosa
GAP <= DHAP isomerasa, PFK-1; fosfofructo cinasa-1, GAPDS:
GAstﬁ gliceraldehid  3-fosfat  deshidrogenasa-s, PGK:
1,3PG fosfoglicerat cinasa, PGM: fosfoglicerat mutasa, PK:
PGK-M piruvat cinasa, LDH-C: lactat deshidrogenasa-c.
3PG
PGM
2PG
Enolasa

LDH-C
PEP<—>PYR—————1 ACTAT
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Un exemple d’enzims especifics de la linia germinal es troba en els enzims gliceraldehid 3-
fosfat deshidrogenasa-s (GAPDH-S), lactat deshidrogenasa-c (LDH-C) i fosfoglicerat cinasa-2 (PGK-
2). Tambeé s’ha descrit que alguns dels enzims de la via poden presentar caracteristiques estructurals
o funcionals en les cel-lules germinals diferents de les que presenten a les cél-lules somatiques, com
seria el cas dels enzims hexocinasa-1s (HK-1S), glucosafosfat isomerasa, aldolasa, fosfoglicerat
mutasa i enolasa. A la Taula 2 es detalla una llista dels enzims glucolitics especifics de les cél-lules

germinals i la seva localitzacio cel-lular.

Referéncia Tipus cel-lular on s’expressa

Citoplasma i flagel de les espermatides en condensacio

HK-1s Mori et al., 1998 .
(Mor ) Cap i part central del flagel dels espermatozoides (FS)

(Mezquita et al., 1998; Mori
etal., 1992; Welch et al., . . . . .
GAPDH-S Cél-lules germinals postmeiotiques i espermatozoides (FS)

2006; Welch et al., 2000;

Welch et al., 1992)

(Kramer and Erickson, Cél-lules germinals premeiotiques (pgk1)
PGK2 1981; McCarrey et al., Cél-lules germinals meidtiques, postmeidtiques i
1996) espermatozoides (pgk2) (FS)
LDH-C (Goldberg, 1990) A partir espermatocit preleptote fins a espermatozoide (FS)
GLUT 5-8 (Angulo et al., 1998; (5) Flagel dels espermatozoides (transport fructosa)
Schurmann et al., 2002) (8) Cap i acrosoma dels espermatozoides (transport glucosa)
(1) Diferents cel-lules germinals
MCT 1-2 (Boussouar et al., 2003) . .,
(2) Espermatides en elongacid

Sakata et al., 1991 .
tPFK-2 ( ) No s’ha descrit
(Manzano et al., 1999)

PGl (Buehr and McLaren, 1981) | Flagel dels espermatozoides (FS)
BspA (Gillis and Tamblyn, 1984) | Flagel dels espermatozoides (FS)
Triosafosfat
.rlosa osta (Russell and Kim, 1996) Flagel dels espermatozoides (FS)
isomerasa
PGM-M (Broceno et al., 1995) Flagel dels espermatozoides (FS)
Edwards and Grootegoed, )
ENO-S (Edwar g Flagel dels espermatozoides (FS)
1983)
PDH- E1o (Dahl et al., 1990) 777

TAULA 2: Enzims glucolitics d’expressié especifica en testicle de mamifers. HK-1: Hexocinasa-1,
GAPDH-S: gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa-s, PGK-2: fosfoglicerat cinasa-2, LDH-C: lactat
deshidrogenasa-c., GLUT5-8: transportador de glucosa 5-8, MCT 1-2: transportador de monocarboxilases 1-
2, tPFK-2; fosfofructo cinasa-2 (PFKFB4), PGI: fosfoglucosa isomerasa, PGM-M: fosfoglicerat mutasa
muscular, BspA: aldolasa d’espermatozoides bovins, ENO-S: Enolasa-s, PDH-Elo: piruvat deshidrogenasa
subunitat Ela.
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L’existencia d’enzims glucolitics d’expressié especifica en les cél-lules germinals aixi com els
canvis en els substrats a partir dels que obtenir 'ATP durant les successives fases de
I'espermatogenesi suggereix que la via glucolitica juga un role important en la produccié de I'energia
necessaria en la respiracid, en la hiperactivacié de la motilitat i en la fertilitzacio. A més, els enzims
glucolitics es caracteritzarien per tenir una gran plasticitat en la seva expressio i per estar sota una fina
regulacié enzimatica durant tot el procés de formacié i maduracio dels espermatozoides. Per aquestes
raons, qualsevol alteracio en la via glucolitica que provoqueés fallides en lobtencid de I'energia
necessaria per mantenir la funcionalitat de 'espermatozoide es traduiria, finalment, en problemes en la
fertilitat.

1.7.- L’enzim 6-fosfofructocinasa-1.

L’enzim 6-fosfofructocinasa-1 (PFK-1) catalitza un pas limitant de la via glucolitica, la
conversio de la Fructosa 6-P a Fructosa 1,6-P2. El producte resultant de la reaccié enzimatica activa la
HK i la PK que al seu torn catalitzen dos passos també importants en el control del flux glucolitic, la
conversid de la Glucosa a Glucosa 6-P i la del PEP a piruvat, respectivament. L'enzim PFK-1 és un
enzim multimodulat que presenta regulacio al-lostérica per efectors i metabolits de la via (Sols, 1981).
Dos substrats de la reaccio, 'ATP i la Fru-6-P i un seguit d’efectors negatius (citrat, Glicerol-3-P) i
positius (AMP, Fru-2,6-Py), que reforcen I'accid dels substrats, son els encarregats de regular 'activitat
de 'enzim PFK-1. L’ATP actua com a efector al-lostéric negatiu, mentre que la Fru-6-P allibera 'enzim
d’aquesta inhibicié.

El grup del professor Hue (1986), va estudiar la preséncia de lenzim PFK-1 als
espermatozoides bovins i va determinar les seves propietats cinétiques, resumides a la seglent taula

(Taula 3), comparant-ho amb la isoforma present al muscul (Philippe et al., 1986).

PFK-1 Testicle Mascul FBPasa-1 Testicle Muscul

AMP Poc sensible (1) ) AMP U U
Gluc-1,6-P2 Poc sensible (1) ) Fru-2,6-P2 s U
Fru-2,6-P> N N

TAULA 3: Caracteristiques cinetiques a testicle dels enzims 6-fosfofructocinasa-1 (PFK-1) i fructosa 1,6-

bisfosfatasa (FBPasa-1). 1, U: Activaci6 — inhibicio, respectivament. “Es dona un efecte sinergic de ’AMP i la
Fru-2,6-P2sobre 'activitat FBPasa-1 de la isoforma de testicle, aconseguint-se una inhibicié propera al 90%.
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Altres grups (Yanez et al., 2007) també han descrit la presencia (a nivell 'mRNA i de
proteina) de la isoforma muscular de la PFK-1 i de la isoforma hepatica de la FBPasa-1 en el testicle
de rata, concretament als espermatocits en fase de paquite i a les espermatides rodones. La PFK-1
muscular també s’ha localitzat a les cél-lules de Sertoli mentre que la isoforma hepatica de la FBPasa-
1 no. Com ja s’havia esmentat abans, les cél-lules de Sertoli son altament glucolitiques. Fabriquen
lactat que sera utilitzat per les cél-lules germinals per produir ATP i inhibir 'apoptosi. Llavors la
preséncia de I'enzim PFK-1 actiu en aquest tipus cel-lular seria molt més necessaria que no pas la

FBPasa-1 per tal de direccionar i controlar la intensitat de la via glucolitica cap a la produccio de lactat.

Aquestes dades, juntament amb la produccié de glucosa-6-P i NADH a les espermatides,
indiquen que a les ceél-lules germinals postmeiotiques la direccid de les vies glucolitiques —
gluconeogeéniques es regularia mitjangant el cicle de substrats a nivell de la PFK-1/ FBPasa-1. Aquest
cicle és basic per al reemplenament dels diposits de NADPH per la via de les pentoses fosfat, la
importancia de la qual durant el desenvolupament dels espermatozoides i la seva posterior funcié s’ha
esmentat en I'apartat anterior. També subratlla la importancia d’estudiar la implicacid dels reguladors

al-losterics de la PFK-1 i la FBPasa-1 en el control glucolitic d’aquestes cél-lules.

1.8.- Fructosa 2,6-bisfosfat.

La Fructosa 2,6-bisfosfat (Fru-2,6-P2) va ser descoberta a principis dels anys 80, en el
transcurs d’un estudi sobre I'accié del glucagd en la gluconeogenesi hepatica i es va comprovar que
era l'activador al-losteric més potent de I'enzim PFK-1 (Pilkis et al., 1981; Uyeda et al., 1981; Van
Schaftingen and Hers, 1981; Van Schaftingen et al., 1980a; Van Schaftingen et al., 1980b; Van
Schaftingen et al., 1981).

La Fru-2,6-P» presenta una doble activitat sobre 'enzim PFK-1, per una banda augmenta
Iafinitat de la PFK-1 per la Fru-6-P i, per una altra, sinergicament amb 'AMP allibera I'enzim de la
inhibici6 efectuada per 'ATP. Aixi mateix, també augmenta I'afinitat de la PFK-1 i de la Fructosa 1,6-
bisfosfatasa (FBPasa-1, que catalitza el pas de Fru-1,6-P. a Fru-6-P) per TAMP, que activa la PFK-1 i
inhibeix la FBPasa-1 (Pilkis et al. 1981a; Pilkis et al.1981b; Van Schaftingen & Hers 1981; Van
Schaftingen et al.1981). Aixi doncs, les variacions de la concentracié d’aquest metabolit regulen
Iactivitat de la PFK-1 en tots els teixits glucolisi-dependents, i indirectament, regulen la intensitat i la
direccio de la glucdlisi i la gluconeogénesi amb aquest doble efecte sobre la PFK-1 i la FBPasa-1.

Aquest conjunt de propietats metaboliques de la Fructosa 2,6-Ps, li confereixen un paper clau en el
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control del pas de Fructosa-6-fosfat a Fructosa 1,6-bisfosfat. Des del seu descobriment en fetge de
rata, s’ha localitzat en tots els teixits eucariotics en que s’ha estudiat; perd, fins el moment, no s’ha
descrit en procariotes (Okar et al. 2001). Als espermatozoides bovins es va descriure la preséncia de

la Fru-2,6-P2 a una concentracio similar a la present en d'altres teixits (1-2 M) (Philippe et al., 1986).

Donat I'important paper que té la PFK-1 en el control del flux glucolitic, la Fru-2,6-P2, en ser el
seu activador més importat, resulta ser una bona candidata per controlar la via quan la concentracié
d’ATP és alta. Per aquest motiu, en les cél-lules altament proliferatives on la concentracio fisiologica
d’ATP és suficientment alta per poder inhibir la PFK-1, la Fru-2,6-P2 podria ser la responsable de
mantenir I'alta taxa glucolitica que presenten aquestes cel-lules. Les evidencies que apunten cap
aquest paper de la Fru-2,6-P» en la glucolisi aerobica de cél-lules proliferants es basen en estudis de
linies tumorals establertes i en l'estudi dels efectes sobre la glucolisi que realitzen factors de
creixement, agents inductors de tumors com els ésters de forbol i la transformacié oncogeénica.

Quan es compara la concentracio de Fru-2,6-P» en linies cel-lulars establertes a partir de
tumors amb els valors del teixit normal, en alguns casos és la mateixa, com per exemple en cel-lules
d’hepatoma de rata (HTC) (Loiseau et al. 1985) o cel-lules de tumors ascitics d’Ehrlich (Bosca et al.
1985a), perd en d’altres és clarament superior, com en cel-lules HeLa (Mojena et al. 1985), cél-lules
HT29 d’adenocarcinoma de colon (Denis et al. 1986), en cel-lules de carcinoma de pulmé de Lewis

(Miralpeix et al. 1990) o en cél-lules de leucémia linfatica cronica (Colomer et al. 1987).

Aixi mateix, s’han realitzat estudis en que es determina el paper de la Fru-2,6-P» en l'activacio
del flux glucolitic de cel-lules proliferants o tractades amb agents mitogénics; observant que
I'estimulacié de la produccié de lactat realitzada pel sérum i la insulina en fibroblasts humans
correlaciona amb un augment en la concentracié d’aquest metabolit (Bruni et al. 1983; Farnararo et al.
1984). L'estimulacié de la glucolisi observada en fibroblasts embrionaris de pollastre en resposta a
concentracions mitogéniques d'insulina i d’esters de forbol també correlaciona amb un augment de la
concentracié de Fru-2,6-P» (Bosca et al. 1985c). Paral-lelament, la transformacié de fibroblasts
embrionaris de pollastre amb retrovirus que contenen els oncogens v-src 0 v-fps, també provoca una
induccid dels nivells de Fru-2,6-P2, una estimulacié del flux glucolitic i de la proliferacié cel-lular (Bosca
et al. 1986), perd aquest efecte té lloc per una via diferent a la dels esters de forbol (Marchand et al.
1992). Igualment, Kole et al. Demostren que la concentracié de Fru-2,6-P2 en fibroblasts Rat-1 es
triplica com a resultat de la transformacié induida per 'oncogen Ras (Kole et al. 1991).

En altres linies cel-lulars establertes s’han trobat resultats equivalents. Ceél-lules HT29
d’adenocarcinoma de colon huma estimulades amb esters de forbol o insulina presenten un augment

en el consum de glucosa, dels nivells de Fru-2,6-P» i de la produccié de lactat (Denis-Pouxviel et al.
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1990). El factor de creixement epidérmic (EGF) incrementa els nivells de Fru-2,6-P2 en cel-lules A431
d’adenocarcinoma huma (Baulida et al. 1992). En fibroblasts swiss-3T3, I'estimulacié de diferents vies
mitogeniques (PKC, cAMP i insulina) produeixen un augment de la concentracio intracel-lular de Fru-
2,6-P> (Dalmau et al. 1994).

Tots aquests resultats posen de manifest una correlacio entre els nivells de Fru-2,6-P2 i la
taxa glucolitica en diferents condicions d’estimulacio de la proliferacié cel-lular i permeten apuntar la
importancia d’aquest metabolit en la regulacio de la glucolisi i, més concretament, en el paper que pot
jugar en el control de la glucolisi en sistemes proliferants. De manera que la regulacié dels nivells
intracel-lulars de Fru-2,6-P» és un punt de connexié entre els senyals mitogenics i el metabolisme

energetic de la cel-lula.

1.9.- L’enzim 6-fosfofructocinasa-2 / fructosa-2,6-bisfosfatasa.

El paper clau que té la Fru-2,6-P2 en el control de la glucolisi i gluconeogeénesi va fer despertar
linteres en aquest metabolit i en els enzims responsables de la seva sintesi i degradacio. La
concentracié de Fru-2,6-P, en la cél-lula depén de lactivitat enzimatica d’'una familia d’enzims
multifuncionals coneguts com a 6-fosfofructocinasa-2/fructosa 2,6-bisfosfatasa (PFK-2/FBPasa-2). En
encarregar-se tant de la sintesi com de la degradacié de la Fru-2,6-P» regulen, de retruc, el
metabolisme de carbohidrats (Pilkis et al., 1995; Rider et al., 2004). El balan¢ entre I'activitat 6-
fosfofructocinasa-2 (PFK-2), que sintetitza la Fru-2,6-P» a partir de Fru-6-P i ATP, i I'activitat fructosa-
2,6-bisfosfatasa (FBPasa-2), que degrada la Fru-2,6-P> en Fru-6-P i fosfat inorganic, és el que

determinara en darrer terme la concentracié d’aquest metabolit.

Les activitats PFK-2 i FBPasa-2 copurifiquen en una proteina de 110 kDa formada per dues
subunitats de 55 kDa cadascuna. Cada monomer presenta les dues activitats en la mateixa cadena
polipeptidica, comportant-se com un enzim homodimeric i bifuncional, que presenta el domini cinasa
en 'extrem N-terminal de la proteina i el bisfosfatasa en I'extrem C-terminal (El-Maghrabi et al. 1982;
Pilkis et al. 1995; Okar et al. 2001). Com es mostra a la Figura 10, els dos monomers interaccionen
per multiples contactes proteina-proteina entre els dominis cinasa de cadascun, els dominis
bisfosfatasa tenen molt poques interaccions entre ells (Okar et al. 2001). L’dnica excepcié es dona en
els llevats on les activitats PFK-2 i FBPasa es localitzen en proteines diferents (Kretschmer & Fraenkel
1991; Kretschmer et al. 1987; Kretschmer et al. 1991).
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FIGURA 10. Estructura tridimensional
del  dimer PFK-2/FBPasa-2 de
I'isoenzim de testicle. (Hasemann et
al.1996). El domini cinasa es localitza a
I'extrem N-terminal, mentre que el
domini bisfosfatasa ho fa a I'extrem C-
terminal.  Mitjancant una  linia
discontinua es representa la interfase
entre els monomers esta representada
per una linia discontinua.

El fet de que la Fructosa 2,6-P> sigui un metabolit clau en el control del metabolisme dels

carbohidrats, fa que la regulaci6 les dues activitats encarregades de sintetitzar-la i degradar-la hagin

d’estar molt relacionades i compenetrades per ser capaces d’adaptar els nivells de Fructosa 2,6-P; a

les necessitats que la cel-lula o el teixit té en cada moment.

Sobre I'enzim bifuncional PFK-2/FBPasa convergeixen senyals metabolics i hormonals, és a

dir, és tracta d’'una multimodulacié de I'activitat enzimatica (Figura 11).

PFK-1

-osa 6-P

KK

R ‘
B B PP2A B B FBPasa-1
Quinasa Bisfosfatasa

4
TT \[Fructosa 2,6-P, ] l l

Fructosa-l,6-].

FIGURA 11. Activitat de la 6-fosfofructocinasa-2/fructosa 2,6-bisfosfatasa (PFK-2/FBPasa-2) a fetge.
Quan l'activitat bisfosfatasa es elevada, la concentracié de Fru-2,6-P2 disminueix i per tant es facilita el
pas de Fru-1,6-P2 a Fru-6-P. Quan predomina l’activitat cinasa, la concentracié de Fru-2,6-P> augmenta
is’activa al-lostericament la PFK-1 i, conseqiientment, el flux glucolitic.
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Les propietats d’aquest enzim van ser descrites a fetge per primera vegada, i es va poder
constatar que la regulaci6 d’ambdues activitats estava molt relacionada. L’activitat PFK-2, en
I'hepatocit, es troba inhibida per citrat, PEP i sn-glicerol-3-fosfat a concentracions fisiologiques
d’aquests metabdlits en I'hepatocit i és activada per la Fru-6-P. Pel contrari, I'activitat FBPasa-2 és
estimulada per sn-glicerol-3-fosfat i nucleosids trifosfats i esta inhibida per la Fru-6-P (Bartrons et al.
1983; Rousseau & Hue 1993). Aixi mateix, aquest enzim es fosforila en la Ser-32 en resposta a
glucagd per accio de la proteina cinasa depenent d’AMP ciclic (PKA). Aquesta fosforilacid a I'extrem
N-terminal de la proteina produeix un canvi conformacional en el dimer (Okar et al. 2001) que suposa
una disminucio de I'activitat cinasa i un augment de la bisfosfatasa (Stewart et al. 1986; Exton 1987).
L’efecte contrari es déna amb la desfosforilacié de 'enzim en resposta a insulina (Pilkis et al. 1988;
Nishimura et al. 1994).

Tot i que la concentraci6 de la Fru-2,6-P. depén de l'activitat relativa de PFK-2/FBPasa-2 en
tots els teixits, la importancia que té aquest metabolit en el control del metabolisme dels carbohidrats
no és igual en tots ells. Aixi, mentre que la relacid entre la concentracié de Fru-2,6-P; i la regulacié del
flux glucolitic i gluconeogeénic és clara en fetge, en teixits com el muscul esquelétic, el testicle o el
cervell deixa de tenir un paper clau i passa a tenir un paper permissiu, mantenint la PFK-1 en estat
actiu. Aixo és degut a que el seu paper esta lligat a la importancia de la PFK-1, de manera que en
aquells teixits on la glucdlisi és la principal font d’energia, la funcié d’aquest metabdlit esta limitada a
mantenir la via permanentment activa (Hue & Rider 1987; Hue et al. 1990; Pilkis 1988; Ventura et al.
1991).

Les diferents necessitats energetiques de cada teixit o tipus cel-lular dins d’'un organisme i el
grau de complexitat que suposa la regulacié dels nivells de Fru-2,6-P> en cada teixit i condicio
fisiologica, expliquen I'existéncia de diferents isoenzims de la PFK-2/FBPasa capagos de respondre de
forma eficient a les diferents demandes bioenergétiques en un moment donat. Els estudis realitzats
comparant les propietats enzimatiques de la PFK-2/FBPasa-2 de fetge amb les caracteristiques dels
enzims aillats d'altres teixits com cor i muscul, van permetre obtenir evidencies de I'existencia de

diferents isoenzims amb especificitat tissular (Rider et al. 1985; El-Maghrabi et al. 1986).

1.10.- Isoenzims de la PFK-2/FBPasa.

Des de la descoberta de la isoforma de PFK-2/FBPasa de fetge de rata, s’han descrit més

isoformes localitzades al muscul esqueletic (Darville et al. 1989), cor (Darville et al. 1991), cervell
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(Ventura et al. 1992; Watanabe et al. 1994; Ventura et al. 1995), testicle (Sakata et al. 1991; Manzano
et al. 1999), i una isoforma ubiqua que és present en tots els teixits estudiats (Manzano et al. 1998,
Sakai et al. 1996) i a cel-lules tumorals (Hamilton et al. 1997), aixi com també un isoenzim denominat
F-type clonat a partir de cél-lules FTO2B d’hepatoma de rata, molt semblant a les isoformes de fetge i
muscul (Dupriez et al. 1993). Tambeé s’ha identificat un segon isoenzim a cor que unicament difereix en
I'extrem C-terminal de la isoforma descrita anteriorment (Vidal et al. 1993). | una isoforma ubiqua
clonada primerament a partir d'una llibreria de cDNA de cervell fetal i que és present en tots els teixits
estudiats (Manzano et al., 1998). Aquesta isoforma també va ser clonada a partir de placenta i de
cel-lules tumorals T47D de cancer de mama (Hamilton et al., 1997; Sakai et al., 1996). Per ultim, s’ha
descrit una isoforma induible descrita per Chesney et al. Que només difereix en 'extrem C-terminal
amb lisoenzim ubic (Chesney et al. 1999). Fins el moment s’han descrit vuit isoenzims de la PFK-

2/FBPasa en mamifers generats per splicings alternatius (Okar et al. 2001).

Entre les PFK-2/FBPasa-2 descrites hi ha un alt grau de conservacid en la sequencia
aminoacidica dels centres catalitics de les activitats cinasa i bisfosfatasa; pel contrari, en els extrems
N- i C-terminals de les proteines resideix la major divergéncia. Les seqiencies més similars,
codificades per gens diferents, son les de testicle i fetge, amb un 75% d’homologia, seguides de cor i
fetge. L'isoenzim ubic presenta la major divergencia respecte al de fetge. Malgrat la conservacio del
centre catalitic, els diferents isoenzims presenten diferencies en les seves activitats enzimatiques i, per
tant, en la seva relacid cinasa:bisfosfatasa (Taula 4), aixi com diferéncies en la capacitat de ser
fosforilades per les diferents proteines cinases que regulen la seva activitat. Les diferencies en
'homologia aixi com les diferéncies en les activitats enzimatiques segurament sén degudes a les
diferencies existents en els extrems N- i C-terminal que confereixen canvis estructurals a la proteina. A

més, en aquestes regions és on es localitzen majoritariament les dianes de fosforilacié per a proteines

cinases reguladores (Taula 4).

L Relacit
Gen ocu‘s . mRNA . e.aclo Isoenzims identificats Fosforilacions
cromosomic — Cinasa:Bisfosfatasa @——7 | —
‘ L L-PFK-2 (PFKFBY1) (fetge)
huma, X p11-21 25 (fetge de rat
Pikib1 r:tr:a)’( 22 " M 045(;:5; ger?a?;) M-PFK-2 (mPFKFB1) (muscul) PKA
A 46 F ' F-PFK-2 (-PFKFBY) (fetal)
huma, 1 g31 H1, H2, Ha , PKA, PKC,
Pikib2 1. H-PFK-2 (PFKFB2
b rata 13 H3 8 (cor bovi) ( Jcor) PKB, AMPK
PFK-2 (PFKFB3)(cervell
Pikib3 huma, 10 p14-p15 U 710 (placenta humana) v pla(centa utzi(c) PKA, PKC,
ta 17 q12. | 1 (cervell bovi ’ AMPK
fata 17 q12.3 3.1 (cervell bov) iPFK-2 (i-PFKFB3)(indLiible)
huma, 3 p21-p22 9 (testicle hum
Piipa | "UMa 3 P21 T 0.9 testicle huma) {PFK-2 (PFKFBA4) (testicle) PKC
rata 8 q32 4.9 (testicle rata)

TAULA 4: Gens de la familia PFK-2, mRNA i proteines per les que codifiquen. Relaci6 de les seves
activitats cinasa/ bisfosfatasa. Proteines cinases que els fosforilen. Adaptat de Rider et al., 2004.
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El gen Pfkfb1 codifica per les isoformes originalment identificades a fetge, mascul i la isoforma
fetal. EI gen Pfkfb2 codifica per lisoenzim identificat a cor i ronyo. El gen Prkfb3 codifica pels
isoenzims de cervell, placenta i teixit adipds, actualment anomenat ubic, i per linduible. | per dltim, el
gen Prkfb4 que codifica per I'isoenzim de testicle (Taula 4). Tots quatre gens tenen una organitzacio
similar, que explica que cadascu codifiqui per un isoenzim, per diferents isoformes generades per
splicing alternatius, i per més mRNAs deguts a la preséncia de diversos promotors i d’exons 5- no

codificants.

Recentment, el nostre laboratori en col-laboracié amb el grup de Bensaad, K. Va identificar
una nova proteina que es va anomenar TIGAR (TP53-induced glycolysis and apoptosis regulator).
TIGAR presenta similituds amb la familia proteica de la fosfoglicerat mutasa (PGM) i amb la familia de
la 6-fosfofructo-2-cinasa/fructosa 2,6-bisfosfatasa. Dites similituts es limiten principalment a la regié
catalitica, essent el domini bisfosfatasa dels isoenzims PFK-2 el que té la major homologia funcional
(Bensaad et al., 2006). TIGAR és capag de disminuir els nivells de Fru-2,6-P. cel-lulars i, per tant,
bloquejar la via glucolitica, redirigint la glucosa cap a la via de les pentoses fosfats per tal de produir
NADPH. Per aquestes raons, se’l podria considerar com el cinqué membre de la familia de la PFK-
2/FBP-2: seria la PFKFB 5 (Bartrons and Caro, 2007; Bensaad et al., 2006).

Tot i que cada isoenzim rep el nom del teixit on primerament es va identificar i purificar, s’ha
demostrat que s’expressen en d’altres teixits aixi com també I'expressié de diferents isoenzims en una
mateixa cél-lula. Pel que fa al testicle, s’han trobat expressats els isoenzims codificats pels gens
Prkfb3i Pfkfb4 (Manzano et al., 1999; Riera, 2002).

1.11.- El gen Pfkfb3

El gen Pfkfb3 es localitza al brag curt del cromosoma 10 huma, a la regié compresa entre les
bandes p14-p15 (Manzano et al., 1998). Esta format per 19 exons els quals per splicing alternatiu
transcriuen com a minim per a 6 mRNAs (Kessler and Eschrich, 2001; Navarro-Sabaté et al., 2001).
S’han identificar tres proteines d’aquests sis mRNAs, la induible (iPFK-2, iPFKFB3), que conté 16
exons, la ubiqua (UPFK-2, PFKFB3) que conté 15 exons i es diferencia de la induible per splicing
alternatiu de I'exd 16, i la RB2K3 (k3-PFKFB3) que conté 17 exons i es diferencia de les anteriors per

Iexistencia d’'un exd extra (Chesney et al., 1999; Duran et al., 2008; Manzano et al., 1998).Les
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proteines iPFK-2 i uPFK-2 tenen el mateix pes molecular (59 kDa), pero la proteina RB2K3, a causa
de I'ex0 extra, és una mica més gran.

Hamilton i col-laboradors, van demostrar la presencia del mRNA d’aquest gen en diferents
linies cel-lulars de cancer de mama i la seva rapida induccié mitjancant analegs de progesterona,
suggerint que aquest gen podria estar involucrat en la progressio del cancer de pit (Hamilton et al.,
1997). Paral-lelament, tant el mRNA del gen Pfkfb3 com la seva proteina es van trobar
sobreexpressats en diferents linies cel-lulars de leucemia i adenocarcinoma en comparacié amb les
cel-lules normals (Atsumi et al., 2002; Chesney et al., 1999). Altres estudis realitzats al nostre
laboratori identificaven la preséncia de 'mRNA d’aquest gen a linies cel-lulars de cancer com les HelLa
(cancer de cervix), les HT 29 (d’adenocarcinoma de colon) i a les T98G (glioblastoma) (Calvo et al.,
2006; Navarro-Sabaté et al., 2001; Obach et al., 2004; Riera et al., 2002). Queda demostrada la
importancia de Pfkfb3 en aquestes cel-lules transformades. La confirmacié de que el gen Pfkfb3 esta
involucrat en la viabilitat i proliferaci6 cel-lular es va obtenir gracies a la silenciaci6 del seu RNA (Calvo
et al., 2006) i a la inhibici6 de PFK-2 mitjancant la utilitzacid d'un inhibidor especific, N-
bromoacetiletanolamina fosfat i els seus analegs (Hirata et al., 2000). Amb aquests experiments es va
observar una disminucié de la viabilitat cel-lular, un retard en la progressi¢ del cicle cel-lular i una
inhibicié de la capacitat de creixement per ancoratge (és a dir, la perdua de la capacitat de formar
focus en un cultiu semisolid) i una disminucié del creixement tumoral. Aquests resultats permeten
postular que lisoenzim codificat pel gen Pfkfb3 és un dels responsables d’induir la glucolisi en els

sistemes proliferants tumorals.

Pel que fa als sistemes no tumorals, quan s'analitza I'expressiéo de la proteina uPFK-2
(PFKFBS) en diferents teixits de rata, es pot comprovar que s’expressa principalment en aquells teixits
que tenen una major proliferacié cel-lular: el testicle, el timus i la melsa, aixi com també a cervell, cor i
fetge. En individus més joves, I'expressié de uPFK-2 (PFKFB3) és més generalitzada, s’expressa en
tots els teixits ja que encara conserven certa capacitat de proliferacio per tal d’assolir la maduresa
(Duran et al., 2008). A més, durant la diferenciacio muscular a les cel-lules C2C12 (Fibroblast de
ratoli), resultats publicats pel nostre laboratori demostren que durant la miogenesi disminueix
I'expressid de la proteina uPFK-2 (PFKFB3) i del seu mRNA. Aquesta disminucié també es
correlaciona amb una reduccio dels nivells de Fructosa 2,6-P». El nostre grup també va demostrar que
la disminuci6 en uPFK-2 (PFKFB3) durant la diferenciacié miogenica era deguda a la degradacio de la
proteina pel sistema del proteasoma (Riera et al., 2002). Per tant, seria plausible pensar que la
desaparicio de I'expressié de uPFK-2 (PFKFB3) que es ddna en els animals adults fos deguda a la
regulacio exercida pel proteasoma. Recentment, hem pogut demostrar que en el fetge adult també es

ddéna una disminuci6 de I'expressio de la proteina uPFK-2 (PFKFB3) en comparacié amb I'expressid
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que hi havia en el fetge dels animals més joves (Duran et al., 2008). La reduccié d’'uPFK-2 (PFKFB3)
es compensava per 'augment en I'expressié d’un dels altres isoenzims de la familia de la PFK-
2/FBPasa-2, en el muscul era mPFK-2 (PFKFB1) i en el fetge era RB2K3 (Duran et al., 2008; Riera et
al., 2003).

Aixi doncs, lisoenzim codificat pel gen Pfkfb3 participaria dels mecanismes responsables
d’induir la glucdlisi en els sistemes proliferants, tant en els sistemes tumorals com en els sistemes de

maduracid tissular.

Una caracteristica important dels tumors, és que mentre estan en creixement i fins que no
assoleixen unes dimensions determinades es troben en condicions d’hipoxia (Dang and Semenza,
1999). El gen Pfkfb3 respon favorablement a la hipoxia, concretament per un mecanisme dependent
de HIF1o a diferents linies tumorals: de glioblastoma, de pancreas com en linies de tumors gastrics
(Bobarykina et al., 2006; Fukasawa et al., 2004; Obach et al., 2004). Aixi com també als diferents
organs d'un animal sotmeés a la hipoxia (Minchenko et al., 2003).

1.12.- El gen Pfkfb4

El gen Pfkfb4 es localitza al brag curt del cromosoma 3 huma, a la regié compresa entre les
bandes p21-p22 (Figura 12 A), esta format per 14 exons i 13 introns. Codifica per a la isoforma de
testicle de la PFK-2 / FBPasa-2 (tPFK-2, PFKFB4) (Manzano et al,1999), de 55 kDa de pes molecular.
En analitzar per Northern blot 'expressié d’aquest gen a diversos teixits de rata adulta (cervell, cor,
fetge, muscul, pancreas i testicle), només el testicle va resultar positiu, detectant-se dos transcrits, un

majoritari de 2,4 kb i un minoritari de 3,3 kb (Manzano et al, 1999).

B)CVCFMPT

ar 35kb

W 24K

S -

FIGURA 12. Pfkfb4 huma. (A) Localitzacié cromosomica del gen Pfkfb4 huma mitjangant la tecnica
d’hibridacié in situ (FISH). (B) Expressié del gen Pfkfb4 a diferents teixits de la rata adulta: Cv: cervell, C:
cor, F: fetge, M: muscul, P: pancreas, T: testicle (Manzano et al., 1999).
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Tanmateix, el grup de Minchenko i col-laboradors, mitjangant I'assaig de proteccié de la
ribonucleasa a diferents linies cel-lulars (Hep G-2, Panc-1 i DB-1), ha descrit I'aparicid d’'un splicing
alternatiu només a la linia cel-lular de melanoma DB-1. Aquest splicing es forma per un insert de 148
parells de bases a I'extrem 5’- del gen que codifica per un codé STOP al final, donant lloc a una

proteina que difereix a I'extrem N-terminal sent de menor pes molecular (Minchenko et al., 2005b).

Les caracteristiques cinetiques de la tPFK-2 (PFKFB4) humana van ser descrites per
Sakakibara i col-laboradors l'any 1997 (Sakakibara et al., 1997). Pel que fa a lactivitat cinasa,
presenta una velocitat maxima lleugerament menor a la del mateix enzim de rata. Tot indica que les
diferencies es troben en l'afinitat per 'ATP, ja que isoenzim huma és menys sensible a la inhibicié per
ATP que l'isoenzim de rata. Respecte a I'activitat bisfosfatasa, la PFK-2 / FBPasa-2 humana, presenta
quatre vegades més activitat que la de rata i, per tant, la relacid cinasa/bisfosfatasa es troba
disminuida en la mateixa proporci6, aproximant-se a I'equilibri (relaci6 cinasa/fosfatasa: 0.9 a humans i
4.9 a rata).

Tot i que en un principi només es va descriure la presencia de la tPFK-2 (PFKFB4) a testicle,
avui dia s’ha trobat que és present a diferents linies cel-lulars de cancer, i que es sobreexpressa en

condicions d’hipoxia (Taula 5).

Linia cel-lular Model de cancer Normoxia Hipoxia
HepG2 Hepatoma + i
Hep3B Hepatoma I+ N
MKN-45 Gastric )

NUGC-3 Gastric - i
Panc-3 Pancreatic N
MCF-7 Glandula mamaria + N
T47D Glandula mamaria + i

MDA-MB468 Glandula mamaria + )

BT-549 Glandula mamaria I+ N

SKBR-3 Glandula mamaria N
Hela Cérvix i

PC-3 Prostata i
(bidpsia -humana) Glioblastoma multiforme + ND

TAULA 5: Expressio del gen Pfkfb4 a diferents linies cel-lulars de cancer huma en normoxia o d’hipoxia.
Els simbols + i — indiquen 1'expressié o la seva falta en condicions basals, respectivament. La fletxa indica un
increment del mRNA en condicions d’hipoxia. ND: No descrit. Adaptat de Kessler et al., 2008; Minchenko et
al., 2004; Minchenko et al., 2005a; Minchenko et al., 2005c.
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Les ceél-lules canceroses presenten una elevada taxa glucolitica, produint una gran quantitat
de lactat i piruvat en presencia d'oxigen (efecte Warburg). Aquest fet es correlaciona amb un
increment d’expressid dels enzims glucolitics i dels transportadors de glucosa. Aixi mateix, la
sobreexpressio dels gens Prkfb3 i Pfkfb4 a les linies canceroses en condicions d’hipoxia indicaria que

podrien tenir un paper significatiu en I'efecte Warburg.

1.12. Expressio i regulacio genica durant I'espermatogenesi.

La formacid de les cel-lules germinals masculines, és a dir, 'espermatogénesi, es subdivideix
en tres fases: mitotica, meidtica i postmeiotica. Durant aquestes fases els gens que s’hi expressen
codifiquen d’'una banda per les proteines que sdn necessaries en els processos especifics que s'hi
donen (per exemple, a la fase postmeidtica es dona el reemplagament de les histones per les
protamines i la posterior condensacid de la cromatina, que comporta una aturada en la transcripcio). |
de I'altra, també s’hi expressen aquells gens que codifiquen per a proteines encarregades de mantenir

les funcions cel-lulars, més coneguts com a house-keeping gens.

El procés de I'espermatogenesi és forca complex, alguns dels successos que tenen lloc s6n
semblants als que es donen en qualsevol teixit proliferatiu com per exemple la renovacié constant dels
espermatogonis (renovacié de les stem cells) i el pas d'un sistema cel-lular poc diferenciat
morfologicament a un de molt més diferenciat morfologica i funcionalment. En consequéncia, es
necessita un programa precis que reguli el patrd d’expressié geénica, ja que molts dels gens que
s’activen durant aquest procés presenten diferéncies d’expressié temporals i espacials (Eddy, 2002;
Kleene, 2003). Alguns d’aquests gens codifiquen per a proteines amb funcions especifiques en les
cel-lules germinals, altres s’expressen seguint els patrons de desenvolupament de les cel-lules
germinals, i I'Ultim tipus génic només es transctriu a les cél-lules espermatogeéniques. Aquests gens es

poden dividir en tres grups:

1. Gens homolegs. Son aquells gens que s’expressen de forma especifica a les cél-lules germinals
perd que guarden similituds amb els gens que es troben expressats a les cel-lules somatiques.
Acostumen a ser membres de la mateixa familia. EI gen somatic es troba actiu durant tota la fase
meiodtica i el gen especific s'activa a la fase postmeiotica. El gen especific presenta propietats
diferents al somatic. Un exemple el trobariem en el gen que codifica per 'enzim gliceraldehid 3-
fosfat deshidrogenasa: Gapd, que esta considerat com un gen d’expressié generalitzada i se sol

usar per tal de normalitzar la quantitat de RNA en diverses técniques com el Northern blot o la
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PCR a temps real. Aquest gen es troba inactiu en la fase meiotica de 'espermatogénesi i el seu
homoleg especific de les cel-lules germinals, Gapds, és activat durant la fase postmeiotica del
desenvolupament germinal (Mori et al., 1992; Welch et al., 2000; Welch et al., 1992). A més, la
proteina GAPDH-s es diferencia de la isoforma ubiqua (GAPDH) perqué presenta un domini ric
en prolines a 'extrem N-terminal que li permet anellar-se al citoesquelet de I'espermatozoide

juntament amb altres enzims glucolitics (Bunch et al., 1998; Mori et al., 1992)

Gens Unics. Son aquells gens que codifiquen per a proteines que només s’expressen a les
cel-lules germinals i que no s’assemblen a cap altre proteina expressada al llinatge somatic.
Molts d’aquests gens s’expressen durant la fase postmeidtica, quan es produeixen els
components estructurals especifics dels espermatozoides, per exemple les protamines. A la fase
postmeiotica es donen tots els canvis morfoldgics necessaris per tal de produir una cél-lula
aerodinamica capag de transmetre el material genétic patern a I'dvul. Per aquest motiu, el nucli
de les espermatides rodones es condensa i es remodela fins a una forma falciforme en les
rates/ratolins i ovoide en els homes. Aquests canvis morfoldgics ocorren gracies al
reemplacament de les histones primer per unes proteines de transicio i posteriorment per les

protamines.

Gens amb transcrits dnics. S6n aquells transcrits provinents de gens somatics que al ser

expressats al llinatge germinal tenen mides diferets. Es generen per diferents mecanismes:
promotors alternatius, factors de transcripcid especifics, incorporacié o alternanga d’exons,
splicings alternatius especifics o diferent lloc de poliadenilacié. Com per exemple el gen que
codifica per I'enzim Hexocinasa-1especific de la linia germinal (Hk-1s), que déna lloc a tres
transcrits: Hk1-sa, Hk1-sb i Hk1-sc. Els tres cDNAs difereixen entre si en la regid 5" no traduida.
Mitjancant analisis per Northern blot s’ha identificat que Hk1-sa és el primer en expressar-se tot i
que ho fa en baixos nivells durant la meiosi. Hk1-sb és el més abundant i només es detecta en
les cel-lules postmeidtiques. La proteina HK-1s s’expressa principalment a la pega principal del
flagel, essent la mateixa regié on també es localitzava GAPD-s (Bunch et al., 1998; Mori et al.,
1998).

En atencié a aix0, durant 'espermatogenesi la regulacio de I'expressio genica a les cél-lules

germinals masculines es ddéna a tres nivells: intrinsec, interactiu i extrinsec (Eddy, 2002; Kleene,
2003).
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NIVELL INTRINSEC: correspon a tots aquells mecanismes que determinen quins gens son els que

s’expressen i quan. Responen a un programa genétic conservat al llarg de 'evolucio, encarregat de
coordinar la sequencia de fets ocorreguts a la diferenciacio i a la morfogénesi que tenen lloc durant la
progressié de I'espermatogenesi. Es dona a nivell transcripcional, traduccional i postraduccional
segons es mostra a I'esquema de la Figura 13. La regulacio a nivell transcripcional s’efectua gracies a
I'accioé de factors de transcripcié especifics del teixit o del tipus cel-lular o bé gracies a I'existéncia de
promotors alternatius. També s’aconsegueix regular 'expressié per mitja de transcrits alternatius. El
control exercit sobre la transcripcié acaba repercutint sobre I'eficiencia en la traduccio, que pot veure’s
incrementada o reduida. En la regulacio postraduccional de la proteina intervenen factors externs com
son alguns dels productes generats i secretats al medi per les cel-lules de Sertoli o les hormones FSH
i/o testosterona (Eddy, 1998; Eddy, 2002).

REGULACIO TRANSCRIPCIONAL

_p Factors de transcripcio
-

- .v-\l \ Senyals de poliadenilacio
/ A= Vo
[ 1o =1 v+
If Elements en el promotor
Somvals do fransducgs” ¥ mRNA - (+/) TRANSCRITS
enyals de transduccio “B ALTERNATIUS
Ayern T Inici de
Nivell Intrinsec _ o transcripcio
A o alternatiu
(Fi=) vl
Vo . .,
Nivell Extrinsec v . e Utilitzacid
: '.I nﬂ alternativa d’exons
O e Sortol FHG, cua de polyA
Testosterona, EGF, BMP8) '-‘__ uﬂ Ao )
i-.\ {(+/- Eficacia de traducci6 ) RNA bindmg protein
w ,
' <) REGULACIO
REGULACIO < PROTEINA———>  TRADUCCIONAL

POST-TRADUCCIONAL

FIGURA 13. Regulaci6 intrinseca de I’expressié geénica durant 1’espermatogénesi. Té lloc a tres nivells:
transcripcional, traduccional i post-traduccional. Adaptat d’Eddy, 1998.

NIVELL INTERACTIU: Aquest tipus se centra en les relacions que s’estableixen entre les cel-lules que

conformem l'epiteli seminifer, especialment entre les cel-lules de Sertoli i les germinals, les quals es
relacionen de manera bidireccional. Les cél-lules de Sertoli secreten més de 100 proteines diferents
que condicionen el medi del tdbul seminifer, amb factors que influeixen la divisid, la diferenciacio i el
metabolisme de les cel-lules germinals (revisat en detall a 'apartat 1.5 d'aquesta introduccié general).
Les cél-lules germinals també estimulen i/o inhibeixen les diferents funcions de les cél-lules de

Sertoli. Les cel-lules meidtiques i postmeiotiques produeixen factors de la familia del TGF que
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interaccionen i senyalitzen a les cel-lules de Sertoli. També és gracies a factors d’aquesta familia
proteica que les cél-lules germinals es comuniquen entre elles. Aixi per exemple, les espermatides
rodones produeixen BMP8B que actua regulant la supervivencia i la diferenciacié dels espermatocits
primaris (Zhao et al, 1998).

NIVELL EXTRINSEC: aquest tipus agrupa el control exercit per les hormones, principalment a la

testosterona, sobre l'expressio dels gens germinals (revisat en detall a lapartat 1.4 d'aquesta

introduccid general).

Tanmateix, durant els fenomens de remodelacié de la cromatina que es produeixen a les
espermatides la transcripcié s'atura i és la regulacié postranscripcional de la sintesi proteica qui té
un paper essencial sobre el control de I'expressio de les diferents proteines. Malgrat 'aturada de la
transcripcié durant I'espermiogenesi, es necessiten proteines sintetitzades de novo per al
desenvolupament morfologic de la cel-lula espermatica. Per aquesta rad, la transcripcié de moltes
proteines presents als espermatozoides comenca a les espermatides rodones, i els transcrits son
traduits seguint la maduracio i I'elongacio de les espermatides (Tanaka and Baba, 2005). De fet, tots
els mRNAs de les cel-lules espermatogeniques meidtiques i postmeidtiques dels mamifers es troba, en
cert grau, reprimit transcripcionalment. | cada mRNA de forma individual exhibeix diferéncies en quant
a la repressid i als canvis en l'activitat traduccional en funcié del desenvolupament germinal (Kleene,
2001; Kleene, 2003).

La regulacié postranscripcional pot donar-se seguint tres patrons diferents depenent d’on
s'expressi ImRNA, (a) a les cel-lules somatiques i als espermatogonis, (b) als espermatocits i a les
espermatides rodones o (c) a les espermatides rodones i a les espermatides en elongacid (Kleene,
2003).

(a) L'activitat traduccional tant en les cél-lules somatiques testiculars com en els espermatocits
és tipicament la que presenta qualsevol cel-lula somatica de qualsevol teixit (Kleene, 1996).

(b) L'activitat traduccional en els espermatocits en fase de paquite es troba parcialment
reprimida, es dona en un nombre petit de transcrits. Per tant els mRNAs que es regulen seguint
aquest patrd, estan parcialment reprimits en els espermatocits en fase de paquite i son
transcripcionalment més actius en les espermatides rodones, per exemple 'mRNA de I'enzim
fosfoglicerat cinasa-2 (Pgk-2) (Gold et al., 1983a).

(c) Lactivitat traduccional en les espermatides esta influida per la inactivitat transcripcional,
caracteristica d’aquestes cél-lules, deguda als canvis en l'estructura de la cromatina. Com a

resultat, els transcrits es troben reprimits a les espermatides rodones i S’activen en les
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espermatides en elongacid. Aquest patrd d’expressio es dona a la majoria de mRNAs, per
exemple els mRNAs corresponents a les Protamines 11 2 (Prm1i Prm2) o a la Gliceraldehid-3-

fosfat deshidrogenasa-s (Gapa-s) (Bunch et al., 1998).

Per tal d’aconseguir que cada transcrit s’expressi en el tipus cel-lular i en el moment de temps
que li toca les cél-lules espermatogeniques han desenvolupat diferents mecanismes. Entre ells,
destaca la preséncia de proteines que reconeixen de forma especifica elements cis- dels mRNAs, s'’hi

uneixen i reprimeixen o estimulen la transcripcio.

En conclusio, la regulacid de la transcripcié i la traduccid durant la produccié dels
espermatozoides és un procés altament complex, quasi comparable a la regulacié que té lloc en els
primers estadis del desenvolupament embrionari. Hi intervenen mdiltiples factors tant extracel-lulars
(hormones, proteines amb funcié paracrina, etc), com factors intracel-lulars (proteines
repressores/activadores de la transcripcio i elements cis-reguladors en els promotors) i també son
especialment importants les relacions que s’estableixen entre les cél-lules de I'epiteli seminifer. Per
tant, tots ells s’han de tenir en compte a I'hora d’estudiar I'expressié de qualsevol proteina en el

testicle .

35






2.- OBJECTIUS

Un hombre que se dectde a hacer algo sin pensar en otra cosa,
salvara todos Los obstdculos
(Glacomo casanova)






Objectius

Els objectius principals d’aquesta tesi son:

1.- Estudi de I'expressié dels isoenzims PFKFB3 i PFKFB4 en el testicle adult de rata i durant el seu
desenvolupament.

2.- Clonatge de la regid 5- promotora del gen Pfkfb4 i caracteritzacio de la seva regulacio
transcripcional en resposta a diversos factors transcripcionals.

3.- Estudi de la influencia de la regulacié hormonal sobre 'expressio dels gens Pfkfb3i Pfkfb4 producte

de l'acci6 paracrina de les cél-lules de Sertoli.

Cadascun d’aquests objectius principals es desglossa amb els seglents objectius especifics:

1.- Estudi de I'expressié dels isoenzims uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) en el testicle adult de

rata i durant el seu desenvolupament.

1.1) Disseny d'un anticos especific contra la proteina tPFK-2 (PFKFB4).
1.2) Caracteritzacid de I'expressié dels gens Prkfb3 i Pfkfb4 en testicle en desenvolupament i
durant I'espermatogenesi.
1.3) Estudi de I'expressié de les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) en els diferents
tipus cel-lulars presents al testicle mitjangant:

1.3.1) Aillament de fraccions cel-lulars per centrifugacié diferencial.

1.3.2) Immunofluorescencies de crioseccions durant 'espermatogénesi.
1.4) Estudi de l'expressid de les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) durant
I'espermiogenesi.
1.5) Estudi de l'expressio de les proteines uPFK-2 (PFKFBS3) i tPFK-2 (PFKFB4) en models

tumorals testiculars.
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2.- Clonatge de la regio 5- promotora del gen Pfkfb4 i caracteritzacié de la seva regulacio

transcripcional en resposta a diversos factors transcripcionals.

2.1) Caracteritzacio de l'inici de transcripcio, la regié minima promotora i la resposta d’aquest
promotor a factors mitogenics (Serum i PDB).

2.2) Caracteritzacio de la resposta del promotor Pfkfb4 a la hipoxia i estudi de la implicacié del
factor induible per hipoxia (HIF1) en aquesta.

2.3) Caracteritzacio dels efectes del factor de transcripcio Sp1 sobre el promotor Prfkfb4 i la
influéncia del serum o la hipdxia en aquesta resposta.

2.4) Caracteritzacio dels efectes del factor de transcripcié c-Myc sobre el promotor Pfkfb4 i de la

influéncia del serum, Sp1 o la hipoxia en aquesta resposta.

3.- Estudi de la influencia de la regulacié hormonal sobre 'expressio dels gens Pfkfb3i Pfkfb4 producte

de 'acci6 paracrina de les cél-lules de Sertoli.

3.1) Estudi dels efectes de les hormones esteroidals, testosterona i estradiol, sobre I'expressio de
tPFK-2 (PFKFB4).

3.2) Avaluacio de la implicacié dels factors alliberats al medi per les cél-lules de Sertoli després
d'un tractament hormonal sobre l'expressio de les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2
(PFKFB4).
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A gmLopm,
a @atopw,
hasta entervarlos en el mear!

Nadie, nadie, nadie, que enfrente no hay nadie;
que es nadie la wuerte st va en tu montura.
Galopa, caballo cuatralbo,

Jinete del pueblo,
que La tier es tuya.
iA gaLopW,

a galopar,
hasta entervarlos en el mear!

(4 galopar. Rafael Albertl)






Resultats

ESTUDI DE L’EXPRESSIO DE PFK-2/FBPasa-2 EN TESTICLE.

El primer objectiu que ens varem plantejar fou I'estudi de 'expressio de I'enzim bifuncional
PFK-2/FBPasa-2 en el testicle, un model que es caracteritza per I'alta proliferacié cel-lular i la posterior

diferenciacio.

Per tal d’acomplir-ho es va generar un anticos especific contra la proteina tPFK-2 (PFKFB4).
Es va estudiar 'expressio6 dels gens Prkfb3i Pfkfb4 al testicle durant el desenvolupament de la rata: en
els ultims estadis fetals, a 'individu jove, prepuber i a I'adult. Igualment, es va estudiar I'expressio de
les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) a cél-lules testiculars aillades aixi com a seccions
histologiques de testicle per tal de localitzar en quin tipus cel-lular s’hi expressen. A més, també es va

analitzar la seva expressio durant el procés de maduracio dels espermatozoides.

Finalment, es va estudiar la relacio entre les proteines PFKFB3 (uUPFK-2) i PFKFB4 (tPFK-2)

en processos tumorals testiculars.
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Expressio de PFK-2 a testicle

INTRODUCCIO

L’espermatogenesi és un procés de constant proliferacio i diferenciacio cel-lular pel qual les
cel-lules germinals més immadures o espermatogonis mitjancant mitosi produiran els espermatocits
primaris o preleptotens. Després de duplicar el seu DNA, i passant per dues divisions meiotiques amb
diferents estadis maduratius (leptotens, zigotens, paquitens i diplotens) que donaran lloc, en primer
terme, als espermatocits secundaris, amb un nombre senzill de cromosomes (2n) i, al final de la
segona divisid6 meidtica, aquests espermatocits secundaris esdevindran espermatides rodones
haploides (Figura 1.1). La fase final de I'espermatogenesi, coneguda com espermiogenesi, consisteix
en una serie de canvis morfologics pels quals les espermatides rodones es transformen en
espermatides en elongacié que surten al lumen del tubul seminifer. Aquestes acabaran de madurar

a I'epididim on es tornaran mobils esdevenint espermatozoides madurs.

Espermatogénesi

Espermiogénesi

Espermatocits Espermatides
A 3y O % e J

g & & £ )
NN NN N S

Espermatogoni Preleptoté Leptoté Zigoté  Paquité Secundari Rodona En Cos Espermatozoide
elongacié residual

10 20 30 dies

FIGURA 1.1. Esquema temporal del procés espermatogenic. Adaptat de Thomas et al., 2007.

Totes les fases de I'espermatogénesi tenen lloc mentre els gametes en desenvolupament es
troben en associacié amb les cél-lules de Sertoli, que s'estenen des de la lamina basal fins al lumen
del tubul seminifer. Com es representa a la Figura 1.2, les cél-lules de Sertoli proporcionen
els factors necessaris per la progressio de les
cel-lules germinals a espermatozoides, donant el
suport fisic o bé l'estimulacié bioquimica, en
forma de factors de creixement o nutrients que
les cel-lules necessiten durant el procés de

diferenciacio.

FIGURA 1.2. Esquema de la cooperacié que
s’estableix entre una cél'lula de Sertoli i una
germinal.
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Metabolicament, durant aquest procés, els substrats que s'utilitzen en el metabolisme
energeétic i les vies implicades varien (Bajpai et al., 1998). Els principals trets metabolics de cada tipus

germinal es resumeixen a la Figura 1.3.
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FIGURA 1.3. Esquema dels substrats i les principals vies metaboliques durant I’espermatogénesi. Els
espermatogonis utilitzen glucosa com a font d’energia, mentre que els espermatocits i les espermatides fan
servir el lactat produit per les celllules de Sertoli que entra a les célllules gracies al seu transportador
especific MCT (en gris es representa el lactat). Els espermatozoides poden oxidar glucosa, fructosa i lactat.
LDH: lactat deshidrogenasa, FSH: Hormona estimulant del follicle, CK: cicle de Krebs, BHT: Barrera
Hematotesticular.

Els espermatogonis utilitzen glucosa que prové de la sang com a font d’energia i aquesta
sera metabolitzada seguint la glucdlisi i el cicle de Krebs (Nakamura et al., 1984a). En canvi, els
espermatocits i les espermatides, en estar dins de la Barrera Hemato-Testicular (BHT), utilitzen

majoritariament el lactat produit per les cel-lules de Sertoli com a substrat energetic.

Per la seva banda, els espermatocits en cultiu, preferentment, utilitzen piruvat i lactat com a
font energética i, en ultim terme, glucosa. Malgrat que es dona una interconversid entre el piruvat i el
lactat, la direccié principal del metabolisme del piruvat depen de la seva propia concentracié (Figura
1.3). Es a dir, si la concentracié d’aquest metabolit és inferior o igual a 1mM, aleshores sera reduit a
lactat a gran velocitat. Pero, si incrementa per sobre de 1mM, la conversié de piruvat a lactat és
realitzara a la mateixa velocitat que I'oxidacié en el cicle de Krebs. Aixi doncs, aquestes cél-lules
presenten la caracteristica avantatjosa de poder triar entre la glucolisi i la fosforilacié oxidativa.

Aquesta caracteristica queda palesa quan es cultiven amb inhibidors de la cadena respiratoria, com
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per exemple la rotenona, ja que els espermatocits viuen perd amb un menor consum de piruvat/lactat i
una disminucié en la produccié d’ATP. Per tant, el seu metabolisme no depén exclusivament de la

cadena respiratoria (Jutte et al., 1981; Nakamura et al., 1984a).

Contrariament als espermatocits, les espermatides rodones sén altament dependents del
lactat i de la fosforilacié oxidativa; és a dir, que han perdut la capacitat de triar entre la glucolisi i el
cicle de Krebs. De fet, si es compara I'activitat dels enzims glucolitics en els dos tipus cel-lulars, resulta
ser molt menor a les espermatides (Jutte et al., 1981; Mita and Hall, 1982; Nakamura et al., 1982). Aixi
doncs, en cultivar-les amb un medi ric en glucosa, els nivells d’ATP cauen i augmenta la Fructosa-1,6-
P». De la mateixa manera, el cultiu amb inhibidors de la cadena respiratoria els provoca la mort (Bajpai
et al., 1998; Nakamura et al., 1982; Nakamura et al., 1984b; Nakamura et al., 1986).

Al final de I'espermatogenesi, els espermatozoides tornen a tenir una elevada capacitat
glucolitica, i son capacos d’oxidar aerobicament el lactat, la glucosa i la fructosa (Bajpai et al., 1998).
Perd, tenint en compte que el fluid dels tubuls seminifers esta enriquit amb lactat, seria aquest
metabolit I'usat preferiblement per part dels espermatozoides. Aixi, es posa de manifest la importancia

del lactat durant tota la fase postmeidtica de I'espermatogénesi.

Un punt clau de control del flux glucolitic es troba en la reacci¢ catalitzada per I'enzim 6-
fosfofructo-1-cinasa sent la Fructosa-2,6-P» el seu major activador al-losteric. L’enzim encarregat de
catalitzar tant la seva sintesi com la seva degradacié és la PFK-2/FBPasa-2. Treballs en el nostre
laboratori (Duran et al., 2008; Manzano et al., 1999; Riera, 2002) van demostrar que en el testicle es
detectava la preséncia de dos isoenzims de la PFK-2/FBPasa-2, els isoenzims codificats pels gens
Pfkib3 i Pfkfb4, uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4), respectivament. La preséncia de dos isoenzims
diferents provinents de gens independents i amb promotors especifics dins un mateix teixit, suggereix
que aquests isoenzims podrien exercir funcions diferents, localitzar-se en diferents cél-lules i
resposdre a factors hormonals especifics o depenent de les condicions fisiologiques. Tot aixo

implicaria I'existencia d’una regulacio metabolica complexa.

La preséncia en testicle de dos isoenzims per a una mateixa proteina obre preguntes sobre el
possible paper biologic de cadascun d’ells en el metabolisme del testicle. Els treballs realitzats en
aquest capitol s’han centrat en determinar 'expressio de la PFK-2/FBPasa-2 en el testicle mitjangant
I'estudi d'ambdues proteines, uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4), durant la formacid i maduracié del
testicle i, finalment en el procés de maduracié dels espermatozoides.
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Produccié d’anticossos policlonals especifics contra la PFKFB4.

Degut a la manca d’'un anticos que detectés especificament la proteina tPFK-2 (PFKFB4) de
rata i/o humana, es va plantejar, com a primer objectiu, la produccié al laboratori d'un anticos policlonal
per detectar-la. Fins el moment, s’estava emprant un anticds comercial policlonal, anomenat anti-L-
PFK-2 (PFK-2 liv (E-16): sc-10096; Santa Cruz Biotecnology, Inc.) que reconeix part de la regié
carboxi-ternimal de la proteina PFK-2 hepatica humana. Aquesta regié és comuna pels isoenzims de
L-PFK-2 (PFKFB1) i tPFK-2 (PFKFB4) de rata, ratoli i huma, ja qué ambdues proteines comparteixen
un 75% d’homologia en la seva sequéncia amino acidica.

Amb aquest objectiu es va seleccionar com antigen un péptid de 16 residus de la zona amino-
terminal de la proteina tPFK-2 (PFKFB4) de rata: (NHz)-YSNGRPALHASQRGVCM-(COOH). Aquest
peptid només difereix en un Unic aminoacid de la seqiéncia humana (en humans la S en vermell és
una C) i és especific per 'isoenzim tPFK-2 (PFKFB4), com s’observa a la Figura 1.4 en 'alineament de

I'extrem amino-terminal de les quatre proteines humanes.

PFKFB 1 MSPEMGELTQTRLOKIWIPHSSGSSRLORRRGSSIPOFTNSPTMVIMVGLPARGKTYIST
PFKFB 4 MASPR-ELTQONPLKKIFMPYSNGRPALHACQRG--VCMTNCPTLIVMVGLPARGKTYISK
PFKFB 3 MP---LELTQSRVQKIWVPVDH-RPSLPRSCG- - - PKLTNSPTVIVMVGLPARGKTYISK
PFKFB 2 MS----GASSSEONNNSYETKTPNLRMSEKKCSWASYMTNSPTVIVMVGLPARGKTYVSK
Consensus M----- eltgt-lgkiwip------- l---------- MTNsPTmivMvGLPARGKTYisK

FIGURA 1.4. Seqiiéncia d’aminoacids corresponent a I’extrem amino-terminal de les 4 proteines PFKFB
humanes. En blau es representen els residus que sén diferents. En la seqiiencia consens s’hi assenyalen els
residus plenament conservats (Majuscules) o els majoritaris dels quatre isoenzims alineats (Mintscules). En
negreta s’assenyala el peptid antigenic escollit per produir 1’anticos policlonal a partir de la seqiiéncia de
rata (en vermell s’assenyala I’aminoacid diferent entre el peptid huma i de rata).

Per la produccié de I'anticos especific es van emprar dos conills New Zealand, que es van
anomenar MG-1 i MG-2. Passat el periode de quarantena, es va extreure sang de cada animal per
obtenir el serum pre-immune. Mitjancant un Western blot es va comprovar que el sérum pre-immune
no reconeixia la proteina tPFK-2 (PFKFB4) obtinguda a partir d’extractes proteics de ceél-lules 293
transfectades amb el plasmidi d’expressié tPFK2-pcDNA3. Com a control positiu, es va tornar a
hibridar les membranes amb 'anticds comercial anti-L-PFK-2 que, com ja s’ha esmentat, reconeix els
dos isoenzims L-PFK-2 (PFKFB1) i tPFK-2 (PFKFB4) humans.
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Tal com s’observa a la Figura 1.5, el serum pre-immune obtingut de 'animal MG-1 no va
detectar cap senyal, mentre que lobtingut de l'animal MG-2 va donar unes bandes tenues

inespecifiques si es compara amb les bandes detectades per 'anticos comercial anti-L-PFK-2.

MG-1 MG-2

Sérum pre-immune

FIGURA 1.5. Western blot per comprovar la reactivitat del sérum pre-immune. Es va carregar 50 pg/ul
d’extracte cel-lular 293 que sobreexpressa la proteina tPFK-2 (PFKFB4). Els dos primers carrils es van
hibridar amb el serum pre-immune que provenia del conill MG-1 (1/100), i els dos tltims amb el sérum pre-
immune provenint del conill MG-2 (1/100). Seguidament, es va re-hibridar les membranes amb I’anticos
comercial anti-L-PFK-2 (1/250).

Un cop comprovada la manca de reactivitat dels sérums pre-imnunes enfront la proteina
tPFK-2 (PFKFB4), el péptid antigenic conjugat a 'hemocianina (KLH) va ser injectat subcutaniament
en la zona del llom a la base del coll dels conills, seguint les normatives del Comité Etic de la
Universitat de Barcelona. Es van realitzar fins a 4 immunitzacions amb un interval de temps de 15 dies

entre elles, fins a obtenir-ne una bona titulacié dels anticossos.

Mitjangcant un Western blot es va assajar la reactivitat dels anticossos resultants, anomenats

MG-1iMG-2, utilitzant directament el concentrat de serum sense purificar.

MG-1 MG-2

—— Serum immune
anti-L-PFK-2

FIGURA 1.6. Titulacié dels anticossos MG-1 i MG-2. En un Western blot, es va carregar diferents
quantitats d’extracte de cellules 293 sobreexpressant l'isoenzim tPFK-2 (PFKFB4). La membrana de
I'esquerra es va hibridar amb el séerum immune provinent del conill MG-1 (1/100) i la de la dreta amb el
sérum immune provinent del conill MG-2 (1/100). Seguidament, es va re-hibridar les membranes amb
I’anticos comercial anti-L-PFK-2 (1/250).

Com s'observa a la Figura 1.6, es va posar de manifest que aquests sérums immunes
detectaven una unica proteina de 55 kDa, que es correspon amb la mida esperada de tPFK-2
(PFKFB4). Per aquesta deteccio, es van utilitzar diferents concentracions de proteina a partir de
I'obtinguda per sobreexpressio en extractes totals de cél-lules 293 transfectades transitoriament amb
la construccié tPFK-2-pcDNAS.
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Per0, els serums immunes presentaven una sensibilitat de detecci6 menor que I'anticos
comercial (anti-L-PFK-2). El sérum directe del conill a més d’estar enriquit en I'anticos d'interés també
conté altres proteines seriques, entre elles anticossos inespecifics que s’unirien a altres proteines de

la membrana com es pot apreciar a la Figura 1.7 A.
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FIGURA 1.7. Titulacio de I’anticos anti-tPFK-2. Western blot amb diferents quantitats d’extractes proteics
de testicle hibridat amb els serums MG-1 (1/100) i MG-2 (1/100) (A) sense purificar i (B) després de purificar.
Western blots amb diferents quantitats d’extracte cel-lular de HuH7 sobreexpressant l'isoenzim tPFK-2
(PFKFB4). Les membranes es van hibridar amb els anticossos anti-tPFK-2 (C) purificat (1/100) i amb I’anticos
comercial L-PFK-2 (1/250) (D). (==> : banda corresponent a la proteina tPFK-2 (PFKFB4)).

El seglient pas va ser purificar I'anticos mitjancant una cromatografia d’afinitat. Es va utilitzar
com a suport una resina amb el peptid antigénic, aquells que es va usar per generar els anticossos,
unit covalentment per I'extrem C-terminal. D’aquesta manera només els anticossos contra la proteina
tPFK-2 (PFKFB4) presents al serum s’unirien especificament a la columna, mentre que la resta seran
eliminats. Amb posteriors rentats de la columna es poden obtenir fraccions enriquides amb I'anticos
d’interes, que es va anomenar anti-tPFK-2. Després de la purificacio, per mitja de diferents Western
blots es va tornar a assajar el grau de sensibilitat de I'anticos anti-tPFK-2. D’'una banda, es van
carregar diferents quantitats de proteina a partir d’'un extracte de testicle de rata (Figura 1.7 B) i de
laltra es va partir d’'un extracte cel-lular de HUH7 que sobreexpressava la construccié tPFK-2-pcDNA3

humana (Figura 1.7 C). Com es pot observar a les Figures 1.7 B i C, en purificar I'anticos es va
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aconseguir incrementar el grau de sensibilitat en la detecci6 de tPFK-2 (PFKFB4) (detectable a partir

de 10 ug de proteina) i reduir les bandes degudes a unions inespecifiques.

A part d'analitzar la sensibilitat de deteccid també calia avaluar l'especificitat de I'anticos
generat després de ser purificat. Amb aquesta finalitat es va realitzar un Western blot carregant 50 ug
d’extractes proteics extrets de testicle, cervell i fetge d’una rata adulta. Es va realitzar la
immunodeteccié amb 'anticos contra la tPFK-2 (PFKFB4) per veure, si com es pretenia, s’havia
aconseguit produir un anticos especific o bé presentava immunoreactivitat creuada amb alguna altra
proteina de la familia (com L-PFK-2 (PFKFB1) o uPFK-2 (PFKFB3)). També es van fer dos
immunodeteccions més, una amb I'anticos comercial anti-L-PFK-2 i l'altre amb I'anticos policlonal anti-
UPFK-2 generat al laboratori (Riera et al., 2002), respectivament; com a control positiu del bon

funcionament de la técnica.

Com es pot observar a la Figura 1.8, el Western blot amb I'anticos anti-tPFK-2 va reconeixer
una proteina endogena de 55 kDa que és present al testicle de rata i a la linia de cél-lules germinals
de ratoli GC-1spg, i apareixen en tots dos casos una altra banda de major grandaria. Tanmateix, no va
reconeixer cap proteina a I'extracte cel-lular de cervell, mentre que a I'extracte cel-lular de fetge hi

reconeix una banda unica.

e
anti-tPFK-2 | e FIGURA 1.8. Avaluaci6 de l’especificitat de 1’anticos
anti-actina anti-tPFK-2. Western blot d’extractes tissulars de testicle
“ (T), cervell (C), fetge (F) que expressen, principalment, els
. | - i ims tPFK-2 (PFKFB4), uPFK-2 (PFKFB3) i L-PFK-2
nti-L-PFK-2 k-4 P

a a" A (PFKFB1), respectivament, i cellules GC-1spg
anti-acting "“=—— N (espermatocits) Les membranes es van hibridar amb els
anticossos anti-tPFK-2, anti-uPFK-2, anti-L-PFK-2 i anti-B-

anti-uPFK-2 — actina com a normalitzador de carrega.

anti-actina “

La capacitat d'immunoprecipitar es va determinar examinant si I'anticos podia precipitar la
proteina humana tPFK-2 (PFKFB4) sobreexpressada en d’extractes cel-lulars d’HuH7, aixi com la
proteina endogena d’extractes cel-lulars de dues linies de cancer de prostata; LNCaP i PC-3. Pero, es
presentava l'inconvenient que la cadena pesada de I'anticos, un cop desnaturalitzada, tenia un pes
molecular similar a la de I'isoenzim de testicle (55 kDa) que podria emmascarar el senyal del Western
realitzat contra la tPFK-2 (PFKFB4). Per tal d'evitar aquest problema es va realitzar la

immunoprecipitacié en condicions no reductores, aixi s'afavoria I'estabilitat dels ponts disulfur inter i
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intracatenaris dels anticossos. A més, es va evitar afegir cap agent reductor (com el DTT o el B-
mercaptoetanol) en el tampd de mostra de proteines, ni tant sols es van bullir abans de carregar-les al
gel desnaturalitzant (SDS-PAGE). Amb aquest ambient no reductor, s'aconsegueix que les cadenes
de l'anticos es mantinguin unides pels ponts disulfur i per tant pesin més (150 kDa) evitant

interferencies en el gel de poliacrilamida.

En aquestes condicions es va realitzar la immunoprecipitacid de la proteina seguit d'un
Western blot amb I'anticos policlonal contra la tPFK-2 (PFKFB4). Segons es recull a la Figura 1.9, es
va aconseguir immunoprecipitar la proteina sobreexpressada amb una interferencia minima de les
cadenes pesades de 'anticos. A més, també es va precipitar la proteina endodgena present a les linies
tumorals de prostata LNCaP i PC-3.

HuH7 LNCaP PC-3

150KDa - ' —
g § ' FIGURA 1.9. Immunoprecipitacié en condicions no reductores de
la tPFK-2 (PFKFB4). Immunoprecipitacié de la proteina tPFK-2
(PFKFB4) sobreexpressada en cellules HuH7 i de la proteina
endogena de les linies tumorals de prostata LNCaP i PC-3 .

59KDa
tPFK-2

Aquests resultats demostraven que es disposava d’un bon anticos per seguir la proteina tPFK-
2 (PFKFB4) humana, de rata i de ratoli, ja que reconeixia especificament la isoforma amb una
sensibilitat acceptable (de 'ordre de 15-10 pg/ul de proteina). A més, permetia immunoprecipitar tant
la proteina sobreexpressada en cel-lules eucariotes com I'endogena de dues linies tumorals de

prostata, fet que podia ser molt Util per la realitzacié de posteriors estudis immunohistoquimics.

Estudi de I'expressio del gen Pfkfb4 per RT-PCR en els teixits adults de rata.

Paral-lelament a la clonacié del gen Pfkfb4 huma, en treballs anteriors del laboratori per
Northern blot s’havia determinat que la seva expressio estava restringida només a testicle d’entre
diferents teixits de rata analitzats; cervell, cor, fetge, muscul, pancreas (Manzano et al, 1999). En el
present treball es va reproduir I'estudi utilitzant la técnica de la PCR a temps real i les sondes
validades per Applied Biosystems, especifiques per als gens Prkfb 3, i 4 de rata, tot ampliant els teixits
analitzats amb epididim, rony6, melsa, pulmd i placenta (a dia 19 de gestacid). Es varen utilitzar les
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sondes especifiques predisenyades per Applied Biosystems (referencies; Pfkfb4: Rn_00570987_m1 i
Actina: Rn_00667869_m1).

Tal com es mostra a la Figura 1.10, i prenentagafant 'expressi6 del gen Pfkfb4 a testicle com
a valor de referéncia (al que se li va assignar el valor de 100), es va poder determinar que també es
trobava present en altres teixits, tot i ser en un percentatge més baix. Essent només rony6 i pulmo els

teixits que mostraven una expressio relativa superior al 40% respecte el maxim d’expressid del

testicle.
Pfkfb4
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FIGURA 1.10. PCR a temps real de la distribucié del gen Pfkfb4 als teixits de rata de 90 dies. Els resultats
s’expressen com a percentatge d'mRNA respecte la quantitat present al testicle, que va rebre el valor de 100.
Es va fer servir actina com a normalitzador i els resultats es van calcular pel metode del AACt (segons
s’explica als materials i metodes).

Els resultats aqui presentats ens permetien validar la tecnica de PCR a temps real i reafirmar

la seva utilitat per a estudis posteriors previstos entre els objectius d’aquesta memoria de tesi doctoral.

Estudi de I'expressio dels gens Pfkfb3i Pfkfb4 en el testicle adult de rata

Segons estudis al nostre laboratori (Duran et al., 2008; Manzano et al., 1999; Riera, 2002) i
també amb el Western blot de comprovacié de I'especificitat de I'anticos anti-tPFK-2, es va poder
constatar que al testicle adult de rata es troben expressades les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2
(PFKFB4). Amb la finalitat d’examinar els nivells de mRNA d’ambdds gens al testicle adult, es va

realitzar una PCR a temps real. Com es pot veure a la Figura 1.11, en el testicle adult es detectaven
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els mRNAs dels gens Pfkfb4 i Pfkfb3 (Rn_00589179_m1), essent el mRNA del gen Prfkfb4 el més

abundant. L’expressio del gen Prkfb3 representava només un 10% respecte I'expressi6 de Pfkfb4.
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Per tal d’aprofundir en el possible significat que pugui tenir I'expressié d’aquests gens en el
testicle s’ha de considerar la heterogénia composicié cel-lular del testicle. L'epiteli seminifer es
caracteritza per la seva complexitat estructural, amb cél-lules germinals en proliferacio i diferenciacio
constant intercalades entre les cel-lules de Sertoli (veure Figura 1 de la introduccié general). L'espai
intersticial també presenta una alta diversitat cel-lular amb teixit vascular, limfatic, connectiu,
macrofags, fibroblastes i les cél-lules de Leydig. Conseqlientment, es feia necessari un estudi en detall
de I'expressié de uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) en relacié amb la complexitat estructural de
I'epiteli i la fisiologia del testicle que pugués aportar informacio per deduir en quin moment i tipus
cel-lular és important 'expressio d’un o altre isoenzim i el paper biologic que poden jugar cadascun

d’ells en la regulacio del metabolisme de la glucosa.

Estudi de I'expressio dels gens Pfkfb3 i Pfkfb4 al testicle en desenvolupament.

Amb la intencié de determinar el moment d’aparici6 dels isoenzims uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2
(PFKFB4) durant el desenvolupament del testicle a la rata, es va fer un estudi temporal a diferents
periodes embrionaris (E18, 19, 20 i 21 dies) i postnatals (P <4 hores, P1, 2, 5, 6, 10, 20, 30 i 90 dies).
Per a aquesta finalitat es va realitzar el disseny experimental exposat a la Figura 1.12A, amb un
calendari d’aparellaments controlats per poder identificar i classificar a les famelles prenyades. La
identificacio de les mares gestants era crucial per tal de seguir de forma exhaustiva la gestacid i
realitzar les cessaries en el moment corresponent als 4 periodes embrionaris seleccionats. Aixi com

també per tenir una orientacié sobre el possible dia del part i obtenir els individus corresponents als
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primers periodes postnatals. Els animals utilitzats per les edats de 20, 30 i 90 dies postpart van ser
encarregats al suministrador habitual de 'estabulari.

A) Naixement
B) .
E:19-20 <4 hores 10 dies
—— = - =
—
C)

Edat

Mares
gestants

Cries
totals

Mascles

Femelles

FIGURA 1.12. Estudi de I’expressio dels gens Pfkfb3 i Pfkfv4 durant el desenvolupament del testicle de
rata. A) Disseny experimental dels estudis per analitzar I’expressié dels isoenzims uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-
2 (PFKFB4) durant el desenvolupament testicular a la rata. B) Fotografies d’individus representatius de
quatre edats estudiades (19-20 dies de gestacid, menys de 4 hores de vida, 10 i 90 dies postpart). C) Taula on
es resumeix per a cada periode d’estudi el nombre de mares emprades, el nombre total de cries que es van
obtenir i la proporcié de mascles i femelles en la descendéncia total. Per a les edats majors de 20 dies, es van
comprar directament els animals. (En els valors que porten * s’ha estimat al 50% el percentatge de mascles i
femelles de la camada).

Abans de plantejar-nos una hipotesi que ens permetés explicar la preséncia d’expressio dels
gens Prkfb3 i Pfkfb4 al testicle en desenvolupament, primer calia tenir present una seérie de
consideracions. Aixi, cal destacar que en els mamifers, durant I'dltima part de la vida fetal les cél-lules
de Sertoli proliferen activament. Comencen a dividir-se a partir del dia 18 de gestacio fins el moment
del part (Levine et al, 2000). Pel que fa a les cél-lules germinals, els espermatogonis primitius es
mantenen en repos durant tot el procés de gestacio. Després del part I'epiteli seminifer roman estable,
sense variacions en la seva composicio fins els 6 dies postpart. En aquest moment les cel-lules de
Sertoli tornen a proliferar fins aturar-se al voltant del dia 20 postpart (Hess et al., 2006). També a partir
d’aquest moment i tal i com es mostra a la Figura 1.13, els espermatogonis primitius comencen a
dividir-se per formar nous espermatogonis (tipus A/B). Uns repoblaran I'epiteli (A) mentre els altres
continuaran dividint-se (B) per donar els espermatocits i continuar amb el procés de
I'espermatogenesi. Al dia 10 postpart ja es troben espermatocits leptotens i zigotens. Al dia 18 postpart
hi ha un elevat percentatge d’espermatocits paquitens i es comencen a detectar les primeres
espermatides rodones, les quals assoleixen un alt nombre cel-lular als 30 dies postpart, que coincideix
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amb l'aparici6 de les primeres espermatides en elongacid. Als 90 dies postpart, el testicle ja és adult i
a l'epiteli seminifer s’hi troben tots els tipus cel-lulars germinals, fins i tots els espermatozoides

localitzats al lumen del tubul.

100+ T ; Tipus cel-lular

I Sertoli

EE Espermatogoni primitiu
= Espermatogoni A/B
Espermatocits L/Z
[ Espermatocit paquité
Espermatides rodones
Espermatides en elongacio \ +
C—Espermatozoides
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Iferencacio

254

s
/
f

% Cél-lules totals

V22

5 10 18 20 30 90
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FIGURA 1.13. Esquema de l’aparici6é temporal de les cél-lules germinals durant el desenvolupament del
testicle de rata. S'expressa el percentatge de cel-lules totals a I'epiteli seminifer de rata prepuber i adulta. E1
dia del naixement es considera com a dia 0 postnatal. Adaptat de Bellve et al., 1977a; Bellve et al., 1977b;
Thomas et al., 1989.

En conclusié, durant aquest periode de temps, el percentatge de cél-lules de Sertoli s’ha anat
reduint, del 75% que representaven al dia 6 postpart fins a menys del 5% al testicle adult, tal com es
mostra a la Figura 1.13 (Bellve et al, 1977, Thomas et al, 1989). L'efecte és degut en gran part a que
al comencament de la pubertat les cel-lules de Sertoli perden la capacitat proliferativa mentre que les
cel-lules espermatogeniques son altament proliferatives.

Tenint present les variacions en la composicio cel-lular del testicle durant les diferents etapes
del desenvolupament estudiades, es va analitzar 'expressié de les proteines tPFK-2 (PFKFB4) i
uPFK-2 (PFKFB3).

B
Dies de gestaci6 ) Dies postpart
1819 20 21 <4h1 2 5 6102030 90
o e antitPFK-2 SR S ey anti-PFK-2
e e e AN-UPFK-2 - —— anti-uPFK-2
© & anti-L-PFK-2 “ TR EEEAY anti-L-PFK-2
w» ssemp e Control carrega D ———————Control carrega

FIGURA 1.14. Expressio dels isoenzims tPFK-2 (PFKFB4) i uPFK-2 (PFKFB3) durant el desenvolupament
del testicle de rata. A) Western blot de I'expressié dels isoenzims de la PFK-2 al testicle de rata en quatre
estadis del periode embrionari. B) Western blot de 'expressi6 dels isoenzims de la PFK-2 al testicle de rata
durant la maduracid de I'd0rgan. Es van carregar 40 pug d’extracte proteic total.
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A la Figura 1.14A es mostra un Western blot corresponent a I'analisi del periode embrionari.
Els resultats durant aquest temps mostraven que tant tPFK-2 (PFKFB4) com uPFK-2 (PFKFB3) es
detectaven en els quatre periodes embrionaris estudiats. Ambdos ja es poden detectar al dia 18 de
gestacio i les seves expressions anaven incrementant a mida que s’aproximava el part i coincidint amb
la fase de proliferacio de les cél-lules de Sertoli.

En l'analisi postnatal, tal com es pot observar a la Figura 1.14B, es va trobar que la proteina
tPFK-2 (PFKFB4) era present a totes les edats estudiades mostrant dues bandes que es corresponien
aproximadament a 50 i 55 kDa. La de 50 kDa no variava al llarg del temps, en canvi I'expressié de la
proteina de 55 kDa s’incrementava amb el temps, presentant més expressié a les edats corresponents
a 10 i 20 dies postpart. Curiosament, en aquests dies postpart es produeixen les divisions de les
cel-lules germinals. Als 30 dies postpart, la banda superior desapareixia, i tornava a apareixer a I'edat
adulta. Aquest patrd caracteristic d’expressio es va comprovar que es repetia quan es va utilitzar
Ianticos anti-L-PFK-2. La proteina uPFK-2 (PFKFB3) era present durant tot el periode postnatal
estudiat, observant-se que la seva expressio va increntant d'acord amb la maduracié de I'organ. Al dia
30 es produia una disminucié en la seva expressio que incrementava, un altre cop, a I'edat adulta.

Els resultats obtinguts a nivell de proteina serien facilment explicables pels canvis que va
experimentant el testicle en la seva composicio cel-lular durant aquest periode, si ambdds proteines es

localitzessin a tipus cel-lulars diferents.

En paral-lel a l'analisi d’expressié de les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4)
durant el desenvolupament del testicle, es va realitzar una analisi per PCR a temps real en els
mateixos periodes de desenvolupament. Es van usar les sondes Rn_00589179_m1 i
Rn_00570987_mf1, corresponents als gens Pfkfb3i Pfkfb4, respectivament, d’Applied Biosystems. A la
Figura 1.15 es presenta la relacid dels Cts obtinguts per a cada edat estudiads i per a cada sonda

utilitzada en l'estudi de I'expressio dels gens Pfkfb4 i Pfkfb3 durant el desenvolupament del testicle de

rata.
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Degut a la relacié inversa que existeix entre el valor de Ct i 'expressié génica (a menor Ct és
major l'expressid del gen) es deduia que el gen Pfkfb4 seria el més abundant al llarg del
desenvolupament del testicle de rata, ja que es detectava en qualsevol mostra entre els cicles 20 i 25
amb una Unica variacié a la mostra de 90 dies on apareixia al Ct 18. En canvi, el gen Pfkfb3 es
detectava a totes les mostres entre els cicles 30 i 35 amb dos variacions, una a la mostra corresponent
al dia 6 i la segona a la mostra corresponent al dia 30, on en tots dos casos apareixia al Ct 27.
Tanmateix, es pot observar que el gen de I'Actina, que s'utilitzava com a normalitzador, tenia minimes
variacions al llarg del temps d’estudi.

En concordancia amb que un menor Ct significa major quantitat 'mRNA es va assignar a
aquest punt el valor del 100%, essent la mostra de 90 dies en el cas del gen Pfkfb4 i la mostra de 30

dies pel gen Prkfb3.

A la Figura 1.16A es mostren els resultats en percentatge 'mRNA del gen Pfkfb4 corregits
pels valors d’actina. EI maxim d’expressid, considerat com el 100%, es donava en 'edat adulta (90
dies) mentre que a la resta d’edats es mantenia practicament constant, amb un baix nivell d’expressid
entre el 5i el 10%. Tot i no ser significatives s’observen lleugeres variacions a dia 19 de gestacio i als
dies 10, 18, 20 i 30 postpart

A la Figura 1.16B es mostren els resultats en percentat de mRNA del gen Pfkfb3 corregits
pels valors d’actina. EI maxim d’expressio, considerat com el 100%, es donava als 30 dies postpart,
mentre que a la resta d’edats es mantenia al voltant del 10%. S’observen tres variacions: a dia 21de

gestacio i als dies 6 i 18 postpart.

100
90+ II
80—+

20

>

)

=

100- —
90
804
704 T
60
50
401
30
201

10 ﬂ ﬂ
™o Aol 0] e M

18192021 1 2 6 10 18 20 30 90 dies 18192021 1 2 6 10 18 20 30 90 dies
Gestacio Postnatal Gestacio Postnatal

FIGURA 1.16. Analisi de I'mRNA dels gens Pfkfb4 (A) i Pfkfb3 (B) durant el desenvolupament del
testicle de rata per RT-PCR.

% mMRNA Pfkfb4/ mRNA Actina
° 3
% mRNA Pfkfb3/ mRNA Actina

A la Figura 1.17 es representen les grafiques de les expressions dels gens Prkfb3 i Prkfb4
juntament amb la grafica de I'aparicié de les cel-lules espermatiques al llarg del temps. Els diferents

pics dmRNA es podrien relacionar amb canvis en la composicié cel-lular del testicle degut a I'aparicid
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dels diferents tipus de cél-lules germinals. Als 6 dies postpart coincidint amb linici de la proliferacio
dels espermatogonis primitius, hi hauria un pic dmRNA que seria degut a un augment en I'expressio
del gen Pfkfb3. Durant els dies 10,18 i 20 postpart coincidint amb 'augment en el nombre de cél-lules
germinals hi hauria un lleuger augment d’expresio del gen Pfkfb4 que seria el més abundant. El dia 30
postpart, quan les espermatides rodones estan proliferant coincidiria amb un pic d’expressié del gen
Ptkfb3. Finalment, quan el testicle és madur i fa espermatozoides, als 90 dies postpart, I'expressid

majoritaria correspondria al gen Pfkfb4 (practicament del 90%) enfront el 10% del gen Pfkfb3.

Si es comparaven els resultats obtinguts de la PCR a temps real d’ambdos gens, s’observava
que 'mRNA del gen Pfkfb4 seria present amb major quantitat respecte 'mRNA del gen Pfkfb3. Aquest
ultim nomeés sobrepassava I'expressio del gen Pfkfb4 als 6 i 30 dies postpart, coincidint amb els

moments en que les ones proliferatives de les cél-lules espermatogéniques sén de major importancia
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FIGURA 1.17. Comparativa de I’expressio
genica de Pfkfb3 i Pfkfb4 segons l’aparicio
seqilencial de les cél-lules espermatiques
al lumen dels tabuls seminifers.
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Quan es consideren els resultats en conjunt, d’expressié de proteina (Figura 1.14A i B) i
d’expressié de mRNA (Figura 1.16A i B) aquests serien compatibles amb la hipotesi que la proteina
UPFK-2 (PFKFBS3) podria localitzar-se a les cél-lules de Sertoli i a les germinals en estat proliferatiu,
mentre que la proteina tPFK-2 (PFKFB4) podria estar present només a les cel-lules germinals, en
especial quan aquestes estan diferenciant-se i produint els espermatozoides. Les diferencies que es
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troben per al gen Pfkfb3 quan es comparen els nivells de proteina (Figura 1.14) amb els nivells
d’mRNA (Figura 1.16) es podrien explicar suposant un retard entre la transcripcio i la traduccio del gen
Pfkfb3. Aquest és un mecanisme de regulacid genica ampliament utilitzat per les cel-lules
espermatogeniques, com per exemple passa amb els gens codificants per les protamines 12 (Prm 1
Prm 2), que son mRNAs molt abundants i traduccionalment inerts en les espermatides rodones (30

dies postpart) i actius a les espermatides en elongacio6 (90 dies postpart) (Kleene, 2003).

Per tal de poder disposar d'informacié sobre els nivells d’activitat enzimatica total en alguns
dels periodes del desenvolupament estudiats es va determinar la concentracio de Fructosa 2,6-P2 en
els dies 10, 14, 30 i 90 postpart. El resultat es representa a la Figura 1.18, on s’observa un pic en la
concentracié de Fru-2,6-P; al dia 14, mentre que als dies 10, 30 i 90 els nivells de Fru-2,6-P2 son més

baixos, essent significatiu a dia 30.
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Cal tenir en compte que la concentracio de Fructosa 2,6-P» que es va determinar era deguda
a l'activitat PFK-2 total, és a dir, a la suma de la contribucié de I'enzim uPFK-2 (PFKFB3) més la de
I'enzim tPFK-2 (PFKFB4). El pic trobat a dia 14 podria explicar-se per I'alta taxa proliferativa per part
de les cel-lules germinals en aquesta edat, i coincidiria amb un augment de proteina (veure la Figura
1.14) PFK-2 total (tPFK-2 (PFKFB4) més uPFK-2 (PFKFB3)) en comparar dia 10 amb dia 20. De fet la
preséncia de 'enzim uPFK-2 (PFKFB3) en sistemes proliferants s’ha descrit com a clau per mantenir
la glucdlisi activada (Calvo et al., 2006). Alhora la davallada significativa de concentracié de Fructosa
2,6-P» observada als 30 dies també coincidiria amb una disminuci6 de la proteina uPFK-2 (PFKFB3)
(veure Figura 1.14B anti-uPFK-2 a dia 30).
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Estudi de I'expressié de PFKFB3 i PFKFB4 en les cél-lules aillades de testicle.

Els resultats anteriors suggerien que les proteines uPFK-2 (PFKFB 3) i tPFK-2 (PFKFB 4) es
podrien localitzar a tipus cel-lulars diferents. Per tal de comprovar-ho es van aillar les cél-lules

testiculars de rata als 30 i 90 dies postpart.

Als 30 dies postpart, les cél-lules de Sertoli representen al voltant del 20% de les cel-lules
totals del testicle, i pel que fa als diferents tipus de cél-lules germinals es troben representades des
dels espermatogonis fins a les espermatides rodones (veure la Figura 1.13). Mitjancant el protocol de
separacio cel-lular dut a terme a partir de les cél-lules testiculars d’un individu jove de 30 dies es van
obtenir tres tipus de fraccions cel-lulars diferenciades. Fraccions enriquides amb els diferents tipus de
cel-lules germinals barrejades, fraccions enriquides amb cél-lules de Sertoli perd amb una petita
contaminacié de germinals, i fraccions enriquides de cél-lules somatiques (Leydig, peritubulars i
Sertoli).

Com es pot veure a la Figura 1.19 A amb l'analisi de Western blot, la proteina tPFK-2
(PFKFB4) es va detectar principalment a les cél-lules germinals, i en molt poca quantitat a la fracci6 de
cel-lules de Sertoli corresponent, possiblement, a una lleugera contaminacié d’aquesta fraccié amb
cel-lules germinals. tPFK-2 (PFKFB4) no es va detectar a la fraccid de cél-lules somatiques. La

proteina UPFK-2 (PFKFB3) es detectava tant a les fraccions de cel-lules germinals com a les

somatiques.
A) Testicle 30 dies B) Testicle 90 dies
. o
GC i somatic GC S somatic Germinals
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FIGURA 1.19. Localitzaci6 de les proteines tPFK-2 (PFKFB4) i uPFK-2 (PFKFB3) a les cél-lules testiculars
aillades. (A) Western blot de ceél-lules testiculars aillades a partir dels testicles de cinc animals prepuber de
30 dies. (B) Western blot de cel-lules testiculars aillades a partir dels testicles de tres animals adults de 90
dies. Es van carregar 40 ug d’extracte proteic total.

Als 90 dies postpart, les cel-lules de Sertoli només representen el 5 % de les cel-lules totals
del testicle. EI 95% restant correspon a les cel-lules germinals que hi sén presents en tots els estadis
de maduracid: espermatogonis, espermatocits, espermatides rodones, espermatides en elongacio i

espermatozoides (veure la Figura 1.13). Mitjancant el protocol de separacio cel-lular dut a terme i a
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partir de les cél-lules testiculars d’un individu adult de 90 dies es van obtenir les seguents fraccions
cel-lulars: fraccions enriquides amb els diferents tipus de cel-lules germinals barrejades, fraccions
enriquides amb cél-lules de Sertoli perd amb una petita contaminacié de germinals i fraccions

enriquides de cél-lules somatiques (Leydig, peritubulars i Sertoli).

Com es pot veure a la Figura 1.19B amb lanalisi de Western blot, la proteina tPFK-2
(PFKFB4) es va detectar a les cel-lules germinals i també, encara que a nivells baixos, a la fraccio de
cel-lules de Sertoli, degut possiblement, a una contaminacié d’aquesta amb les cél-lules germinals, la
fraccié de cel-lules somatiques no tenia tPFK-2 (PFKFB4). La proteina uPFK-2 (PFKFB3) es va

detectar tant a les fraccions germinals com a les somatiques.

Aquests resultats demostrarien que la proteina uPFK-2 (PFKFB3), codificada pel gen Pfkfb3,
es localitzaria en tots els tipus cel-lulars que formen el testicle, a les cél-lules somatiques i a les
cel-lules germinals. Refermant que es tractaria d’'un isoenzim ubic present en els sistemes proliferants.
Contrariament, la proteina tPFK-2 (PFKFB4), identificada originalment a testicle, es localitzaria a les
cel-lules germinals, indicant que podria tenir un paper més rellevant en el metabolisme energetic que

presenten les cel-lules germinals en diferenciacio.

Immunofluorescéncia durant el desenvolupament del testicle.

Amb l'objectiu de determinar si es produeixen variacions en la localitzacié de les proteines
uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) durant I'espermatogénesi, es va realitzar un estudi per
immunofluorescencia a partir de crioseccions de testicle de rata als 20, 30 i 90 dies postpart. Els teixits
s’havien inclos en un medi de congelacié hidrosoluble anomenat OCT (Sakura-Finetek), que
proporciona el medi ideal per incloure i tallar posteriorment els teixits amb un criostat a temperatures
per sota de -10°C, a més no deixa residus durant el processament de la mostra. Aixi mateix, per
delimitar els marges dels tubuls i identificar els tipus cel-lulars presents a lhora de fer la
immunofluorescéncia, es van incubar els talls amb el producte TOPRO-III que s’uneix selectivament al
DNA marcant els nuclis cel-lulars. Com a resultat es podien visualitzar els nuclis de color blau sota
microscopia confocal. Primerament pero, per tal de veure I'estructura del teixit a estudi, es va realitzar
una tinci6 amb hematoxilina de crioeccions transversals de testicle en les diferents edats de I'estudi
(Figura 1.20).
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Com mostren les seccions histoldgiques de la Figura 1.20, al teixit de 20 dies, I'epiteli encara
no esta estructurat i majoritariament hi ha cél-lules de Sertoli, espermatogonis i espermatocits que es
distribueixen entre les cel-lules de Sertoli. En aquesta edat els tdbuls son cecs.

FIGURA 1.20. Seccions histologiques de testicle de rata a diferents edats. Teixits inclosos en Tissue-Tek
OCT (Sakura-Finetek), talls transversals de 6 um fets amb criostat. Tincié amb Hematoxilina, 400 augments.
(A) 20 dies postpart: cél'lules de Sertoli, espermatogonis i espermatocits. (B) 30 dies postpart: cel-lules de
Sertoli, espermatogonis, espermatocits i espermatides rodones. (C) 90 dies postpart: cél-lules de Sertoli,
espermatogonis, espermatocits, espermatides rodones i en elongacio.

Als 30 dies, 'epiteli ja esta més estructurat, es poden distingir les cél-lules de Sertoli (que ja
han format la barrera hemato-testicular) i diferents tipus de cel-lules germinals: espermatogonis a la
zona basal dels tubuls, espermatocits, espermatides rodones i algunes en elongacio es situen en els
espais que hi ha entre les ceél-lules de Sertoli. En aquesta edat els tubuls ja tenen lumen. Als 90 dies,
quan lindividu és adult i els processos d’espermatogenesi i espermiogenesi es realitzen de forma
continua, I'epiteli seminifer esta format per les cel-lules de Sertoli i totes les cel-lules germinals s’hi
troben representades i s'intercalen entre les cél-lules de Sertoli. A la zona basal dels tubuls es
localitzen els espermatogonis i a la zona apical (al lumen tubular) es localitzen els espermatozoides.

Entre aquests dos tipus cel-lulars es distribueixen la resta de cél-lules germinals.

Com es mostra a la Figura 1.21, en realitzar una immunolocalitzacié de la proteina uPFK-2
(PFKFB 3) mitjangant fluorescencia es podia observar que als 20 i als 30 dies es localitzava al
citoplasma de les cél-lules de Sertoli i a les cél-lules germinals en divisio. Als 90 dies, la fluorescéncia
per l'isoenzim uPFK-2 (PFKFB3) es localitzava a tot 'epiteli. Aquest resultat ens estaria indicant que
es tractaria d'una proteina d’expressié caracteristica de les cel-lules de Sertoli i de les cel-lules

germinals en divisio.
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FIGURA 1.21. Immunolocalitzacié de la proteina uPFK-2 (PFKFB3) durant el desenvolupament del
testicle a 20, 30 i 90 dies. Com a control negatiu es va ometre la incubacié amb I'anticos primari. Els talls
s’han incubat amb el producte TOPRO-III que s’intercala al DNA marcant els nuclis de color blau.

PFKFB3 TOPRO

AMPLIACIO.
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FIGURA 1.22. Immunolocalitzacié de la proteina tPFK-2 (PFKFB4) durant el desenvolupament del
testicle a 20, 30 i 90 dies. Com a control negatiu es va ometre la incubacié amb I'anticos primari. Els talls
s’han incubat amb el producte TOPRO-III que s’intercala al DNA marcant els nuclis de color blau.

PFKFB4 TOPRO
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Com es mostra a la Figura 1.22, en realitzar la immunolocalitzacié de tPFK-2 (PFKFB4)
mitjangant fluorescéncia es podia observar que als 20 i als 30 dies es localitzava al citoplasma de les
cel-lules germinals, i s'observava que la quantitat de proteina s'incrementava a mida que
augmentaven els dies de desenvolupament, i apareixien les espermatides. Als 90 dies, la
fluorescencia per l'isoenzim tPFK-2 (PFKFB4) es localitzava a les cél-lules germinals, en especial a les
espermatides en elongacid, on presentava la tipica distribucié en forma de mitja lluna caracteristica del

cap dels espermatozoides de rata.

Els resultats obtinguts indicarien que la proteina uPFK-2 (PFKFB3) s’expressaria a les
cel-lules somatiques que estructuren els tubuls, a les cél-lules germinals pre-meiotiques, que son les
menys diferenciades i més proliferatives, i a les espermatides rodones haploides. En canvi, la proteina
tPFK-2 (PFKFB4) només es localitzaria a les cel-lules germinals i la seva expressié s’aniria
incrementant en correlacié amb I'aparici6 de cada nou tipus cel-lular. En estudiar la seva distribucio a
I'epiteli adult, s’observava que és present en major proporcid a les cél-lules germinals més

diferenciades: les espermatides rodones i en elongacio.

Estudi de I'expressio de PFKFB3 i PFKFB4 als espermatozoides.

El segiient pas va ser analitzar la distribucio de les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2
(PFKFB4) durant la maduracié dels espermatozoides de rata. Amb aquesta finalitat es van recollir els
espermatozoides de I'epididim als 90 dies (considerats com a espermatozoides madurs) i les
espermatides en elongacié d’animals de 30 dies (considerades com a espermatozoides immadurs) i es

va analitzar la presencia d’ambdues proteines amb un Western blot (Figura 1.23).

Espermatozoides
30 dies 90dies

- :
D—— DKo

o anti-uPFK-2

T m anti-tubulina

FIGURA 1. 23. Localitzacié de les proteines tPFK-2 (PFKFB4) i uPFK-2 (PFKFB3) als espermatozoides de
rata. Western blot d’espermatozoides aillats de I’epididim, a partir de testicles de cinc animals prepuber de
30 dies i de testicles de tres animals adults de 90 dies. Es van carregar 40 ug d’extracte proteic total.
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Segons es mostra a la Figura 1.23 quan els espermatozoides encara han de madurar (30
dies), la proteina majoritaria és la uPFK-2 (PFKFB3), mentre que quan els espermatozoides ja son
madurs (90 dies), la proteina majoritaria és la tPFK-2 (PFKFB4). Aquest canvi d’isoenzims durant la
maduracid dels espermatozoides, fa pensar que la proteina tPFK-2 (PFKFB4) podria tenir un paper

necessari en el metabolisme dels espermatozoides madurs i diferencial de la uPFK-2 (PFKFBS).

En els espermatozoides son nombrosos els enzims glucolitics especifics del llinatge germinal.
Aquests es localitzen a la part principal del flagel associats amb el citoesquelet (veure taula 2 de la
introduccid) (Eddy et al., 2003; Krisfalusi et al., 2006). Per tal de comprovar si la proteina tPFK-2
(PFKFB4) també es troba associada al citoesquelet, es va fer un estudi d'immunofluorescéncia en
espermatozoides recollits de I'epididim de rata adulta. També es va immunolocalitzar la proteina
UPFK-2 (PFKFB3). A la Figura 1.24A, es pot observar una imatge en camp clar on es veu la tipica
morfologia d’aquests espermatozoides amb el cap en forma de ganxo. Les imatges
d'immunofluorescencia resultants, mostraven clarament I'expressio de I'enzim tPFK-2 (PFKFB4) de
manera principal a la zona del cap (Figura 1.24B) i en segon terme al flagel. Per 'enzim uPFK-2

(PFKFB3) no es va detectar la seva expressio en els espermatozoides madurs (Figura 1.24C), resultat

que corroborava el que ja s’havia observat per Western.

FIGURA 1.24. Immunolocalitzacié dels enzims tPFK-2 i uPFK-2 als espermatozoides de rata adulta. A)
Imatge en camp clar dels espermatozoides, s’ha encerclat un cap tipic en forma de ganxo. B) Localitzacié de
la proteina tPFK-2 (PFKFB4), les fletxes indiquen el cap dels espermatozoides lloc on s’hi troba la
fluorescencia. C) Localitzaci6 negativa de la proteina uPFK-2 (PFKFB3).

El grup del professor Hue, a 'any 1986, havia realitzat un estudi cultivant espermatozoides
bovins amb concentracions creixents de glucosa, i duent a terme diverses determinacions per veure
com aquesta glucosa es metabolitzava. Mesurant la concentracié de lactat, van observar que com
augmentava paral-lelament amb lincrement de la concentracié de glucosa al medi. Contrariament, la
concentracié de Fructosa 2,6-P> es mantenia constant. Quan van canviar el substrat glucolitic per
fructosa enlloc de glucosa, els resultats que van obtenir van ser similars, sense variacions

significatives en la concentracié de Fructosa 2,6-P» en resposta a concentracions creixents de fructosa
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en el medi de cultiu. Finalment també van provar d'inhibir amb c-clorohidrina o 6-cloro-6-deoxiglucosa
o activar amb cafeina la produccié de lactat. Aquestes substancies sén inhibidors i estimuladors de la
glucolisi als espermatozoides. Pero en aquests experiments tampoc s’afectava la concentracié de
Fructosa 2,6-P2. La manca de variacions en la concentracié de Fructosa 2,6-P2 en resposta a alguns
dels seus reguladors descrits com s6n concentracions de glucosa creixents o presencia d'insulina al
medi es va explicar en aquell moment per la compartimentacio, estructural i funcional, caracteristica
dels espermatozoides que dificultaria el transit de metabolits (Philippe et al., 1986).

Donat que els nostres resultats semblaven indicar que als espermatozoides adults només
estava present la proteina tPFK-2 (PFKFB4), seria aquesta la responsable de regular la produccio de
Fructosa-2,6 P2 Seguint els resultats previs del grup del Dr. Hue, es va repetir 'experiment utilitzant,
perd, espermatozoides de rata de 90 dies. Aquests es van incubar amb concentracions creixents de
glucosa durant 30 minuts. Tal com es pot observar a la Figura 1.25, a ligual que I'experiment
anteriorment descrit amb espermatozoides bovins (Philippe et al., 1986), en augmentar la concentracio
de glucosa del medi la concentracid de lactat produit s'incrementava de forma dosi-depenent. Mentre
que la concentracié de Fructosa 2,6-P2, que ja es detectava als espermatozoides en abséncia de
glucosa, es mantenia constant al llarg de tot 'experiment.
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FIGURA 1.25. Produccié de lactat (gris) i contingut de Fru-2,6-P: (negre) d’espermatozoides de rata
incubats amb glucosa. Els espermatozoides es van incubar amb diferents concentracions de glucosa durant
30 minuts a 37°C en agitacid constant.

Aquests resultats realitzats amb els espermatozoides de rata, juntament amb els obtinguts
amb els espermatozoides bovins (Philippe et al., 1986), indicarien que la regulacié de I'activitat de la
proteina tPFK-2 (PFKFB4) seria independent de la concentracié de Fructosa 2,6-P» que es manté
sense variacions tot i augmentar la taxa glucolitica.
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Expressié de les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) en tumors de

testicle huma.

Existeix molta bibliografia que vincula la presencia de les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-
2 (PFKFB4) a diferents linies tumorals en condicions de normoxia i d’hipoxia i en relacio amb
I'adquisicié de 'anomenat fenotip glucolitic (Atsumi et al., 2002; Bando et al., 2005; Chesney, 2006;
Hamilton et al., 1997; Minchenko et al., 2004; Minchenko et al., 2005a; Minchenko et al., 2005c;
Navarro-Sabate et al., 2001; Obach et al., 2004; Riera et al., 2002; Riera et al., 2003; Telang et al.,
2006). Amb tot pero, aquesta relacié s’ha estudiat poc en els tumors de testicle derivats de les
cel-lules del llinatge germinal (TGCT).

Els tumors TGCT deriven de les cel-lules germinals precursores que han aturat la seva

maduracid, fet que els comporta una diferenciacié anormal (Figura 1.26).

A Desenvolupament normal de les cél-lules germinals
Cellules
Migracio6 de les de Sertoli
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FIGURA 1.26. (A) Desenvolupament normal de les cél-lules germinals. (B) Model de l'origen dels
diferents subtipus de tumors TGCT (Horwich et al., 2006).

Aquests tumors s'inicien durant I'etapa fetal del desenvolupament de lindividu perd solen
manifestar-se a I'edat adulta. El procés de tumorogenesi implica canvis de les cél-lules germinals
precursores (PGC) durant la migracié cap a la zona genital embrionaria en desenvolupament o

després que les cel-lules hagin arribat a les gonades (Figura 1.26) (Horwich et al., 2006).

Histologicament, els TGCT s’han subdividit en dos grups; aquells tumors que estan formats
per un unic tipus histologic i es corresponen amb els seminomes purs i aquells que estan formats per

més d'un tipus i es coneixen amb el nom de no-seminomatosos. Aquesta classificacio reflexa el seu
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origen a partir de les cél-lules germinals primordials i la seva capacitat de diferenciar in vivo. El segon
grup es compon de tumors amb barreja de teratomes i carcinomes embrionaris i de teratomes i
seminomes. De fet, més de la meitat dels tumors TGCT pertanyen al segon grup. Molts tumors no-
seminomatosos poden estar formats per diferents tipus cel-lulars, combinant els tumors no

seminomatosos amb seminomes (Bosl and Motzer, 1997; Eble et al., 2004; Horwich et al., 2006).

Tumors seminomatosos purs Tumors no-seminomatosos
Seminoma Carcinoma embrionari
Teratocarcinoma
Coriocarcinoma

Yolk Sac (tumor del sac vitel-i)
Carcinoma embrionari + seminoma
Teratocarcinoma + seminoma
Coriocarcinoma + seminoma

Teratoma + seminoma
TAULA 1.1. Distribucié dels subtipus de tumors TGCT (d’acord amb la classificacié de I'OMS).

El seminoma és el tumor germinal de major incidéncia, prop del 50%. Esta format per cél-lules
tumorals grans, d’elevada capacitat mitdtica (anaplasia), amb un nucli poc dens en cromatina i un
nucleol prominent. El citoplasma és clar i el limit cel-lular esta poc definit, sol tenir infiltrats intersticials

limfocitaris. El carcinoma embrionari es déna en un 25% dels tumors germinals. Esta constituit per

cel-lules epitelials i mesenquimatiques embrionaries immadures. Els teratomes corresponen al 8% dels
tumors derivats de les cél-lules germinals. Es componen d’elements derivats de I'endoderm, del
mesoderm i de 'ectoderm. Segons I'edat de I'individu, es poden desenvolupar dos tipus de teratomes:
teratomes madurs, que estan formats per teixits madurs i ben diferenciats, predominen en els lactants i
nens i tenen un bon pronostic. | els teratomes immadurs, que estan formats per elements més
embrionaris i menys diferenciats, aquests predominen en els adults. El coriocarcinoma és el menys
freqlient dels tumors germinals, representa només el 2% dels TGCT, pero és el més agressiu i de
pitjor pronostic. Presenta metastasi precog via sanguinia cap als pulmons. El Yolk sac o tumor del sac
vitel-li esta format per cél-lules germinals primitives que formen estructures glomeruloses o
embrionaries.
El prondstic d’aquests tumors TGCT empitjora segons ['ordre:

Teratoma > Seminoma > Carcinoma embrionari > Coriocarcinoma

Els TGCT, tot i iniciar-se a I'etapa fetal de formaci6 del testicle es desenvolupen a I'edat
adulta. De fet, l'edat del pacient és important per a determinar el tipus de tumor, tal com
s’esquematitza a la Figura 1.27. Abans de la pubertat, de forma majoritaria, es detecten Yolk sac i

teratomes. Entre els 20 i els 50 anys es dona la major incidéncia de tumors de cel-lules germinals; per
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sobre dels 20 anys predominen els seminomes i en els pacients de més edat els seminomes
espermatocitics i els limfomes malignes. En aquest Ultim rang d’edat, els tumors derivarien dels
espermatogonis diferenciats i per tant, ja no tindrien un origen prenatal (Eble et al., 2004).
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FIGURA 1.27. Tumors de cél-lules germinals (TGCT). Incidéncia del cancer testicular en el sud-est
d’Anglaterra (1995-1999). Classificacié dels tres subgrups de TGCT segons l'edat d’aparicio, la seva
histologia i la prognosis. Adaptat d’ Eble et al., 2004.

Els tumors TGCT afecten, preferentment, als homes caucacics. La seva incidéncia varia
segons l'area geografica, essent major a Escandinavia, Alemanya i Nova Zelanda, d'incidéncia
intermitja als Estats Units i amb una baixa incidéncia a I'Asia i a I'Africa (Bosl and Motzer, 1997).

D’entre els factors importants de risc en 'home a tenir en compte per al possible
desenvolupament dels tumors TGCT es troben: els factors prenatals (el baix pes i talla del neonat) que
es relacionarien amb un retardament en el creixement intrauteri, la Criptorquidia — falta de migracié
testicular amb retencié dels testicles dins 'abdomen o el conducte inguinal- i I'esterilitat masculina.
D’altra banda, la incidéncia d’aquest tipus de cancer s’ha duplicat en els darrers 40 anys, suggerint
que hi podrien haver factors ambientals que també contribuissin al desenvolupament. Malgrat que no
existeixen evidencies solides, s’ha especulat una possible implicacié d’estrogens ambientals i de
substancies antiandrogéniques en lincrement de la incidencia dels TGCT (Bosl and Motzer, 1997;
Eble et al., 2004; Horwich et al., 2006).

Diferents marcadors serics ajuden al diagnostic dels TGCT, n’hi ha dos de principals que es
corresponen amb dos proteines d’origen embrionari que serveixen com a marcadors positius per al
diagnostic dels TGCT: la proteina alfa fetoproteina (AFP, de 70 kDa) i la subunitat beta de la proteina
gonadotropina corionica (BhCG). Els seus nivells elevats a la sang dels pacients son indicatius de

I'existencia d’'un tumor. Aixi doncs, 'BhCG és produida i secretada tant pels seminomes purs i pels
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tumors no-seminomatosos i 'AFP és produida pels tumors no-seminomatosos i no esta present a la
sang d’aquells pacients amb seminomes purs. Per tant, la presencia elevada de les dues proteines
(AFP i BhCG) és indicativa de tumors TGCT del tipus no seminomatosos, mentre que la preséncia
elevada de BhCG i no de AFP és indicativa de tumors del tipus seminomatosos purs. Aixi mateix,
I'enzim lactat deshidrogenasa-1 (LDH-1) també és un marcador tumoral de cél-lules germinals, pero
menys especific que els anteriors. Pot trobar-se elevat en aquests malalts, s’ha demostrat I'existencia
d’'una relacio directa entre el grau d’increment de I'enzim i la massa del tumor (Eble et al., 2004;
Horwich et al., 2006).

Amb els resultats obtinguts fins el moment, on semblaria que les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i
tPFK-2 (PFKFB4) s’estarien expressant en cel-lules diferents del testicle, es va establir la hipotesi que,
en els tumors TGCT aquestes proteines podrien tenir també una expressié diferencial. Fins i tot es
podria arribar a pensar que I'expressio de uPFK-2 (PFKFB3) i/o tPFK-2 (PFKFB4) presentés algun
tipus de relacié amb el grau de malignitat dels tumors TGCT. Com una primera aproximacio, es va dur
a terme un estudi immunohistoquimic detectant uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) en seccions
histologiques de testicles tumorals en col-laboracié amb el Servei de Patologia de I'Hospital de
Bellvitge. Primerament calia verificar en el model huma el patré d’expressio i la localitzacid de les
proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) que s’havia establert durant el desenvolupament
testicular de rata (veure Figures 1.21 i 1.22). Es a dir, expressié de uPFK-2 (PFKFB3) en Sertoli i
cel-lules germinals en divisio i expressio de tPFK-2 (PFKFB4) a ceél-lules germinals en diferenciacio.
Amb aquest objectiu i tal com es mostra a la Figura 1.28 es va analitzar per immunohistoquimica
I'expressio i la localitzacio de uPFK-2 i tPFK-2 a talls de biopsies de testicle huma. Els resultats
obtinguts mostraven que, en el model huma, els dos enzims seguien la mateixa distribucié que la que

haviem descrit al model de rata (veure Figures 1.2111.22).

Control negatiu

FIGURA 1.28. Immunolocalitzacié de 1’expressié dels enzims tPFK-2 (PFKFB4) i uPFK-2 (PFKFB3) en
talls de testicle huma. Com a control negatiu es va ometre l'incubacié amb I’anticos primari. Hematoxilina,
400x.
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Seguidament es va iniciar una analisi preliminar d’arees seleccionades de biopsies de tumors
disposades en un bloc de parafina en forma d’un array de teixits (TMA). Aquests tipus de seccions
permeten fer una analisi rapida i exhaustiva de multiples mostres en un unic portaobjectes (Konoret et
al, 19998; Schrawl et al, 1999). Els tipus de tumors on es va analitzar 'expressié de les proteines
UPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) van ser: seminoma, carcinoma embrionari, coriocarcinoma,

teratoma i tumors del sac vitel-Ii (Yolk Sac) (Figura 1.29).

Segons es mostra a la Figura 1.29, exceptuant el cas del Seminoma, tant uPFK-2 (PFKFB3)
com tPFK-2 (PFKFB4) es van trobar presents en els tumors amb diferent intensitat o concentracio.
UPFK-2 estava molt més expressada o representada ens tots els tumors estudiats (seminoma,
carcinoma embrionari, coriocarcinoma i Yolk Sac). Es tracta de tumors resultants del desenvolupament
anormal de cel-lules pluripotents: cél-lules germinals i les cél-lules embrionaries, sén poc

diferenciades, d’aparenca epitelial i molt proliferants.

Encara que uPFK-2 (PFKFB3) sempre es trobava més representada que tPFK-2 (PFKFB4) en
aquests tipus tumorals, en el cas del coriocarcinoma la proteina tPFK-2 estava molt més expressada
que en els altres tipus tumorals estudiats. El coriocarcinoma és el tumor TGCT més agressiu i amb
pitjor pronostic. L'expressié d’ambdds isoenzims i resultaria molt avantatjosa en I'adaptacié al fenotip
glucolitic per poder créixer i metastatitzar. En el cas del teratoma no es van apreciar diferencies
d’expressio entre uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4). Tot i la poca expressio que manifesten estan
distribuits homogeniament en el teixit (Figura 1.30). Aquest tumor és el més diferenciat de tots els
TGCT.

Segons els resultats d’expressio en aquests sistemes tumorals, la major expressio de uPFK-2
(PFKFB3) estaria associada a aquells sistemes molt proliferants i poc diferenciats. Confirmant una
vegada més la relacio entre el gen Pfkfb3 amb el fenotip tumoral (Atsumi et al., 2002; Bando et al.,
2005; Chesney, 2006; Hamilton et al., 1997; Minchenko et al., 2004; Minchenko et al., 2005a;
Minchenko et al., 2005c; Navarro-Sabate et al., 2001; Obach et al., 2004; Riera et al., 2002; Riera et
al., 2003; Telang et al., 2006). Els resultats presentats en aquest apartat son la descripcié preliminar
per continuar amb un estudi amb més detall de I'expressio de uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 ( PFKFBA4)

amb l'objectiu de poder correlacionar de manera inequivoca 'expressio amb la malignitat del tumor.
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FIGURA 1.29. Immunolocalitzaci6 de uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) en diferents tumors
germinals. La punta de fletxa groga indica el marcatge positiu (excepte per tPFK-2 en el Seminoma),
l'asterisc taronja assenyala els eritrocits (positius per uPFK-2). Control negatiu a 100x (esquerra), uPFK-2 i
tPFK-2 a 400x. Hematoxilina.
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FIGURA 1.30. Immunolocalitzacié de uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) en Teratoma. La punta de
fletxa groga indica el marcatge positiu. Control negatiu (esquerra), uPFK-2 i tPFK-2 a 100x. Hematoxilina.

Els resultats obtinguts al llarg d’aquest capitol, demostrarien que es produiria un canvi
d’isoenzims de la PFK-2 durant els processos d’espermatogenesi i espermiogenesi. L'isoenzim ubic,
uPFK-2 (PFKFBS3), seria necessari durant les fases proliferatives, perd un cop s’han format els
espermatozoides madurs deixaria d’expressar-se. En canvi, l'isoenzim de testicle, tPFK-2 (PFKFB4),
seria un enzim d’expressio especifica a les cel-lules espermatogeniques i als espermatozoides. Fet
que suggeriria que aquest enzim podria jugar un paper clau en la produccié d’energia necessaria per

la respiracid, per la hiperactivacio de la motilitat i per la fertilitzacio.

DISCUSSIO

Les cel-lules germinals masculines son un bon exemple de tipus cel-lulars que oxiden glucosa
fins a piruvat/lactat per obtenir energia. Tot i qué la glucolisi és un procés metabolic conservat al llarg
de l'evolucid, hi ha alguns enzims de la via glucolitica que presenten variants d’isoenzims expressats
especificament a les cél-lules espermatogéniques com I'hexocinasa-1 (HK-1s) o la gliceraldehid 3-
fosfat deshidrogenasa (GAPDS) (Mori et al., 1998; Mori et al., 1992) i fins i tot alguns sén productes de
gens només expressats al llinatge germinal, com seria I'aldolasa (BspA) (Broceno et al., 1995; Gillis
and Tamblyn, 1984).

Pel que fa a la PFK-2/FBPasa-2, treballs anteriors realitzats en el nostre laboratori (Duran et
al., 2008; Manzano et al., 1999; Riera, 2002) havien demostrat que en el testicle, tant huma i de rata,
s’expressaven dos isoenzims de la proteina PFK-2/FBPasa-2, uPFK-2 i tPFK-2, codificats per dos
gens independents: Pfkfb3 i Pfkfb4, respectivament. La presencia de dos isoenzims dins un mateix

teixit, fa pensar en l'existéncia d’una regulacio metabolica complexa, i qué, ambdds isoenzims podrien
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estar exercint funcions diferents en resposta per exemple a factors hormonals caracteristics del teixit
testicular.

Els resultats presentats en aquest capitol corroboren que I'expressié del gen Pfkfb4 a la rata
majoritariament es donava a testicle, mentre que a la resta de teixits (cervell, epididim, ronyo, fetge,
melsa, cor, pulmd i placenta) ho feia en menor quantitat, sent només detectable per PCR a temps real
(PCR-TR) i no per Northern blot. La tecnica de la PCR a temps real és molt més sensible que el
Northern blot en detectar gens que s’expressen en baixa quantitat, fet que explicaria perqué fins ara
no s’havia descrit I'expressio del gen Pfkfb4 en condicions fisiologiques normals en altres teixits
diferents del testicle. Tot i que a la bibliografia si que s’havia descrit un augment en I'expressié de
Pfkfb4 en diverses linies tumorals (linies cel-lulars derivades de cancers hepatics, gastrics, de
prostata, mamaris i de cérvix) sotmeses a la hipoxia (Minchenko et al., 2004; Minchenko et al., 2005a;
Minchenko et al., 2005c).

Quan es comparaven per PCR a temps real les quantitats dels respectius mRNA a testicle
adult de rata, clarament es detectava més quantitat de mRNA del gen Pfkfb4 que de Pfkfb3. Aquest fet
es podria explicar per una reduccid o, fins i tot, una aturada en la transcripcié del gen Pfkfb3 en el
testicle adult, ja que durant el procés espermatogenic esta descrit que molts transcrits es tradueixen
poc o gens a proteina (Kleene, 2001; Kleene, 2003). Es tractaria doncs, d’'un mecanisme de control de
la transcripcid caracteristic de 'espermatogénesi. Les Protamines: Prm1i Prm2 sén exemples de gens
que es troben silenciats en alguna de les fases espermatogeniques. Aixi, Prm1 i Prm2 estan
transcripcionalment reprimits a les espermatides rodones perd tornen a ser actius a les espermatides
en elongacio (Kleene, 2003). Pel que fa als gens que codifiquen pels enzims glucolitcs, el codificant
per la fosfoglicerat cinasa-2 (Pgk-2) també es troba traduccionalment reprimit en els espermatocits en
fase de paquité i passa a ser traduit a les espermatides rodones (Gold et al., 1983a; Gold et al.,
1983b). Aquesta repressié genica es produeix tant per l'accid de repressors que reconeixen
especificament el mRNA o bé mitjangant repressors semiespecifics. A la bibliografia s’assumeix que la
repressid traduccional de les protamines en les espermatides rodones s’aconsegueix per accions de
proteines especifiques (per exemple la proteina PRBP: Protamine RNA-binding protein) i d’elements
cis en el seu promotor. Un exemple d’elements repressors de la traduccié semiespecifics son les
proteines Y-box, que aturen la traducci6 en els espermatocits en fase de paquité i a les espermatides
rodones (Kleene, 2003). Degut a la condensacié de la cromatina que té lloc durant 'espermiogénesi,
els espermatozoides son transcripcionalment inerts, per aquesta rad moltes de les proteines presents
als espermatozoides comencen a transcriure’s a les espermatides (Kleene, 2001). El conjunt dels
mecanismes reguladors de la transcripcio i de la traduccié en les cel-lules germinals té com a finalitat

ultima la de proveir als espermatozoides dels mecanismes necessaris per promoure la fertilitzacio
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En aquest capitol s’ha descrit la preséncia de les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2
(PFKFB4) en el testicle durant la seva formacié i maduraci6 des dels ultims periodes gestacionals fins
a la maduresa sexual de l'individu. En el periode gestacional, les cel-lules de Sertoli comencen a
proliferar, ho fan des del dia 18 de gestacid fins al naixement mentre que en el mateix periode de
temps, les cél-lules germinals romanen quiescents. Durant aquesta etapa gestacional (del dia 18
prenatal fins al dia 21) per Western blot es va detectar la proteina tPFK-2 (PFKFB4) en forma de dues
bandes, de 50 i 55 kDa, aproximadament. Mentre que la proteina uPFK-2 (PFKFB3) incrementava la
seva expressié a mida que s’apropa el moment del part. A més, quan s'analitzaven els mRNAs de
Prkfb4 i Pfkfb3, s'observava que I'expressio del gen Pfkfb4 variava minimament durant els dltims
estadis de gestacid, contrariament, el nivell 'mRNA de Pfkfb3 s'incrementava el dia previ al part.

Per a Pfkfb3, previament, el nostre laboratori havia fet un estudi similar durant el
desenvolupament del cervell de rata (Goren et al., 2000). On es va observar que el gen Pfkfb3
s’expressava des del periode embrionari fins a 'edat adulta, amb un maxim el dia previ al naixement
que s'acompanyava amb un increment en la concentracié de Fru-2,6-P» i en lactivitat PFK-2. Aixi
doncs, el gen Prkfb3 a 'etapa prenatal mostraria un comportament similar moments abans del part en
teixits tant distants com el testicle i el cervell de rata. També s’ha descrit un increment en els nivells de
Fructosa 2,6-P2 en fetges fetals préviament al naixament per caure poc després, coincidint amb una

hipoglucémia neonatal (Hamer and Dickson, 1987; Schubert et al., 1983).

Com s’ha mostrat en aquest capitol, després del naixement el gen Pfkfb4 mantenia una
expressié constant fins a la pubertat de l'individu, seria una expressié equiparable a aquella que
presentava en els ultims dies de la gestacio i en el moment del part. La composicio cel-lular de I'epiteli
seminifer durant aquesta etapa gairebé no varia fins arribar al sisé dia postpart que és quan les
cel-lules germinals immadures, o espermatogonis (2n) comencen a dividir-se. Les cel-lules de Sertoli
també comencen a dividir-se fins al dia 20. Algunes de les cel-lules filles dels espermatogonis seguiran
dividint-se constantment al llarg de la vida de lindividu, mentre que altres aturaran la proliferacio i es
diferenciaran a espermatocits primaris (2n) que continuaran amb el procés espermatogenic. Coincidint
amb l'inici de la proliferacié dels espermatogonis i de les cél-lules de Sertoli, a dia 6, el gen Pfkfb3
presentava un pic d’expressio, i va ser al dia 30 postpart quan presentava el pic més alt d’expressio.
Durant aquest periode de temps, la composicié cel-lular de I'epiteli es torna altament heterogenia; al
dia 10 postpart, I'epiteli es compon d’espermatocits leptotens i zigotens. Al dia 18, hi ha un gran
nombre d’espermatocits paquitens i es poden detectar les primeres espermatides rodones (n), que
assoleixen un elevat nombre als 30 dies postpart. A continuacié, aquestes espermatides haploides es
diferencien morfologicament, formant les espermatides en elongacié que esdevindran els

espermatozoides. Aquests son alliberats al lumen, on experimenten una maduracié posterior, després
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a l'epididim, es tornen mobils i esdevenen espermatozoides completament madurs. Als 90 dies
postpart, quan el testicle ja és madur, a I'epiteli seminifer s’hi troben tots els tipus cel-lulars germinals,
des dels espermatogonis a la zona basal, fins a espermatozoides al lumen del tubul (Bellve et al.,
1977a; Bellve et al., 1977b; Thomas et al., 1989). Quan s'avalua I'expressié d’ambdods gens a I'edat
adulta (90 dies), Pfkfb4 tenia el maxim d’expressio, mentre que, 'expressié del gen Pfkfb3 havia

disminuit considerablement.

Clarament es podria corelacionar 'expressio del gen Pfkfb3 amb les ones proliferatives que es
produeixen en I'epiteli seminifer; tant de les cél-lules de Sertoli ( 5-6 dies postpart) com de les cél-lules
germinals (30 dies postpart), que es representen a la Figura 1.31. Mentre que I'expressié del gen

Pfkfb4 estaria relacionada amb el procés de diferenciacio de 'espermiogenesi.

Cél-lules de SERTOLI

Inici de la Aturada de la FIGURA 1.31. Representaci6
proliferacio proliferacié temporal dels esdeveniments
Naixement i 0 proliferatius, somatics i
gies ™7 . S S =0 - o germinals, de l’e:piteli seminifer
0 T T durant el periode postnatal.
Adaptat d’Hess et al., 2006.
Formaci6 dels Fide la Fide la

espermatogonis primeraona  segonaona
proliferativa  proliferativa

Llinatge GERMINAL

Els resultats obtinguts en I'analisi de 'expressié de les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2
(PFKFB4) i dels gens que les codifiquen al llarg de la maduraci6 del testicle de rata estarien d’acord
amb que tots dos gens/proteines es podrien expressar en tipus cel-lulars diferents. Els resultats més
clars per verificar aquest punt van ser els obtinguts a partir dels estudis d'immunofluorescencia de
seccions de testicle a les edats de 20, 30 i 90 dies postpart, acompanyats de la verificacio per Western
blot de la preséncia de uPFK-2 (PFKFBS3) i tPFK-2 (PFKFB4) en cel-lules testiculars aillades. Tot
plegat confirma que la proteina uPFK-2 és present tant a les cél-lules somatiques com a les germinals,
en especial a les cél-lules premeiodtiques. Pel que fa a la proteina tPFK-2, només es va trobar a les
cel-lules germinals en especial a les cél-lules postmeiotiques, les espermatides en elongaci6, on
seguia una distribucié perinuclear.

Tanmateix, en mesurar la concentracié de Fru-2,6-P, durant I'espermatogenesi, es va
observar un pic al dia 14 postpart, moment en que l'epiteli és altament proliferatiu (Figura 1.31),
mentre que al dia 30 postpart té la concentracié més baixa, i curiosament aixo coincidiria amb una

disminucio en la quantitat de proteina uPFK-2 (PFKFB3) (observada previament a la Figura 1.14B).
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L'expressié d'uPFK-2 (PFKFB3) s'associa a aquells teixits d’elevada taxa proliferativa (el
testicle, el timus i la melsa) aixi com a diferents linies tumorals (Atsumi et al., 2002; Bando et al., 2005;
Chesney, 2006; Hamilton et al., 1997;Navarro-Sabate et al., 2001; Obach et al., 2004; Riera et al.,
2002; Riera et al., 2003; Telang et al., 2006). Segons aquests resultats es tornaria a relacionar
I'expressié d’'aquesta proteina amb els fenomens de proliferacié que tenen lloc al testicle. Donat que la
uPFK-2 (PFKFB3) té la relacié cinasa:fosfatasa més alta de tots els isoenzims de la PFK-2, es podria
explicar per aquesta caracteristica la seva relacio d’expressio en els sistemes proliferants en general i

en concret a les cél-lules germinals proliferants.

Com ja s’ha esmentat anteriorment, un tret caracteristic en 'espermatogénesi, és I'expressio
d’enzims que son productes de gens que s’expressen especificament o predominantment a les
cel-lules espermatogeniques, sobretot a la fase postmeidtica. Aquests enzims solen substituir als
enzims del llinatge somatic. Entre els gens especifics del llinatge germinal es troben aquells que
codifiquen per enzims glucolitics com per exemple; Gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa-s (Gapdhs)
que s’ha trobat tant a rata, ratoli i humans (Welch et al., 2006; Welch et al., 2000; Welch et al., 1992),
Fosfoglicerat cinasa-2 (Pgk-2) murina, humana i porcina (Bluthmann et al., 1982; Boer et al., 1987;
Chen et al., 2004; McCarrey et al., 1996; McClard et al., 1986), Lactat deshidrogenasa-c (Ldhc) que
s’ha trobat a rata, ratoli, humans (Li et al., 1998; Millan et al., 1987; Sakai et al., 1987) i Hexocinasa-1
(Hk-1s) (Nakamura et al., 2007; Nakamura et al., 2008). Els respectius gens als quals subtitueixen
serien: Gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa (Gapdh), Fosfoglicerat cinasa-1 (Pgk-1), Lactat
deshidrogenasa-A (Ldha) i Glucocinasa (Gk). Igualment es podria hipotetitzar que el gen Pfkfb4
substituiria al gen Pfkfb3 a les cel-lules espermatogeniques postmeiotiques, tal com s’esquematitza a
la Figura 1.32.

FIGURA 1.32. Diagrama temporal de l’espermatogénesi i 1’espermiogénesi. Es mostra una cellula
representativa de cada fase de l’espermatogenesi. Adaptat de (Tanaka and Baba, 2005). La regulaci6é de
I'expressié génica durant aquest procés esta controlada seqiiencialment en el temps: a l'inici de la
transcripcio es troba activada pero, progressivament, hi ha una repressio, que acaba en l'aturada de la
transcripcié que va associada amb modificacions a la cromatina. A sota es mostra la distribucié temporal
d’alguns dels enzims glucolitics; els que s’expressen tant a les ceél-lules somatiques com a les germinals (en
gris) es localitzen a les cellules de la fase meiotica. Mentre que els especifics de testicle (en negre)
s’expressen principalment durant la fase postmeiotica de 1'espermatogeénesi. Essent aquests tltims, els tinics
que es troben als espermatozoides madurs. (Bluthmann et al., 1982; Boer et al., 1987; Chen et al., 2004; Li et
al.,, 1998; McCarrey et al., 1996; McClard et al., 1986; Millan et al., 1987; Sakai et al., 1987; Welch et al., 2006;
Welch et al., 2000; Welch et al., 1992).
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Sén moltes les evidéncies experimentals que relacionen I'expressio de la proteina uPFK-2
(PFKFB3) amb teixits altament proliferants i amb tumors (Atsumi et al., 2002; Bando et al., 2005;
Chesney, 2006; Riera et al., 2002). En el nostre laboratori es va demostrar que durant la diferenciacié
muscular a cél-lules C2C12 (fibroblast de ratoli), 'expressi6 de la proteina uPFK-2 (PFKFB3) i del seu
mRNA disminueix degut a la implicacié del proteosoma en la seva degradacid durant la miogénesi
(Riera et al., 2003); sent lisoenzim M-PFK-2 (PFKFB1) el majoritari en el miscul adult. Per tant, uPFK-
2 (PFKFB3) estaria present en teixits proliferants no diferenciats, i quan el teixit es diferencia, la seva
expressid s'aniria reduint mentre que s’incrementaria I'expressié d’un altre isoenzim de la PFK-2
especific del teixit, la proteina M-PFK-2 a muscul. D’igual manera, recentment el nostre laboratori
també ha publicat indicis que durant la formacid i maduracio del fetge i dels ronyons, la proteina uPFK-
2 (PFKFB3) es troba expressada mentre els drgans s’estan formant i, progressivament, disminueix en
favor d'una nova isoforma anomenada K3, que és produida per splicing alternatiu també pel mateix
gen Prkfb3 (Duran et al., 2008).

Aquest mateix model seria plausible per explicar els nostres resultats, on en els estadis
altament proliferatius I'expressié majoritaria correspondria a uPFK-2 (PFKFB3) i aquesta aniria reduint
mentre incrementa I'aparicié de tPFK-2 (PFKFB4) a les cel-lules germinals que van madurant fins

esdevenir espermatozoides. Aquests resultats estan suportats pel fet que en analitzar I'expressio
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d’ambdds isoenzims als espermatozoides aillats de I'epididim es va detectar la proteina uPFK-2 als
espermatozoides immadurs (d'un animal jove, 30 dies). En canvi, quan els espermatozoides son
completament funcionals (a un animal adult, 90 dies) només es detecta la proteina tPFK-2, localitzant-

se a I'area de I'acrosoma principalment i en una proporcié molt menor a la pecga central del flagel.

Aixi mateix, s’ha presentat en aquest capitol un estudi preliminar de I'expressié de uPFK-2
(PFKFBS) i tPFK-2 (PFKFB4) en biopsies de tumors germinals humans. Es tracta de tumors provinents
del desenvolupament anormal de cel-lules pluripotents (germinals i embrionaries) poc diferenciades i
molt proliferants. L’enzim majoritariament expressat en aquests tipus tumorals de gran velocitat
proliferativa va ser uPFK-2 (PFKFB3), mentre que tPFK-2 (PFKFB4) s’expressava de forma
minoritaria, fins i tot no va ser detectat en els tumors de tipus seminomes. Les cél-lules tumorals, en
ser molt proliferatives, tenen una elevada taxa glucolitica i produeixen lactat en gran quantitats fins i tot
en preséencia d'oxigen ('anomenat efecte Warburg (Warburg, 1930)). Degut a les seves
caracteristiques cinetiques, I'expressié de I'enzim uPFK-2 en aquests tipus tumorals resultaria molt

favorable per tal d’aconseguir el fenotip glucolitic que necessiten.

El conjunt de tots els resultats del capitol, confirmarien que I'enzim ubic uPFK-2 (PFKFB3)
tindria importancia en permetre la proliferacio i 'adaptacié al fenotip glucolitic de les cél-lules tumorals
i/o proliferants, les quals son capaces de mantenir alts nivells de glucdlisi anaerobica fins i tot en
presencia d’oxigen (Warburg, 1930; Warburg, 1956). Un cop les cel-lules s’han diferenciat, la proteina
uPFK-2 (PFKFB3) decauria en benefici d'un increment en I'expressié d’un altre isoenzim de la familia

de la PFK-2/FBPasa-2 que en el cas de I'espermatogenesi seria la proteina tPFK-2 (PFKFB4).
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II.

CLONATGE, CARACTERITZACIO i REGULACIO DEL
PROMOTOR DEL GEN Pfkfb4

L’objectiu principal a assolir en aquest segon capitol de resultats va ser el clonatge de la regi6
5'- promotora del gen Pfkfb4 i I'estudi de la seva regulacioé en resposta a diversos factors en un model

cel-lular germinal.

Es va determinar l'inici de transcripcié del gen Pfkfb4, els possibles elements consens de
resposta a factors de transcripcio i la regié minima promotora responsable de conduir la transcripcid
basal. També es va estudiar la resposta promotora a diferents agents mitdgens, com son el serum i els
esters de forbol.

D’altra banda, es va estudiar la resposta del promotor Pfkfb4 a la hipoxia (HIF1) i als factors
transcripcionals Sp1 i ¢-Myc, aixi com les possibles relacions que es podrien establir entre ells tant en

situacions de normoxia com d’hipoxia.
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INTRODUCCIO

Fa uns anys, en el nostre laboratori es treballava en la caracteritzacié d’un nou isoenzim de la
PFK-2/FBPasa-2 caracteristica de testicle. A partir d’'una genoteca de testicle huma es va aconseguir
clonar el seu cDNA sencer, aixi com una part de la seva regi6 5'- flanquejant i la regié del primer intr6
(Manzano et al., 1999). Anteriorment, 'any 1991, Sakata i els seus col-laboradors ja havien descrit un
cDNA de PFK-2 diferent als conegunts fins aquell moment i que va ser aillat a partir d'una genoteca de
testicle de rata (Sakata et al., 1991).

Mitjancant I'ts de programes informatics (Tfsearch) es va efectuar una primera analisi de les
sequencies 5- flanquejant del gen Pfkfb4 huma clonades en el nostre laboratori i es va poder
identificar alguns possibles elements reguladors. A la zona 5'- flanquejant, s’hi van trobar putatives
caixes TATA, sequencies d’uni¢ als factors Sp1, AP-1 i seqiencies de resposta a hormones, entre
d’altres. També es van trobar algunes d’aquestes seqiencies consens per diversos factors de
transcripcio a la zona del primer intré (Manzano, 1999).

Amb aquesta informacio prévia sobre els possibles elements reguladors del gen Prfkfb4, ens
vam plantejar analitzar exhaustivament la seva regulacié transcripcional. Per a dur a terme aquest
estudi, primer es necessitava generar fragments de la sequencia 5-UTR del gen i clonar-los dins un
vector d’expressid luciferasa. Per tal d’abordar el clonatge de la regié 5'- del gen Pfkfb4 es va partir de
la sequeéncia del cosmidi PAC PR5-1034C16 (GeneBank Acc. No. AY86551), que contenia el gen
Pfkfb4.

RESULTATS

Caracteritzaci6 de I'inici de transcripci6 del gen Pfkfb4 huma

La regid 5™- flanquejant del gen Pfkfb4 esta limitada a 7.4 kilobases compreses entre la fi del
gen del Col-lagen VIliinici del primer ex¢ del gen Prkfb4. Aquesta sequeéncia estava clonada sencera
en el PAC RP5-1034C16 (GeneBank Acc. No. AY86551).

En primer lloc, es va determinar l'inici de transcripcio del gen Pfkfb4. Amb aquesta finalitat, es
va dissenyar una analisi de 5’-RACE a partir d’'una poblacié de cDNA de testicle huma comercial.
Aquest cDNA prové d’amplificacions de mRNAs complerts els quals presenten unit al seu extrem 5'-
un oligonucleotid adaptador (FirstChoice® RACE-Ready cDNA kit. Ambion). Per tal d’assegurar que el
mRNA transcrit del gen Pfkfb4 hi era representat, en primer lloc es va verificar la seva preséncia a la
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poblacio de cDNAs de testicle huma per PCR. A la segiient taula es resumeixen els oligonucleotids
usats i la mida esperada de les bandes (Figura 2.1).

M Carrils de PCR Marcador
345 6 78 mELe)

Carril ’ Oligo= Oligo < Banda esperada (nts)

1(5) | AM2 | EX-2Rev 185 92
26) | AM-2 AM-7 Rev 480 N 8:2
3(7) | EX2 | EX-2Rev 85 o
48) | EX2 | AM7Rev 380

FIGURA 2.1. Verificacié de la presencia del cDNA del gen Pfkfb4 huma en la poblacié comercial de
cDNAs de testicle huma (Ambion). A la taula de I'esquerra es resumeixen els oligonucleotids usats a la
PCR de verificacié i la mida, en nucleotids, dels fragments de PCR resultants. A la dreta hi ha el gel
d’agarosa, al 2%, mostrant els DNAs de les PCR obtingudes. Els carrils 1, 2, 3 i 4 corresponen als controls
positius i els carrils 5, 6, 7 i 8 sén els respectius controls negatius, tal com s’indica a la taula-resum de
I'esquerra.

Un cop comprovada la preséncia del cDNA del gen Pfkfb4 en la poblacié comercial de cDNAs
de testicle huma, es van dissenyar quatre oligonucleotids especifics en orientacio reversa amb inici
dins el primer ex6 del gen, per a que conjuntament amb els dos oligonucleotids en orientacié directa
que hibriden a la zona de 'adaptador, amplifiquessin un fragment que contingués sencera la regi6 5'-
transcrita i no traduida del mRNA del gen Pfkfb4. El disseny experimental es mostra a la Figura 2.2, on

només s’han representat un parell d’oligos especifics del gen Pfkfb4 en orientacio reversa.

+1
Adaptador 5RACE cDNA del gen huma pfkfb4
~~ e <
oligoextern  oligo intern oligointern  oligo extern FIGURA 2.2. Esquema
il-lustrant I’estratégia del 5'-
oligos derivats de 'adaptador oligos especifics del RACE.
5 RACE gen pfkfbd

Aixi doncs, a partir de dues rondes de PCR s’aconsegueixen produir fragments de DNA que
només difereixen en 100 parells de bases entre ells. En la primera ronda de PCR s'utilitzen els
oligonucleotids externs (un d'orientacié directa que hibrida amb la sequéncia adaptadora i l'altre
d’orientacio reversa que hibrida amb la sequencia del gen Prkfb4) per hibridar amb el cDNA comercial
que s'utilitzava com a motlle. En la segona ronda de PCR s'usen els oligonucledtids interns (un
d’orientacié diracta que hibrida amb la sequéencia adaptadora i I'altre d’orientacié reversa que hibrida
amb la sequéncia del primer ex6 del gen Pfkfb4) i com a motlle per reamplificar es va usar el DNA
obtingut en la primera ronda de PCR. Els resultats de les PCR finals es mostra a la Figura 2.3.
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A) PRIMERA PCR, a partir dels oligos externs:

Posicio
Adaptador (5’- 3’) Especific del gen (5’-3’) segons
I'ATG
3’ Xho: 5-CCTGAAGAAGATCTGGATGCCATAACACGAA-3 +33
5-GCTGATGGCGATGAATGAACACTG-3'
Ex 2- Rev: 5-GATTGGTGTGCCCACTCGG-3' +190

SEGONA PCR, a partir dels oligos interns:

Posicio

Adaptador (5’ 3’) Especific del gen (5’-3’) segons
I'ATG
Ex 1-Rev: 5-GACTCATCCCGGCCCCG-3 -3

5'- CGCGGATCCGAATTAATACGACTCACTATAGC-3
#86: 5- GCACGCTTGCCAGCGCGGTG-3' +78

B) PCR interna

1 2 Marcador (bp) 3 4 5 6

500
400

300
200

100

gel agarosa 2%

FIGURA 2.3. A) Taules resum dels oligonucleotids usats a les dues rondes de PCR del 5’- RACE. B) 5'-
RACE del gen huma Pfkfb4. Gel d’agarosa, al 2%, mostrant els productes de PCR obtinguts. Els carrils 2 i 3
corresponen al DNA resultant de la PCR feta amb I'oligonucleotid 5--RACE intern que és complementari a
I’adaptador i els dos oligonucleotids especifics del gen Pfkfb4. Els carrils 1 i 4 corresponen als controls
negatius de cada reaccié. El carril 5 correspon al control positiu (control de la reaccié de PCR) i el carril 6 és
el seu negatiu.

Els productes resultants de les dues rondes de PCR, es van clonar en el vector TOPO-TA, i
aquest es va transformar en bacteris, els clons positius resultants es van analitzar mitjangant una PCR
de sequienciacid. En concret es van analitzat 12 clons independents, trobant que l'inici de transcripcié
es correspon amb un residu citosina localitzat en la posicid -25 a partir del codé ATG. Amb aquesta
informacio és va reenumerar la seqiencia del gen Pfkfb4, i a la citosina d’aquesta posicio se li va
assignar el +1 del gen Pfkfb4 huma (GeneBank NM 004567).

Analisi de la seqiiéncia corresponent a la regié promotora del gen Pfkfb4

Sabent que l'inici de transcripcid del gen Pfkfb4 esta situat a -25 nucledtids de distancia de

ATG i que a 7400 nucleotids upstream finalitza el gen del Col-lagen VI, es va determinar que la regid
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promotora del gen Pfkfb4 quedaria limitada entre aquests 7400 nucledtids. En una primera
aproximacio per caracteritzar el promotor, ens varem centrar en la regié dels primers aproximadament
4000 nucleotids de la sequiencia de DNA del PAC RP5-1034C16 (Figura 2.4) i es va dissenyar

I'estrategia de clonatge d’aquesta regié com s’explica al seglient apartat.

AM 34 EX1
(-3545) (-3)

FIGURA 2.4. Esquema de la regi6 5'- del gen Pfkfb4. La zona promotora ha d’estar limitada entre la fi del
gen del collagen VII i l'inici de transcripcié (a -25 nts de I’ATG). A sota del promotor es mostren les
posicions (-3545 i -3) dels oligonucleotids usats per a amplificar un fragment de la regié promotora
d’aproximadament 3500 nucleotids per PCR.

Una analisi exhaustiva, mitjangant I'is de la base de dades TFSEARCH i amb el programa
Matinspector, va permetre localitzar les posicions de seqiiéncies consens per factors de transcripcio. A
la Figura 2.5 es mostra el resultat de la analisi.

-3500 -3(100 -2500 -zToo -1500 -1(100 -500 +1

N ! I N Ly ATG
:|::|: :|::|::|: O

OV IMAA T AT Hl[l]]]][l\ll[[\ﬂﬂ [

ELEMENT  SEQUENCIA CONSENS ELEMENT SEQUENCIA CONSENS

5 TATAAAZ ARE 5 GGTACA nnn TGTTCT 3
J TATA box H

5 TTTAAA 3 5 AGGTCA nnn TGACCT 3
| s Seqtiéncia rica en GC § HRE 5 CGTGC 3
| A2 Sequéncia rica en GC l C-MYC 5 CACGTG 3’ (E-box)
' ETF 5 CCCC 3', GC-box | SRE 5 AACAAAG 3’

FIGURA 2.5. Esquema de la localitzacié de seqiiéncies consens per possibles elements reguladors del
promotor del gen Pfkfb4.

Aquesta analisi va posar de manifest diverses possibles caixes TATA (posicions -1257 i -1744
des de l'origen de transcripcio), i un elevat nombre de sequéncies riques en GC concentrades al
voltant dels -200 nucledtids més propers al codd ATG. En aquests dos-cents nucleotids també es
localitzarien sequiencies d’unio als factors Sp1, APA-2 i ETF. Aquests factors tenen gran importancia ja
que qualsevol dells o conjuntament podrien actuar com a conductors de la transcripcié basal del gen
Pfkfb4 ja que esta descrit que ells sols poden dirigir la transcripcié basal en els seus gens diana per
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reconeixement de les sequeéncies riques en GC a les que s'uneixen (Kageyama et al., 1989;
Mastrangelo et al., 1991; Su et al., 1991).

Aixi mateix, es van identificar possibles seqliéncies consens per a factors de transcripcié molt
significatius a testicle, com son els elements de resposta a hipoxia (HRE) a les posicions -404, -492,
943, -1036, -1229, -2200 i -2890 (5-CGTG-3) (Wenger et al., 2005), elements de resposta a
hormones (testosterona, estrogen) (ARE: 5-GGTACA nnn TGTTCT -3’ i ERE: 5-AGGTCA nnn
TGACCT -3, respectivament) a les posicions -506, -990, -1609, -1891 i -2292 (Devos et al., 1997;
O'Lone et al., 2004). Aquests factors sén importants a testicle durant 'espermatogénesi, ja que d’'una
banda hi ha hipoxia perque es redueix la pressio d’oxigen en el tubul seminifer segons progressen les
cel-lules germinals cap al lumen, i de I'altra existeix un control hormonal de 'espermatogénesi, essent

la testosterona el principal regulador hormonal.

A la seqliéncia promotora de Pfkfb4 també hi son presents possibles motius d’'unié a proteines
Sox (SRE), les quals juguen un paper clau en la formacié i en el desenvolupament del testicle, a les
posicions -200, -696, -1280, -1411 (5-AACAAAG -3') (Frojdman et al., 2000; Mertin et al., 1999; Vidal
et al., 2001). Aixi com sequencies d’unié al protoncogen c-Myc (5’- CACGTG, també anomenades E-
box) a les posicions -406, -492, -943, -1036, -1229, -2023, -2890 i -3021 (Kim et al., 2004). Aquest
ultim factor, és important en els sistemes proliferatius, com pot ser I'epiteli seminifer, on esta descrit
que regula el creixement i la proliferacié cel-lular, el metabolisme, la sintesi de macromolécules i

l'apoptosi.

En definitiva, totes aquestes sequencies podrien participar en la regulacio de I'expressio del gen
Pfkfb4 huma.

Clonatge de diversos fragments de la regié promotora del gen Pfkfb4

Amb la finalitat d’abordar el clonatge de les possibles regions funcionals del promotor, es van
dissenyar una série de construccions de la regié promotora utilitzant el PAC RP5-1034C16. Primer es
van generar diversos oligonucleotids per amplificar, per PCR, dos fragments de 3500 i 1077 nucleotids.
Els fragments amplificats es van introduir al vector TOPO-TA (Invitrogen), que es troba linearitzat i
presenta residus de Timina als extrems -3, facilitant la clonacié directa de fragments de PCR amb
gran eficacia. A més, també es troba unit al vector I'enzim Topoisomerasa, que s’encarrega de lligar el
fragment de DNA al vector. Amb aquest sistema s’aconsegueix completar, satisfactoriament, la lligacié

dels fragments de DNA introduits (Figura 2.6).
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Llocs de reconeixement
de l'enzim

Topoisomerasa | 5 minuts a
oy ‘ temperatura .
i.-.lpl Nooe l ambient ; W
OO — 3 gostat T rouron S
By |_ ~Z Aliberament de
gt Py [enzim
DA, producte o Topoisomerasa |
wvector TOPO-TA, de PCR Lligacid complerta

FIGURA 2.6. Esquema del funcionament del vector TOPO-TA (Invitrogen). Els fragments de PCR
produits per la Taq polimerasa porten als extrems -3 una Adenina, mentre que el vector TOPO porta una
Timina als extrems -3’ que facilita la lligacié directa dels fragments de PCR fets per la Taq polimerasa, aixi
com l’enzim topoisomerasa I.

De la mateixa manera, aquest vector presenta, als seus extrems, diverses dianes per a
enzims de restriccid per tal de facilitar la posterior subclonacié d’aquells fragments introduits cap a
altres vectors d'interés. En el nostre cas es va seleccionar el vector d’expressio luciferasa pGL2Basic
(Progema). En primer lloc es va generar la construccio Pfkfb4/-3500, utilitzant les dianes de restriccié
Kpnl (propia del fragment de PCR) i Xhol (propia del vector TOPO-TA) per alliberar el fragment de
3500 nts del vector TOPO i subclonar-ho de forma dirigida al vector pGL2Basic. Per generar la
construccid construccio Pfkfb4/-1077 es van utilitzar les dianes de restriccié Xhol i Hindlll (propies del

vector TOPO-TA) per alliberar el fragment de 1077 nts i subclonar-lo al vector pGL2Basic (Figura 2.7).

3500

+

TOPO-TA

v
Kpn | Xho | Kpn | gsxig\\\

[~

TOPO-TA pGL2Basic

(Kpn! + Sfil 5 kel + AR

pGL2Basic

FIGURA 2.7A. Esquema de l’estratégia de les digestions i subclonatges realitzats per obtenir les
construccions en el vector pGL2Basic. Es van anomenar: Pfkfb4/-3500, Pfkfb4/-2100 i Pfkfb4/-1800.
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Ambdues construccions es van digerir amb combinacions d’enzims de restriccio de tall unic,
per tal d’aconseguir una amplia bateria de construccions que continguessin fragments deleccionats de
la regid 5'- flanquejant del gen Pfkfb4. D'aquesta manera i segons es mostra a la Figura 2.7A, la
construccio Prkfb4/-3500 es va digerir amb Kpnl i Sfil (que allibera un fragment de 1487 nts de I'extrem
5'- del clon sencer) o bé Kpnl i Aflll ( que allibera un fragment de 1787 nts també de I'exptrem 5%-).
Després de comprovar que s’havien alliberat els respectius fragments de 1487 i 1787 nts, es va
procedir a la relligacio del clon pGl2Basic original. Es van obtenir dues noves construccions de 2100 i
1800 nucleotids, anomenades Pfkfb4/-2100 i Pfkfb4/-1800, respectivament (Figura 2.7A)

A partir del fragment de 1077 nucleotids clonat en el vector TOPO-TA, digerint-lo amb Mlul i
Hindlll se’'n va alliberar un fragment de 428 nucleotids que es va lligar al vector pGL2Basic,
obtenint-se la construccid Pfkfb4/-428. Aquesta nova construccid, al seu torn, també es va digerir
amb la combinacié d’enzims segients: Miul+Pvull (eliminant-se un fragment de 166 nucledtids) i
Pvull+Hindlll (alliberant-se un fragment de 266 nucleodtids), obtenint dues noves construccions;
Pfkfb4/-166 i Pfkfb4/-428A(-166), respectivament (Figura 2.7B).

+

TOPO-TA

¥

Xho!l Miul Hind Il

\
[P 428 | Mol o2 Hindil

(Miul + Hindlll) | 42[8 |
......... .
TOPO-TA
pGL2Basic
(Xhol + Hindlll) £
' (Miul + Pwall) .~ ™ (Pwull + Hindlll)
1077 169 ",
"0' .O‘A
26.
pGL2Basic
p pGL2Basic

FIGURA 2.7B. Esquema de l’estratégia de les digestions i subclonatges realitzats per obtenir les
construccions en el vector pGL2Basic. Es van anomenar: Pfkfb4/-1077, Pfkfb4/-428, Pfkfb4/-166 i Pfkfb4/-
428A(-166) de la regi6é promotora del gen Pfkfb4.
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Les construccions generades es van anomenar segons la seva mida complerta en
nucledtids. A més, contenen l'inici de transcripcio a excepcio de la construccio Pfkfb4/-428A(-166),
que té una delecci6 de 166 nucledtids al seu extrem -3'. En definitiva, es va aconseguir generar
una bateria de deleccions que va permetre obtenir un total de set construccions que es mostren
a l'esquema de la Figura 2.8. Les identitats de les quals van ser confirmades amb diverses
digestions i, finalment, amb una PCR de seqUienciacio per verificar-ne la seqliéncia continguda.

-3500 -3000 2500 -2000 1500 -1000  -500 +1

LUC " Pfrkfb4/-3500
LCUC . Pfkfb4/-2100
CUC " Pfkfb4/-1800
LCUC" Pfkfb4/-1077
LCUC" Prkfb4/-428
T LUC" Pfkfb4/-166

I\ /TCUCTT  Prkib4/-428A(-166)

FIGURA 2.8. Esquema de la bateria de construccions obtingudes de la regi6 5'-del gen Pfkfb4.

Transfeccions transitories en linies cel-lulars

Amb la bateria de construccions obtingudes de la regié 5'- promotora Pfkfb4, es va iniciar
I'estudi de la seva. En primer lloc pero, s’havia de trobar el sistema cel-lular més adient per dur a terme

les transfeccions transitories del promotor.

Donat que els resultats del capitol anterior indicaven que I'expressio de la proteina tPFK-2
(PFKFB4) es trobava restringida a les cél-lules germinals, es va decidir utilitzar un model cel-lular
proxim per poder empendre un estudi de regulacié transcripcional que tingués sentit fisiologic. Per
tant, es varen buscar linies cel-lulars relacionades directament amb el testicle. No obstant, a FATCC de
linies cel-lulars humanes derivades de testicle només vam trobar aquelles d’origen tumoral. Apart, es
varen trobar tres linies cel-lulars diferents de testicle de ratoli que no derivaven de tumors: TM-4
provinent de cel-lules de Sertoli, GC-1 spg que deriva d’espermatogonis tipus B i GC-2 spd (ts)
generada a partir d’'espermatocits premeiotics. A la seglent taula es resumeixen les seves

caracteristiques principals:

89



Analisi del promotor Pfkfb4

TIPUS CEL-LULAR ANIMAL del que prové CARACTERISTIQUES
Cél-lula de Sertoli
TM4 (CRL- 1715) Mus Musculus Presenta els receptors hormonals: FSHR, AR i PR
i i Espermatogoni tipus B — Espermatocit primari.
GC-1spg (CRL- 2053) Mus Musculus Proteines especifiques de testicle: Citocrom ¢ i LDH 4.
GC-2 spd(ts) (CRL-2196) Mus Musculus Espermatocit aturat a la fase premeidtica

TAULA 2.1. Principals caracteristiques de les cel-lules testiculars amb que s’ha treballat. FSHR: Receptor
de I'hormona estimulant del Fol'licle, AR: Receptor d’androgens, PR: Receptors de progesterona.

Segons la bibliografia existent, aquests tres tipus cel-lulars es transfecten de forma optima
amb diferents sistemes, com per exemple: electroporacié (Marti et al., 2002), FUGENES (lliman et al.,
2001) i Lipofectamina (Wilkerson et al., 2002a; Wilkerson et al., 2002b; Yang and Thomas, 1997). Per
confirmar-ho, i alhora provar altres metodes de transfeccié disponibles al laboratori, es va transfectar
un plasmidi d’expressié de la proteina GFP (Green Fluorescent Protein) a les cél-lules TM-4 amb
diferents agents (PEI, FUGENE 6, Lipofectina i Lipofectamina 2000), obtenint-se els millors resultats
de transfeccid6 amb l'agent Lipofectamina 2000 segons la relaci6 1 ug de DNA per 2 ul de
Lipofectamina. De la mateixa manera, es va comprovar el sistema de transfeccié per Lipofectamina
2000 amb les cel-lules germinals GC-2 spd(ts) amb semblants resultats. Es va aconseguir una
eficiencia de transfeccio de l'ordre del 30-40%. Tot i que en principi no semblaria ser una eficiencia
gaire bona, amb els altres agents 0 no es van aconseguir transfectar les cél-lules 0 només es van
obtenir un nivells de transfeccid al voltant de I'1%. Els resultats de les transfeccions amb la construccio

de GFP es mostren a la Figura 2.9.

T™-4
Camp clar FUGENE 6 Lipofectina Lipofectamina 2000

1 ug DNA: 2 pl LFA

GC-2 spd(ts) il &

camp clar Lipofectamina 2000, 1:2

FIGURA 2.9. Determinacié de I'agent de transfeccié en un sistema cel-lular testicular. A) Cel-lules TM4
(Sertoli) transfectades amb GFP mitjancant diferents agents: PEI, FUGENE 6, Lipofectina i Lipofectamina
2000. B) Cél-lules GC-2spd(ts) transfectades amb GFP mitjancant Lipofectamina 2000.
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Un cop triat el metode de transfeccid es va posar apunt el protocol a seguir, que es resumeix a

continuacio:

1. Es planten les cél-lules en plaques de 6 pous (9.5cm?/pou; 9.5 -10° cel-lules/pou) el dia abans de
la transfecci6

2. Es transfecten seguint les instruccions del fabricant, a la proporci6 de 1ug de DNA de la
construccio promotora conjuntament amb 60 ng de B-galactosidasa (per corregir les lectures de
luciferasa) per 2 pl de Lipofectamina 2000, a cada pou.
Per a les cél-lules TM4 i GC-1 no cal canviar el medi de transfeccié (OPTIMEM) pero, a les
cél-lules GC-2 si que s’ha de canviar passades 5 hores pel propi medi de cultiu (DMEM, 10%
FBS).

3. Al dia segtent, les cél-lules transfectades es subdivideixen, es passen a plaques de 24 pous
(1.9cm2/pou; 1.9-105 cel-lules/pou) segons la rad 1 pou de la placa de 6, per 6 pous de la placa de
24. Després de 6 hores, es comprova el seu estat d'adhesid i es canvia el medi de cultiu per un
medi basal sense sérum durant tota la nit.

4. Estracten les cel-lules entre 16-24 hores, depenent del tractament triat.

5. Eslisen les cél-lules i es procedeix a fer les lectures d’activitat luciferasa i B-galactosidasa, amb

els respectius kits.

Caracteritzaci6 de la regié minima promotora

A continuaci6 es va iniciar I'estudi de la regulacié transcripcional de la regié promotora del gen
Pfkfb4, a partir de la bateria de construccions que s’havien obtingut per clonacid. En primer lloc es va
voler identificar la regié minima del promotor que requereix el gen per expressar-se sense cap
estimulacié. Amb aquesta finalitat es van transfectar transitoriament les construccions Pfkfb4/-1800,
Pfkfb4/-1077, Pfkfb4/-428, Pfkfb4/-166 i Pfkfb4/-428A(-166), segons el protocol descrit a I'apartat
anterior, a les cel-lules GC-1 spg (espermatogoni).

Segons els resultats de la Figura 2.10, s'observa que lactivitat basal que presenten les
diferents construccions mostren que com a minim els primers 141 pb de la regi¢ 5- des de l'inici de
transcripcid serien necessaris per mantenir un minim nivell basal de transcripcié del gen Pfkfb4 huma
a les cel-lules espermatogeniques. No obstant, aquesta regié no conté cap seqiiencia consens per
alguna caixa TATA, per0 si és abundant en caixes GCs i a més hi ha seqiiencies ETF (seqUeéncies
riques en C i/o GC), les quals s’ha descrit per a altres gens que son capaces, per si soles, de

promoure la transcripcié de promotors on manquen caixes TATA (Kageyama et al., 1989).

91



Analisi del promotor Pfkfb4
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FIGURA 2.10. Determinacié de la regi6 minima promotora del gen Pfkfb4 huma. Les diferents
construccions del promotor Pfkfb4 es van transfectat transitoriament a cel-lules GC-1( spg) amb 60 ng del
vector d’expressid —galactosidasa. Passades 48h de la transfeccié es varen analitzar les activitats luciferasa i
B-galactosidasa. Els valors de luciferasa estan normalitzats amb els de f—galactosidasa. Les transfeccions es
van realitzar com a minim per triplicat, i es van fer les mitjanes dels valors individuals per a donar el
resultat d"un experiment. Es representa la mitjana de tres experiments independents + S.E. (***)=(P<0.001).

Estudi de la resposta del promotor al serum i als esters de forbol

Seguidament, es va estudiar la resposta del promotor del gen Pfkfb4 enfront als estimuls
provinents de dos agents mitogénics com son el sérum i els ésters de forbol (PDB; Forbol 12, 13
dibutirat). Gracies a la gran riquesa en factors de creixement que té el sérum, és molt factible que
aquest provoqui una estimulacioé transcripcional respecte a les mateixes condicions en medi minim.
Per la seva part, els esters de forbol estan ben descrits com agents mitogénics i estan relacionats amb
un augment de la taxa glucolitica en paral-lel amb increments en la concentracié de Fru-2,6-P, i en
Iactivitat PFK-2. Aquest augment es deu a efectes del tractament amb PDB sobre la transcripcié aixi
com sobre la traduccio (Denis-Pouxviel et al., 1990; Navarro-Sabate et al., 2001; Riera, 2002). Els
esters de forbol poden activar vies de transduccio de senyals on esta implicada la proteina cinasa C
(PKC) i entre els efectors de la via hi ha diversos factors de transcripcié que s’uneixen a la seqléncia
promotora del gen diana. Aquests elements poden ser Activator protein -1 (AP-1), AP-2 o NFkB (Gong
etal., 1992a; Gong et al., 1992b)

Es varen transfectar transitoriament les cel-lules germinals GC-1 spg i GC-2 spd(ts),
derivades d’espermatogonis i espermatocits, respectivament, amb les construccions del promotor
descrites anteriorment. Aixi doncs, després de la transfeccio dels diferents plasmidis, les cél-lules es

van sotmetre als tractaments amb 10% sérum 020 nM de PDB. Els efectes d’aquests tractaments,

¥ ¥
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durant 16 hores, es mostren com a vegades d'induccié de lactivitat relativa de la luciferasa, del
plasmidi assajat sota els tractaments, respecte al nivell basal d'activitat de la mateixa construccid
sense tractament (a qui se li va assignar el valor de 1). Per poder comparar entre les diferents
construccions es van corregir els resultats per la seva corresponent activitat f—galactosidasa. Els

resultats de les transfecciones es mostren a la Figura 2. 11.
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FIGURA 2.11. Resposta del promotor al sérum i als ésters de forbol. Activitat luciferasa a les cel-lules GC-1
spg (A) i GC-2 spd (ts) (B) transfectades amb diferents construccions del promotor Pfkfb4 i tractades amb
10% sérum o 20 nM de PDB. Es van realitzar un minim de tres experiments independents amb triplicats. Els
resultats s’expressen com a vegades d’induccid respecte el valor de la mateixa construccio sense tractar (0%
sérum) que s’agafa com a 1. L’activitat luciferasa esta normalitzada amb els valors de B—galactosidasa. Es
representa la mitjana de tres experiments independents * S.E. (*)=(P<0.1), (**)=(P<0.01) i (***)=(P<0.001).

A les cél-lules GC-1 spg (Figura 2.11A), el serum va augmentar l'activitat luciferasa a totes les
construccions assajades, trobant-se les majors respostes a les construccions Pfkfb4/-166 (un
increment de 3.8 vegades) i Pfkfb4/-2100 (amb 4.7 vegades d'increment). Aquest efecte es deuria,
possiblement, a l'activacio de qualsevol dels multiples factors de creixement que son presents en el
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serum fetal. D’altra banda, els esters de forbol (PDB) només van produir un increment significatiu (de 2
vegades) dels valors de luciferasa a la construccié Pfkfb4/-2100, que es perdria a la construccié de
1800 nucleotids, indicant que la regid d’uns 300 nucledtids que hi ha entre els fragments Prkfb4/-1800 i
Pfkfb4/-2100 podria ser important per explicar la resposta als ésters de forbol en els espermatogonis.
Tot i que a la sequencia promotora hi ha diversos elements AP-2 que podrien estar implicats en els
efectes del PDB, si s’analitza en detall la seqtiencia de 300 nts en que es diferencien les construccions
Prkfb4/-1800 i Pfkfb4/-2100, s’ha trobat un element AP-2, a la posicid -1894, que podria explicar la

resposta del promotor a aquest tractament.

Pel que fa a les cel-lules GC-2 spd (Figura 2.11B), el sérum també va incrementar I'activitat
luciferasa a totes les construccions assajades entre 2 i 4 vegades. En canvi, els esters de forbol (PBD)

no van induir cap resposta en els valors de luciferasa de les construccions estudiades.

Hipoxia i testicle, efectes sobre tPFK-2.

Degut a I'elevada distancia de difusié als tubuls seminifers i a la gran taxa de consum d’oxigen
per part de les cél-lules proliferants, les pressions parcials d’oxigen tant al lumen tubular com a
I'epididim s6n considerablement baixes, gairebé es podrien considerar hipoxiques en comparacié amb
la regid basal. A més, les transformacions que pateix 'espermatozoide durant la capacitacio, la
motilitat, la reaccié de I'acrosoma i la fertilitzacid son procéssos altament dependents de I'aport
energetic via la glucolisi anaerobica i, practicament, es desenvolupen en condicions anaerobiques. Per
tant, cal suposar que els enzims glucolitics amb isoformes d’expressid especifica al testicle han
d’adaptar-se a aquest microambient hipoxic.

S’han descrit diversos factors de transcripcié que responen a la hipoxia controlant, de retruc,
la resposta dels seus gens diana a les baixes pressions d’oxigen (Cummins and Taylor, 2005). Alguns

d’ells s6n importants al testicle, en aquest treball ens centrarem en els factors HIF-1, Sp-1 i c-Myc.

HIF-1

Un dels mediadors de la resposta a les baixes pressions d’oxigen és el factor de transcripcid

induible per hipoxia (HIF). Es una proteina dimérica formada per dues subunitats, o i B, les quals sén
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membres de la familia de factors de transcripcié basic helix-loop-helix-Per/Amt/Sim (bHLH-PAS)
(Wang et al., 1995). En els mamifers s’han descrit tres gens que codifiquen per la subunitat oi: Hif-1, 2
i 3cx. La proteina HIF-1ow s’expressa de forma ubiqua en I'organisme, mentre que els seus paralegs ho
fan de forma més restringida. Els nivells proteics de la subunitat o (independentment del gen que la
codifiqui) es regulen en funcié de la concentracié d’oxigen. En canvi, la subunitat B s’expressa de
forma constitutiva, essent insensible als canvi en la disponibilitat d’oxigen (Hirota and Semenza, 2005).

HIFo dimeritza amb HIF (també anomenat ARNT) via el domini bHLH i part del PAS, un cop
el complex s’ha format s’'uneix al DNA pel mateix domini bHLH (Jiang et al., 1996). Els heterodimers
formats per HIF-1ou i per HIF-2ou activen la transcripcio dels gens diana gracies a dos dominis de
transactivacié localitzats a la zona C-terminal de la subunitat o.. Aquests dominis de transactivacio i
permeten interaccionar amb coactivadors transcripcionals. Pero I'heterodimer format per HIF-3c. és un
inhibidor transcripcional degut a que presenta un domini PAS inhibitori (IPAS). La subunitat HIF-1qr,
als extrems N- i C-terminal té seqUiéncies de localitzacio nuclear (NLS). Presenta, a més, un domini de
transactivacio ric en Pro-Ser-Thr (PSTD), en el que es controla, per part de I'oxigen, la degradacié de
la proteina. També té llocs d’unié per les proteines VHL, p300 i CBP (Semenza, 2001a; Semenza,

2001b). A la Figura 2.12 es mostra un esquema de les proteines HIF1o i HIF 1B amb els seus

dominis.
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FIGURA 2.12. Esquema de les proteines HIF-1 amb els seus dominis. Les subunitats HIF-1o i HIF-1
es mostren amb els dominis basic helix-loop-helix (bHLH) i PER-ARNT-SIM (PAS), els quals son
necessaris per a la dimeritzaci6 i la posterior uni6é al DNA (Semenza, 2001a)

Els elements de resposta a hipoxia (HRE) que reconeix HIF en els promotors dels gens diana
tenen la sequiencia consens 5’- CGTG -3’. Els nucledtids de les posicions adjacents, en especial a 5™,
també son importants en la resposta hipoxica, aixi, a 5'- majoritariament s’hi trobenA>G>C>Tia-
3 hihaC>G=T=A (Wenger et al., 2005). Tanmateix, HIF-1f3 també pot formar homodimers i unir-

se a la sequencia palindromica 5- CACGTG -3', fet que explicaria que aquesta seqliéncia HRE no
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sigui tan bona per conduir la resposta transcripcional a la hipoxia com les altres sequiencies HRE
(TACGTG o GACGTG) (Wenger et al., 2005).

D’altra banda, el domini CGTG és imprescindible pel reconeixement i la interaccié amb HIF 1,
perd un element HRE funcional conté, a les seves proximitats, llocs d’unié per altres factors de
transcripcié addicionals. Aquests altres factors de transcripcié amplifiquen la resposta a la hipoxia o bé
confereixen especificitat tissular a la resposta. Per exemple, HIF 1 coopera amb els factors ATF-1 i
CREB-1 per activar transcripcionalment el gen LDH-A, amb el factor AP-1 per activar el gen VEGF
(Wenger et al., 2005) o amb el factor Sp1 en el cas de l'anhidrasa carbonica (Kaluz et al., 2003).
També, en els gens diana per HIF1 les sequencies HRE es presenten formant tandems, els membres
dels quals es troben separats per només uns pocs nucledtids (Obach et al., 2004; Semenza et al.,
1996).

HIF-13 és una proteina d’expressid constitutiva, perd HIF-1oc és hidroxilada en condicions de

normoxia i degradada via proteosoma, tal com es representa a la Figura 2.13 (Maxwell et al., 2001).

VEGF (Angiogenesi)

l Proteasoma

RNA —=Proteina——» Resposta Enzims glucolitics (Metabolisme Anaerobic)
-NOS/HO-1 (Vasodilatacié, Respiracio)
EPO (Eritropoiési)
BNIP3 (Apoptosi)

\

FIGURA 2.13. Regulacié dels gens diana per HIF-1. En condicions de normoxia, el factor von Hipper-
Lindau (VHL) s’uneix a la subunitat HIFla, que és hidroxilada, reconeguda i degradada pel proteosoma.
En condicions hipoxiques, s’acumula la proteina HIFlo. que s'uneix amb la proteina HIF1fB. El dimer
reconeix la seqiiencia diana HRE (5'--RCGTG--3) en els promotors dels seus gens diana. La unié de HIF1 al
promotor, activa la transcripcié dels gens diana que resulta en un augment de la sintesi de la proteina que
produeix els efectes biologics de la hipoxia (Semenza, 2001b).

Les reaccions d’hidroxilacio depenen de la presencia d’oxigen, ferro i 2-oxoglutarat, per tant,
en condicions d’hipdxia o en presencia d’un quelant de ferro, les hidroxilases no funcionen i s’acumula
HIF-1o a la cel-lula (Hirota and Semenza, 2005), que transloca al nucli, dimeritza amb HIF-13 i, tots
dos, s'uneixen als elements de resposta a hipoxia (HRE) que es troben a la seqiiencia dels gens diana
(Semenza, 2001b).
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Apart de la concentracié intracel-lular d’oxigen, existeixen altres mecanismes per a estabilitzar
la subunitat HIF-1c, com per exemple els productes finals de la glucolisi, com el lactat i el piruvat, que
s’acumulen com a resultat de I'efecte Warburg i sén capacos de promoure I'estabilitat de HIF-1c i per
tant la seva acumulacio, la unié amb HIF-1p3, i la posterior activacio dels gens diana (Lu et al., 2002).
No obstant, degut a la importancia de HIF-1 en nombrosos procéssos biologics, I'expressio i I'activitat
de la subunitat HIF1o: s’ha descrit que a part de la hipoxia, també es regula per mitja de les vies de
transduccio de senyals com PISK/AKT i ERK/MAPK (Semenza, 2002).

S’han descrit més de 60 gens que son activats transcripcionalment pel factor HIF 1o (Hirota
and Semenza, 2006; Semenza, 2003). Aquests gens abasten un ampli ventall de procéssos biologics,
aixi trobem implicats en la proliferacié i la supervivencia cel-lular, 'apoptosi, la motilitat, 'estructura del
citoesquelet, I'eritropoesi, 'angiogenesi i, fins i tot, el metabolisme cel-lular, alguns dels quals es
resumeixen a la Figura 2.13. Pel que respecta als gens que codifiquen per la PFK-2/FBPasa-2 (Pfkfb1-
4), en sotmetre els teixits d’'un animal a hipoxia real es va observar per Northern blot que es produia un
augment del mRNA dels quatre gens de la PFK-2 (Minchenko et al., 2003). Aixi mateix, el nostre
laboratori va descriure que el factor HIF1c. esta directament implicat en la resposta transcripcional del

gen Pfkfb3 en un model de gliobastoma huma (Obach et al., 2004).

L’any 2002, Marti i col-laboradors van publicar la identificacié d’una isoforma del factor HIF-1o
d’expressio especifica a testicle a ratolins (Marti et al., 2002), i més tard va apareixer publicat en
humans (Depping et al., 2004). La isoforma de HIF1o humana especifica de testicle (hHIF 1Te) es
caracteritza per la manca de 59 aminoacids del domini bHLH. Aquesta delecci6 li comporta la pérdua
de la capacitat d’'uni6 al DNA, per0 resta intacta la capacitat de dimeritzar amb la subunitat HIF1[. Aixi
doncs, en situacions d’hipoxia hHIF 1Te es comportaria una isoforma dominant negativa, que regularia
Iactivitat del factor ubic HIF-1.

Durant I'espermatogénesi es produeix un canvi d’isoforma entre el factor HIF 1o ubic i
I'especific de testicle (Marti et al., 2002). Les cél-lules de Sertoli i les germinals premeiotiques (que sén
les més properes a la zona basal) expressen els transcrits de la isoforma ubiqua: HIF1o, i a les
cel-lules postmeiotiques es déna un descens de la transcripcio. En canvi, els transcrits de la isoforma
especifica de testicle: HIF1oTe, només es localitzen en les espermatides abans de ser alliberades al
lumen tubular.

Com a consequéncia de la dimeritzacid entre el dominant negatiu hHIF 1Te i HIF1j3, es
reduiria el nombre de subunitats HIF1[3 lliures i susceptibles de dimeritzar amb la subunitat HIF 1o

ubiqua. Degut a la competéncia entre les subunitats HIF 1o ubiqua i hHIF 1Te per unir-se amb HIF1j3,
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I'activacié dels gens diana deguda al factor ubic HIF-1 aniria disminuint al llarg de I'espermatogénesi
(Depping et al., 2004; Wenger and Katschinski, 2005). En la silenciacié dels gens diana del factor ubic
HIF 1 a les cel-lules espermatiques postmeiotiques s’ha de sumar també I'efecte de la reducci6 dels
transcrits de la subunitat HIF 1o ubiqua que comporta un canvi d’isoforma en favor de I'especifica:
hHIF1o Te. Per aquestes raons, a les espermatides I'expressié dels gens diana de HIF 1 ubic podria
arribar a ser nul-la (Depping et al., 2004; Marti et al., 2002). Molts d’aquests gens diana codifiquen per
a proteines d’expressié ubiqua i que, al seu torn, també presenten isoformes d’expressié especifica a
testicle, per exemple els enzims glucolitics com la gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa-2 (Welch et
al., 2006).

Amb tots aquests antecedents ens vam plantejar I'estudi del promotor Pfkfb4 en condicions
d’hipoxia.

Efectes de la hipoxia en I'expressio de I’enzim tPFK-2 en cél-lules de testicle.

Partint d’aquests fets es va estudiar com afectava la disminucié de la pressié d’'oxigen a
I'expressio de la isoforma tPFK-2. Amb aquest objectiu es van sotmetre les linies cel-lulars TM4 (de
Sertol) i GC-1 spg (germinal derivada d’espermatogoni) a diferents tractaments hipoxics: (a)
tractament amb 200 uM de clorur de cobalt (CoClz, un metall de transicié que mimetitza I'efecte de la
disminucié d'oxigen activant el factor HIF-1) dins del seu incubador habitual (5 i 10% de COx,
respectivament), (b) tractament de les cél-lules en un incubador especial on la pressié d’oxigen es va
reduir fins a '1% (hipoxia real). Les cél-lules es van recollir a les 16 hores de tractament i es va
analitzar I'expressio de la proteina tPFK-2 (PFKFB4) per Western blot. A la Figura 2.14, es mostren

les densitometries obtingudes corregides per I'expressié de tubulina.

= PFKFB4
[IBasal FIGURA 2.14. Expressi6 de la proteina tPFK-2 (PFKFB4) en les
6, ECoCl cél-lules testiculars GC-1 spg (espermatogoni) i TM-4 (Sertoli) en
2

condicions hipoxiques. Les cel-lules es van mantenir en condicions de
normoxia (basal) o incubades durant 16 hores en preséncia de 200 uM
de CoCl2 o bé en condicions d’hipoxia a 1'1% d’oxigen. Els resultats
s’expressen com a vegades d’induccié respecte el valor de la mostra
sense tractar que s’agafa com a 1. Es va utilitzar o-tubulina com a
normalitzador de carrega.

B Hipoxia
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A les cel-lules espermatiques GC-1 s'incrementava més de cinc vegades I'expressié de la
proteina tPFK-2 en condicions d’hipdxia (tant quimica com real) quan es comparava amb I'expressié
basal. En canvi, a les cel-lules de Sertoli, TM-4, la proteina tPFK-2 (PFKFB4) en hipoxia veia reduida
la seva expressié en un 80% respecte el basal. Aquests resultats ens indicaven que tant la hipoxia a
1% d’oxigen com la incubacié amb I'agent quimic CoClz, que mimetitza la hipoxia, produien un
increment dels nivells de la proteina tPFK-2 (PFKFB4) en les cel-lules germinals GC-1 spg quan es

comparaven amb el seu valor basal (normoxia).

Resposta dels plasmidis d’expressio luciferasa al tractament amb clorur de cobalt.

Per estudiar si la resposta que s’havia trobat a nivell de proteina tPFK-2 (PFKFB4) podria
estar relacionada amb una regulacié a nivell transcripcional del gen Prkfb4 pel factor HIF1, ens vam
fixar en l'analisi detallat de la seqiiencia de la regié promotora del gen Pfkfb4. Els resultats obtinguts
previament amb I'analisi de la regié 5- amb diversos programes informatics, demostraven la preséncia
de set possibles elements de resposta a hipoxia (HRE), aquests elements tenen una homologia amb el
nucli de la seqliéncia consens del 100%; essent 5- CGTG -3’ la sequiencia dels HRE localitzats en el
promotor del gen Pfkfb4 a les posicions -404, -492, -943, -1036, -1229, -2200 i -2890 respecte l'inici de

transcripcio, tal com es mostra a la Figura 2.15.
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| ! LUC™™ Pfkfb4/-3500
LUC™ Pfkfb4/-2100

POSICIO SEQUENCIA (5---3)) LUC ™~ Pfkfb4/-1800

-404 (+) cacgCGTGeege LUC" Prkfb4/-1077
-492 (+) tggcCGTGeggg LUC " Pfkfb4/-428
-943 (+) ccaaCGTGgtga T TUC Pfkfb4/-166
-1036 (-) ccacGCACggcc

-1229 (-) atgtGCACatcc

-2200 (+) 9agagGTGctgg

-2890 (+) cacaCGTGtgta

FIGURA 2.15. Posicions i seqiiéncies dels elements HRE en el promotor Pfkfb4. Esquema dels fragments
del promotor del gen Pfkfb4 amb les posicions HRE -5-CGTG 3-’ (-400, -492, -943, -1036, -1229, -2200 i -2890)
marcades per un rombe lila. A sota es mostra la taula amb les posicions i seqiiéncies dels elements HRE
presents en el promotor Pfkfb4. En negreta i majtscula es mostra la seqiiencia consens HRE mentre que els
nucleotids adjacents es mostren en mintuscula. (+) cadena forward, (-) cadena reverse.
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Es va fer una primera aproximacié d’analisi del promotor transfectant les cél-lules GC-1 spg
amb la construccid Pfkfb4/-1800 del promotor que conté possibles elements HRE a: -1229, -1036, -
943, -492 i -404, per determinar si responia a un tractament d’hipoxia produit amb CoCl,. Després de
la transfeccid es va iniciar un tractament de 16 hores amb 10% de sérum (com a control positiu de
resposta) i amb CoCl,a 200 uM. Amb P'extracte de cél-lules obtingut es va mesurar l'activitat luciferasa
i es van corregir els resultats amb els corresponents valors de proteina i de B—galactosidasa. Els
resultats que es recullen a la Figura 2.16, mostraven unes dues vegades d'induccié com a resposta al

tractament d’hipoxia.
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FIGURA 2.16. Respota de la construccié Pfkfb4/-1800 a la hipoxia. Les ceél-lules GC-1 spg es van transfectar
transitoriament amb la construccié del promotor Pfkfb4/-1800 i es van mantenir amb normoxia (basal),
serum (10%) o incubades durant 16 h en preséncia de 200 pM de CoCl.. Els resultats s’expressen com a
vegades d’'induccid respecte el valor de la construccid sense tractar que s’agafa com a 1. L’activitat luciferasa
esta normalitzada amb els valors de proteina i de B-galactosidasa. Es representa la mitjana de tres
experiments independents + S.E. (*)=(P<0.05), (**)=(P<0.01) i (**)=(’<0.001).

Seguidament es va dur a terme una analisi més detallada provant les dues linies de cél-lules
espermatogeniques, GC-1 spg (espermatogoni) i GC-2 spd (ts) (espermatocit) amb diverses
construccions del promotor Pfkfb4. Els resultats, que es mostren a la Figura 2.17, s’expressen com a
vegades d'induccié d’activitat luciferasa del plasmidi estudiat, sota el tractament hipoxic, respecte al
nivell basal d’activitat de la mateixa construccié sense tractar, en condicions de normoxia, a qui se i
assignava el valor de 1. Per poder comparar entre les diferents construccions del promotor, es van
corregir els resultats per I'eficiencia de transfeccié de cada construccié amb els corresponents valors

de B—galactosidasa.

Pel que fa a la hipoxia produida pel clorur de cobalt (CoCly) a les cel-lules GC-1spg (Figura
2.17A), les construccions del promotor Pfkfb4/-2100, Pfkfb4/-1800, Pfkfb4/-1077, i Pfkfb4/-428, van
respondre positivament de I'rodre de 2 i 3 vegades d'induccid respecte el valor basal. Aquestes dades
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semblarien indicar que I'element HRE localitzat a la posicid de -404 i present en el fragment de
promotor de -428 nucledtids podria ser suficient per induir una resposta a la hipoxia als
espermatogonis. Aixi els elements de resposta localitzats a -492, -493, -1036 semblarien no tenir un
paper significatiu donat que no hi ha una variacié significativa en la induccié observada quan hi sén
presents respecte de quan s’eliminen. El fet que la construccié Pfkfb4/-166 no presenti resposta al
tractament hipoxic sembla reforcar aquest resultat doncs aquesta construccié ja no presenta cap

sequencia consens per elements HRE.
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FIGURA 2.17. Activitat luciferasa de les diferents construccions de la regié 5’- del gen Pfkfb4 com a
resposta a la hipoxia quimica. Les diferents construccions es van transfectar de forma transitoria a les
cel-lules germinals GC-1 spg i GC-2 spd(ts). Les transfeccions es van realitzar com a minim per triplicat, i es
van fer les mitjanes dels valors individuals per a donar el resultat d’un experiment. Els resultats s’expressen
com a vegades d’induccié respecte el valor de la construccié sense tractar que s’agafa com a 1. L’activitat
luciferasa esta normalitzada amb els valors de B-galactosidasa. Es representa la mitjana de tres experiments
independents * S.E. (*)=(P<0.1), (**)=(P<0.01), (***)=(P<0.001).

Daltra banda, el tractament amb el clorur de cobalt (CoCly) a les cél-lules derivades
d’espermatocits GC-2 spd (ts) (Figura 2.17B), va provocar una resposta positiva a les construccions
del promotor Pfkfb4/-2100, Pfkfb4/-1800 i Prfkfb4/-1077, perd no va donar cap resposta significativa a
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la construccid Pfkfb4/-428. Aixd semblaria indicar que I'element HRE present en aquest fragment no
tindria un paper determinant en la resposta a la hipoxia en les espermatides. El fragment Prkfb4/-166
tampoc no va respondre a la hipoxia induida per CoCly, fet esperable degut a qué en aquesta regié de

promotor ja no hi ha cap element consens HRE.

En conjunt, aquests resultats posen de manifest que I'element HRE localitzat a la posicié -404
podria ser el més important per conduir un augment de transcripcioé de Pfkfb4 en resposta a les baixes
pressions d’oxigen als espermatogonis, perd la importancia d’aquest element no semblaria ser la
mateixa en els espermatocits i es faria necessaria la preséncia dels altres elements HRE per a induir

I'activacié del gen Pfkfb4 com a conseqiencia de la hipoxia.

HIF1o. com a mediador de la resposta a la hipoxia del promotor del gen Pfkfb4

Tenint en compte els resultats anteriors, i per aprofundir en la possible regulacio
transcripcional del gen Pfkfb4 pel factor HIF-1, es va transfectar la construccid Pfkfb4/- 1077, que
conté quatre possibles elements de resposta a hipoxia, a una linia cel-lular salvatge de fibroblasts
embrionaris de ratoli (mEF /HIF (+)) i a la mateixa linia deficient en el gen HIF1 (mEF /HIF (-)).
Després de la transfeccio es van tractar amb CoCl, durant 16 hores i es va analitzar I'activitat

luciferasa. Els resultats d’aquest experiment es mostren a la Figura 2.18.

FIGURA 2.18. Induccié del promotor del gen
Pfkfv4 en cél-lules embrionaries de fibroblasts
salvatges de ratoli (mEF HIF (+)) o cel-lules mEF
deleccionades pel factor HIF1lo (mEF HIF(-)). La
construccio Pfkfb4/-1077, amb quatre seqiiencies
consens per HRE, es va transfectar de forma
transitoria a les cel-lules mEF HIF(+) i mEF HIF (-).
Després d’incubar 16h en condicions basals
(normoxia) o en presencia de 200 uM de CoClz
(hipoxia) es va mesurar l'activitat luciferasa. Els
resultats s'expressen com a vegades d’induccié

*k%*

Il Basal
EE Hipoxia

respecte el valor de la construcci6 sense tractar que
s'agafa com a 1. L’activitat luciferasa esta
normalitzada amb els valors de B-galactosidasa. Es
representa la mitjana de tres experiments
independents + S.E. La barra que porta
(***)=(P<0.001) és estadisticament diferent respecte el
seu basal i respecte la mateixa condici6 a les cel-lules

vegades d'induccié

mEF HIF (+) mEF HIF (-)

deficients.

Com s'esperava, després de transfectar la construccid del promotor a les cel-lules mEF

salvatges (mEF HIF(+)) i exposar-les a condicions d’hipoxia, lactivitat luciferasa mesurada va
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incrementar-se de manera significativa (fins a sis vegades respecte el basal). En canvi, en transfectar
la construccio a les cél-lules mEF deficients pel factor HIF1ow (mEF HIF(-)) i després d'incubar amb

CoCl, durant 16 hores, I'activitat luciferasa mesurada no va experimentar cap increment significatiu.

Els resultats obtinguts apunten a la necessitat del factor HIF 1o, en forma activa, com a
mediador de la resposta del gen Pfkfb4 al microambient hipoxic dels tubuls seminifers. Aquests
resultats concorden amb els publicats per Minchenko i col-laboradors al 2004, on demostraven que el
gen Pfkfb4 s'indueix en condicions d’hipoxia a diferents linies tumorals via HIF1o.. Aquests resultats
s’estan completant amb transfeccions de les construccions de Pfkfb4 inferiors a -1077 a les cel-lules
mEF/HIF (+) i mEF /HIF(-) per tal de poder acotar més i determinar quina de les quatre possibles
sequencies consens HRE juga un paper clau. Aixi mateix, per tal d’acabar de concretar quin és 'HRE
important, es realitzaran experiments de mutacions puntuals en la seva sequéncia i finalment, es fara
un EMSA utilitzant com a sonda la seqiiéncia de I'element HRE més probable per tal de demostrar la

unio directa del factor HIF 1 en aquella regié promotora.

SP-1.

El factor de transcripcié Sp-1 pertany a la familia dels factors de transcripcié Sp1-like (Dynan
and Tjian, 1983a; Dynan and Tjian, 1983b). Tots els membres d’aquesta familia contenen a la regi6 C-
terminal tres Zinc--fingers conservats, per on s’uneixen al DNA. Sp-1 reconeix sequencies riques en
caixes GC (GGGGCGGGG) o GT (GGTGTGGGG) com a llocs d'uni6 en els gens diana, actuant com
a factor de transcripcié basal (Mastrangelo et al., 1991; Su et al., 1991). Aquestes seqliencies estan
presents en nombrosos promotors i altres sequencies reguladores tant de gens d’expressid ubiqua
com d’expressio especifica de teixit (Suske, 1999). Les regions que limiten amb les caixes GC ilo GT
so6n molt heterogenies i podrien ser llocs d’unié daltres factors de transcripcié importants. Diversos
estudis (Gerber et al., 1995; Li et al., 1991; Pugh and Tjian, 1990; Schaufele et al., 1990; Seipel et al.,
1992) han demostrat que el factor Sp-1 pot interaccionar amb altres factors de transcripcié o amb els
cofactors veins per modular de forma coordinada I'activitat transcripcional dels seus gens diana. Per
exemple, pot interactuar amb components del complex de transcripcié basal: TAFs (TATA-box protein
associated factors) (Thomas et al., 2007). D’aquesta manera Sp1 adquiriria especificitat a I'hora

d’activar la transcripcié dels gens diana.

Malgrat ser una proteina expressada de forma ubiqua, s’ha comprovat en embrions de ratoli

que la seva expressio pot variar segons I'etapa del desenvolupament i segons els tipus cel-lulars. Els
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seus nivells més elevats es troben a les cél-lules del sistema hematopoiétic en desenvolupament, a les
cel-lules fetals i a les cel-lules germinals masculines (Zhao and Meng, 2005). Aquesta distribucio i
assignaria un possible paper especific en els procéssos de desenvolupament embrionari, aixi com un
paper més general en el creixement i diferenciacid cel-lular (Saffer et al., 1991). En els ratolins
knockouts pel gen Sp-1, els embrions homozigots Sp1-- presenten un retard en el desenvolupament i
acaben per morir el dia 11 de gestacio, destacant doncs la importancia del factor Sp1 per la correcta

progressio de 'embriogenesi (Marin et al., 1997).

A les cel-lules espermatogéniques de ratoli, s’han trobat diferents transcrits de Sp-1, els quals
s’expressen a les diferents cel-lules germinals durant 'espermatogenesi (Persengiev et al., 1996;
Thomas et al., 2005). Aixi doncs, trobem dos transcrits (de 8.8 i 8.2 Kb) que codifiquen per a una
proteina d’elevat pes molecular (110 kDa) similar a la proteina que trobem a les cél-lules somatiques i
que es localitza als espermatogonis A i B i a les cel-lules de la fase mitotica. S’han descrit quatre
transcrits més de menor grandaria: 4.1, 3.7, 3.2 i 2.5 Kb, els quals codifiquen per a dues proteines de
diferent pes molecular; 90 i 60 KDa, respectivament. Totes dues presenten patrons d’expressio que se
solapen al llarg de I'espermatogénesi, encara que s'incrementa 'expressio dels seus transcrits a la
fase meidtica, en especial als espermatocits paquitens (Taula 2). Lee i col-laboradors (Lee et al., 2006)
han demostrat que la preséncia del factor de transcripcié Sp1 en el transcriptoma és important per a
lactivacié de gens, com per exemple el gen que codifica per la proteina Lactat deshidrogenasa-c
(LDH-C) (Yang and Thomas, 1997), a les cel-lules germinals de manera diferencial segons la fase de
I'espermatogenesi i el tipus cel-lular.

Kha ! EDa IIIHI‘- cel-lular Referéncies

R 7 3 .7 \ .
11000 daneruainaoni A B Hersenaievetal TAULA 2.2. Patr6 d’expressio dels tra‘nscrlts
del  factor  Spl a les cel-lules

8.2 | Fase mitotica 1995; 1996

| espermatogéniques. La primera columna
4.1 o indica la mida dels transcrits en kilobases (kb),
A7 90 Fase meidtica la segona columna indica la mida de la
— Thomas et al, 2005 proteina per la que codifiquen en kilodaltons
32 (kDa), la tercera columna indica a quin tipus
v 60  Fase meidtica cel'lular o a quina fase de l’espermatogenesi

s’expressen de forma majoritaria.

S’ha trobat també que Sp-1 és un dels factors de transcripcid que es modulen per hipoxia
(Cummins and Taylor, 2005). Alguns dels gens models de resposta a hipoxia, com poden ser EPO,
VEGF o COX-2, presenten seqliencies d’unié pel factor Sp1 en els seus promotors. En aquests
promotors, Sp1 actuaria com un cofactor transcripcional, facilitant 'activacié transcripcional dels gens
diana en condicions hipoxiques (Koshiji et al., 2004; Koshiji et al., 2005; Shi et al., 2001). D’altra

banda, s’ha demostrat un increment en la translocacié de Sp1 al nucli cel-lular en resposta a la hipoxia
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(Lee et al., 2004a; Lee et al., 2004b; Miki et al., 2004b; Sanchez-Elsner et al., 2004; Xu et al., 2000).
La interaccid entre els dos factors de transcripcio (Sp1 i HIF) té lloc pel domini Per/Amt/Sim (PAS) de

la proteina HIF10., tal com es representa a la Figura 2. 19.

FIGURA 2. 19. Esquema de la
interaccid entre els factors de

HIF 10 [B0 [ pas | WP o
< ,_ transcripci6 HIF 1o i Sp-1.

Dimeritzacio Modificat de Semenza, 2001b.
Uni6 al DNA

T%D-‘

Efectes del factor Sp1 en la regulacié transcripcional del gen Pfkfb4.

En primer lloc es va fer una analisi de la seqléncia del promotor Pfkfb4 per determinar les
regions riques en GC que s'ajustaven a la consens de Sp1 5- GGGGCGGG -3, localitzant-se fins a
15 d’'aquestes seqliéncies que tal com es mostra a la Figura 2.20 estaven repartides al llarg dels
primers 2000 nucledtids del promotor.

-3500 -30P0 -2500 -2(100 -1500 -1000 500 +1
— —
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_____ T oCIITTTIuc - Prkfb4/-2100
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IZLUCT Pfkfb4/-166

FIGURA 2.20. Esquema dels fragments del promotor del gen Pfkfb4 amb les posicions GC-box marcades
-5-GGGGCGGGG 3-' (-53,-118, -137, -191, -272, -303, -375, -456, -739, -1465, -1473, -1502, -1688, -1850, -
1996). L’element GC-box es representa amb una linia vertical groga.

Per tal d’avaluar el possible efecte que pugués produir el factor de transcripcié Sp1 sobre
I'expressio del gen Prkfb4, es van cotransfectar transitoriament les cel-lules germinals GC-1 spg amb
1ug de les construccions del promotor Pfkfb4, descrites anteriorment, i 0.5 ug del vector d’expressio
pel factor Sp1 o del vector pGL2basic buit. A continuacié s’incubaven les cél-lules amb presencia de
serum (10%) o sense. Els efectes exercits per aquests tractaments, durant 16 hores, es mostren com
a vegades d'inducci6 de I'activitat relativa de la luciferasa del plasmidi assajat sota els tractaments,

respecte al nivell basal d’activitat de la mateixa construccié sense tractament (a qui se li va donar el
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valor de 1). Per poder comparar entre les diferents construccions es van corregir els resultats per la

seva corresponent activitat 3-galactosidasa.
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FIGURA 2.21. Resposta de les construccions del promotor Pfkfb4 al factor de transcripcié Spl. Activitat
luciferasa de celllules GC-1 spg cotransfectades amb les diferents construccions del promotor i amb Spl
sense tractar i tractades amb 10% serum. Es van fer un minim de tres experiments independents amb
triplicats. Els resultats s’expressen com a vegades d’induccid respecte el valor de la construccid sense tractar
que s’agafa com a 1. Per tal de transfectar la mateixa quantitat de DNA a totes les condicions, les
construccions del promotor Pfkfb4 en situacions basals es cotransfectaven amb el vector pGL2basic buit.
L’activitat luciferasa esta normalitzada amb els valors de B-galactosidasa. Es representa la mitjana de tres
experiments independents + S.E. Diferencies significatives respecte les condicions: Basal: (*)=(P<0.05),
(**)=(P<0.01), (***)=(P<0.001). Serum: (a)=(P<0.001), (c)=(P<0.05). Sp1: (b)=(P<0.001), (d)=(P<0.05).

Els resultats que es recullen a la Figura 2.21 mostren que per a les cél-lules GC-1 spg, la
presencia del factor de transcripcié Sp1 augmentava lactivitat luciferasa de les tres construccions
més petites del promotor Prkfb4 respecte el seu basal no cotransfectat. Aixi per exemple a la
construccio Pfkfb4/-166 considerada com a promotor minim, ja que conté els primers 141 pb de la
regio 5- des de l'inici de transcripci6 crucials per la transcripcié especifica a testicle del gen Prkfb4
huma (resultats presentats anteriorment a la Figura 2.10), la cotransfeccid6 amb el factor Sp1
incrementava l'activitat luciferasa entre 2.5 i 3 vegades respecte el seu basal no cotransfectat. | a les
construccions Prkfb4/-428 i Prkfb4/-1077 també s’incrementava I'activitat luciferasa, al voltat de dos
vegades més respecte el basal no transfectat. En aquestes mateixes tres construccions I'efecte del
serum va ser semblant, amb valors de luciferasa d’entre 2-3 vegades d'induccié. En analitzar I'efecte
de la sobreexpressio de Sp1 en presencia de serum, no es va obtenir cap diferéncia respecte als
valors aconseguits individualment per cadascuna de les condicions per separat, descartant un

possible sinergisme en la resposta. En canvi, curiosament per a les construccions més grans: Prkfb4/-
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1800 i Pfkfb4/-2100, el factor Sp1 per si mateix no semblava activar la transcripcio del gen Pfkfb4,
perd en comparar els efectes de Sp1 en preséncia de sérum, la transcripcio s'incrementava entre 3 i 4
vegades respecte a les dues vegades d'induccié del sérum sol, indicant, aqui si, un possible efecte

sinergic del sérum i Sp1.

Aquests resultats indiquen que la regié dels 141 primers nucleotids, on es localitza la unitat
minima promotora, podria tenir caixes importants per mediar la resposta a Sp1 a les cel-lules
espermatiques amb independencia dels factors presents en el serum. En canvi, la regié compresa
entre els fragments Prkfb4/-1077 i Pfkfb4/-2100, i que és comuna als fragments Pfkfb4/-1800 i Prkfb4/-
2100, tot i presentar caixes GC que podrien mediar la resposta a Sp1 per elles soles, la preséncia del
factor Sp1 no activa al promotor. Pero, al sumar I'efecte del tractament amb serum s’observaven
diferéncies respecte als valors d’induccid trobats només en presencia de sérum o nomeés en presencia

del factor Sp1, es tractaria doncs, d’un efecte additiu.

Possible cooperaci6 entre el factor de transcripcié Sp1 i la hipoxia.

Els resultats presentats fins ara, mostraven la preséncia de diverses possibles seqliencies
d’'unié a Sp1 i al factor induible per hipoxia HIF-1 (HRE) a la regi6 5'- del gen Pfkfb4, les quals
semblarien ser bones candidates per ser activades en presencia d’aquests factors. A la bibliografia ja
s’han demostrat indicis de cooperacid entre els factors de transcripcid HIF 1 i Sp1, per exemple pel
gen VEGF (Vascular endothelial growth factor) el qual presenta llocs d’unié a Sp1 propers a l'inici de
transcripcio i a llocs HRE funcionals. En aquest cas, Sp1 en cooperacié amb HIF1 augmentaria la
resposta transcripcional d’aquest gen sota condicions hipoxiques (Shi et al., 2001).

Per tal d’aprofundir en la possible relacié de tots dos factors en I'activacié transcripcional del
gen Prkfb4, es va cotransfectar transitoriament les construccions del promotor: Pfkfb4/-166, Prfkfb4/-
428, Pfkfb4/-1077 i Pfkfb4/-2100, juntament amb el factor Sp1 (1 ug, que representa el doble de
quantitat que a I'anterior experiment) o amb el vector pGL2basic buit, a la linia cel-lular germinal GC-1
spg (espermatogoni). Després de la transfeccio dels diferents plasmidis, les cél-lules es van sotmetre,
durant 16 hores, al tractament amb clorur de cobalt per simular I'efecte de la hipoxia. Amb I'extracte
cel-lular obtingut es va mesurar I'activitat luciferasa. Els resultats mostrats a la Figura 2.22 s’expressen
com a vegades d'inducci6 d’activitat luciferasa del fragment de promotor estudiat, cotransfectat amb el
factor Sp1 sota el tractament hipoxic, respecte al nivell basal d’activitat de la mateixa construccio

sense factor Sp1 i en condicions de normoxia, a qui se li assignava el valor de 1. Per poder comparar
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entre les diferents construccions del promotor es corregeixen els resultats per I'eficiencia de

transfeccié de cada construccié amb els corresponents valors de [3-galactosidasa.
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FIGURA 2.22. Resposta de les construccions del promotor Pfkfb4 al factor de transcripcié Spl en
condicions d’hipoxia. Activitat luciferasa de cellules GC-1 spg transfectades amb les diferents
construccions del promotor i cotransfectades amb Sp-1, en condicions de normoxia i/o hipoxiques (200 uM
CoCl2). Es van fer un minim de tres experiments independents amb triplicats. Els resultats s’expressen com
a vegades d’induccid respecte el valor de la construccié sense tractar que s’agafa com a 1. Per tal de
transfectar la mateixa quantitat de DNA a totes les condicions, les construccions del promotor Pfkfb4 en
situacions basals es cotransfectaven amb el vector pGL2basic buit. L’activitat luciferasa esta normalitzada
amb els valors de B-galactosidasa. Es representa la mitjana de tres experiments independents + S.E.
Diferencies respecte la condicié basal: (*)=(P<0.05), (**)=(P<0.01), (***)=(P<0.001). Diferencies respecte la
condicié hipoxica: (a)=(P<0.001). Diferencies respecte la condicié amb Sp1: (b)=(P<0.01). Diferencies respecte
la condicié amb Sp1+Hipoxia: (c)=(P<0.05).

Segons els resultats representats a la Figura 2.22, en cotransfectar el factor de transcripcid
Sp1 (1ug) s'incrementava l'activitat luciferasa per a qualsevol de les quatre construccions del promotor
Pfkfb4 en condicions basals (normoxia i sense serum), entre dos i quatre vegades. Aquests valors
obtinguts eren més alts que els anteriors resultats (mostrats a la Figura 2.21), degut, possiblement, a
la major quantitat de DNA del factor Sp-1 cotransfectat (1 ug en aquest experiment versus 0.5 ug en
I'experiment anterior).

Com ja s’havia vist amb els anteriors experiments, en repetir el tractament amb CoCl,, es va
observar que la hipoxia sola augmentava l'activitat luciferasa a les construccions Pfkfb4/-428, Pfkfb4/-
1077 i Pfkfb4/-2100, obtenint-se valors entre 2 i 4 vegades d'induccié respecte el valor basal. Aixi
mateix, la construccié Pfkfb4/-166 no presentava cap resposta a hipoxia degut a qué en aquesta zona
del promotor no hi ha cap element consens HRE. Indicant que I'element HRE situat a -404 seria el

millor candidat per mediar la resposta a hipoxia del gen Pfkfb4 en aquestes condicions.
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Si s’efectuen els dos tractaments anteriors de forma conjunta: sobreexpressar Sp1 en
condicions d’hipdxia, Unicament la construccié Pfkfb4/-428 va presentar difereéncies significatives
d’aquest tractament en comparacié amb cada tractament de manera independent (cotransfeccié de
Sp1 o hipoxia).

A partir d’aquestes dades es podria inferir que el factor Sp1 estaria afavorint o augmentant
I'activacio del promotor del gen Pfkfb4 a les cel-lules germinals que ja es dona en situacions d’hipoxia.
La construccié Prkfb4/-428, presenta un element HRE localitzat a la posicié -404, per tant la resposta
additiva de la presencia de Sp1 en hipoxia s’hauria de buscar en I'existéncia de caixes GC al voltant
de la regi6 de -404, que podrien afavorir la possible interaccio entre els dos factors de transcripcio per
modular I'activitat transcripcional del gen Pfkfb4, a la Figura 2.23 es mostra un esquema de les caixes

implicades.
HIF 1a

HIF 113’ Pfkfb 4
HRE (- 404

GC-box GC-box
(- 456) (- 375)

FIGURA 2. 23. Esquema de I'’element HRE localitzat a la posici6 -404 i les caixes GC que I’envolten (-375 i
456) i que podrien afavorir una possible interaccio entre les proteines HIF1i Sp1.

c-MYC.

c-Myc és un protoconcogen que s’indueix per factors de creixement a les cel-lules normals,
mentre que a les cél-lules transformades o tumorals s’expressa de forma constitutiva. Codifica per a un
factor de transcripcio de la familia basic helix-loop-helix leucine zipper (bHLH-LZ). Gracies a la
dimeritzacié amb la proteina Max, c-Myc s’uneix a la regié de DNA 5’- CACGTG -3, coneguda com a
E-box, per contribuir a 'activacié transcripcional dels gens diana. D’altra banda, també pot inhibir la
transcripcid quan s’acomplexa amb altres factors transcripcionals com soén les proteines Miz1 o Sp1 i
s’uneixen als elements iniciadors dels promotors dels gens diana (Gordan et al., 2007a; Gordan et al.,
2007b).
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FIGURA 2.24. Estructura de les proteines c-Myc i Max. Modificat d’Amati, 2004.
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L'expressid del factor de transcripci6 c-Myc és caracteristica de cél-lules altament
proliferatives, i s'apaga quan les cel-lules entren en un estat de quiescencia que acompanya als Ultims
estadis de diferenciacio. S’ha descrit la preséncia de c-Myc al testicle, concretament als
espermatogonis B, quan es troben a la Ultima fase de la divisié mitotica (Wolfes et al., 1989) i als
espermatocits primaris, a la profase de la meiosi (Teng and Vilagrasa, 1998). Ambdds tipus cel-lulars

s6n altament proliferants.

c-Myc regula el creixement i la proliferacié cel-lular, controla el metabolisme, la sintesi de
macromolécules i I'apoptosi. Es important en procéssos de proliferacié cel-lular i també en el
desenvolupament embrionari normal mitjangant la modulacié dels seus gens diana involucrats en
I'adhesio cel-lular, la proliferacid, el creixement i el metabolisme. A més de promoure la biogénesi
mitocondrial i la respiracié també indueix gens codificants pels enzims de la via glucolitica, des dels
transportadors de glucosa fins a la PKM i la LDH-A, actuant sobre els elements E-box en els
promotors dels gens diana, com per exemple Lactat deshidrogenasa A, en fibroblats i/o cél-lules
NIH3T3 (Kim et al., 2004; Osthus et al., 2000; Shim et al., 1997). Aixi també, mitjangant transferéncia
genica de fetges de ratolins amb adenovirus que sobrexpressen c-Myc, s'incrementa I'expressio
d’aquests gens glucolitics in vivo (Osthus et al., 2000) afavorint el pas de glucosa cap a piruvat i la
formacié de lactat. Per tant, en presencia de c-Myc es mantindria una elevada proliferacio cel-lular, ja
que c-Myc proporciona els canvis metabolics necessaris per afavorir la via glucolitica, que mantindra
els nivells d’ATP (actuant sobre gens com Glut-1, HK-2, GAPDH, i LDH-A, entre altres (Kim et al.,
2004)). També afavoreix I'increment de la massa i de l'activitat mitocondrial (via el factor TFAM i
incrementant el metabolisme del ferro) per tal de fabricar els substrats biosintetics necessaris (com

aminoacids, poliamines, acids nucleics) per fer les proteines de nova sintesi (Gordan et al., 2007b).

Existeix la hipotesi que c-Myc i HIF1 podrien actuar conjuntament en la regulacid
transcripcional dels seus gens diana ja que les sequencies dels seus elements de resposta
coincideixen parcialment; sent 5-CACGTG -3’ per ¢-Myc i 5- G/ACGTGC -3’ per HIF1. De fet, 22 dels
107 HRE llistats a la revisié publicada per Wenger i col-laboradors (2005), es corresponen a E-boxes.
En resposta a la hipoxia, el factor HIF 1 desplagaria c-Myc del lloc d'unié al DNA, regulant
negativament I'activitat transcripcional de c-Myc i, per tant, suprimint els seus efectes fisiologics (Kim
et al., 2004). Per tant, c-Myc seria responsable de la regulacié dels gens diana en situacions de
normoxia, mentre que en situacions on la pressid d’oxigen es veiés disminuida seria HIF 1 qui
controlaria I'expressio dels gens diana, com a resultat del desplacament de la unié de c-Myc al
promotor (Gordan et al., 2007b).
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Efectes del factor c-Myc en la regulacié transcripcional del gen Pfkfb4 .

Tenint en compte la importancia del factor de transcripcié c-Myc a la regulacié genica dels
sistemes proliferants es va analitzar la sequencia promotora del gen Pfkfb4 en busca de possibles
sequencies d'unié a c-Myc o E-box (Figura 2.25). Es van trobar fins a 8 possibles seqléncies d’'unid,
d’aquestes només dues son 100% homologues amb la sequencia E-box (5-CACGTG-3') consensus.
De la resta, dues estan descrites a la bibliografia com a sequencies E-box no canoniques pero que c-
Myc pot reconeixer i unir. Es tractarien de les seqiiéncies localitzades a -404 i a -2023, que també es
troben en dos gens glucolitics: gliceraldehid fosfat deshidrogenasa (GAPD) i Topoisomerasa-1 (TPI1)
a huma i ratoli. Tanmateix, molts dels gens glucolitics presenten seqléncies E-box candniques
conservades entre especies (humans i ratolins), tant a la regié promotora com al primer exo, on c-Myc
s’uneix (Kim et al., 2004).

-3500 -3000 2500 2000 -1500 -1000 -500 +1

| |
| | |
=0 i LUC Prkfb4/-3500

| |- 0! LUC Pfkfb4/-2100
POSICIO  SEQUENCIA (5—3) — ] — || — o (TR

-404 (+) caCgCGTGeege H———————tuc— Pikb4-1077
-492 (+) tggcCGTGeggg J LUC " Pfkfb4/-428
-943 (+) ccaACGTGgtga T TUCT" Pfkfb4/-166
-1036 (-) ccacGCACggcc

-1229 (-) atGTGCACatcc

-2023 (+) gtCACGaGgggc

-2890 (+) caCACGTGtgta

-3021(+) acCACaTGgctt

FIGURA 2.25. Esquema dels fragments del promotor del gen Pfkfb4 amb les posicions de les E-Box -5'-
caCGTG 3- (-406, -492, -943, -1036, -1229, -2023, -2890 i -3021) marcades. Els elements E-box es representen
per un cilindre vertical de color taronja.

Amb la finalitat d’avaluar els possibles efectes de c-Myc sobre el promotor de Prkfb4, es va
dur a terme una analisi de cotransfeccio del factor c-Myc amb els diferents fragments del promotor per
tal d’avaluar quina resposta provoca la seva sobreexpressid sobre I'activacié de I'expressié del gen
Pfkfb4. Amb aquest proposit es van cotransfectar transitoriament les cél-lules germinals GC-1 spg amb
les construccions del promotor Pfkfb4, descrites anteriorment, i el factor c-Myc o el vector pGL2basic
buit. Es van incubar les cel-lules amb preséncia de sérum (10%) o sense. A la Figura 2.26 es mostren
els efectes exercits per aquests tractaments, durant 16 hores, com a vegades d'induccié de I'activitat
relativa de la luciferasa del plasmidi assajat sota els tractaments, respecte al nivell basal d’activitat de

la mateixa construccié sense tractament (a qui se li va donar el valor de 1). Per poder comparar entre
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les diferents construccions es van corregir els resultats per la seva corresponent activitat f-

galactosidasa.

A les cel-lules espermatogeniques GC-1 spg, com ja s’havia comentat anteriorment, el
tractament amb sérum va activar la resposta luciferasa de totes les construccions i ho va fer del
mateix ordre, al voltant de dos vegades de induccio respecte el valor basal. La presencia del factor de
transcripcié c-Myc va reduir I'activitat luciferasa a totes les construccions del promotor Pfkfb4 (Figura
2.26). A la construccid Pfkfb4/-166, considerada com a promotor minim, el factor c-Myc també li va
disminuir I'activitat luciferasa al 50% respecte el seu basal. L'efecte repressor de c-Myc en preséncia
de sérum no es va contrarestar. La construccié major: Pfkfb4/-2100, és la que va presentar els valors
de inhibici6 de la transcripcid més alts. En aquesta construccio el factor c-Myc provoca una reduccio
en lactivitat relativa de la luciferasa del 90% respecte la condicié basal, amb independencia del

seérum.

GC-1 spg
B Basal WSérum [ Jc-myc [[Jc-myc + Sérum

Pfkfb4/-2100
Pfkfb4/-1800
Pfkfb4/-1077

Pfkfb4/-428

Pfkfb4/-166

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
vegades d'induccié
FIGURA 2.26. Resposta de les construccions del promotor Pfkfb4 al factor de transcripcié c-Myec. Activitat
luciferasa de cel-lules GC-1 spg cotransfectades amb les diferents construccions del promotor i amb c-Myc,
sense tractar i tractades amb 10% sérum. Es van fer un minim de tres experiments independents amb
triplicats. Els resultats s’expressen com a vegades d'inducci6 respecte el valor de la construccid sense tractar
que s’agafa com a 1. Per tal de transfectar la mateixa quantitat de DNA a totes les condicions, les
construccions del promotor Pfkfb4 en situacions basals es cotransfectaven amb el vector pGL2basic buit.

L’activitat luciferasa esta normalitzada amb els valors de B-galactosidasa. Es representa la mitjana de tres
experiments independents + S.E. (**)=(P<0.01).

Aquests resultats indicarien que els possibles elements de resposta a c-Myc presents en el
promotor a les posicions -409, -1229 i -2023 podrien ser funcionals, és a dir que c-Myc en aquest cas
es podria unir a elles per regular, negativament, I'expressio del gen Pfkfb4. Es faria necessari, pero, la
realitzacié com a minim d’un EMSA amb la seqtiencia de I'element o elements E-box candidats com a

oligo per tal de demostrar la unio directa del factor c-Myc a aquella regié promotora.
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Possible interaccio entre c-Myc i la hipoxia en la regulacio de la transcripcié de
Pfkfb4

C-Myc i HIF 1 podrien reconeixer seqliéncies que mantinguessin una homologia del 100%
amb el core de les seves respectives seqiiencies consens, E-box: 5'- CACGTG -3’ per c-Myc i HRE: 5
'CGTG -3’ per HIF1. En el promotor del gen Pfkfb4 es van trobar fins a sis seqléncies 5-CGTG -3’
amb un 100% d’homologia localitzades a les posicions -404, -492, -943, -1036, -1229 i -2890, que es
mostren a la Figura 2.27. Algunes d’elles ja s’han descrit com a possibles elements de resposta a un

i/o a l'altre factor al llarg d’aquest capitol (resultats anteriorment mostrats a les Figures 2.15 i 2.25).
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FIGURA 2.27. Esquema de les posicions de les possibles caixes E-Box -5"-caCGTG 3-" i HRE 5-CGTG 3 (-
406, -492, -943, -1036, -1229 i -2023) susceptibles de ser reconegudes tant per c-Myc com per HIF1. Els
elements E-box es representen per un cilindre vertical de color taronja i els elements HRE per un rombe lila.

Per a examinar si podria existir una relacié de tots dos factors en la regulacié transcripcional
del gen Pfkfb4, es van cotransfectar transitoriament les construccions del promotor Prkfb4/-166,
Pfkfb4/-428, Pfkfb4/-1077 i Pfkfb4/-2100, juntament amb el factor c-Myc o el vector pGL2basic buit, a
la linia cel-lular germinal GC-1 spg (espermatogoni). Després de la transfeccid dels diferents plasmidis,
les cel-lules es van sotmetre, durant 16 hores, al tractament amb clorur de cobalt per mimetitzar
quimicament 'efecte de la hipoxia. Amb I'extracte cel-lular obtingut es va mesurar 'activitat luciferasa.
El resultat mostrat a la Figura 2.28 s’expressa com a vegades d'induccid d’activitat luciferasa del
plasmidi estudiat, cotransfectat amb el factor c-Myc sota el tractament hipoxic, respecte al nivell basal
d’activitat de la mateixa construccié sense factor c-Myc en condicions de normdxia, a qui se li va donar
el valor de 1. Per poder comparar entre les diferents construccions del promotor, es van corregir els
resultats per l'eficiéncia de transfeccié de cada construccid amb els corresponents valors de B-

galactosidasa.

Com ja s’ha descrit, en cotransfectar les diferents construccions del promotor Prfkfb4 i el factor
de transcripcid c-Myc en condicions basals es va reduir al 50% l'activitat luciferasa respecte les
obtingudes amb la corresponent construccié Pfkfb4 sola (Figures 2.26 i 2.28). Aixi mateix, el
tractament amb la hipdxia quimica sola, induida pel clorur de cobalt (CoCl), va augmentar I'activitat
luciferasa a les construccions Pfkfb4/-428, Pfkfb4/-1077 i Pfkfb4/-2100, obtenint-se valors entre 2 i 4
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vegades d'inducci6 respecte el valor basal. En canvi, la construccid Pfkfb4/-166 no responia a la

hipoxia degut a que en aquesta zona del promotor no hi havia cap element consens HRE.

En analitzar el possible efecte de la suma dels dos factors (preséncia de c-Myc en hipoxia)
s'observava que a les construccions Prkfb4/-428, Pfkfb4/-1077 i Pfkfb4/-2100 les activitats luciferases
es veien incrementades, per sobre les obtingudes en la cotransfeccié de c-Myc. Es sobrepassava
parcialment la inhibicié transcripcional produida pel factor c-Myc, perd en cap cas s'arribava a
sobrepassar els valors de les induccions que s’aconseguien només amb el tractament amb CoCl,. Pel
que fa a la construccié Pfkfb4/-166 la resposta de la cotransfeccié de c-Myc en situacié d’hipoxia és

similar a la obtinguda en normoxia.
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FIGURA 2. 28. Resposta de les construccions del promotor Pfkfb4 al factor de transcripcié c-Myc en
condicions d’hipoxia. Activitat luciferasa de cellules GC-1 spg transfectades amb les diferents
construccions del promotor i cotransfectades amb c-Myc, en condicions de normoxia i/o hipoxia (200 pM
CoCl2). Es van fer un minim de tres experiments independents amb triplicats. Els resultats s’expressen com
a vegades d’induccid respecte el valor de la construccié sense tractar que s’agafa com a 1. Per tal de
transfectar la mateixa quantitat de DNA a totes les condicions, les construccions del promotor Pfkfb4 en
situacions basals es cotransfectaven amb el vector pGL2basic buit. L’activitat luciferasa esta normalitzada
amb els valors de B-galactosidasa. Es representa la mitjana de tres experiments independents + S.E.
Diferencies respecte la condicié basal: (*)=(P<0.05), (***)=(P<0.001). Diferéncies entre c-Myc i c-Myc +
hipoxia: (a)=(P<0.01). Diferencies respecte la condici6 hipoxica: (b)=(P<0.01).

Aquests resultats assenyalarien que en els ambients hipoxics, quan la proteina HIF 1 és
activa, la inhibicid transcripcional que es podria produir per unid de c-Myc es contrarestaria
parcialment, possiblement com a consequéncia d'un desplacament de c-Myc de la uni6 a la seqliéncia
promotora del gen Pfkfb4 per competéncia, pel mateix lloc d’'unio, amb HIF 1ot Aquesta situacio es
donaria a les construccions de més de 166 nucleotids. En canvi, la resposta d’aquesta construccié no
es diferéncia entre situacions de normoxia o hipoxia, ja que en no tenir HRE a la seva seqléncia no

s’esperaria resposta positiva a la hipoxia.
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Per a investigar més a fons sobre la possible relacid dels factors c-Myc i HIF1o en la
regulacid transcripcional del gen Pfkfb4, es va cotransfectar la construccio Prkfb4/- 1077, que conté 4
elements 100% homolegs amb el core basic compatible amb llocs d’'unié HRE i c-Myc de (core
sequencia: 5- CGTG -3) i el factor c-Myc i/o el vector buit pGL2basic (per la condici6 basal) a la linia
cel-lular de fibroblasts embrionaris de ratoli salvatge (mEF /HIF (+)) i la seva corresponent deficient en
el gen HIF1 (mEF /HIF (-)). Després de la transfeccio, les cel-lules es van tractar amb CoCl, durant 16
hores i es va analitzar I'activitat luciferasa. Els resultats d’aquest experiment es mostren a la Figura
2.29.

El Basal [EEE Hipoxia [—c-myc
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FIGURA 2.29. Resposta del promotor Pfkfb4 al factor de transcripcié c-Myc en condicions d’hipoxia. La
construcci6 Pfkfb4/-1077 (amb quatre seqiiencies 5-CGTG-3’ susceptibles de ser reconegudes per HIF1 i c-
Myc) es va cotransfectar transitoriament amb el factor de transcripcié c-Myc a les cél-lules mEF HIF(+) i mEF
HIF (-). Després de 16h d” incubacié en condicions basals (normoxia) o amb 200 pM de CoClz (hipoxia) es va
mesurar l'activitat luciferasa. Els resultats s’expressen com a vegades d’inducci6 respecte el valor de la
construccio sense tractar que s’agafa com a 1. L’activitat luciferasa esta normalitzada amb els valors de B-
galactosidasa. Es representa la mitjana de tres experiments independents * S.E. (*)(P<0.05), (**)(P<0.01) i (***)
(P<0.001). Diferencies respecte la condicié hipoxica (a)=(P<0.001).

A les cel-lules mEF salvatges (mEF HIF(+)) o a les mEF deficients (mEF HIF(-)), el factor c-
Myc també reduia 'activitat luciferasa del promotor del gen Pfkfb4 respecte I'obtinguda en normoxia,
obtenint-se valors propers al 75% d'inhibicié transcripcional. Després d’exposar a les cél-lules mEF
HIF(+) i les mEF HIF(-) a la hipoxia quimica, I'activitat luciferasa s'incrementava a les cel-lules
salvatges, revertint-se la inhibicié produida per c-Myc. Mentre que a les cel-lules deficients pel factor
de transcripcio HIF 1o es continuava produint la inhibicié transcripcional del gen Pfkfb4. No obstant, la
resposta del promotor sol a la hipoxia a les cel-lules mEF HIF(+) va ser molt major que I'obtinguda per
la cotransfeccio.

Segons aquests resultats es podria pensar que HIF 1o competiria amb c-Myc per unir-se a les
mateixes seqiencies d'unié al promotor, malgrat que només s’assoleixen nivells d’expressié semblants

a la condicio basal. En situacions d’hipoxia, c-Myc estaria frenant I'efecte de la transcripcid del gen
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Pfkfb4, perque els resultats d’induccié son molt majors en situacions d’hipoxia sola que en presencia
del factor c-Myc. No obstant, per poder assegurar un possible efecte competitiu s’haurien de realitzar
analisis amb més detall, com la possiblilitat de comparar un efecte diferencial en variar la carrega de
proteina c-Myc present a les cel-lules. Apart, també s’hauria d’evaluar l'efecte sobre les altres

construccions del promotor.

Possible relacio entre els factors de transcripcio HIF 1ar, Sp1i c-Myc

Esta descrit que en resposta a la hipoxia Sp1 s'uneix a HIF1a per augmentar lafinitat
d’aquest factor pels llocs d'unié al promotor i, conseqientment, desplagar a c-Myc del promotor
(Gordan et al., 2007b; Kaluz et al., 2003). D’altra banda, Parisi i col-laboradors (2007) mitjancant
I'analisi de la seqliencia promotora de gens amplificats a I'atzar localitzats en els cromosomes 21 i 22
humans, han descrit que les posicions per sobre de 1.5 kb del lloc d’inici de transcripcid (TSS) sén
riques tant en llocs d'unié a Sp1 com a c-Myc. | que on més es concentren és en els 500 pb més
propers al TSS. Aquestes regions solen estar conservades evolutivament entre especies: humans i
ratolins i/o humans i rates (Parisi et al., 2007). Aquestes dades podrien suggerir una possible
interacci6 entre els factors c-Myc, HIF 1o i Sp-1 al promotor dels gens diana per regular la seva
expressio, tal com ja esta descrit per alguns dels gens que regulen la proliferacié cel-lular com, seria el
cas de Ciclina D1 o de p21 (Gordan et al., 2007b).

Donat que el promotor del gen Prfkfb4 huma presenta possibles llocs d'unié en la seva
sequencia per als tres factors (Figura 2.30), es va procedir a estudiar si a les cél-lules germinals GC-1
spg (espermatogonis) es podia donar alguna possible cooperacié entre els factors de transcripcio
HIF1o i Sp1 que pugués contrarestar la regulacio negativa fins ara observada del gen Pfkfb4 per c-

Myc.
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FIGURA 230. Esquema dels fragments del - LUC _ Plkfb4/-428
promotor del gen Pfkfb4 amb les posicions de les [LZLUCTT Pfkfb4/-166
HRE (lila), E-box (taronja) i Sp1 (groc) marcades.

Amb aquest proposit es van cotransfectar transitoriament les cél-lules GC-1 spg amb les
construccions del promotor Pfkfb4/-166, Pfkfb4/-428, Pfkfb4/-1077 i Pfkfb4/-2100, juntament amb els
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factors c-Myc i Sp-1 sols, tots dos alhora, 0 amb el vector pGL2basic buit en els casos on es volia
compensar la quantitat de DNA total transfectat. El resultat de les transfeccions es mostra a la Figura
2.31.

Després de la transfeccio de les diferents construccions, les cél-lules es van sotmetre, durant
16 hores, al tractament amb clorur de cobalt. Amb I'extracte cel-lular obtingut es va mesurar I'activitat
luciferasa. El resultat s’expressa com a vegades d'induccié d’activitat luciferasa del plasmidi estudiat,
cotransfectat amb els factors c-Myc i/o Sp1 en condicions basals o sota el tractament hipoxic, respecte
al nivell basal d’activitat de la mateixa construccié sense els factors de transcripcié i en normoxia, a qui
se li va assignar el valor de 1. Per poder comparar entre les diferents construccions del promotor, es
van corregir els resultats per I'eficiencia de transfeccid de cada construccié amb els corresponents

valors de B-galactosidasa.
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FIGURA 2.31. Resposta del promotor Pfkfb4 als factors de transcripcié c-Myc o Spl en condicions
d’hipoxia. Es van transfectar les construccions Pfkfb4/-166, Pfkfb4/-428, Pfkfv4/-1077 i Pfkfb4/-2100 amb el
vector pGL2basic buit, o0 amb els factors de transcripcié c-Myc i Sp-1 a les cel'lules germinals GC-1 spg.
Després de 16h d’incubacié en normoxia o amb 200 pM de CoClz (hipoxia) es va mesurar l'activitat
luciferasa. Els resultats s’expressen com a vegades d’induccié respecte el valor de la construccié sense
tractar que s’agafa com a 1. L’activitat luciferasa esta normalitzada amb els valors de B-galactosidasa. Es
representa la mitjana de tres experiments independents * S.E. Diferencies estadisticament significatives: (a)
respecte el basal (P<0.001), (b) respecte la hipoxica (totes P<0.001 excepte Pfkfb4/-1077 que és P<0.05), (c)
respecte la presencia de c-Myc (P<0.001), (d) respecte la preséncia de Sp1 (P<0.001), (e) respecte la preséncia
de Spl+ c-Myc (P<0.001).
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La construccio Prfkfb4/-166 presentava fins a 4 cops d’induccié en presencia de Sp1. Quan es
sumava l'efecte de la hipoxia (sobreexpressié de Sp1 més hipoxia) només s’aconseguien 2 cops
d’induccio. Tot i reduir-se a la meitat la resposta, les diferéncies entre elles no van ser significatives.
Com ja hem vist amb els anteriors resultats, la hipoxia sola no va produir efectes en aquesta
construccio ja que no presenta caixes HRE. D’altra banda, la presencia de c-Myc va reduir I'activitat
luciferasa fins a un 50% del basal, essent similar la resposta que s’obtenia en normoxia i en hipoxia.
Amb la cotransfeccio doble, Sp1 i c-Myc, es va aconseguir revertir I'efecte inhibitori de c-Myc sobre el
promotor, encara que no es va arribar als mateixos nivells d’estimulacié aconseguits per Sp1 sol, ja
que els resultats van ser del mateix ordre que els basals. A més, en aquesta construccié la hipoxia

tornava a reduir la resposta luciferasa per sota del basal.

A les construccions Pfkfb4/-428 i Pfkfb4/-1077 també es va incrementar I'activitat luciferasa en
resposta a la hipoxia i en resposta al factor Sp1, entre tres i dos vegades, respectivament. La resposta
del promotor als dos estimuls a I'hora va duplicar-se, suggerint un efecte additiu de tots dos estimuls.
El factor c-Myc en normoxia a la construccid Pfkfb4/-428 no va produir cap efecte significatiu i
presentava valors semblants als basals. Pero a la construccié Prkfb4/-1077 va reduir la resposta
luciferasa significativament respecte el basal. Amb la hipoxia i c-Myc, no es va arribar a obtenir valors
d’induccié com els que es van aconseguir amb el tractament de CoCl, sol. Amb la cotransfeccié doble
de Sp1 i c-Myc era major la resposta que s’aconseguia amb la hipoxia, sobretot a la construccid
Pfkfb4/-1077 que arribava fins a les tres vegades d'induccié respecte la condicié basal. No obstant, en
cap cas es va obtenir les mateixes induccions que amb les cotransfeccions simples, aquest fet
indicaria que es podria tractar d'un desplagament parcial de la unié de c-Myc al promotor per part de
HIF i que Sp-1 l'afavoriria.

Per a la construccio Prkfb4/-2100, el tractament d’hipoxia sola |i va augmentar I'activitat
luciferasa tres vegades d’induccid (P<0.001). Aquest mateix increment es va aconseguir amb la
cotransfecciéo amb Sp1 (P<0.001). En sumar 'efecte dels dos tractaments (hipoxia i la preséncia de
Sp1) no s'observava cap efecte additiu i les induccions continuaven sent de tres vegades la basal
(P<0.001). Respecte la cotransfeccio amb el factor de transcripcid c-Myc, es va reduir I'activitat
luciferasa a un 50% de l'activitat basal. En sumar-hi 'efecte del tractament d’hipoxia es va aconseguir
revertir aquest efecte i retornar a una activitat luciferasa semblant a la basal. Finalment, en aquest cas
ni amb la cotransfeccié conjunta de Sp1 i c-Myc ni a lintentar sumar els tres efectes (hipoxia,
presencia de Sp1 i preséncia de c-Myc) es va aconseguir revertir la inhibicio feta per c-Myc.

Resumint, en cotransfectar les construccions del promotor Pfkfb4 juntament amb els factors
Sp1 i c-Myc s'observava que I'efecte inhibitori de c-Myc (aconseguint resultats de luciferasa similars
als nivells basals o inclus menors) per les construccions Pfkfb4/-166, Pfkfb4/-428 i Pfkfb4/-1077 es
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podia eliminar. En sumar-li a la presencia de Sp1 i c-Myc I'efecte de la hipoxia, només van aconseguir-
se resultats significatius (P<0.001) per a la construccié Pfkfb4/-1077. Partint de la hipotesi d’un efecte
negatiu de c-Myc sobre el promotor del gen Pfkfb4 huma, almenys per la construccio Pfkfb4/-1077 tant
la sobreexpressié de Sp1 com la hipoxia podrien contrarestar aquesta inhibicié i a més conjuntament

cooperar per aconseguir induccions encara majors.

DISCUSSIO

L’enzim PFK-2/FBPasa-2 és essencial en la regulacié de la via glucolitica i per tant és
important conéixer com es regula la seva expressié genica. Per aquesta rad, la primera part d’aquest

capitol s’ha centrat en I'estudi de la regi6 5™- del gen Pfkfb4.

En primer lloc es va identificar I'inici de transcripcié del gen, trobant que es correspon amb un
residu citosina localitzat en la posicio -25 a partir del codd ATG, passant a ser considerada la posicio
+1 del gen Pfkfb4 huma. Seguidament, es van clonar dos fragments de la regié promotora, un de més
de 3500 nucleotids i un altre de 1077 nucledtids upstream de 'ATG al vector d’expressio luciferasa
pGL2basic (Pfkfb4/-3500 i Prkfb4/-1077, respectivament). A partir d’aquestes construccions, i per
deleccions creixents, es va obtenir una bateria de fragments de la regié promotora: Pfkfb4/-2100,
Ptkfb4/-1077, Pfkfb4/-428 i Pfkfb4/-166. | una ultima, Prfkfb4/-428A(-166), amb una delecci6 de 166
nucleotids al seu extrem -3'. Amb totes aquestes construccions es va identificar la regié minima del
promotor que requereix el gen per transcriure’s, demostrant que com a minim els primers 141 pb de la
regid 5'- del gen son essencials per la transcripcio del gen Prfkfb4 huma.

Paral-lelament, es va analitzar la sequiéncia de la regid de -3500 nucleotids a la cerca de

possibles llocs d’unié consens per a factors de transcripcio.

El testicle és un oOrgan amb una alta taxa proliferativa, degut a l'elevada produccid
d’espermatozoides i a la renovaci6 dels espermatogonis. Tanta proliferacié requereix, de ben segur,
molta energia i una gran quantitat d’'oxigen. Pero, els vasos sanguinis es localitzen entre els tubuls
seminifers, per tant, degut a la distancia de difusio entre la zona basal i el lumen tubular, la pressio
parcial d’oxigen es redueix (Wenger and Katschinski, 2005). Es ben conegut que sota baixes tensions
d’'oxigen, el factor de transcripcid HIF 1o s'activa, activant al seu torn, un ampli ventall de gens
induibles per hipoxia gracies a la heterodimeritzacié amb la proteina HIF 1B i la unid d’aquest

heterodimer als elements de resposta, HRE, en el promotor dels seus gens diana, els quals abasten
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un gran ventall de processos biologics. Aixi hi ha gens que van des de la proliferacid i la supervivéncia
cel-lular a l'apoptosi o la motilitat, I'estructura del citoesquelet, I'eritropoiesi, 'angiogenesi i, fins i tot, el

metabolisme anaerobic (Hirota and Semenza, 2006).

Els resultats obtinguts de I'analisi de 3500 nucleotids del promotor del gen Pfkfb4 evidencien
la preséncia de possibles elements de resposta a hipoxia que podrien explicar la induccié en
condicions d’hipoxia que s’ha descrit pel gen Pfkfb4 tant en diferents 6rgans com en diferents linies
tumorals (Minchenko et al., 2003; Minchenko et al., 2004; Minchenko et al., 2005a; Minchenko et al.,
2005¢). En el model cel-lular d’espermatogoni, mitjan¢ant assajos de luciferasa amb les construccions
del promotor en condicions d’hipoxia, es va posar de manifest que la resposta a hipoxia es mantenia
fins la construccid Pfkfb4/-428, i s’havia perdut per la Pfkfb4/-166, indicant que I'element HRE al
voltant de la posici6 -400 podria ser el més important o critic. | en canvi, el fet d’ampliar la regi6 del
promotor, és a dir augmentar la seqiiencia fins a les posicions -1077 i -2100 no semblaven contribuir a
la resposta a hipoxia. Aixi doncs, en principi els putatius HRE d’aquestes regions (posicions -492, -
943, -1036 i -1229) aparentment no tindrien un pes especific important, donat que el promotor respon
igual tant si els té que si no els té.

No obstant, aquests elements si caldria tenir-los en compte en el model cel-lular
d’espermatocit, GC-2 spd (ts), on les construccions de major grandaria (Prfkfb4/-1077, Pfkfb4/-1800 i
Ptkfb3/-2100) si que responien a la hipdxia mentre que la construccid Pfkfb4/-428 no ho va fer.

La implicacié del factor HIF1ow en la resposta del promotor a la hipoxia es va corroborar
transfectant la construccié Pfkfb4/-1077 a la linia cel-lular de fibroblast de ratoli, mEF, on el gen que
codifica per HIF1o. es troba deleccionat (Seagroves et al., 2001). Degut a la perdua d’aquesta
proteina, la construccié Pfkfb4/-1077 no va respondre a la hipoxia produida pel tractament amb CoCl,
en les ceél-lules knock out per HIF-I. En canvi, la mateixa construccid transfectada a les cel-lules mEF
salvatges produia una induccid en la resposta a la hipoxia de fins a 6 vegades respecte el basal. Es
demostraria, per tant, la necessitat de la subunitat HIF1ow activa per a mediar la resposta del gen
Pfkfb4 a les baixes pressions d’ oxigen que hi ha en I'epiteli seminifer.

Daltra banda, s’ha descrit que HIF 1o pot regular gens que responen a la hipoxia
antagonitzant amb la oncoproteina Myc per interaccions proteina-proteina (Gordan et al., 2007b; Kim
et al., 2007) al competir per llocs d'uni6 similars. A més, s’ha vist que el factor de transcripcié Sp1
(d’expressio constitutiva) pot modular les unions de HIF 1ot i c-Myc en el promotor dels gens diana en
condicions d’hipoxia, ja que actuaria afavorint la unié de HIF1ow al promotor i desplagant aixi a c-Myc
dels mateixos llocs d'unié al promotor i revertint els efectes d’aquest ultim en la transcripcid génica
(Figura 2.32).
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FIGURA 2.32. Model de I'efecte dels factors HIF 1 i Sp1 sobre l’activitat transcripcional de c-Myc en el
promotor del gen diana. Adaptat de Gordan et al., 2007a; Gordan et al., 2007b.

Aquest mateix model es podria hipotetitzar com a possible per al cas del gen Pfkfb4. Amb
I'analisi de la seqiiencia dels 3500 nucledtids del promotor del gen Pfkfb4 s’havien trobat possibles
sequiencies d’unié que cumplien tant per la consens de Sp1 com de c-Myc.

Primerament, l'estudi de la resposta del factor Sp1 i de les diferents construccions del
promotor en les cel-lules GC-1 spg, va posar de manifest que la regié dels 141 primers nucleotids, on
es localitzava la unitat minima promotora, podrien ser importants per mediar la resposta a Sp1 a les
cel-lules espermatiques. En canvi, tot i tenir possibles caixes d’'unié a Sp1 en la regié compresa entre -
141§ -2100, cap de les construccids assajades, Pfkfb4/-1077, Pfkfb4/-1800 i Pfkfb4/-2100, per elles
soles no semblaven tenir una resposta a la preséncia de Sp1 en condicions de normoxia. En
condicions d’hipoxia les construccions, Prfkfb4/-428 i Pfkfb4/-1077, que ja presentaven una major
resposta a la hipoxia, en afegir Sp1 la resposta s'incrementava molt més aquesta resposta. L'efecte de
Sp-1, en col-laboracié amb HIF, podria jugar un paper per afavorir I'activacié del promotor del gen

Pfkfb4 a les cél-lules germinals en situacions d’hipoxia.

Pel que fa al protoncogen c-Myc, regulador del creixement i de la proliferacié cel-lular, a les
cel-lules espermatogeniques GC-1 spg la seva preséncia semblaria inhibir I'activitat luciferasa de les
construccions del promotor Pfkfb4 en normoxia. La hipoxia per se tindria poder suficient per revertir
aquesta inhibicio tot i que la preséncia de c-Myc impediria arribar als nivells d’estimulacid de la hipoxia
sola. De confirmar-se de manera inequivoca la inhibicié del promotor Pfkfb4 per c-Myc, es podria
pensar que la preséncia de HIF podria estar provocant un desplagament de c-Myc de la unié a la
sequencia promotora del gen Pfkfb4 per competéncia, pel mateix lloc d’unié, amb HIF 1o. Aquesta
situacio seria plausible per a les construccions de més de 400 nucleotids, que sén aquelles que

responien a la hipoxia.

Partint de la base que sigui possible o compatible una relacié entre els factors HIF 1o, Sp1 i c-

Myc a I'hora de regular el gen Pfkfb4 a les cel-lules espermatogéniques en situacions d’hipoxia i

121



Analisi del promotor Pfkfb4

sabent que hi ha diversos treballs que suggereixen que HIF 1o regula, de forma negativa, a nivell
transcripcional 'activitat de c-Myc suprimint els seus efectes fisiologics (Koshiji and Huang, 2004;
Koshiji et al., 2004; Koshiji et al., 2005; To et al., 2005), es podria representar mitjancant 'esquema de
la Figura 2.33 la possible interaccié en el promotor del gen Pfkfb4.
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FIGURA 2.33. Model de les possibles interaccions dels factors transcripcionals HIF, Sp1 i c-Myc per tal
de regular l'activitat transcripcional del gen Pfkfb4. En normoxia, c-Myc dimeritzaria amb Max, i aquests
s‘unirien a les seqiiéncies E-boxes (5- CACGTG -3’) del promotor Pfkfb4 podent reprimir la seva
transcripcio. En hipoxia, HIF la es trobaria actiu, s'uniria amb el factor Spl i desplagarien al dimer
Myc/Max del promotor. HIF 1o, amb Spl, s'unirien a la subunitat ARNT (o HIF 1), reconeixerien els llocs
HRE del promotor Pfkfb4 (5-G/ACGTGC -3') i activarien la seva transcripcié. Adaptat de Gordan et al.,
2007a; Gordan et al., 2007b.

Segons aquest model ens trobariem que en situacions de normoxia, la proteina HIF1o: és
hidroxilada i degradada mentre que la proteina c-Myc dimeritzaria amb la proteina Max per unir-se a
les sequiencies E-box en el promotor del gen diana, en aquest cas el gen Pfkfb4 huma, per reprimir-ne
la transcripcid. En situacions d’hipoxia, HIF 1o no seria degradat i podria dimeritzar amb HIF 13 (o
ARNT), reconéixer els llocs HRE en el promotor diana i desplacant, aixi, el dimer c-Myc/Max del
promotor per activar-ne la transcripcid. Sp1 actuaria com a cofactor positiu, ajudant a desplagar el
dimer format per c-Myc/Max de la unié amb el promotor.

Aquest tipus d’interacci6 entre diferents factors és important en la regulacié transcripcional a
testicle perqué podria explicar el fet de que molts dels enzims glucolitics provinguin de gens especifics
o de transcrits especifics del llinatge (Eddy, 2002; Goldberg, 1990; Hecht, 1998) i siguin expressats de
forma especifica durant les fases de I'espermatogénesi Per exemple, PGK-2, GAPDHs i LDH-C que
s'expressen primerament als espermatocits en fase de paquite fins a les espermatides rodones
(Goldberg, 1990; Kramer and Erickson, 1981; Welch et al., 2006). El fet que hi hagi molts enzims
glucolitics d’expressié especifica a les cel-lules espermatogeniques i als espermatozoides suggereix

I'existencia d’una fina regulacié enzimatica i d’adaptacions a la hipoxia.
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Al linatge germinal, c-Myc s’expressa en aquelles cél-lules germinals que es troben en
proliferacio, espermatogonis i espermatocit, disminuint de forma progressiva fins a fer-se indetectable
a la fase post-meiotica (Koji et al., 1988; Teng and Vilagrasa, 1998; Wolfes et al., 1989). En canvi, HIF
1o es troba en aquelles cel-lules germinals que es localitzen més properes al lumen tubular (Marti et
al., 2002) i, per tant, la pressié d’'oxigen és menor (espermatides i espermatozoides). Sp-1, per la seva
banda, presenta una localitzacio més general a les cél-lules germinals (Persengiev et al., 1996;
Thomas et al., 2005). Segons els possibles efectes d’aquests factors en la regulacio transcripcional del
gen Pfkfb4, que s’han resumit en la Figura 2.33, i la distribucio cel-lular que presenten durant
I'espermatogenesi es podria explicar que la proteina tPFK-2 (PFKFB4) es localitzi, principalment, a les
cel-lules germinals postmeiotiques. Es comencaria a detectar als espermatocits i progressaria fins als
espermatozoides, segons el model proposat a la Figura 2.34.
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FIGURA 2.34. Esquema il-lustrant 1’expressié temporal de les proteines HIFlo, Sp-1, c-Myc i tPFK-2
durant I'espermatogeénesi. Sp-1 és una proteina d’expressié constitutiva al llarg de l'espermatogenesi,
mentre que c-Myc i HIF 1o presenten una distribuci6 contraria. A mesura que les pressions d’oxigen baixen,
en avangar el procés espermatogenic, s'incrementa 1'expressié de la proteina HIF 1o. mentre que I'expressio
de c-Myc es redueix. tPFK-2 presenta una distribucié paral-lela a HIF-1o. i oposada a c-Myc.
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III.

ACCIO PARACRINA DE LES CEL-LULES DE SERTOLI SOBRE
PFKFB3 | PFKFB4.

El principal objectiu d’aquest capitol va ser I'estudi dels possibles efectes de les hormones
esteroidals (testosterona i estradiol) sobre I'expressio de I'enzim bifuncional PFK-2/FBPasa-2 en el
testicle, on la regulacié hormonal és altament important per linici i el manteniment del procés

espermatogenic.

Per tal d'acomplir-ho, es va abordar I'estudi de la regulaci6 transcripcional del gen Pfkfb4 a
dos nivells. En primer lloc es va iniciar una analisi dels possibles efectes directes de la testosterona i/o
I'estradiol sobre el promotor del gen Pfkfb4. En segon lloc, es va estudiar el possible efecte paracri de
la testosterona sobre els promotors dels gens Pfkfb3 i Pfkfb4 a partir del medi condicionat en les
cel-lules de Sertoli. També es va estudiar aquest possible efecte paracri sobre les expressions dels
enzims UPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4). Per aquests estudis es van utilitzar les cél-lules
derivades d’espermatogonis: GC-1 spg, d’espermatocits: GC-2 spd(ts) i les cél-lules derivades de
Sertoli: TM-4.
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INTRODUCCIO

Malgrat que la testosterona és una hormona essencial per linici i el manteniment de la
producci6 dels espermatozoides als mamifers (McLachlan, 2000; McLachlan et al., 2002), les cél-lules
germinals en desenvolupament no en presenten receptors. Per tant, els androgens no poden actuar
directament sobre elles; Unicament ho fan sobre les cel-lules somatiques del testicle, com son les
cel-lules de Sertoli, les de Leydig, les cél-lules mioides peritubulars i les cél-lules de la musculatura
lisa que envolten els vasos sanguinis (Suarez-Quian et al., 1999). En aquestes ceél-lules, la
testosterona interaccionaria amb el receptor d’androgens per estimular la produccié de factors
necessaris per afavorir la maduracié de les cél-lules germinals cap a espermatozoides. Si ens centrem
en les cél-lules de Sertoli, 'hormona actuaria a través dels receptors d’androgens localitzats a la seva
membrana per tal de regular i activar 'espermatogenesi. No obstant, a partir d’aqui el mecanisme pel
qual I'estimulacié hormonal de testosterona a les cél-lules de Sertoli influeix sobre les ceél-lules

germinals encara roman desconegut.

Al testicle i a la prostata, la testosterona és metabolitzada a 5a-dihidrotestosterona (DHT), la
qual té 10 vegades més d'afinitat pels receptors d’andrdgens (Debes and Tindall, 2002). En el model

classic d'interaccio entre les hormones esteroidals i els seus receptors, 'hormona, en aquest cas la

testosterona (T), difon a través de la membrana cel-lular, gracies a les seves caracteristiques
hidrofobiques, per unir-se al seu receptor intracel-lular (AR). Fins aquest moment, el receptor estava
inactiu, la unié del lligand amb el receptor permet la formacié d’'una subunitat hormona-receptor activa.
El receptor activat forma un homodimer i tot el complex hormona-receptor transloca al nucli, on
funciona com a factor de transcripcid que s’uneix a seqiencies de reconeixement especifiques
(elements de resposta als androgens, ARE) al promotor del gen diana del qual vagi a modular la
transcripcié (Walker and Cheng, 2005). Aixi doncs, tant el reconeixement de I'element ARE com la
posterior unid al promotor és dependent del lligand, és a dir, de la testosterona.

Pero, la testosterona també pot actuar a través d’'un mecanisme alternatiu que no impliqui la

uni6 directa del complex hormona-receptor al DNA. En aquest segon model, el complex hormona-
receptor activaria directament vies de senyalitzacid en la cél-lula que finalment regularien la
transcripcié dels seus gens diana. Per exemple, el complex hormona-receptor pot activar alguns dels
factors implicats en la regulacié de via de les MAP cinases (MAPK) per tal d'iniciar la cascada de
senyalitzaci6 que portaria finalment a la fosforilacid del factor de transcripcié6 CREB (cAMP response
element binding protein) que en ultim terme seria el responsable de la regulacio transcripcional del gel
diana (Walker and Cheng, 2005).
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En definitiva, 'augment transcripcional i en consequiéncia la regulacié de la sintesi de novo de
proteines en les cél-lules que responen als androgens seria el mecanisme pel qual aquestes
hormones controlarien I'espermatogénesi. El model d’interaccié entre 'normona esteroidal (en aquest

cas, la testosterona) i el seu receptor a la cel-lula diana es mostra a 'esquema de la Figura 3.1.
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FIGURA 3. 1. Representacié esquematica de l’activacié transcripcional dels gens en resposta als
androgens. (A) Via clasica d’'interaccié amb 1’element ARE en el promotor. (B) Via alternativa d’activacié de
la via de senyalitzacio de les MAPK que finalment fosforila al factor de transcripcié CREB, que s'uneix al
promotor. Adaptat de Walker and Cheng, 2005.

Apart de la testosterona, hi ha evidencies d’una possible implicacié dels estrogens en la
produccid d’espermatozoides. Les cel-lules germinals presenten I'enzim P-450 aromatasa actiu, el
qual pot convertir androgens en estrogens. També s’ha trobat la preséncia de receptors d’estrogens
(ERat i ERB) en el testicle. Ambdds receptors s’expressen a les cél-lules germinals (O'Donnell et al.,
2001). Experiments en diferents fases de desenvolupament, des dels espermatogonis a espermatides
en elongacié amb ratolins knockout pel receptor dels estrogens (ERaKO o ERBKO) o pel gen de
I'aromatasa (ArKO), aixi com l'estudi d'individus amb mutacions al receptor ERc, mostren un dany
progressiu a l'espermatogenesi, consistent en anormalitats a les cel-lules postmeiotiques,
conjuntament amb un augment de I'apoptosi (Fisher et al., 1998; Robertson et al., 1999).

Aquestes evidencies suggereixen que els estrogens haurien d’exercir, ni que sigui
minimament, una funcié en el testicle adult. A més, els espermatozoides a I'epididim també contenen
I'enzim P-450 actiu, I'expressié del qual va disminuint progressivament a mida que I'esperma avanca

per l'epididim (Aquila et al., 2002). El conjunt d’aquestes dades suggereix que les espermatides
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podrien sintetitzar estrogens i que la presencia dels estrogens a 'espermatozoide pot ser important en

la seva maduracio.

Les cél-lules de Sertoli i les germinals mantenen una forta i estreta relacié al llarg de
I'espermatogenesi. A l'inici de la pubertat, les cél-lules de Sertoli estableixen fortes unions entre elles i
amb les cel-lules germinals que comencen a diferenciar-se, quedant englobades dintre. Aquestes
unions, conegudes com a Barrera Hemato-Testicular (BHT), tenen una doble funcid; per un costat
mantenir i protegir la integritat de I'epiteli i, per I'altre, facilitar la comunicaci6 inter-cel-lular. Com a
consequéncia de la compatimentacio de I'epiteli seminifer per part de la BHT, les cél-lules germinals
en divisid, espermatocits i espermatides, com també els espermatozoides, es localitzen dins la BHT
mentre que els espermatogonis es localitzen fora, al compartiment basal juntament amb les cel-lules
de Sertoli. Les cel-lules de Sertoli, en estar a prop dels capil-lars sanguinis, oxiden la glucosa produint
gran quantitat de lactat (Fritz et al, 1981; Mita and Hall, 1982) que és transportat a través del seu
transportador especific MCT2, en elevades concentracions cap a les cél-lules germinals

postmeidtiques (Figura 3.2).

FIGURA 3.2. Esquema de la relacié de
cooperaci6 que s’estableix entre una
cél'lula de Sertoli i una cél-lula germinal.
La cel'lula de Sertoli capta glucosa que sera
processada per la via glucolitica cap a
lactat. Aquest passa a les cellules germinals
gracies a un transportador especific, MCT2.
En aquestes cel-lules el lactat és oxidat cap a
piruvat (aquest procés esta catalitzat per
I'enzim d’expressié especifica LDHA).
Tanmateix, hi han diversos factors que hi
poden influir positiva o negativament.
(Boussouar and Benahmed, 2004)
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Aquesta cooperacio metabolica entre les cel-lules de Sertoli i les germinals pot afectar-se
per I'exposicid a toxics, per exemple amb la Flutamida (Goddard et al., 2003), que redueix la produccié
i el transport del lactat cap a les ceél-lules germinals meidtiques i postmeidtiques, que acaben morint.
D’aquesta manera, la preséncia de lactat es podria considerar com un factor de supervivencia perquée
inhibeix I'apoptosi de les cél-lules germinals aixi com també estimula la sintesi de RNA i de proteines a
les espermatides (Erkkila et al., 2002; Jutte et al., 1981).

D’altra banda, les cél-lules de Sertoli produeixen estimuls bioquimics en forma de factors de
creixement (SCF, TGFo. i 3, BMP, IGF, FGF, EGF) i/o nutrients especifics necessaris per a que les

cel-lules germinals sobrevisquin formant un microambient Unic al compartiment adluminal (Griswold,
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1988; Griswold, 1995; Griswold, 1998). Algunes de les glicoproteines que fabriquen tenen funcions
com a transportadors, proteases i inhibidors, components de la matriu extracel-lular i reguladors de la
divisio, la diferenciacio i el metabolisme de les cel-lules germinals. Per exemple: citoquines, factors de
creixement, molecules senyalitzadores i hormones (veure la taula 1 de la introducci6 general d’aquesta
memoria de tesi doctoral). No obstant, no son només les cel-lules de Sertoli les que influeixen sobre
les cél-lules germinals. L'expressié d’alguns gens a les cel-lules de Sertoli varia segons la progressié
en les fases de I'espermatogenesi per part de les germinals, suggerint una bidireccionalitat en la

comunicacid entre ambdos tipus cel-lulars (Zabludoff et al., 2001).

Amb aquests antecedents, el seglient punt d’analisi en aquesta tesi va ser I'estudi de les
possibles implicacions de les hormones esteroidees en el control de I'enzim PFK-2 en el testicle
durant 'espermatogeénesi. | provar tant si la testosterona i els estrogens podien exercir un efecte de
regulacié directe sobre el gen Prkfb4, com si la seva acci6 podia estar mediada per les cél-lules de
Sertoli indirectament a través d’algun factor que aquestes alliberessin al medi com a resultat de 'accid

hormonal.

RESULTATS

Relaci6 entre les hormones esteroidals i el gen Pfkfb4.

El receptor glucocorticoide (GR) pertany a una superfamilia de receptors que inclouen aquells
que reconeixen androgens, progesterona, estrogens i retinoides com a lligands (Encio and Detera-
Wadleigh, 1991; Evans and Hollenberg, 1988). Tots ells comparteixen una estructura canonica

formada per diferents dominis funcionals, tal com es pot observar a la Figura 3.3.

| AB C D E F C
Domini transactivacional| Domini d’uni6 al DNA Domini d’uni¢ a 'hormona

FIGURA 3.3. Representacié esquematica de I’estructura del receptor glucocorticoide. S"han assenyalat els
diferents dominis funcionals des de I’extrem animoternimal (N) fins a I'extrem carboxiterminal (C). Adaptat
d’Encio and Detera-Wadleigh, 1991; Evans and Hollenberg, 1988.

De tots els dominis que conformen aquesta familia de receptors, el domini d’'unié al DNA
(DBD) i el domini d’unié a 'hormona (HBD) es troben conservats entre especies. Aixi mateix, tots els

receptors de la superfamilia comparteixen una elevada homologia en la seqiiencia dels dominis DBD i
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HBD i actuen com a factors de transcripcid dependent del lligand. Malgrat que tots es podrien unir als
mateixos elements de resposta al glucocorticoide (GRE), cadascun regula processos cel-lulars
diferents.

Les hormones esteroidals, actuant com a factors de transcripcid, reconeixen una sequencia
palindromica imperfecte de quinze nucleotids en els gens diana (ARE: 5-GGTACA nnn TGTTCT -3’ i
ERE: 5-AGGTCA nnn TGACCT -3’ (Devos et al., 1997; O'Lone et al., 2004). Tot i que les seqiencies
palindromiques son les predominants com a elements de resposta ARE i ERE, hi han molts gens que
només presenten mig element consens ERE en el seu promotor. El mig element ERE presenta menor
afinitat d’'unié al complex hormona-receptor que I'element ERE sencer. Per aquesta rad, aquests gens
presenten dos o tres elements ERE no complerts en la seva seqlencia promotora (O'Lone et al.,
2004).

Tenint en compte que a la seqiiencia promotora del gen Pfkfb4 hi ha possibles elements de
resposta a les hormones (androgens i estrogens) a les posicions -508, -990, -1609, -1891,-2292, -2738
i -2884 (Figura 3.4), es va avaluar quina resposta provoquen sobre I'expressio del gen Pfkfb4 les
hormones testosterona i estradiol, ambdues amb funcions importants a I'espermatogenesi.

-:35loo: -3(100 :2500 -zToo :-1|500 -1<100 :-5|oo: : %re
B | ] N L

__ H _M_me 3500

|ERE:5 AGGTCAgggTGACCT 3/

|ARE: 5 GGTACAgggTGTTCT 3]
-1609 (+) GGTACAcacTGggCa
-1891 (+) GGggCAgggTGTTCc

-506 (+) TGACCa (1)
-990 (+) AGGTCA (2)
-2292 (+) AGGcCAgcTGACCT

Altres gens amb només mig element ERE consens

revisat a O’Lone et al., 2004
(1) Receptor d’estrogens-a (ER-a), Protosina, Receptor NMDA
(2) Receptor d’estrogens-a (ER-a), H-ras, Receptor ' NMDA

FIGURA 3.4. Esquema dels -3500 nucleotids del promotor del gen Pfkfb4 amb les posicions ARE (groc) i
ERE (verd) marcades. (1): consensus dreta, (2): consensus esquerra. Sentit de la cadena de DNA (+) i (-).

Per estudiar la resposta a les hormones esteroidals, com la testosterona i I'estradiol, sobre el
gen Pfkfb4, es va transfectar una linia cel-lular establerta de Sertoli de ratoli, les cel-lules TM-4, les

quals expressen els receptors d’hormones esteroidees. A continuacid es va assajar I'estimulacio
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hormonal del promotor, tractant les cél-lules TM-4 amb 10 M de 5a-dihidrotestosterona (DHT) o 10-°
M de 17-B-estradiol després de transfectar-hi transitoriament les construccions del promotor Pfkfb4.
Els efectes exercits per aquests tractaments, durant 16 hores, es mostren com a vegades d'induccié
de l'activitat relativa de la luciferasa, del plasmidi assajat sota els tractaments, respecte al nivell basal
d’activitat de la mateixa construccid sense tractar (a qui se li va donar el valor de 1). Per poder
comparar entre les diferents construccions els resultats es van corregir per la seva corresponent

activitat B-galactosidasa.

Per verificar que l'estudi s’estava fent correctament i que les construccions del promotor
funcionaven a la linia cel-lular de Sertoli TM-4, també es va analitzar la resposta al serum, demostrant
que totes les construccions responien positivament al sérum entre dos i tres vegades respecte el valor
basal, fins i tot la unitat minima promotora caracteritzada dins els primers 141 nucleotids del promotor.
Aixi mateix, es va validar la linia TM-4 com a model en l'estudi de I'efecte de I'estimulacié hormonal

sobre el promotor del gen Pfkfb4. Els resultats es representen a la Figura 3.5.

A) TM-4
Il Basal

s [ Sérum
[117-B-Estradiol

FIGURA 3.5. Efecte dels
tractaments hormonals sobre
I'activitat del = promotor
Pfkfb4. Activitat luciferasa de
T™™-4
amb diferents construccions
del promotor Pfkfb4 i tractades
amb 7.5% serum (5% horse
serum i 2.5% fetal calf serum),
10° M 17-B-estradiol (A) i 10?
f T T T 1 M 5a-dihidrotestosterona
(DHT) (B). Els
s'expressen com a vegades
d’induccié respecte el valor de

Pfkfb4/-1800

Pfkfb4/-1077

cel-lules transfectades

Pfkfb4/- 428

Pfkfb4/-166

N L. resultats
vegades d'induccié

la construccié sense tractar que
B) T™-4 o oo d

s'agafa com a 1. L’activitat
522?5% luciferasa esta normalitzada
Pfkfb4/-2100 h B DHT amb els valors de j-
(5-o-dihidrotestosterona)  galactosidasa. Es representa la
Pfkfb4/-1800 i mitjana de tres experiments
independents amb triplicats +
Pfkfb4/-1077 i S.E. Les barres que porten
(*)=(P<0.1) i (***)=(P<0.001) s6n

Pfkfb4/- 428 bl estadisticament diferents.

Pfkfb4/-166 e
0 1 2 3 4

vegades d'induccié
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Com es pot observar a la Figura 3.5A, el tractament amb 17-B-estradiol només semblava tenir
efecte, i aquest era negatiu, sobre les construccions Prkfb4/-1077 i Pfkfb4/-1800, reduint la resposta
luciferasa a més de la meitat respecte el basal. Aquestes dades indicarien que en la regi¢ del promotor
entre les posicions -428 i -1077 podria haver alguna possible seqiencia d'unié que mediés la resposta
a l'estradiol. Es suggereixen els elements de resposta a hormones (ERE) presents a les posicions -
506 i -990 com a candidats.

A la Figura 3.5B es pot observar com el tractament amb 5a-dihidrotestosterona no va causar

cap efecte significatiu en les activitats luciferases de les construccions del promotor Pfkfb4. Podria ser
degut a que les possibles caixes de resposta a androgens presents al fragment de -2100 nucleotids no
son suficients per a induir una resposta a la testosterona i es faria necessari ampliar la zona d’estudi
del promotor per tal d'analitzar la possible regulacié d’aquest sobre el promotor. D’altra banda es
podria pensar que la testosterona, per se, directament no afecta I'expressio del gen Pfkfb4 ja que les
cel-lules germinals, on s’expressa la proteina, no presenten receptors d’androgens i els possibles

efectes d’aquesta hormona serien indirectes.

Role de les cél-lules de Sertoli en la regulacio de I'expressio de les proteines
PFKFB3 i PFKFBA4.

Segons les dades del primer capitol de resultats, es podria sostenir la idea d’'una possible
alternanca en l'expressid de les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) durant
I'espermatogenesi i I'espermiogenesi. Els seglients experiments es van realitzar amb la finalitat de
determinar si podrien ser les cél-lules de Sertoli les responsables de regular el canvi d'isoforma
produint algun tipus de factor que es secreti al medi en resposta a I'estimulacié per testosterona que té

lloc durant el procés espermatogenic.

Amb l'objectiu d’estudiar aquesta possible relacié es van incubar les cel-lules de Sertoli de
ratoli TM4, durant 24 o 48 hores amb medi basal, medi suplementat amb seérum al 7.5% (fetal calf
serum i horse serum) i medi basal suplementat amb 10 -° M de DHT. Passades les 24-48 hores, es va
recollir el medi de cultiu, es va centrifugar per eliminar les possibles cel-lules mortes i es va guardar a -
20°C, fins a la seva utilitzacié. Aquest medi, es va anomenar medi condicionat o CM, i es va utilitzar,
directament, per cultivar les cel-lules germinals. Les linies cel-lulars germinals, GC-1 i GC-2, es van

cultivar amb medi suplementat amb serum (10% fetal calf serum), amb testosterona (10 ¢ M) i amb el
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medi condicionat basal (BCM), o condicionat amb testosterona (TCM). Passades les 24 hores, es va
recollir I'extracte proteic total i es va analitzar 'expressio de les proteines tPFK-2 (PFKFB4) i uPFK-2
(PFKFB3) amb un Western blot (Figura 3.6).

A) tPFK-2 (PFKFB4) B) uPFK-2 (PFKFB3)
[ BCM mmm TCM CJBCM EEERTCM
2,00 2.00~
© 1.75- ‘0 1.754
8 1.50- S 1.501
3 =
2 1.25- 2 1.25-
S 1.00- T 1.00-
» /2]
£ 075 2 0.75-
o 0.501 o 0.501
> 0.25- > 0.25 ek
000 0.00 .
BCM _ _TCM BCM__ _TCM
S — anti-tPFK-2 — anti-uPFK-2
s anti-tubulina —— L ibUlina

FIGURA 3.6. Efecte del medi condicionat provinent de cél-lules de Sertoli sobre les proteines tPFK-2
(PFKFB4) i uPFK-2 (PFKFB3). Les cel-lules germinals GC-1 spg, es van tractar amb medi condicionat basal
(BCM) i medi condicionat amb testosterona (TCM), durant 24 hores. Es van carregar 50 pug d’extracte proteic
total de GC-1 per fer 'analisi per Western blot. (A) Analisi per tPFK-2 (PFKFB4) i (B) analisi per uPFK-2
(PFKFB3). A sobre de les membranes de Western, es mostra la densitometria corresponent. (**)=(’<0.001).

Quan es va analitzar I'expressio de la proteina tPFK-2 (PFKFB4) a la linia cel-lular GC-1 spg,
es va observar que el cultiu d’aquestes amb el medi condicionat amb testosterona (TCM) provinent de
les cel-lules de Sertoli, feia incrementar lleugerament I'expressié de tPFK-2 (PFKFB4) respecte el
tractament amb el medi condicionat basal (BCM) (Figura 3.6A). Pel que fa a la proteina uPFK-2
(PFKFBS), sota el tractament amb el medi condicionat amb testosterona (TCM) es va reduir la seva
expressid fins a ser quasi imperceptible, amb un valor del voltant del 25% respecte I'expressid que

tenia amb el tractament amb el medi condicionat basal (Figura 3.6B).

Quan es va repetir 'experiment a la linia cel-lular GC-2 spd (ts), I'expressio de la proteina
tPFK-2 (PFKFB4) es va incrementar lleugerament en cultivar aquestes cel-lules amb el medi
condicionat amb testosterona (TCM) provinent de cél-lules de Sertoli respecte el tractament amb el
medi condicionat basal (BCM), tal com es mostra a la Figura 3.7A. A més, aquesta resposta depén del
temps que hagi tardat en recollir-se el medi condicionat des de l'aplicacié del tractament de 5ci-
dihidrotestosterona a les cél-lules de Sertoli. Aixi, I'increment d’expressio de tPFK-2 (PFKFB4) va ser

major quan el medi condicionat havia estat 48 hores en contacte amb les cel-lules de Sertoli (Figura
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3.7B) en comparacié amb un que va estar només 24 hores. L'expressié de la proteina uPFK-2
(PFKFB3) es va reduir en tractar les cel-lules germinals GC-2 spd (ts) amb el medi condicionat amb
testosterna (TCM) respecte I'expressié que tenia amb el tractament amb el medi condicionat basal
(BCM) (Figura 3.7C).

A) tPFK-2 (PFKFB4) C) uPFK-2 (PFKFB3)
1BCM I TCM [—1BCM mmmTCM
2.25+ 2.00
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E 1.00- ; 1.007
3 0.754 g 0.75-
S & 0.50-
2 0.50- 20
> 0.25- > 0.254
0.00 0.00
BCM TCM BCM TCM
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FIGURA 3.7. Efecte del medi condicionat de Sertoli sobre les proteines tPFK-2 (PFKFB4) i uPFK-2
(PFKFB3). Les cel'lules germinals GC-2 spd (ts), es van tractar amb medi condicionat basal (BCM) i medi
condicionat amb testosterona (TCM), durant 24 hores. Es van carregar 50 pug d’extracte proteic total de GC-2
per fer I'analisi per Western blot. (A) Analisi per tPFK-2 (PFKFB4) i (C) analisi per uPFK-2 (PFKFB3). A
sobre de les membranes de Western, es mostra la densitometria corresponent. (B) Analisi de I'expressié de
tPFK-2 (PFKFB4) en funcié del temps que s’ha trigat en condicionar el medi CM; 24 o 48 hores en contacte
amb les cellules de Sertoli.

Aquests resultats assenyalarien que en el medi condicionat TCM podria existir algun factor
soluble produit per les cel-lules de Sertoli i secretat al medi de cultiu en resposta a I'estimulacio
hormonal per part de la 5a-dihidrotestosterona que podria regular, bé directa o indirectament,
I'expressio de les proteines tPFK-2 (PFKFB4) i uPFK-2 (PFKFB3) en les cél-lules germinals durant
I'espermatogenesi. El fet que en el medi condicionat de 48 hores I'augment d’expressié sigui major
que en el de 24 hores reforcaria la idea de 'augment de concentracié d’algun factor de creixement en
aquest medi que afectés a I'expressié de tPFK-2 (PFKFB4) i uPFK-2 (PFKFB3).

Per tal de descartar que els efectes del medi condicionat TCM sobre les proteines tPFK-2

(PFKFB4) i uPFK-2 (PFKFB3) no fossin deguts a la preséncia de restes de 5c-dihidrotestosterona
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(DHT) en el medi de cultiu, es van cultivar directament les cél-lules germinals amb 109 M d’aquesta
hormona durant 24 hores, i es van analitzar les seves expressions per mitja d’'un Western blot. Com
es pot observar a la Figura 3.8 A, la proteina tPFK-2 (PFKFB4) no es veu afectada pel tractament
directe amb DHT, mentre que uPFK-2 (PFKFB3) (Figura 3.8 B) s’incrementa d’igual manera amb els
tractaments amb serum i amb DHT respecte la situacié basal.

A) GC-1 spg GC-2 spg
Sérum  DHT Sérum DHT

FIGURA 3.8. Efecte de I'hormona testosterona
S e s T e e antitPFK-2  sobre les proteines tPFK-2 (PFKFB4) i uPFK-2

(PFKFB3). Les célllules germinals GC-1 spg i
S —— — . .
- S - anti-tubulina GC-2 spd (ts), es van tractar amb medi

B) Gc-1 spg GC-2 spg suplementat amb DHT (10° M) durant 24
B s _DHT Sérum  DHT hores. Es van carregar 50 ug d’extracte proteic

total per fer ’analisi per Western blot.

Teoeww - — _ _  anti-uPFK-2
DR e gnti-tubulina

Aquests resultats indicarien que la preséncia de 10-° M de 5ai-dihidrotestosterona (DHT) en el
medi de cultiu de les cel-lules germinals no era la causa dels efectes sobre I'expressio dels isoenzims
de la PFK-2 ubic i testicular que s’havien observat en cultivar aquestes cél-lules amb el medi
condicionat obtingut 24 0 48 hores després del tractament de les cél-lules de Sertoli amb DHT (10-°M).

D’altra banda, els efectes del medi condicionat amb testosterona (TCM) sobre tPFK-2
(PFKFB4) i uPFK-2 (PFKFB3) podrien ser deguts a algun factor que les cel-lules de Sertoli produeixen
gracies a lestimulacié hormonal d’aquestes amb DHT i que el van secretant al medi de cultiu
condicionat on es va acumulant. Aixi doncs, aquest factor soluble podria ser el mediador de I'accié de

|la testosterona, via Sertoli, sobre les cel-lules germinals.

Seguidament es va estudiar si els efectes observats sobre els isoenzims uPFK-2 (PFKFB3) i
tPFK-2 (PFKFB4) del medi condicionat amb testosterona (TCM), podrien ser explicats per un augment

en la transcripcio dels gens que codifiquen per aquestes proteines, Pfkfb3i Pfkfb4 respectivament.

Donat que es disposava de diverses construccions dels promotors dels gens Prkfb3 i Pfkfb4
per fer analisi de luciferasa, es van transfectar transitoriament les linies cel-lulars germinals GC-1 spg i
GC-2 spd(ts) amb les construccions de major longitud d’'ambdds promotors; Prkfb3/-3566 i Prkfb4/-
2100. Després de la transfeccié dels plasmidis les cel-lules es van sotmetre, durant 24 hores, als
tractaments amb medi condicionat basal (BCM) i medi condicionat amb testosterona (TCM) que es va
recollir després de 48 hores de tractar les cel-lules de Sertoli amb 5a-dihidrotestosterona. A la Figura
3.9 es mostren les activitats luciferasa obtingudes per cada transfeccio. El resultat s’expressa com a

vegades d'inducci6 de I'activitat luciferasa del plasmidi estudiat, sota el tractament amb TCM, respecte
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al nivell basal d’activitat de la mateixa construccid amb BCM, a qui se li assignava el valor de 1. Per
poder comparar entre les diferents construccions del promotor, es van corregir els resultats per
Ieficiencia de transfeccid de cada construccié amb els corresponents valors de -galactosidasa (Figura
3.9).

La construccid Pfkfb4/-2100, tant a les cél-lules GC-1spg com a les GC-2 spd (ts), presenta un
augment en l'activitat luciferasa sota el tractament amb el medi condicionat TCM d’unes dues vegades
d’induccid, respecte al medi BCM (Figura 3.9A). Pel que fa a la construccié Pfkfb3/3566, a les cel-lules
GC-1 no hi ha diferéncies entre la resposta a BCM i a TCM. Per a, a les cél-lules GC-2 el tractament
amb el medi TCM disminueix la resposta luciferasa a quasi la meitat respecte la condici6 basal (Figura
3.9B).
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FIGURA 3.9. Efecte dels medis condicionats de Sertoli sobre 1’expressio dels gens Pfkfb4 i Pfkfb3. Les
construccions Pfkfb4/-2100 (A) i Pfkfb3/-3566 (B) es va transfectar transitoriament a les cél-lules germinals,
GC-1 spg i GC-2 spd(ts). Aquestes cellules van ser tractades, durant 24 hores, amb els medis condicionats
de 48 hores basal (BCM) i de testosterona (TCM). Passat el temps del tractament, es va mesurar 'activitat
luciferasa. Les transfeccions es van realitzar com a minim per triplicat, i es van fer les mitjanes dels valors
individuals per a donar el resultat d'un experiment. Els resultats s’expressen com a vegades d’induccié
respecte el valor de la construccié sense tractar que s’agafa com a 1. L’activitat luciferasa esta normalitzada
amb els valors de B-galactosidasa (60 ng). Es representa la mitjana de cinc experiments independents ( S.E.
(**)=(P<0.01), (***)=(P<0.001).

Aquests resultats reforcarien la idea ja plantejada de que en el medi condicionat TCM existiria
algun factor produit per les cel-lules de Sertoli i secretat al medi de cultiu en resposta a la estimulacio
amb testosterona que en posar-lo en contacte amb les cél-lules germinals podria regular, bé directa o
indirectament, la transcripcid dels gens Pfkfb3 i Pfkfb4 en aquestes cél-lules germinals durant

I'espermatogenesi.
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Localitzacié6 d’algun possible element de resposta al medi condicionat en el
promotor Pfkfb4.

Tot i estar clar segons els anteriors resultats que en el medi condicionat podria existir un factor
soluble que podria regular (ja sigui per interaccio directa o indirectament a través d’algun altre factor
diana activat) positivament la transcripcié del gen Pfkfb4, i negativament la transcripcié del gen Pfkfb3,
trobar quins possibles factors serien candidats per a aquesta regulacié pot ser un treball molt més
complicat. Segons la bibliografia hi ha alguns factors que son secretats per les cél-lules de Sertoli
(TGF o i B, BMP, EGF, IGF, FGF) que podrien ser els mediadors d’aquesta resposta. No obstant, com
ja s’ha esmentat a la introduccid, el mediador entre les cél-lules germinals i les cel-lules de Sertoli que

determinaria el mecanisme implicat en la resposta a la testosterona és encara desconegut.

Amb la idea d’acotar quina seqliéncia de la regid promotora podria estar implicada en la
resposta al medi condicionat amb testosterona (TCM) es va transfectar transitoriament la linia cel-lular
d’espermatogoni de ratoli GC-1 spg amb les diferents construccions del promotor Pfkfb4: Pfkfb4/-166;
Prkfb4/-428, Pfkfb4/-1077, Pfkfb4/-1800 i Pfkfb4/-2100. Després de la transfeccid dels plasmidis, les
cel-lules es van dejunar amb medi basal sense serum durant 24 hores. Passat aquest temps, es van
tractar les transfeccions amb tres tipus de medis condicionats:

1. Medi BCM: l'obtingut de cel-lules de Sertoli 48 hores després de tenir-les en medi DMEM sense
sérum. Els resultats es presenten a la Figura 3.10A.

2. Medi SCM: I'obtingut de cél-lules de Sertoli 48 hores després de tenir-les en medi DMEM amb
10% sérum. Els resultats es mostren a la Figura 3.10B.

3. Medi TCM: l'obtingut de cél-lules de Sertoli 48 hores després de tenir-les en medi DMEM
(sense serum) tractat amb 10° M de 5o-dihidrotestosterona. Aquest tractament també es va
assajar sobre les cel-lules GC-2 spd(ts) transfectades transitoriament amb les construccions del

promotor Pfkfb4. Els resultats es presenten a la Figura 3.11A.

Tots els resultats s’expressen com a vegades d'induccié d’activitat luciferasa del plasmidi
estudiat, sota els tractaments correspoment (SCM o TCM) respecte al nivell d’activitat luciferasa de la
mateixa construccio sota el tractament BCM, a qui se li assignava el valor de 1 (Figures 3.10B i 3.11,
respectivament). En el cas del tractament BCM, aquest es representa versus el nivell basal obtingut
per cada construccio sense tractar (Figura 3.10A). Per poder comparar entre les diferents
construccions del promotor, es va corregir els resultats per l'eficiencia de transfeccié de cada

construccié amb els corresponents valors de B-galactosidasa.
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A) BCM a GC-1 spg B) SCM a GC-1 spg
Pfkfb4/-2100 H¥ Pfkfb4/-2100 i
Pfkfb4/-1800 H¥ Pfkfb4/-1800 —

Pfkfb4/-1077 H Pfkfb4/-1077 H
Pfkfb4/-428 - H Pfkfb4/-428 - H
Pfkfb4/-166 - i Pfkfb4/-166 - H
Basal | BCM |
L) L) L) 1 Ll L) L) 1
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vegades d'induccié vegades d'induccié

FIGURA 3.10. Resposta de les construccions promotores del gen Pfkfb4 als medis condicionats de Sertoli.
Les diferents construccions es van transfectar de forma transitoria a les cel-lules germinals GC-1 spg. Les
cellules van ser tractades amb medi basal, (A) medi condicionat basal (BCM) i (B) medi condicionat amb
serum (SCM), durant 24 hores, després es va mesurar l'activitat luciferasa. Les transfeccions es van realitzar
com a minim per triplicat, i es van fer les mitjanes dels valors individuals per a donar el resultat d'un
experiment. Els resultats s’expressen com a vegades d’induccié respecte el valor de la construccié sense
tractar que s’agafa com a 1. L’activitat luciferasa esta normalitzada amb els valors de -galactosidasa. Es
representa la mitjana de tres experiments independents ( S.E. (**)=(P<0.01).

Com es pot observar a la Figura 3.10A, el tractament amb el medi condicionat basal (BCM) de
les cel-lules GC-1spg va augmentar l'activitat luciferasa fins a dues vegades d’'induccié respecte la
condicié basal a les construccions Pfkfb4/-1800 i Pfkfb4/-2100. No hi va haver cap resposta en les
construccions de menor grandaria (Pfkfb4/-166; Pfkfb4/-428, Pfkfb4/-1077). Els resultats de la Figura
3.10B mostren que el tractament de les cél-lules amb el medi condicionat amb seérum (SCM) no va
produir cap resposta entre les diferents construccions promotores assajades en comparacié amb la

resposta que es va obtenir amb el medi BCM, tal com es pot observar a la Figura 3.10B.

Els resultats del tractament amb medi condicionat amb testosterona (TCM) sobre les diferents
construccions del pomotor Prfkfb4 en les cel-lules GC-1spg i en les cel-lules GC-2spd (ts) es mostren a

les Figures 3.11A i 3.11B, respectivament.

En relacié amb el tractament amb el medi condicionat amb testosterona (TCM), les respostes
d’activitat luciferasa en les cél-lules GC-1 spg per les construccions Prfkfb4/-166, Pfkfb4/-428, Pfkfb4/-
1077 no es diferenciaven dels valors obtinguts en tractar amb BCM. Pero, les construccions de major
longitud, Pfkfb4/-1800 i Pfkfb4/-2100, presentaven valors de luciferasa al voltant de 2 vegades
d’induccié respecte el control (BCM), respectivament. Per tant, el medi TCM podria regular
transcripcionalment, en positiu, 'expressié del gen Pfkfb4 als espermatogonis, la regi6 clau d’aquesta
resposta estaria localitzada entre els aproximadament 800 nucledtids de diferencia entre les
construccions Prkfb4/-1077 i Pfkfb4/-1800.
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FIGURA 3.11. Activitat luciferasa de les diferents construccions de la regio 5’- del gen Pfkfb4 com a
resposta al medi condicionat de Sertoli amb Testosterona (TCM). Les diferents construccions es van
transfectar de forma transitoria a les cel-lules germinals GC-1 spg (A) i a les GC-2 spd (ts) (B). Les cel-lules
van ser tractades amb medi condicionat basal (BCM) i medi condicionat amb testosterona (TCM), durant 24
hores. Passat aquest temps es va mesurar l'activitat luciferasa. Les transfeccions es van realitzar com a
minim per triplicat i es van fer les mitjanes dels valors individuals per a donar el resultat d’un experiment.
Els resultats s’expressen com a vegades d’induccié respecte el valor de la construccié tractada amb BCM
que s’agafa com a 1. L’activitat luciferasa esta normalitzada amb els valors de B-galactosidasa (60 ng). Es
representa la mitjana de tres experiments independents ( S.E. Les barres que porten (*)=(P<0.05) i
(***)=(P<0.001) son estadisticament diferents.

En estudiar la resposta de les construccions del promotor Pfkfb4 transfectades a les cel-lules
GC-2 spd (ts) i, posteriorment tractades amb el medi condicionat amb testosterona (TCM) (Figura 3-
11B), es va apreciar un comportament semblant a lobtingut amb als espermatogonis. Les
construccions de menys de 1000 nucleotids (Pfkfb4/-166, Prfkfb4/-428, Pfkfb4/-1077) tenien respostes
de luciferasa iguals a la condicié control (BCM), mentre que les construccions de més de 1000
nucleotids (Pfkfb4/-1800 i Pfkfb4/-2100) incrementaven l'activitat de 'ordre de 3 vegades. De nou es
posaria de manifest que entre els aproximadament 800 nucledtids de diferencia entre les

construccions Prkfb4/-1077 i Pfkfb4/-1800 podria localitzar-se la sequéncia consens per algun factor
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de transcripcid responsable de la regulacio transcripcional positiva en resposta al tractament amb
TCM.

En conclusio, sembla clar que els medis condicionats contenien factors solubles que serien
fabricats i secretats al medi per les cél-lules de Sertoli en resposta a I'estimulacié hormonal per la
testosterona. Els quals afectarien tant als nivells d’expressié de les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i
tPFK-2 (PFKFB4) com als nivells d'expressio dels gens que les codifiquen, Pfkfb3 i Pfkfb4,
respectivament. En els medis condicionats BCM i SCM es podria pensar que la preséncia de lactat en
ells fos responsable de les respostes positives de la luciferasa enles construccions del promotor
Pfkfb4, ja que s’ha postulat que la preséncia de lactat en el medi exerceix com a factor de
supervivencia sobre les cel-lules germinals (Erkkila et al., 2002; Jutte et al., 1981; Nakamura et al.,
1981). Altrament, per a la resposta obtinguda amb el medi condicionat TCM caldria pensar en la
preséncia d’un factor soluble resultant de I'estimulacid per la testosterona de les cel-lules de Sertoli,
que podria interaccionar directament amb la sequéncia promotora 0 bé podria activar algunes vies de
senyalitzacio quan entra en contacte amb les cel-lues germinals: espermatogonis i espermatocits, que
incrementaria la resposta luciferasa del gen Pfkfb4. La regié promotora de 800 nucledtids entre les
posicions -1077 i -1800 seria la que presentaria algun element de resposta responsable de la regulacid

transcripcional positiva.

Tenint en compte que els factors paracrins produits per les cél-lules de Sertoli majoritariament
pertanyen a la familia del TGF-B (com pot ser el mateix TGF o BMP), es va estudiar en detall la
sequencia d’aquests 800 nucleotids mitjangant programes informatics (Transfac, ECR Browser) per tal
de trobar-hi elements de resposta a algun dels seus efectors transcripcionals. En aquesta regié del
promotor del gen Prkfb4 s’han trobat possibles sequéncies d’unié a proteines Smads (5’-CTGT-3' i la
seva complementaria 5-AGAC-3') que es troben conservades tant a ratoli com a gos (Massagué et al.,
2006). En la regi6 de 300 nucleotids compresa entre les contruccions promotores del gen Pfkfb4:
Prkfb4/-1800 i Pfkfb4/-2100 també es varen identificar dues possibles caixes de resposta a Smads,
pero aquestes es distribuien en tandem (posicions: -1782 i -1977, 5-GTCTAGAC-3) (Massagué et al.,
2006). En ultima instancia, aquests putatius elements podrien ser els responsables de regular la
transcripcio del gen Prfkfb4 en resposta a I'estimulacié produida pel medi condicionat amb testosterona

(TCM) sobre les cél-lules germinals.
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DISCUSSIO i PERSPECTIVES FUTURES

La regulacié hormonal a I'espermatogenesi és produeix per I'accié de les hormones FSH i
Testosterona sobre les cél-lules de Sertoli i no sobre les germinals, ja que als tubuls seminifers només
les cél-lules de Sertoli presenten els receptors per aquestes hormones (Walker and Cheng, 2005).
L’acci6 combinada d’ambdues hormones sobre les cél-lules de Sertoli estimula la secrecié de peptids
(veure Taula 1 de la introduccié general de la memoria de tesi) que garanteixen la supervivéencia i
afavoreixen la divisio i la diferenciacio de les cél-lules germinals. L'accié hormonal també afavoreix la
creacio d'unions especialitzades entre les cel-lules de Sertoli i les germinals per a formar un ambient

aillat i afavorir la diferenciacio a espermatozoides durant la migracié cap al lumen tubular.

HIPOTALAM PITUITARIA TESTICLE
GnRH FLSHH — Leydig—— T— Sertoli == Espermatogénesi

FIGURA 3.12. Esquema del control hormonal durant I’espermatgénesi. GnRH: Hormona alliberadora de
Gonadotropines, FSH: Hormona estimulant del Fol'licle, LH: Hormona Luteinitzant, T: Testosterona.

La testosterona (T) és necessaria a les cél-lules de Sertoli per a tres funcions principals: pel
manteniment de la Barrera Hemato-Testicular, per la supervivencia de les cél-lules germinals durant la
meiosi i per la sortida dels espermatozoides madurs cap al lumen (Denolet et al., 2006; Holdcraft and
Braun, 2004; Meng et al., 2005). En assajar els possibles efectes de la testosterona sobre I'activitat
transcripcional del gen Pfkfb4 no s’han trobat resultats positius almenys en els primers -2000
nucleotids de la regid promotora. Aixi mateix, tampoc es va trobar resposta positiva en estudiar els

efectes de la testosterona sobre I'expressio de la proteina tPFK-2 (PFKFB4).

La preséncia d’estrogens en el testicle resulta necessaria per la supervivencia de les cél-lules
germinals. Les cel-lules somatiques dels tubuls produeixen estrogens, aixi com també les cél-lules
germinals ja que presenten I'enzim aromatasa P-450 actiu que transforma els androgens en estrogens
(Hess et al., 2001). D’altra banda, s’ha descrit la presencia del receptors d’estrogens (ERo. i ERPB)
expressats a les cél-lules germinals en diferents fases de desenvolupament, des dels espermatogonis
a les espermatides (O'Donnell et al., 2001); fins i tot s’ha descrit la seva preseéncia a la linia cel-lular
GC-1spg (Vicini et al., 2006). Els animals knockout pel receptor dels estrogens (ERo. i ER[) mostren
un dany progressiu a 'espermatogenesi, consistent en anormalitats a les cel-lules postmeiotiques,

conjuntament amb un augment de l'apoptosi (Fisher et al., 1998; Robertson et al., 1999). Aquests
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danys porten, finalment, a una reduccio de la fertilitat de 'animal associada a I'edat. En estudiar els
efectes de l'estrogen 17B-estradiol sobre el gen Prkfb4 per transfeccions transitories de les
construccions del promotor Pfkfb4 a la linia cel-lular de Sertoli TM-4, es va observar que la incubacid
de les cél-lules amb 17-B-estradiol (10-° M) provocava una disminucié del 75% respecte l'activitat
luciferasa basal de les construccions del promotor Pfkfb4 de -1077 i -1800 nucleotids. Caldria pensar,
doncs, que alguna seqiencia localitzada en aquesta regio pugués ser important en la mediaci6 de la
resposta a I'estradiol. Dels possibles elements de resposta als estrogens (ERE) que s’han localitzat al
promotor del gen Prkfb4, aquells que es localitzen a les posicions -506 i -990 semblaria ser els
responsables de la inhibicid transcripcional del gen Pfkfb4 fruit de la preséncia dels estrogens en el
medi de cultiu, tot i que aquestes seqléncies ERE només es corresponen amb la meitat de la
sequencia palindromica consens (5-AGGTCAgggTGACCT-3)). Diversos gens humans també
presenten en les seves sequencies promotores mig element ERE, alguns d'ells son c¢-H rasi,
ERa, protomiosina o, el receptor per NMDA, osteoporina, etc (revisats en (O'Lone et al., 2004)). La
disminucio en la transcripcid del gen Pfkfb4 en preséncia de I'estradiol podria explicar per qué la
proteina tPFK-2 (PFKFB4) es comenci a detectar en major grau a partir de les espermatides en
elongacio (Figura 1.22 del primer capitol de resultats), i que no es detecti al llinatge somatic, ja que a
les cel-lules testiculars els receptors d’estradiol s'expressen de manera inversa (a les cél-lules

somatiques i des dels espermatogonis fins a les espermatides (O'Donnell et al., 2001)).

L’espermatogenesi és un procés de diferenciacid altament especialitzat on els canvis de
patrons en 'expressio genica i els canvis en I'expressio proteica han de ser controlats molt finament.
Com s’ha citat abans, les cél-lules de Sertoli responen a I'estimulacié hormonal per part de la
testosterona produint una série de factors de creixement (SCF, TGFo i 3, BMP, IGF, FGF, EGF) o
proteines especifiques necessaries per garantir la supervivencia de les cel-lules germinals. Per testar
si algun d'aquests productes podria afectar I'expressié dels enzims uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2
(PFKFB4), es van tractar les cél-lules de Sertoli TM-4 amb DHT, a les 48 hores es va recollir el medi i
es va utilitzar aquest medi que 'hem anomenat medi condicionat de Sertoli (CM) per cultivar en ell
les cel-lules germinals GC-1 spg i GC-2 spd (ts). Sota I'estimulacid d’aquest medi condicionat de
Sertoli (CM), I'expressié de 'enzim uPFK-2 (PFKFB3) tant en el model d’espermatogoni (GC-1spg)

com en el model d’espermatocit (GC-2 spd (ts)) va reduir-se, entre un 75 i un 50%, respectivament, en
presencia del medi condicionat amb testosterona (TCM) respecte I'expressié a les mateixes cél-lules
tractades amb el medi condicionat basal (BCM). En canvi, pel que fa a I'expressié de 'enzim tPFK-2
(PEKFB4), va incrementar-se per efecte del mateix tractament al voltant de dos cops d'induccio en els

dos models germinals.
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Amb transfeccions de les construccions grans dels promotors Pfkfb3 i Pfkfb4 (Pfkfb3/- 3566 i
Pfkfb4/- 2100, respectivament) a les cel-lules germinals i sota els tractaments amb els medis
condicionats (BCM i TCM), es va trobar que la transcripcié del gen Pfkfb3 a les cél-lules GC-1 spg
quasi no s'afectava pel tractament amb TCM, mentre que a les cél-lules GC-2 spd (ts) es reduia a la
meitat. En canvi, la transcripcid del gen Pfkfb4 s’incrementava, més del doble, amb els tractament amb
TCM en els dos models cel-lulars.

Aquests resultats implicarien I'existencia en els medis condicionats d’un factor soluble produit
per les cel-lules de Sertoli i secretat al medi que afectaria a I'expressio de uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2
(PFKFB4) dins de les cel-lules germinals. Sobre uPFK-2 actuaria reduint els nivells de proteina als
espermatogonis mentre que als espermatocits regularia tant els nivells de 'mRNA com els nivells

proteics. Sobre tPFK-2 actuaria a nivell transcripcional i proteic en ambdos tipus cel-lulars.

Els efectes trobats pels medis condicionats amb testosterona obtinguts de cél-lules de Sertoli
(TCM) estaven centrats a la regio promotora entre -1077 i -1800 nucledtids. Després de tornar a
analitzar amb detall la seqiencia amb bases de dades per factors de transcripcio (Transfac), aixi com
amb bases de dades que comparen les regions promotores conservades entre diferents organismes
(ECR Browser) pels quals es disposi dels corresponents genomes sequenciats, es va trobar que en la
regié d’aproximadament 800 nucleotids de diferencia entre les contruccions Prkfb4/-1077 i Pfkfb4/-
1800 hi ha diverses caixes de resposta a les proteines Smads (5-GTCT-3') que podrien ser
responsables en ultima instancia de regular la transcripcid del gen Pfkfb4 en resposta al tractament
amb el medi condicionat de testosterona (TCM). Per sobre dels -1800 nucleétids tambe hi ha caixes
de resposta a Smads, pero aquestes es presenten en tandem (5-GTCTAGAC-3', 5-GTCTCAGA-3').
L'afinitat de la proteina Smad per unir-se a una caixa aillada és relativament baixa, per aquest motiu
les seves caixes de resposta es disposen formant concatamers, resultant avantatjds per la posterior

unié del factor transcripcional (Massagué et al., 2006).

Queda encara molt treball per fer en I'estudi de la implicacié de les cel-lules de Sertoli en la
regulacio de 'expressio a nivell transcripcional i proteic de les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2
(PFKFB4) en les cél-lules germinals durant I'espermatogenesi.

Primer caldria estudiar amb més deteniment quin seria 'efecte sobre I'expressié geénica i
proteica de tPFK-2 (PFKFB4) i uPFK-2 (PFKFB3) despres de cultivar les cel-lules germinals amb
diferents concentracions de lactat exogen, ja qué el tractament amb el medi condicionat basal (BCM)
semblaria activar la transcripcio de les construccions Pfkfb4/-1800 i Pfkfb4/-2100 del promotor Pfkfb4.

Igualment, s’hauria de determinar la via de senyalitzacio per la qual actuaria el medi

condicionat amb testosterona (TCM) per regular la transcripcié dels gens Pfkfb3 i Pfkfb4. Una part dels
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factors que secreten les cél-lules de Sertoli: EGF, IGF, FGF poden actuar a través de la via de
PIBK/AKT/mTOR (Mabjeesh et al., 2003). Hi ha evidéncies experimentals que descriuen com
I'estimulacié hormonal amb 5 -dihidrotestosterona sobre les cél-lules LNCaP (és una linia cel-lular
humana derivada de tumor de prostata sensible als androgens) provoca un alliberament al medi de
cultiu del factor de creixement EGF. Aquest factor, present en el medi condicionat de testosterona
provinent de les cél-lules LNCaP de forma paracrina pot modular I'expressié de la proteina HIF1 en
les cél-lules PC-3 (és una linia cel-lular humana derivada de tumor de prostata no-sensible als
androgens) (Mabjeesh et al., 2003). El segiient pas per demostrar la implicacié d’aquests factors de
creixement en la regulacid de I'expressié genica i proteica d'uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4)
seria realitzar experiments en els quals es suplementi el medi de cultiu basal amb cadascun d’ells per
separat per tal de mimetitzar I'efecte del medi condicionat amb testosterona (TCM) i analitzar
I'expressio tant de '/mRNA com de la proteina de uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4). Aixi, d’obtenir
resultats positius, s’hauria d’avaluar la implicacié de la proteina HIF1ow com efectora de la regulacié
transcripcional sobre Pfkfb3 i Pfkfb4.

Aquells factors que pertanyen a la familia del TGF-B (TGF-3, BMP) a través de la proteina
Smad poden regular transcripcionalment els gens diana (Massagué et al., 2006). Es interesant el fet
que en la regié de 800 nucledtids del promotor del gen Pfkfb4 que respdn positivament al tractament
amb el medi condicionat amb testosterona (TCM) s’hagin localitzat diversos possibles elements de
resposta a Smad. Per tal de determinar el putatiu factor soluble present en el medi condicionat amb
testosterona, s’hauria de tractar les cel-lules germinals amb els diferents factors de creixement per
mimetitzar I'efecte del tractament amb TCM sobre tPFK-2 (PFKFB4) i uPFK-2 (PFKFB3). Aixi mateix,
s’haurien de realitzar experiments on es cultivin les cél-lules germinals amb el medi TCM, amb el medi
basal suplementat amb diferents membres de la via de senyalitzacio del TGF-B i amb diferents
inhibidors de les vies de transduccio de senyals.

El nostre laboratori ja va descriure com durant la diferenciacié miogeénica, la proteina uPFK-2
(PFKFB3) era degradada pel proteosoma. Essent I'espermatogénesi un procés tant de proliferacio
com de diferenciacio, s’hauria d’estudiar si la reduccié en I'expressio de la proteina uPFK-2 (PFKFB3)
deguda al tractament amb el medi condicionat de testosterona TCM seria degut a una degradacio via
proteosoma. Amb aquesta finalitat s’haurien de realitzar experiments on es cultivessin les cél-lules
germinals amb el medi TCM suplementat amb inhibidors del proteosoma.

Actualment al laboratori s’estan realitzant alguns dels experiments proposats per continuar
amb l'estudi de la regulacid diferencial sobre I'expressid de uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4)
durant I'espermatogenesi, com per exemple el cultiu directe de les cel-lules germinals amb factors de

creixement (EGF) o l'utilitzacié d’inhibidors de les vies de transduccié de senyals per tal d’analitzar
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quina (PI3K/AKT, MAPK o la via del TGF-P) seria 'efectora de les accions del medi condicionat amb

testosterona sobre I'expressio de Pfkfb3i Pfkfb4 en les cél-lules germinals.
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Clencia es aquella sobre La cual cabe una discusion
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Discussio

4.1.- Metabolisme a les ceél-lules germinals i PFK-2/FBPasa-2.

L’espermatogenesi és un procés molt dinamic de proliferacio i diferenciacié. En general, les
cel-lules en proliferacié acostumen a captar nutrients en excés per afrontar les necessitats
biosintetiques que comporta la duplicacié de la biomassa a cada divisi6 (lipids, proteines i acids
nucleics) (DeBerardinis et al., 2008). En el testicle, son els espermatogonis i els espermatocits
aquelles cél-lules que proliferen activament, mentre que les espermatides son les que es diferencien

morfologicament.

El metabolisme en les cél-lules proliferants es caracteritza per les elevades taxes
glucolitiques, I'alta produccié de lactat, i la biogénesi de lipids i altres macromolécules (Jutte et al.,
1981; Nakamura et al., 1984a). L'alta taxa glucolitica, d'una banda permet a les cel-lules aprofitar tota
la glucosa captada per a produir abundant ATP i lactat. Tot i que el nombre de molecules d’ATP
produides en la glucdlisi és baix, en estar molt activada la via s'aconseguiria sobrepassar les
produides per la fosforilacié oxidativa. Tanmateix, la metabolitzacié de la glucosa per la glucdlisi i el
posterior cicle de Krebs, proporciona a la cél-lula en divisi6 els intermediaris que necessiten les rutes
biosintetiques; glicerol i citrat per la lipogénesi i aminoacids no essencials necessaris per la sintesi

proteica i NADPH (a través de la ruta de les pentoses fosfat) (DeBerardinis et al., 2008).

En el transcurs de l'evolucid, la glucolisi és una via que s’ha conservat evolutivament. No
obstant, a les cél-lules germinals és molt comuna I'existéncia d'isoenzims glucolitics especifics. Alguns
d’ells son productes de gens expressats nomes en aquests tipus cel-lular, mentre que altres provenen
de gens que encara que son expressats en cel-lules somatiques, per fenomens d'splicing alternatius,
donen lloc a transcrits especifics del teixit germinal. Altrament, hi ha enzims que presenten
caracteristiques estructurals o funcionals diferents en aquestes cel-lules de les que presenten a les
cel-lules somatiques, per exemple I'enzim GAPDHs es diferencia de la isoforma somatica per un
domini ric en residus prolines a I'extrem N-terminal que 'enzim GAPDH somatic no el presenta (Eddy,
2002; Welch et al., 2006). Molts dels gens que son expressats a les cel-lules somatiques, solen estar
en forma inactiva a les cel-lules germinals i és el seu corresponent homoleg, especific del llinatge
germinal, el que s’hi expressa. Alguns exemples d’isoenzims especifics de la linia germinal serien
I'hexocinasa-1s (HK-1s) o la gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasas (GAPDH-S); entre d’altres, veure
Taula 2 de la introduccié general de la present memoria de tesi doctoral (Broceno et al., 1995; Gillis
and Tamblyn, 1984; Mori et al., 1998; Mori et al., 1992).

Una altra caracteristica metabdlica de les cél-lules espermatogéniques en desenvolupament

és la plasticitat a 'hora d'incorporar substrats que s'integren a diferents nivells del flux glucolitic per
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obtenir I'energia necessaria per produir els espermatozoides (Bajpai et al., 1998). En general, la
direccid i velocitat de la via glucolitica ve determinada per cicles de substrats. Mitjangant variacions
tant dels enzims que hi participen com de la concentracio dels seus efectors al-lostérics es controla la
via. Un punt central de control resideix en els enzims PFK-1 i FBPasa-1, essent la Fru-2,6-P2
lactivador al-losteric més potent de la PFK-1 i inhibidor de la FBPasa-1. Aixi, variacions en la
concentracié d’aquest metabolit regulen l'activitat de la PFK-1 en els teixits glucolisi dependents i,
indirectament, regulen la intensitat i la direccio de la glucolisi i la gluconeogénesi mitjancant I'efecte
dual i oposat sobre la PFK-1 i la FBPasa-1 (Pilkis et al., 1995). Aquest metabolit és sintetitzat per
I'enzim bifuncional PFK-2/FBPasa-2.

En el testicle huma i de rata s’expressen dos isoenzims de la proteina PFK-2/FBPasa-2:
UPFK-2 i tPFK-2, codificats pels gens: Pfkfb3i Pfkfb4, respectivament (Duran et al., 2008; Manzano et
al., 1999; Riera, 2002). El gen Pfkfb4 codifica per a una proteina que inicialment va ser localitzada a
testicle (Manzano et al., 1999; Sakata et al., 1991), tot i que posteriorment també s’ha trobat
expressada en diverses linies tumorals (Bobarykina et al., 2006; Minchenko et al., 2005a; Minchenko
et al., 2005¢c). El gen Prkfb3, tot i expressar-se en el testicle, codifica per una proteina que esta
ampliament expressada en la majoria de teixits, sobretot en els proliferants (Atsumi et al., 2002; Bando
et al., 2005; Chesney, 2006; Duran et al., 2008; Hamilton et al., 1997; Minchenko et al., 2004;
Minchenko et al., 2005a; Minchenko et al., 2005c; Navarro-Sabate et al., 2001; Obach et al., 2004;
Riera et al., 2002; Riera et al., 2003; Telang et al., 2006).

En el present treball de tesi doctoral es va comprovar que durant la formacio i la maduracié
testicular a la rata, les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) hi son presents des dels ultims
periodes gestacionals (E18-E21) fins a la maduresa sexual de l'individu (en el nostre model d’estudi:
90 dies postpart). La composicio cel-lular de I'epiteli seminifer pateix mdltiples transformacions al llarg
de la vida de l'animal, tant a 'etapa prenatal com a la postnatal. A I'etapa prenatal, les cél-lules de
Sertoli comencen a proliferar a partir del dia 18 de gestacid fins al naixement, mentre que les cél-lules
germinals romanen quiescents. En aquest periode gestacional I'expressié del gen Prkfb4 va variar
minimament. Contrariament, I'expressid del gen Pfkfb3 es va observar que va incrementar
progressivament a mida que s'apropava el moment del part. Per a Pfkfb3, préviament, el nostre
laboratori havia fet un estudi similar durant el desenvolupament del cervell de rata (Goren et al., 2000),
en aquest estudi es va descriure que Pfkfb3 s’expressava des del periode embrionari fins a I'edat
adulta, amb un maxim el dia previ al naixement que s'acompanyava també d’un increment en la

concentracié de Fru-2,6-P, i de I'activitat PFK-2. A la bibliografia es descriu que la Fru-2,6-P, també
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s'incrementava en els fetges fetals préviament al naixement per caure poc després, coincidint amb una

hipoglucemia neonatal (Hamer and Dickson, 1987; Schubert et al., 1983).

Durant I'etapa postnatal, la composicié cel-lular dels tubuls seminifers es manté constant fins
al sisé dia postpart. Es en aquest moment quan els espermatogonis comencen a proliferar per donar
els espermatocits que, al seu torn, es dividiran per donar les espermatides rodones. Aquestes ultimes
es detecten a partir del dia 18 i arriben al nombre maxim als 30 dies, moment en que també apareixen
les primeres espermatides en elongacid. Als 45 dies es considera que el testicle ja és adult i a I'epiteli
seminifer s’hi troben representats tots els tipus cel-lulars germinals, fins i tots els espermatozoides
(Bellve et al., 1977a; Bellve et al., 1977b). Les cél-lules de Sertoli també proliferen, des del dia 5 fins al
dia 20 postpart.

Durant tota I'etapa postnatal, aixi com en el testicle adult, varem trobar expressats tots dos
gens: Pfkfb4 i Pfkfb3, tot i que en el teixit adult és el gen Pfkfb4 qui ho feia en més quantitat. En
concret, I'expressid del gen Pfkfb4 es va mantenir constant des del naixement fins a la pubertat de
lindividu. Es tractaria d’'una expressié equiparable a aquella que presentava al final de la gestacid i en
el moment del part. En arribar a I'edat adulta va presentar un pic d’expressié. D’altra banda, en el
mateix periode postnatal, el gen Pfkfb3 va mostrar dos pics importants d’expressio. El primer en el dia
6 postpart i el segon, més pronunciat, en el dia 30 postpart.

Considerant els canvis de I'epiteli seminifer paral-lelament amb I'expressi6 dels gens Pfkfb3 i
Pfkfb4 en I'animal prepuber, per una banda es podrien relacionar els pics en I'expressio del gen Prkfb3
amb les ones proliferatives de les ceél-lules germinals a I'espermatogenesi: els espermatogonis
comencen a dividir-se al sisé dia postpart que coincidiria amb el primer pic d’expressié del gen Prkfb3.
| el segon pic en I'expressié de Pfkfb3 coincidiria amb l'increment de les espermatides rodones als 30
dies postpart. Per altra banda, 'augment progressiu en I'expressio del gen Pfkfb4 es podria relacionar

amb l'increment en el nombre de cél-lules germinals.

Els resultats del present treball de tesi doctoral han permés concretar la localitzacio cel-lular
d’ambdues proteines. La proteina uPFK-2 (PFKFB3) es va localitzar tant a les cél-lules de Sertoli com
a les cél-lules germinals. D’entre elles és present de forma majoritaria a les cel-lules germinals
premeiotiques. Mentre que la proteina tPFK-2 (PFKFB4) només va ser localitzada a les cél-lules
germinals i de forma majoritaria a les cél-lules espermatogéniques postmeiotiques on es distribuia
dibuixant una mitja lluna, recordant la morfologia tipica del cap dels espermatozoides de rata. A partir
d’aquests resultats ens vam preguntar el perque d’aquesta ubicacié. Quina importancia deu tenir la
distribucié dels isoenzims uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) en les cél-lules testiculars i quines

avantatges metaboliques podrien oferir a les cél-lules on un i altre es localitzaven.
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L’expressio del gen Pfkfb3 seria necessaria en les cel-lules de Sertoli i en aquelles cél-lules
que es troben en proliferacio: els espermatogonis i els espermatocits. Aquests tres tipus cel-lulars
comparteixen la caracteristica de ser altament glucolitics (Bajpai et al., 1998; Erkkila et al., 2002;
Nakamura et al., 1984a; Riera et al., 2001). Les cél-lules de Sertoli necessiten tenir la glucolisi molt
activada per produir el lactat que sera utilitzat per les cél-lules germinals postmeidtiques per generar
ATP. A més, el lactat també funciona com a factor de supervivéncia en les cél-lules germinals
postmeidtiques, incrementant la sintesi proteica, la de RNA i inhibint 'apoptosi. Pero els mecanismes
pels quals és capag¢ d’aturar 'apoptosi no estan gaire clars (Bajpai et al., 1998; Erkkila et al., 2002;
Griswold, 1998; Nakamura et al., 1984b; Riera et al., 2001). Igualment, les cel-lules germinals
necessiten tenir alt el flux glucolitic per poder mantenir el seu elevat potencial proliferatiu. La presencia
de uPFK-2 (PFKFB3) en aquests tipus cel-lulars seria important per afavorir/potenciar la via glucolitica,
perqué de tots els isoenzims de la familia de la PFK-2 és el que presenta la major activitat cinasa (en
humans la relacid cinasa:fosfatasa és de 710), fent que sigui un enzim principalment glucolitic.
D’aquesta manera, en aquelles condicions en que la proteina uPFK-2 (PFKFB3) estigués expressada,
la concentraci6 de Fru-2,6-P» s’elevaria, activant 'enzim PFK-1 per impulsar la via glucolitica front la

gluconeogeénica (Okar et al., 2001).

L’expressio del gen Pfkfb4 resultaria necessaria durant el procés de diferenciacié germinal,
I'espermiogenesi, per a produir espermatozoides funcionals. Les cel-lules postmeiotiques
metabolicament es caracteritzen per una reduida activitat dels enzims glucolitics i per dependre
basicament del lactat exogen com a font energetica, que s’incorpora a la cél-lula mitjangant els
transportadors MCT1 i 2 (Boussouar et al., 2003). Posteriorment, sera metabolitzat a través de la
fosforilacié oxidativa. A més, aquestes cel-lules tenen certa activitat FBPasa-1 (Yanez et al., 2007),
per tant, una part del lactat produit per les cél-lules de Sertoli podria regenerar la glucosa-6-P i aixi
reomplir els diposits de NADPH a través de la via de les pentoses fosfat durant 'espermiogénesi. Per
aquestes raons, les cél-lules postmeiotiques necessiten tenir un enzim que pugui tant dirigir la via cap
a la glucolisi com a la gluconeogenesi amb facilitat. La preséncia de l'isoenzim tPFK-2 (PFKFB4) en
aquestes cel-lules, amb una relacié cinasa/fosfatasa practicament en equilibri (en concret de 0.9 a
humans) (Okar et al., 2001), el fa idoni per dirigir el sentit de la via glucolitica. En funcié de la regulacid
transcripcional i/o postraduccional i de l'activitat enzimatica de tPFK-2 (PFKFB4) es degradara la

glucosa o es regenerara glucosa-6-P.

Aixi, la via de la glucolisi presentaria dos cicles de substrats importants per la seva regulacio a
les cél-lules espermatogeniques, un a nivell de I'enzim PFK-2/FBPasa-2 i I'altre a nivell dels enzims

PFK-1i FBPasa-1, que seria de retruc controlat pel primer.
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Si ara ens fixem en els espermatozoides; es tracta de cél-lules morfologicament molt
diferenciades i funcionalment molt polaritzades. Una de les seves caracteristiques principals és que
tenen molt poc citoplasma, per tant gairebé no tenen capacitat de translocar metabolits d’'una regi6 a
una altra i, al tenir la cromatina molt compactada, son inactius transcripcionalment, per aixd no poden
fabricar proteines de novo en resposta a canvis ambientals. En consequéncia, les proteines i/o mRNA
que hi sén presents provenen de sintesi previes a les espermatides rodones (Travis et al., 2001). La
marcada morfologia dels espermatozoides comporta que les vies metaboliques i les de senyalitzacié
també estiguin compartimentades (veure Figures 8 i 9 de la introduccid). Analitzant 'expressié dels
enzims uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) durant la maduracio dels espermatozoides de rata, és a
dir a l'espermiogenesi, es va evidenciar que la proteina uPFK-2 es trobava expressada en els
espermatozoides immadurs mentre que la proteina tPFK-2 ho feia en els madurs i funcionals, on es
localitzava al cap i també a la pega principal del flagel, semblant a d’altres enzims glucolitics, entre ells
en destaquen I'HK-1s o la GAPDHs (Eddy et al., 2003; Mori et al., 1998; Storey and Kayne, 1975;
Travis et al., 1998; Travis et al., 2001).

Per a diversos teixits en proliferacié i diferenciacié el nostre laboratori ja ha demostrat que
durant la diferenciacid d’aquests, la proteina uPFK-2 (PFKFB3) disminueix la seva expressié en
benefici d'un increment d’expressié d’algun altre isoenzim de la familia de la PFK-2/FBPasa-2. En el
cas de la diferenciacié miogenica, I'enzim uPFK-2 (PFKFB3) s’expressa en elevats nivells durant la
fase de proliferacid, perd quan les cél-lules comencen a diferenciar-se disminueix per degradacio via
proteosoma. Aleshores, en el teixit muscular adult es troba expressat, de forma principal, 'enzim M-
PFK-2 (PFKFB1) (Riera et al., 2003). A més, recentment, el nostre laboratori ha demostrat una
conducta similar durant la diferenciacid dels hepatocits (Duran et al., 2008). El decaiment en
I'expressio de I'enzim uPFK-2 (PFKFB3) durant 'espermiogenesi en favor de I'enzim tPFK-2 (PFKFB4)
refermaria, juntament amb els resultats durant la diferenciacié del muscul i del fetge i relacionant les
ones proliferatives en el testicle en formacié amb els pics en I'expressid del gen Prkfb3, el paper clau

de I'enzim uPFK-2 (PFKFB3) en els sistemes proliferants.

Aixi mateix, s’han obtingut uns resultats similars mitjancant un estudi de I'expressié dels
isoenzims uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) en biopsies de tumors germinals humans. En aquells
tumors que es caracteritzen per una gran velocitat proliferativa i es troben més desdiferenciats, 'enzim
que majoritariament es va detectar era uPFK-2 (PFKFB3), mentre que tPFK-2 (PFKFB4) es va

detectar de forma minoritaria.
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4.2.- Regulacio transcripcional de Pfkfb4 en les cel-lules germinals, relacié amb la
hipoxia.

El fet de que I'espermatogénesi es produeixi de forma ordenada en el temps, implica canvis
en I'expressié genica per poder afrontar satisfactoriament els fenomens de proliferacio (per mitosi i
meiosi) i diferenciacid que tenen lloc. Per tant, es necessita un programa regulador molt precis
(comparable amb el que es ddna durant els primes estadis de formacié dels embrions) que coordini i
controli els patrons d’expressi6 dels diferents gens implicats en tot el procés de forma sincronica amb
la diferenciacié dels espermatocits i les espermatides (Eddy, 2002; Kleene, 2001). Aixi doncs, més de
160 gens modifiquen el seu comportament durant la proliferacid dels espermatocits. Aquest canvi de
conducta indicaria que aquests gens deuen ser crucials per a la correcta progressié de les fases
meiotiques i postmeiodtiques. D’entre aquests, 51 corresponen a gens expressats preferentment als
espermatocits i 109 serien expressats preferentment a les espermatides, perd només es coneix la
funcid biologica de la meitat d’ells (31 en el cas dels espermatocits i 50 en les espermatides). La
majoria de gens sobreexpressats a les espermatides tenen poca o cap representacié als
espermatogonis (Pang et al., 2005; Rossi et al., 2004). Entre el centenar de gens modificats molts
codifiquen per enzims metabolics, alguns d’ells es recullen a les seglents taules:

A) Espermatocits vs Espermatogonis:

Vegades d’expressio en els
Simbol espermatocits vs els
espermatogonis
L hi - A I i
acte}t. des |dr?genasa C LDH-C bser]t.als espermatf)gonlls 2565
especific de la linia germinal (glucdlisi/gluconeogenesi)
Fosfoglicerat mutasa PGM-M Abseth 'a!s espermat?gonlls 1260
muscular (glucolisi/gluconeogenesi)
Absent al togoni
Fructosa bisfosfatasa-1 FBPasa-1 serj .a.s ssperma E)gonlls 401
(glucdlisi/gluconeogenesi)
Fosfofructocinasa-1 PFK-1 Abserjt .a!s espermat?gonlls 12
(glucdlisi/gluconeogénesi)
Fosfoglicerat cinasa-2 PGK-2 Absent als espermatogonis 33

Vegades d’expressio en els

Simbol espermatogonis vs els
espermatocits
Piruvat deshidrogenasa E1 2 PDHA-2 Present als espermatogonis 30

Present als espermatogonis

11
(glucdlisi/gluconeogenesi)

Lactat deshidrogenasa-1A LDH-A

TAULA 4.1A. Gens glucolitics amb variacions en llurs expressions durant 1’espermatogénesi.
Comparativa d’expressi6 entre els espermagonis i els espermatocits.
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B) Espermatides vs Espermatocits:

Vegades d’expressio en les
Simbol espermatides vs els

espermatocits

A tat atid
Glucosa fosfat isomerasa-1 GPI-1 ugmer\w fa.en espermg I. o 5
(glucolisi/gluconeogési)
A tat atid
Bisfosfoglicerat mutasa BFGM Ugmentat en ‘e §perma| e 3
(glucdlisi)
, Augmentat en espermatides
Cit Cyt 3
tfocrom ¢ yie (transportador d’electrons)
. . Na+/K+ Augmentat gn espermatides
Sodi Potassi ATPasa (Intercanviador Na+/K+ 3
ATPasa
ATPasa

Vegades d’expressio en els

Simbol espermatocits vs les
espermatides

Augmentat en espermatocits

Lactat deshidrogenasa 2B LDH-2B .
(glucolisi)

TAULA 4.1B. Gens glucolitics amb variacions en llurs expressions durant I’espermatogénesi.
Comparativa d’expressié entre els espermatocits i les espermatides.
Adaptat de Pang et al., 2005; Rossi et al., 2004.

L’augment de la transcripcid a les espermatides rodones coincideix amb [linici de la
diferenciaci6 cap a les espermatides en elongacid. Es tractaria d’'un mecanisme que té la finalitat
d'assegurar que hi hagin transcrits disponibles durant I'espermiogénesi. En el transcurs de
lespermiogenesi, es produeix una reduccié gradual de la transcripcié a mida que el genoma haploide
es condensa (Kimmins et al., 2004). L'increment en I'expressio dels gens metabolics indica una alta
demanda energetica per part de les espermatides en comparaciéo amb els espermatocits. Requerida,
en gran part, per fer front a la remodelacid6 morfologica de I'espermiogenesi. Aquesta és una
caracteristica conservada entre diferents especies de mamifers (humans, rata, ratoli) i fins i tot també
s’ha trobat conservada en el nematode C.elegans (Reinke et al., 2000).

Altres gens que tambe es troben més expressats a les espermatides, a part dels metabolics,
son els que codifiquen per proteines cinases i fosfatases de vies de senyalitzacio, junt amb d’altres

que es dediquen al transport intracel-lular o al recanvi proteic (Pang et al., 2005).

L'increment en 'expressio del gen Pfkfb4 que es va observar durant el desenvolupament
postnatal del testicle de rata podria estar relacionat amb un increment en el nombre d’espermatides. A
més, es va acompanyar d'una disminucio progressiva en l'expressio de Pfkfb3 que al final va
desapareixer als espermatozoides. Aquests resultats podrien indicar que I'expressié del gen Pfkfb4

estaria sota el control d’'un promotor amb resposta a combinacions uniques de factors de transcripcid
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propies del testicle. Va ser sota aquesta hipotesi que varem decidir abordar el segon dels objectius
d’aquest projecte de tesi doctoral i vam estudiar les caracteristiques generals del promotor Pfkfb4 en

dues linies cel-lulars germinals, GC-1spg (espermatogoni) i GC-2spd(ts) (espermatocit).

En el segon capitol de resultats presentats en aquesta memoria de tesi es destacava que la
unitat minima promotora del gen Pfkfb4 no contenia caixes TATA que activessin la transcripci6 basal.
No obstant, en aquesta seqiiencia es concentraven multiples caixes GC i possibles llocs consens per
als factors Sp-1i ETF, els quals, segons esta descrit a la bibliografia, poden conduir la transcripcio
basal de gens sense caixes TATA (Hale and Braithwaite, 1999; Kageyama et al., 1989; Maeda et al.,
2002). Aquest tret el comparteix amb altres gens de la familia, en concret amb Pfkfb2 i Prkfb1 (la
isoforma hepatica) que tampoc presenten caixes TATA actives que condueixin la seva transcripcio
basal (Navarro-Sabaté et al., 2001). D’altra banda, a la regié promotora del gen Pfkfb4 també varem
trobar sequiéncies d’unié consens a diferents factors de transcripcid. En destaquem les seqliéncies de
resposta a la hipoxia, a hormones esteroidals, a les proteines Sox i al protoncogen c-Myc. Algunes
d’aquestes sequencies consens ja s’havien identificat també en els altres gens que codifiquen pels
diferents isoenzims de la PFK-2/FBPasa-2, com son els elements d’'unié a Sp-1, Ap-2, HRE, i els
elements de resposta a hormones esteroidals (Fukasawa et al., 2000; Fukasawa et al., 2004; Navarro-
Sabaté et al., 2001; Obach et al., 2004).

4.2.1.- Pfkfb4 i la hipoxia testicular.

La resposta a hipoxia dels gens Pfkfb ha estat ben demostrada: en concret, en sistemes
tumorals (Fukasawa et al., 2004; Minchenko et al., 2003; Obach et al., 2004) i en diversos teixits de
rata sotmesos a baixes pressions d’oxigen pels quatre diferents gens Pfkfb 1, 2, 3i 4 (Minchenko et
al.,, 2003). Paral-lelament a la realitzacié d'aquesta tesi, el grup de Minchenko va descriure que el gen
Pfkfb4 respon a la hipoxia en diversos tumors digestius i de mama (Minchenko et al., 2004; Minchenko
et al., 2005a; Minchenko et al., 2005c). Perd, entre aquests no hi havia cap resultat del seu

comportament en un sistema cel-lular derivat del testicle.

Cal recordar que les pressions parcials d’oxigen al lumen i a 'epididim sén considerablement
baixes, quasi hipdxiques, si es comparen amb la zona basal. Degut, d’'una banda, a I'elevada distancia
de difusié des del torrent sanguini fins al lumen i de l'altra seria resultat de I'elevada taxa de consum
d’oxigen per part de les cél-lules germinals que hi proliferen. Encara més, les transformacions per les

que passa |'espermatozoide durant la capacitacid, la motilitat, la reaccié de 'acrosoma i la fertilitzacié
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son processos dependents de l'aportament energetic via la glucolisi anaerobica i tenen lloc en
condicions, gairebé, anoxiques (Wenger and Katschinski, 2005). En conseqiiencia, seria previsible que

el gen Pfkfb4 estigués capacitat per respondre a aquesta hipoxia testicular.

La resposta hipoxica a les cel-lules eucariotes depén del factor induible per hipoxia: HIF1
(Semenza, 2007; Wenger and Katschinski, 2005). A part del propi factor HIF-1, s’han descrit que altres
factors de transcripcio que també poden respondre a la hipoxia, controlant la resposta dels seus gens
diana a les baixes pressions d’oxigen (Cummins and Taylor, 2005). En aquest treball ens hem centrat
en I'estudi de I'efecte dels factors HIF1, Sp1 i c-Myc sobre Pfkfb4 en situacions d’hipoxia.

El factor induible per hipoxia, HIF1, és el regulador transcripcional més important en
'homeostasi de I'oxigen de multitud de gens que estan involucrats en l'eritropoesi, I'angiogénesi, la
supervivencia i el metabolisme cel-lular (Minchenko et al., 1994a; Minchenko et al., 1994b; Salceda
and Caro, 1997; Semenza, 2003; Semenza et al., 1994; Wang and Semenza, 1996). D’entre els gens
glucolitics diana de HIF1 estan els transportadors de glucosa, i la majoria dels enzims glucolitics com
son uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4), I'enzim LDH (Semenza, 2003). A més d'afavorir la via
glucolitica, HIF 1 limita I'entrada del piruvat al cicle de Krebs per dos mecanismes: activa 'enzim PDK1
que fosforila i inhibeix 'enzim PDH i també inhibeix la biogénesi mitocondrial. D’aquesta mamera, HIF1
aconsegueix augmentar el flux glucolitic i afavorir la conversié de piruvat a lactat (Zhang et al., 2007).
Degut a la importancia del factor HIF 1 en nombrosos processos biologics, I'expressié i I'activitat de la
subunitat HIF1 també es regula per mitja de les vies de transduccié de senyals com PI3K/AKT i
ERK/MAPK (Semenza, 2002).

Amb els resultats que s’han presentat en el segon capitol d’aquesta memoria, varem posar de
manifest la importancia de I'element HRE situat a -404 en la resposta del gen Pfkfb4 a la hipdxia en les
cel-lules germinals. Es podria evidenciar una relacid entre el gen Prfkfb4 i la hipoxia en
I'espermatogenesi, tot i que encara falten alguns estudis complementaris per acabar de confirmar la
contribucié d’aquesta sequéncia HRE com per exemple provar con desapareix la resposta a HIF en
mutar aquesta sequiencia a -404, realitzar un assaig d’EMSA usant dita sequencia com a
oligonucleotid per poder demostrar una unio especifica del factor HIF 1 en aquesta regié promotora.
Paral-lelament, el grup de Minchenko també va assenyalar que el mateix element HRE situat a -404
(posicio 422-429 bp upstream del codd ATG (Minchenko et al., 2004)) seria un bon candidat per

conduir la resposta hipoxica del promotor Pfkfb4 en linies cel-lulars tumorals.

A la literatura esta descrit que les seqlieéncies de DNA adjacents al core HRE acostumen a
contenir sequencies d'uni6 per a factors de transcripcié addicionals. Aquests no s6n necessariament

induibles per la hipoxia, perd poden amplificar-ne la resposta del gen diana o bé poden proporcionar
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especificitat tissular (Wenger et al., 2005). En la sequencia promotora del gen Pfkfb4, envoltant les
posicions HRE varem identificar nombrosos elements de resposta al factor Sp-1. Va resultar ser en els
primers -200 nucleotids, colocalitzant en part amb la unitat minima promotora, on més es concentraven
els elements GC (o caixes GC). El factor Sp1 podria reconeixer les caixes GC i unir-s’hi per controlar
Iactivitat transcripcional basal. Aquest paper del factor Sp1 sobre la transcripcid basal ha sigut descrit
també per un altre enzim glucolitic, que a ligual que Pfkfb4, S’expressa especificament als
espermatocits i a les espermatides durant les ultimes fases de la produccid dels espermatozoides:
I'enzim LDH-C (Yang and Thomas, 1997).

Alguns dels gens que responen a la hipoxia, com Pfkfb3 (Obach et al., 2004) o Eritropoietina
(EPO) (Sanchez-Elsner et al., 2004) també tenen en la seva seqiéncia promotora elements de
resposta al factor de transcripcié Sp-1. Kaluz i els seus col-laboradors, van demostrar que la resposta
hipoxica del gen que codifica per I'Anhidrasa carbonica IX és diferent segons si la hipoxia és suau o
severa. Si la hipoxia és suau, Sp1 resultaria absolutament necessari per a qué la resposta es
produeixi. Mentre que si la hipdxia és severa, Sp1 augmentaria de forma significativa la resposta
hipoxia mitiancada per HIF1 (Kaluz et al., 2003).

Els resultats obtinguts de I'efecte de Sp1 sobre la transcripci6 del gen Pfkfb4 en hipoxia, més
les dades prévies de Kaluz i col-laboradors (existéncia d’'una possible relacié entre els factors Sp1 i
HIF1 per tal d'obtenir respostes a diferents situacions hipoxiques) ens va permetre plantejar-nos una
hipotesi sobre el que podria estar passant amb el gen Pfkfb4 als espermatocits. En aquest sistema,
Sp1 podria actuar com a enhancer o facilitador de I'activitat transcripcional del gen Pfkfb4 davant la
hipoxia. Altres gens que responen a la hipoxia, per exemple VEGF o LDH-A, també tenen com a
cofactor o trans-activador a Sp1, el qual podria interaccionar amb els elements HRE o amb la proteina
HIF 1 per incrementar, encara més, I'activitat transcripcional d’aquests gens en situacions on les

pressions d’oxigen disminueixen (Shi et al., 2001; Shim et al., 1997).

D’altra banda, pero, també s’ha de tenir en compte que tant en el testicle huma com en el de
ratoli, a més del factor ubic HIF1, que s'expressa principalment al nucli dels espermatocits i
minoritariament a les espermatides; també s’ha identificat I'existencia d’una subunitat HIF1o
especifica de testicle (HIF 1o Te), la qual es localitza a les espermatides abans d’esdevenir
espermatozoides madurs (Depping et al., 2004; Marti et al., 2002). No obstant, s’ha descrit que
HIF1 Te huma actuaria com un dominant negatiu, que no podria unir-se al DNA perd que en hipoxia si
que podria dimeritzar amb la subunitat ARNT (o HIF 1p), reduint-ne la disponibilitat d'aquesta ultima
pel factor ubic HIF 1. Com a consequéncia, la preséncia de HIF 1oTe en hipdxia comportaria que es

perdés l'activacié dels gens diana per part del factor HIF1 ubic. D’aquesta manera s’aconseguiria
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silenciar gens, molts dels quals serien els enzims glucolitics d’expressio ubiqua (Depping et al., 2004).
Aquesta hipotesi, encara no testada, podria ser extrapolable per al gen Pfkfb3, que codifica per
lisoenzim d’expressio ubiqua activable per la hipoxia: uPFK-2 (PFKFB3) (Obach et al., 2004). Aixi
doncs, segons aquesta hipotesi es podria explicar que a testicle (en concret a les espermatides) hi
hagués una disminucié de I'expressio de Pfkfb3 en el mateix moment que S'iniciaria I'increment en

I'expressidé de Pfkfb4 mentre 'ambient hipoxic s’accentua.

Segons el model que hipotetitzem, I'activacio del gen Prfkfb4 a les cel-lules postmeiotiques
(espermatides), que es diferencien en un ambient d’hipoxia severa, podria ser deguda a la interaccié
del dimer format entre HIF1oTe/HIF13 amb el factor Sp-1. Segons es representa a la Figura 4.1A, en
la sequiéncia promotora del gen Pfkfb4, el factor Sp-1 podria reconeixer les caixes GC que envolten els
elements HRE i unir-s’hi. Si Sp-1 també estigués unit al factor HIF1, llavors, la seva uni6 a les caixes
GC al seu torn facilitaria la uni6 a la seqtiéncia promotora de I'heterodimer format pel dominant negatiu

HIF1aTe i HIF1PB i sense necessitat de la isoforma general d'HIF 1o

FIGURA 4. 1A. Hipotesi de la possible

HIF 1T interacci6 entre els factors de
transcripcio HIF 1aTe/HIF1B i Sp-1 en
HIF Pfkfb4 el promotor del gen Pfkfb4.

HRE | SP-1 |

Com a consequéncia, a les espermatides es podria activar la transcripcid del gen Pfkfb4 en
resposta a la disminucié de la concentracié d’oxigen. A més, la proteina Sp1 també funciona com a
estabilitzadora del complex iniciador de la transcripcio (Gill et al., 1994) perqué estaria interaccionant
amb alguns dels cofactors transcripcionals. Aquesta segona interaccié de Sp1 també ajudaria en

Iactivacio del gen Pfkfb4 a les cel-lules postmeiotiques humanes.

En el promotor del gen Pfkfb3, tot i que també té sequencies GC que podrien ser reconegudes
pel factor de transcripcid Sp-1, segons es mostra a la Figura 4.1B, les seqiiencies HRE que s’han
demostrat actives (localitzades entre els nucleotids -1279 i 1288) no presenten caixes GC proximes
(Obach et al., 2004).

HIF 1o
ﬂi‘ FIGURA 4.1.B. Hipotesi de la possible
HIF 1 falta d’interaccio entre els factors de
transcripcio HIF 1aTe/HIF 18 i Sp-1 en
&> Pfkib3 el promotor del gen Pfkfb3.
—IceTe [ coTa]
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Amb aquestes dades i segons la hipotesi anterior, en reduir-se la pressié d’'oxigen, el factor
HIF1aTe (que és un dominant negatiu) reclutaria a HIF13 en detriment de la disponibilitat d’aquest
ultim pel factor HIF 1o ubic. Llavors el dimer format pel dominant negatiu podria unir-se a la proteina
Sp1. Podria suposar-se també que, al no haver-hi caixes GC properes als elements HRE, el complex
multiproteic format pel dimer HIF1oTe/HIF13 amb el factor Sp-1 no seria capag d’unir-se al promotor, i
Pfkfb3 podria ser progressivament silenciat a mida que avanga I'espermatogénesi. Aquest podria ser

un possible mecanisme per silenciar el gen Prfkfb3 a les cél-lules germinals postmeiotiques.

Dins el lumen tubular, el microambient hipoxic en que les cél-lules germinals proliferen és molt
semblant al que estan sotmeses les ceél-lules tumorals en creixement. El descens en la disponibilitat
d’oxigen que es ddna en els tubuls seminifers, estimula a les cél-lules a consumir glucosa i produir
lactat. Per altra banda, la capacitat de les cél-lules proliferants de créixer en un ambient hipoxic,
segons es descriu en el model de Koshiji et al., (2004) radica en gran part de la capacitat
d’interaccionar entre el factor induible per la hipoxia HIF1 i el protoncogen c-Myc. El factor de
transcripcio c-Myc regula el creixement i 'entrada en el cicle cel-lular. S’expressa a la fase G1 i permet
I'entrada de la cél-lula a la fase S actuant sobre les ciclines i les CDK. Durant 'espermatogénesi es
troba expressat als espermatogonis (a I'iltima fase de la divisio mitotica) i als espermatocits (a la
profase de la meiosi) (Teng and Vilagrasa, 1998; Wolfes et al., 1989). També pot actuar sobre gens
glucolitics, per exemple: HK-2, ENO-1, PFK-M, GAPD, LDH-A, els quals també es troben regulats per
HIF1 (Kim et al., 2004; Osthus et al., 2000; Shim et al., 1997). La proliferaci6 requereix una gran
quantitat de nucleotids per tal de duplicar el genoma. Per tant, c-Myc reforcaria els efectes dels factors
de créixement sobre el metabolisme glucidic i controlaria activitats metaboliques especialitzades i

necessaries per tal de duplicar el genoma.

En els anteriors gens mencionats, igual que en el cas de Pfkfb4, les seqliencies que reconeix
c-Myc en el promotor es localitzen en una regi6 de 2 Kba de I'inici de transcripcid. Pero, al contrari del
que va succeir amb Pfkfb4, els elevats nivells de c-Myc esta descrit que incrementen la transcripcio
dels gens glucolitics esmentats. En conseqiéncia augmenta la glucdlisi en preséncia d’oxigen sense
necessitat de la hipoxia ("'anomenat efecte Warburg). Malgrat que totes dues proteines (HIF 1 i c-Myc)
poden reconeixer la mateixa seqiiéncia en el promotor i tenen gens diana comuns, produeixen efectes
oposats pel que fa a la proliferacio cel-lular, la biogenesi mitocondrial o la reparacio del DNA (Gordan
et al., 2007b; Huang, 2008; Koshiji et al., 2004).

Aixi, per una banda, la induccié del factor HIF 1 per part de la hipoxia tindria com a resultat
una aturada del cicle cel-lular degut a la inhibicié transcripcional que fa de c-Myc, per competencia

amb c-Myc que provocaria que aquest no es pogues unir al promotor (Koshiji et al., 2004). Per l'altra

160



Discussio

banda, la uni¢ del factor HIF1 als elements HRE, podria desplacar parcialment a c-Myc de les caixes
E-box en models tumorals (Gao et al., 2007; Gordan et al., 2007b; Zhang et al., 2007). D’aquesta
manera HIF1 podria contrarestar l'activitat de c-Myc desplagant-lo del promotor i en conseqiencia,
regular els processos bioldgics abans esmentats: proliferacid cel-lular, biogénesi mitocondrial i

reparacié del DNA.

En el promotor del gen Pfkfb4, ambdds factors transcripcionals podrien reconeixer la
sequencia 5’- CGTG-3' pero amb diferent resultat. En aquesta memoria de tesi s’ha descrit que en
normoxia c-Myc inhibia I'expressio del gen Prkfb4 al model cel-lular d’espermatogoni, mentre que la
hipoxia revertia parcialment aquest efecte. Quan es va eliminar la proteina HIF 1o del medi i es van
sotmetre les cel-lules a la hipoxia, es va mantenir la inhibicid produida per c-Myc sobre el promotor del
gen Prkfb4. La capacitat de contrarestar 'accié de c-Myc per la hipoxia, s’explicaria per un possible
desplagament de la uni6 de c-Myc al promotor Pfkfb4, degut a que ambdds factors transcripcionals
competirien pels mateixos llocs d'unié i HIF1 tindria un role autoritari en aquesta relacié antagonica.
Tot aixo estaria d’acord amb el mateix model que ha estat descrit pel gen p21 (Huang, 2008; Koshiji et
al., 2004).

c-Myc també pot interaccionar amb el factor transcripcional Sp1, com a exemple de gen
transcripcionalment regulat per la col-laboracié d’aquest dos factors trobem p21 (Gartel et al., 2001).
En aquest cas, s’ha descrit que un cop que c-Myc estés unit amb el factor Sp1 podria reprimir la
transcripcid de p21. D’aquesta manera, c-Myc actuaria com a repressor transcripcional de forma Sp1
dependent o de forma Sp1 independent. Els dos tipus de repressié que pot fer c-Myc s’esquematitzen
alaFigura 4.2.

GEN DIANA
Pfkfb4 ?

FIGURA 4.2. Esquema dels mecanismes pels quals cMyc pot reprimir transcripcionalment. A) Myc
reprimeix la transcripcié de gens diana interaccionant amb la proteina Spl sobre els elements Spl del
promotor. B) Myc reprimeix la transcripcié de gens diana interactuant amb els cofactors Max i Mzi en els
elements E-box del promotor. Adaptat de Gartel and Shchors, 2003; Wanzel et al., 2003.

El primer tipus es donaria quan la proteina Sp1 esta unida a cMyc, llavors funcionaria com a
cofactor i actuaria reconeixent els llocs d’unié Sp1 en el DNA (Gartel and Shchors, 2003; Gartel et al.,

2001). El segon tipus tindria lloc quan c-Myc esta unit amb un altre cofactor, com podria ser Max o Mzi,
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llavors actuaria reconeixent els elements E-box al promotor per produir la inhibici6 transcripcional
(Wanzel et al., 2003). Aixi, sobre la base de I'anterior esquema de mecanismes d’interaccions entre c-
Myc i Sp-1 i a partir dels resultats del capitol 2 d’aquesta memoria, es podria dir que c-Myc, en el
nostre model cel-lular de testicle, actuaria reprimint la transcripcio el gen Pfkfb4 i seria un fenomen del
tipus dos, és a dir, Sp-1 independent. Quan es van sobreexpressar conjuntament els dos factors, la
repressid es donava amb menys eficacia si es comparava a aquella que s'aconseguia en

sobreexpressar només c-Myc.

Arribats a aquest punt i d’acord amb els resultats obtinguts, es podria proposar un model
integrador que expliqués els canvis d’expressid del gen Pfkfb4 durant tot el procés de
I'espermatogenesi. Aquest model es representa a la Figura 4.3 on es representa el model de la
possible regulacié transcripcional del gen Pfkfb4 durant 'espermatogénesi degut a 'homeostasi de

I'oxigen en combinacié amb la diferenciacio cel-lular.

El factor Sp-1 s’expressa durant totes les fases de la formacié dels espermatozoides
(Persengiev et al., 1996; Thomas et al., 2005; Thomas et al., 2007). En els estadis inicials, quan té lloc
la proliferacié dels espermatogonis i espermatocits, es podria suposar que c-Myc es trobaria unit al
promotor del gen Prkfb4, per inhibir-lo parcialment donat que Sp1 podria unir-se al promotor i
promoure una petita transcripcié en competencia amb c-Myc.

En una fase més avangada del procés espermatogenic la hipoxia intracel-lular augmenta i
apareixen les primeres cél-lules postmeiodtiques. En aquestes condicions es comengaria a expressar el
factor induible per la hipoxia especific de testicle: HIF 1aTe (que actuaria com un dominant negatiu),
mentre disminuiria (perqué es degrada) la quantitat del factor HIF 1o ubic que, a més, trobaria reduida
la quantitat de HIF 1 lliure i disponible per unir-s’hi, donat que estaria unit amb HIF 1oTe. En aquest
escenari, Sp-1 podria unir-se al dimer HIF1oTe/HIF1B i, seguint el model que s’ha proposat a la
Figura 4.1A, els permetria unir-se a I'element HRE del promotor del gen Pfkfb4. Com a resultat,
desplacarien a c-Myc de la uni6 a la seqiencia E-box i activarien 'expressio del gen Pfkfb4. Per altra
banda, la hipoxia més severa inhibiria la transcripcié de c-Myc, implicant una reduccié en la quantitat
de proteina de c-Myc i, conseqlientment, en l'activitat d'aquest factor transcripcional (Zhang et al.,

2007). D’aquesta manera s’aconseguiria reduir I'accio negativa del protoncogen cMyc sobre Pfkfb4.
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FIGURA 4.3. Model proposat de la possible regulacié transcripcional del gen Pfkfb4 durant
I'espermatogenesi a humans. La transcripci6 del gen Pfkfb4 estaria parcialment reprimida durant les ones
proliferatives, és a dir, en els espermatogonis i espermatocits. Seria gracies a 1’accié combinada de c-Myc
(sobre a la seqiiencia 5-CGTG-3" del promotor) i de Sp-1 (sobre les seqiiencies riques en GC o SP-1 site) del
promotor Pfkfb4. Aixi mateix, en aquestes condicions el dominant negatiu HIF1oTe seria reconegut per la
proteina VHL, que el conduiria a la degradacié via proteosoma. Durant 1’espermiogenesi, la hipoxia es
torna més severa, HIFlaTe no es degradaria i dimeritzaria amb HIF1f. Es formaria, doncs, un complex
estable al que podria unir-se Spl. Aquest complex desplacaria a c-Myc de la seqiiéncia 5'-CGTG-3" del
promotor per unir-s’hi. S’aconseguiria, d’aquesta manera, activar la transcripcié del gen Pfkfb4 en les
espermatides rodones (Gordan et al., 2007b). Per altra banda, la hipoxia severa també actuaria sobre c-Myc
per reduir la seva activitat: s’inhibiria la transcripcié del mRNA de c-Myc, fet que comportaria una reduccio
en la quantitat de proteina i, conseqiientment, en l’activitat d’aquest factor transcripcional (Zhang et al.,
2007). Esquema de I'espermatogenesi modificat de Dufau and Tsai-Morris, 2007.

De forma paral-lela, també es podria suggerir un model integrador similar per a que expliqués

els canvis d’expressio del gen Pfkfb3 al llarg de tot el procés de I'espermatogenesi. EI model de
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regulacio transcripcional durant 'espermatogenesi del gen Pfkfb3 degut a 'homedstasi de I'oxigen en

combinacié amb la diferenciacio cel-lular es recull a la Figura 4.4.

-'\' % 5' -‘F; %y
) |

—

Mitosi Meiosi I&1l Espermiogénesi
3G 1°3F 2°Sp R3S ES Espermatozoide
| F ! } T ! I i T i
1 6 89 10 13 15 16 fases
ﬂPROLIFERACI('), ﬂDIFERENCIACI('), ———1 mRNA Pfkfb3
Hipoxia mitjana Hipoxia severa l
l proteina PFKFB3
HIF AL e 10 1M HiF 10 —ﬁPfkﬂw
——Icere [Tt Degradacio
via proteosoma

HIF 1aTe
HIF 1’3"1

1

—Tcere Tcora]

FIGURA 4.4. Model proposat de la possible regulaci6 transcripcional del gen Pfkfb3 durant
I'espermatogenesi a humans. La transcripcio del gen Pfkfb3 estaria altament activada durant les ones
proliferatives, és a dir, en els espermatogonis i espermatocits. Seria gracies a la uni6 del dimer HIF1o/HIF1§
a la seqiiéncia 5’-CGTG-3’ del promotor. Aixi mateix, en aquestes condicions HIF1oTe seria reconegut per la
proteina VHL, que el conduiria a la degradacioé via proteosoma. Durant la diferenciacié espermiogenica, la
hipoxia es torna més severa. Les espermatides deixarien de produir el factor HIF1o ubic per fabricar-ne
'especific de testicle, HIF1oTe. Aquest ultim reclutaria HIF1P i Spl, perd en no haver seqiiencies Spl
properes als llocs HRE actius en el promotor del gen Pfkfb3, aquest complex no s’hi podria unir i s’inhibiria
la seva transcripcié. Altres mecanismes que podrien silenciar en aquest ambient Pfkfb3 serien la inhibicié de
la transcripcié degut a la presencia de factors que promouen la diferenciacié, i la degradacié de la proteina
via proteosoma (Duran et al., 2008; Riera et al., 2003). Esquema de 1'espermatogenesi modificat de Dufau
and Tsai-Morris, 2007.

& Pfkib3

En els estadis inicials del procés espermatogénic, durant la proliferacio dels espermatogonis i
espermatocits, es podria suposar que la transcripcié del gen Pfkfb3 estaria altament activada gracies a

la unié del dimer HIF1o/HIF1P a la sequéncia 5-CGTG-3' del promotor. En progressar el procés
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espermatogenic, la hipoxia intratubular i, per tant, la intracel-lular augmenten. En aquest microambient
privat d’oxigen apareixen les primeres cél-lules postmeiotiques. També sota aquestes condicions es
comencaria a expressar el factor induible per la hipoxia especific de testicle: HIF 1oTe (dominant
negatiu), mentre disminuiria (per degradacio) la quantitat del factor HIF 1o ubic. A més, aquelles
proteines del factor ubic HIF 1o que encara no estiguessin marcades per a degradar-se, trobarien
reduida la quantitat de HIF 13 lliure i disponible per unir-se’'n, degut a que estaria unit amb HIF 1oTe.
El factor Sp-1 es trobaria expressat durant totes les fases de la formacié dels espermatozoides
(Persengiev et al., 1996; Thomas et al., 2005; Thomas et al., 2007) i podria unir-se al dimer
HIF1oTe/HIF1 seguint el model que hem proposat. Com hem comentat anteriorment a la Figura
4.1B, les sequencies HRE en el promotor del gen Pfkfb3 que s’han demostrat que son actives
(aquelles localitzades entre els nucleotids -1279 i 1288) no presenten caixes GC proximes (Obach et
al., 2004). Llavors, el complex multiproteic format pel dimer HIF1oTe/HIF1 amb el factor Sp-1 no
seria capa¢ d’'unir-se al promotor, i la transcripcié del gen Pfkfb3 podria ser progressivament silenciada

a mida que avanca I'espermatogénesi.

Aquest podria ser un possible mecanisme per silenciar el gen Pfkfb3 a les cel-lules germinals
postmeiotiques. En aquestes cel-lules la reduccio o 'aturada en la transcripcié mitjangant repressors
que reconeixen especificament el mRNA és un mecanisme de control transcripcional caracteristic
(Kleene, 2001). Altrament, existeixen altres mecanismes descrits de silenciacid o de regulacié negativa
sobre la proteina uPFK-2 (PFKFB3) que es donen en els sistemes cel-lulars en diferenciacid. Aquests
son, d'una banda la degradacio de la proteina via proteosoma, i de 'altra la inhibici6 transcripcional del
gen Pfkfb3 produida pels factors de diferenciacié presents en el sistema cel-lular, tal com es va
descriure pel nostre laboratori durant la miogenesi (Riera et al., 2003), o bé durant la diferenciacio
hepatica (Duran et al., 2008).
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4.3.- Regulacié hormonal de Pfkfb4 a les cel-lules germinals i relacié amb les

cél-lules de Sertoli.

Com hem dit en I'apartat anterior, els canvis en els patrons d’expressi6 genica que es donen a
I'espermatogenesi necessiten estar regulats de forma sincronica amb les diferents fases del procés: la
mitosi, la meiosi i la diferenciacid cel-lular. EI conjunt de resultats presentats sobre la regulacié
transcripcional del gen Pfkfb4, juntament amb les hipotesi proposades sobre el control transcripcional
de l'expressio dels gens Pfkfb3 i Pfkfb4, aporten informacid sobre la importancia que poden tenir
diferents factors transcripcionals dependents de I'ambient, és a dir de la concentracidé d’oxigen, del
tipus cel-lular, i de l'estat de diferenciacid cel-lular sobre I'activitat transcripcional dels gens durant

aquest proceés.

No s’ha d'oblidar que, apart de la regulacié transcripcional dels gens necessaris en cada
etapa, la correcta progressio de I'espermatogenesi també depén tant pel seu inici com pel seu
manteniment del control hormonal. La regulacié hormonal es produeix per l'accié combinada de les
hormones FSH i Testosterona sobre les cel-lules de Sertoli i no pas sobre les germinals, ja que als
tubuls seminifers només les primeres presenten els receptors per aquestes hormones (Suarez-Quian
et al., 1999; Walker and Cheng, 2005). La testosterona és necessaria a les cel-lules de Sertoli per a
tres funcions principals: (1) el manteniment de la barrera Hemato-Testicular, (2) garantir la
supervivencia de les cel-lules germinals durant la meiosi i (3) afavorir la sortida dels espermatozoides
madurs cap al (Denolet et al., 2006; Holdcraft and Braun, 2004; Meng et al., 2005). Altrament, la
presencia d’estrogens en el testicle també és necessaria per garantir la supervivencia de les cél-lules
germinals (Pentikainen et al., 2000). Aixi per exemple s’ha vist que animals knockout pel receptor dels
estrogens (ERkoo i ERko) presenten danys a I'espermatogénesi, consistents en anormalitats a les
cel-lules postmeiotiques, conjuntament amb un augment de I'apoptosi (Lubahn et al., 1993; Robertson
et al., 1999). Finalment, aquests danys porten a una reducci6 de la fertilitat de I'animal associada a
I'edat. En el testicle, els receptors d’estradiol s’expressen a les cél-lules somatiques (Sertoli y Leydig)

aixi com a les germinals (des dels espermatogonis fins a les espermatides) (O'Donnell et al., 2001).

Tal i com s’ha descrit en els resultats del tercer capitol d'aquesta memoria de tesi, en el
promotor del gen Pfkfb4 varem localitzar possibles sequéncies consens d’unié per a hormones
esteroidals, tant a androgens (ARE) com a estrogens (ERE). Aixi i tot, en assajar I'efecte de la
testosterona sobre el gen Pfkfb4, es va veure que concentracions de 10-° M de 'hormona no causaven
cap resposta en el promotor Prfkfb4 malgrat I'existencia dels possibles elements ARE. En canvi,

I'estradiol disminuia la transcripcio del gen Pfkfb4 en les cél-lules germinals derivades d’espermatogoni
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(GC-1 spg). Aquests resultats podrien explicar, en part, que per immunofluorescéencia a les cel-lules
germinals premeiotiques es detecti poca proteina tPFK-2 (PFKFB4) i es pugui detectar més
immunofluorescéncia corresponent a tPFK-2 (PFKFB4) a partir de les espermatides en elongacio.
Altres factors a tenir en compte que podrien explicar la localitzacié de tPFK-2 (PFKFB4) i
UPFK-2 (PFKFB3) en el complicat entramat cel-lular que forma el testicle son els factors que
produeixen les cel-lules de Sertoli. Aquests son summament importants per tal de completar amb éxit
la progressio dels espermatogonis a espermatozoides, és a dir, per portar a terme els procéssos
d’espermatogeénesi i espermiogenesi. Segons Griswold i els seus col-laboradors, les glicoproteines
que fabriquen i secreten les cél-lules de Sertoli al medi adluminal es poden dividir en quatre
categories: (a) aquelles que faciliten el transport d’'ions i hormones, per exemple: la proteina d’'unié als
androgens (ABP, Androgen Binding Protein), que com el seu nom indica s’uneix als androgens lliures
gracies a l'alta afinitat que té; (b) proteases i inhibidors de proteases, de gran importancia a 'hora de
remodelar 'epiteli seminifer durant I'espermiacio; (c) components estructurals de la membrana basal, i
(d) reguladores, aqui s’inclouen les hormones que participen en el feed-back negatiu que controla la

secrecio de testosterona i FSH (veure Taula 1A de la introduccid) (Griswold, 1995; Griswold, 1998).

Les cél-lules de Sertoli també sintetitzen i secreten al medi intratubular altres tipus de
glicoproteines que poden funcionar com a factors de creixement i que es poden considerar que es
comporten com a factors reguladors paracrins. Alguns d’ells resulten ser fruit de I'estimulacié hormonal
produida sobre les cel-lules de Sertoli per la testosterona. Aixi doncs, la testosterona en el testicle
actuaria com un factor pro-supervivencia: in vitro, si es depriva el serum en el medi de cultiu dels
tubuls seminifers s'indueix 'apoptosi que pot revertir-se amb 'addicié de testosterona al cultiu. De fet,
la deprivacié dels androgens en els mamifers té conseqiencies en la progressié dels espermatocits
en fase de preleptote cap a paquité, a més també té associat un descens en el nombre d’espermatides
(Selva et al., 2000). Per0, el mecanisme exacte pel qual la testosterona actua fomentant la
supervivencia germinal es desconeix, ja que precisament aquestes no presenten receptors
d’androgens que es localitzen a les cél-lules somatiques del testicle. Com a exemple de factors pro-
supervivencia que resulten de I'estimulacié hormonal estarien el lactat, diversos factors de creixement i
algunes hormones (inhibina i MIS) (Griswold, 1998; Walker and Cheng, 2005). El conjunt dels factors
produits i secretats al compartiment adluminal per les cél-lules de Sertoli formarien part del

microambient que envolta a les cél-lules germinals en proliferacid i que les influiria.

A la Taula 4.2., es recull un llistat d'alguns dels senyals paracrins que poden regular el desti

de les cél-lules germinals
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Nom Simbol Referéencia
Interleukin-4 IL-4 (Cooke et al., 1996)
Stem Cell Factor SCF (Allard et al., 1996)
Fibroblast Growth Factor FGF (Griswold, 1998)
Insulin Growth Factor- IGF-I (Griswold, 1998)
Epidermal Growth Factor EGF (Griswold, 1998)
Bone Morhogenetic Protein BMP (Itman and Loveland, 2008)
Desert Hedgehog Dhh (Gnessi et al., 1997)
Glial cell line-derived Neurotrophic Factor GDNF (Meng et al., 2001)
Platelet-derived Growth Factor PDGF (Basciani et al., 2002)
Transforming Growth Factor-beta TGFB (Griswold, 1998)
Lactat (Erkkila et al., 2002)

TAULA 4.2. Productes de les cél-lules de Sertoli que poden actuar com a senyals paracrins reguladors del
desti de les cel-lules germinals.

Per tal de simular les condicions del medi on in vivo es desenvolupen les cél-lules germinals,
aquestes van ser tractades amb un medi de cultiu que provenia d’estimular les cel-lules de Sertoli amb
una concentracié de 10-°M de testosterona, és a dir, que varem cultivar les cel-lules germinals amb un
medi condicionat amb testosterona (TCM). Sota aquest tractament, tant els enzims uPFK-2 (PFKFB3) i
tPFK-2 (PFKFB4) com els gens que els codifiquen, Pfkfb3 i Pfkfb4, respectivament, van comportar-se
de forma diferent. Mentre Pfkfb3 i la seva corresponent proteina van disminuir quan les cel-lules
germinals van ser tractades amb el medi TCM, el gen Pfkfb4 i la proteina que codifica van incrementar
llurs expressions. Els resultats que es presenten en el capitol tres d’aquesta memoria de tesi,
suggereixen que en la regulacio a les cel-lules germinals tant de les expressions dels gens Prkfb3 i
Ptkfb4, com de les proteines per les que codifiquen, actuaria algun factor soluble produit per les
cel-lules de Sertoli sota I'estimulacié hormonal de la testosterona. Sobre uPFK-2 (PFKFB3), en els
espermatogonis només s’ha pogut veure un efecte de I'actuacié a nivell de la proteina, reduint-ne la
seva expressio. Mentre que als espermatocits regularia, en negatiu, tant els nivells de 'mRNA com els
nivells proteics. Sobre la proteina tPFK-2 (PFKFB4), en tots dos tipus cel-lulars, actuaria a nivell

transcripcional i proteic per incrementar-ne I'expressio.

Hi ha poca informacié sobre com els factors de creixement podrien actuar sobre les cel-lules
germinals per promoure’ls la supervivencia. Pel que fa a les cel-lules germinals primordials, s’ha vist
que in vitro diversos factors, com per exemple: IL-4, FGF i BMP-4, promouen la seva supervivéncia.
Per contra, el TFG-B promou I'apoptosis dels gondcits en un cultiu primari. Ara bé, la supervivéncia

dels gonocits és garantida si es fa un co-cultiu primari amb cel-lules de Sertoli ja qué aquestes

168



Discussio

produeixen altres factors de creixement pro-supervivéncia que poden contrarestar 'accié del TGF-f,
per exemple: FGF, BMP-4 i IL-4 (Cooke et al., 1996; Dolci et al., 1991; Matsui et al., 1992). En els
adults, son altres els factors de creixement els que asseguren la supervivencia de les cel-lules
germinals. S’ha descrit que alguns membres de la familia dels BMP, en concret BMP-8-A i BMP 8-P
son els encarregats de proporcionar els senyals de supervivéncia als espermatocits. Altres senyals
paracrins son els factors Dhh, que és secretat per les cél-luels de Sertoli i fomenta la supervivéncia
germinal, i GDNF, que regula la renovacio6 dels espermatogonis i la posterior diferenciacié (Meng et al.,
2001).

El lactat per si mateix ja pot considerar-se com un factor pro-supervivéncia, perque
incrementa la sintesi proteica i la concentracid d’ATP tant en els espermatocits com en les
espermatides en cultiu (Erkkila et al., 2002; Jutte et al., 1981; Nakamura et al., 1981). Per aquests
motius es podria pensar que el lactat present en els medis condicionats estigués afectant a I'expressio
del gen Pfkfb4. Quan es van cultivar les cel-lules germinals amb un medi condicionat basal (BCM,
aquell que va estar en contacte amb les cel-lules de Sertoli sense haver sigut suplementat amb
testosterona) s’activava la transcripcid del gen Pfkfb4 ja que les respostes luciferases de les
construccions Pfkfb4/-1800 i Prfkfb4/-2100 es van incrementar significativament respecte la situacio
basal. Llavors, es podria suposar que la transcripcié del gen Pfkfb4 es podria controlar pels nivells de
lactat presents en el medi. Perd, per acabar de demostrar la implicacié del lactat en I'expressi6 de
Pfkfb4 s’hauria de cultivar les cél-lules germinals amb concentracions creixents de lactat exogen per
verificar una correlacié entre l'increment en la quantitat de lactat i un increment en la transcripcié del

gen Pfkfb4 en resposta al tractament.

Els efectes produits pel medi condicionat TCM (aquell que va estar en contacte amb les
cel-lules de Sertoli i si va ser suplementat amb la testosterona) sobre I'expressio tant de les proteines
uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) com dels gens que les codifiquen: Pfkfb3 i Pfkfb4, es podrien
explicar per la preséncia d’algun factor soluble en el medi TCM resultat de I'estimulacié hormonal de la
testosterona sobre les cél-lules de Sertoli. Aquest factor desconegut regularia positivament tant el gen
Pfkfb4 com la proteina per la que codifica, tPFK-2. Igualment, el mateix factor o potser un altre,
regularia negativament I'expressio del gen Pfkfb3 i de la proteina uPFK-2. El o els factors del medi
TCM podrien interaccionar directament amb la seqiencia promotora Pfkfb4 i Pfkfb3 o bé podrien
activar vies de senyalitzacié amb la finalitat de controlar la transcripcié i la traduccié de uPFK-2
(PFKFBS) (reduint-la) i de tPFK-2 (PFKFB4) (augmentant-la) en els models de cél-lules germinals que
s’han estudiat: espermatogonis i espermatocits.
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Un factor limitant en el creixement cel-lular als mamifers és la disponibilitat de nutrients per
part de les cel-lules proliferants. La deprivacié dels nutriens comporta la reduccié del metabolisme
anabolic, la caiguda del potencial de membrana mitocondrial, 'aturada del cicle cel-lular, atrofia i
finalment la mort cel-lular (Edinger, 2007). Les hormones i els factors de creixement regulen 'acceés de
les cél-lules a dits nutrients modulant I'expressio del sistema de transport propi de cada nutrient (per
exemple, del transportador de glucosa: GLUT-4) en la membrana cel-lular. Els factors de creixement
reconeixen receptors del tipus tirosina cinasa en la membrana de les cél-lules dianes i s’hi uneixen, fet
que comporta l'estimulacié del receptor i, en consequéncia, l'activacié de diferents vies de
senyalitzacio que actuen sobre la proliferacio, la supervivéncia i la diferenciacio cel-lular. Les vies de
transduccié de senyals per les que actuen son, principalment, la via de de PI3K/Akt/mTOR i la de les
MAPK (Mitogen-activated protein kinase (Edinger, 2007; Ghosh et al., 2005).

La via de PI3K/Ak/mTOR esta ampliament expressada en els sistemes cel-lulars que
responen als factors de creixement, per exemple I'lGF (insulin growth factor). La uni6 del factor de
creixement, 0 en el nostre cas del factor soluble que estaria en el medi TCM, al receptor activaria la
proteina PI3K (Phosphoinositide 3-kinasa) que activaria la cascada de fosforilacions, amb efectors
com I'Akt (també anomenada PKB: proteina cinasa B) i mTOR (mammalian target of rapamicina).
L'activacio de la via PI3BK/Ak/mTOR en resposta als factors de creixement té una clara funcié en pro
de la supervivencia i la proliferacié, i augmenta moltes de les activitats metaboliques que suporten la
biosintesi cel-lular (DeBerardinis et al., 2008; Ghosh et al., 2005). No obstant, 'AKT pot fosforilar
directament 'enzim PFK-2 i activar d’aquesta manera la glucolisi (Hammerman et al., 2004).

La via de les MAPK també es troba activa en aquells sistemes cel-luars que responen als
factors de creixement, per exemple 'EGF (epidermal growth factor). La unié del factor de creixement, o
en el nostre cas del factor soluble que estaria en el medi TCM, al receptor activaria la proteina MEK
(mitogen-activated protein kinase) que activaria la cascada de fosforilacions, amb efectors com ERK
(extracellular-signal-regulated kinase) i mTOR (mammalian target of rapamicina). L’activacié de la via

de les MAPK en resposta als factors de creixement afavoreix la proliferacio i la diferenciacio cel-lular.

Per altra banda, hem de tenir en compte que part dels factors paractins produits per les
cel-lules de Sertoli pertanyen a la familia del TGF—3 (com pot ser el mateix TGF o BMP). Es va
estudiar en detall la seqiiencia d’aquests 800 nucledtids mitjancant programes informatics (Transfac,
ECR Browser) per tal de trobar-hi elements de resposta a algun dels seus efectors transcripcionals. En

aquesta regi6 del promotor del gen Pfkfb4 es van localitzar possibles seqliéncies d’unié a proteines
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Smads (5-CTGT-3 i la seva complementaria 5-AGAC-3’) (Massagué et al., 2006) que es troben

conservades tant a ratoli com a gos.

Qualsevol d’'aquestes vies de senyalitzacid, o la seva combinacid, podrien mitjangar els
efectes sobre les cel-lules germinals de I'estimulacié hormonal de les cél-lules de Sertoli i ser les
responsables de regular I'expressid d'uPFK-2 (PFKFB3) i de tPFK-2 (PFKFB4) en el transcurs de
I'espermatogenesi.
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FIGURA 4. 5. Esquema de les possibles relacions que s’estableixen entre les cél-lules de Sertoli i les
cél-lules germinals en resposta a l'estimulaci6 hormonal per part de la testosterona. L’hormona
testosterona entra a la cél-lula de Sertoli i bé per acci6 directa actuant com un factor de transcripcié o bé per
I'activacié de vies de senyals estimula la sintesi d’un factor de creixement que es alliberat al medi i entra a
les cel-lules germinals gracies a un receptor de membrana especific. Aquest factor de creixement en la
cel'lula germinal activara vies de transducci6 de senyals (PI3K, MAPK, o TGE) per tal que algun o alguns
factors de transcripcid associats a aquella o aquelles vies actuin regulant la transcrpicié dels gens Pfkfb4 (de
forma positiva) i Pfkfb3 (de forma negativa).
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Conclusions

. S’ha generat un anticos policlonal enfront la proteina tPFK-2 (PFKFB4) humana, de rata i de ratoli.
Aquest anticos reconeix especificament la isoforma amb una bona sensibilitat i és capag
d’'immunoprecipitar tant la proteina sobreexpressada en cél-lules eucariotes com I'expressada de
manera endogena en dues linies cel-lulars humanes derivades de tumors de prostata (LNCaP i
PC-3).

Les proteines uPFK-2 (PFKFB3) i tPFK-2 (PFKFB4) en el testicle de rata s’expressen durant els
ultims dies del desenvolupament embrionari (E,18, E19, E20 i E21), aixi com durant el
desenvolupament postnatal. L’expressio de la proteina uPFK-2 (PFKFB3) disminueix al voltant del
dia 30 postpart. Es detecten dues bandes de la proteina tPFK-2 (PFKFB4), una de 50 i una altra
de 55 kDa. La de 50 kDa no varia en el temps, mentre que la de 55 kDa s’incrementa

progressivament a partir dels 10 dies postpart.

. A nivell d'expressié génica, Pfkfb3 i Pfkfb4 es troben expressats en el testicle adult, essent la
quantitat relativa de Pfkfb4 majoritaria. Quan s’analitza I'expressio al llarg del desenvolupament del
testicle, el gen Pfkfb4 té el maxim d’expressié en 'animal adult (dia 90 postpart), mentre que es
manté practicament constant i sense variacions significatives a la resta de periodes analitzats. El
gen Prkfb3 presenta lleugers pics de mRNA els dies E21, 6 i 18 postpart, i un maxim a dia 30
postpart.

. A partir de l'analisi de les poblacions cel-lulars aillades que constitueixen el testicle s’ha localitzat
la proteina uPFK-2 (PFKFB3) tant en les cél-lules somatiques (Sertoli, Leydig i peritubulars) com
en les germinals. La proteina tPFK-2 (PFKFB4) només s’ha localitzat a les cel-lules germinals, en
especial a les postmeiétiques: les espermatides rodones i les espermatides en elongacié. A partir
d’espermatozoides aillats de I'epididim, a diferents edats de maduracio (30 i 90 dies postpart), s’ha
localitzat la proteina uPFK-2 (PFKFB3) en aquells espermatozoides més immadurs (30 dies) i la
proteina tPFK-2 (PFKFB4) en els més madurs (90 dies). Tenint en compte aquests resultats, es
pot concloure que durant els processos d’espermatogenesi i espermiogenesi es produiria una
alternanca d’isoenzims de la PFK-2. L'isoenzim ubic, uPFK-2 (PFKFB3), seria necessari durant les
fases proliferatives, perd un cop s’han format els espermatozoides madurs perdria importancia. En
canvi, lisoenzim de testicle, tPFK-2 (PFKFB4), seria un enzim caracteristic d’expressioé germinal

trobant-se en les cél-lules espermatogéniques i en els espermatozoides.

. S’ha identificat I'inici de transcripcid del gen Pfkfb4 en la posici6 -25 del codé ATG i es correspon
amb un residu citosina. A més a més, s’ha demostrat que els primers -141 nuclettids del promotor

son els responsables de la transcripcié basal d’aquest gen.
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S’ha clonat i caracteritzat la regid 5" no transcrita del gen Pfkfb4 (fins, aproximadament, a -3500
nucleotids), localitzant possibles llocs d’unié per a factors de transcripcié especifics, com sén els
elements de resposta a hipoxia (HRE) i elements de resposta als androgens i als estrogens (ARE i

ERE, respectivament), i seqiiencies consens pels factors Sp1 i c-Myc.

S’ha demostrat que dels putatius elements HRE localitzats a la seqtiéncia del promotor Pfkfb4,
almenys el de la posicié -404 seria necessari per la resposta del gen Pfkfb4 a la hipoxia en les
cel-lules GC-1 spg. En canvi, només la seva presencia no seria suficient per explicar la resposta a
la hipoxia en les cél-lules GC-2 spd (ts), on es farien necessaries altres de les possibles caixes
HRE que hi ha en el promotor del gen Pfkfb4. Aquesta seria una resposta dependent de la
preséncia d'HIF1 actiu en la cel-lula ja que la induccid d’hipoxia desapareix en cél-lules defectives
en I'expressio del factor HIF 1o (mEF/HIF1(-/-)).

El factor de transcripcié Sp1 activa la transcripcio basal del gen Pfkfb4. En situacions d’hipoxia,
Sp1 potencia un augment en la resposta del promotor, essent més significatiu I'efecte en la

construccid Prkfb4/-428, suggerint un efecte additu d’ambdds estimuls.

La preséncia del factor de transcripcid c-Myc inhibeix la transcripcid del promotor Prkfb4,
provocant una reducci6 del 90 % en la construccié de major grandaria: Pfkfb4/-2100. Els possibles
elements de resposta a c-Myc presents en el promotor a les posicions -409, -1229 i -2023 podrien
ser els candidats responsables de controlar aquesta inhibicié. A més, la preséncia de c-Myc
contribuiria a frenar 'efecte d’HIF 1 sobre la transcripcié del gen Pfkfb4 ja que, en aquestes

condicions, no s’arriben a obtenir els valors d’induccié aconseguits amb la hipoxia sola.

Tenint en compte l'efecte negatiu de c-Myc sobre el promotor del gen Pfkfb4 huma, la
sobreexpressio de Sp1, conjuntament amb la hipoxia podrien contrarestar aquesta inhibicid i

cooperar conjuntament per aconseguir induccions encara majors.

En analitzar I'efecte hormonal sobre I'expressié genica de Pfkfb4 s’ha trobat que: 'androgen 5ai-
dihidrotestosterona no té cap efecte sobre I'activitat transcripcional del gen Pfkfb4. En canvi, la
preséncia de I'estrogen 17-B—estradiol provoca una reduccié de més del 50% en l'activitat del
promotor Pfkfb4. El fet que siguin les construccions del promotor Pfkfb4/-1077 i Pfkfb4/-1800 les
que donen aquesta resposta, faria pensar que alguna de les sequiencies ERE localitzades en

aquesta regio en seria responsable.

Tant en el model d’espermatogoni (GC-1spg) com en el model d’espermatocit (GC-2 spd (ts)),

I'expressio de 'enzim tPFK-2 (PFKFB4) s'incrementa més del doble per efecte del tractament amb
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medi condicionat provinent de cel-lules de Sertoli tractades amb testosterona (medi TCM). Pel que
fa a I'expressio de I'enzim uPFK-2 (PFKFB3), aquesta es redueix un 50% aproximadament per

efecte del mateix tractament en els dos models germinals.

Tant en el model d’espermatogoni (GC-1spg) com en el model d’espermatocit (GC-2 spd (ts)), la
transcripcio del gen Pfkfb4 s'incrementa més del doble en els dos models cel-lulars per efecte del
tractament amb medi condicionat provinent de cél-lules de Sertoli tractades amb testosterona
(medi TCM). Aquesta resposta esta limitada a la regié promotora localitzada entre les posicions -
1077 i els -1800. Pel que fa a I'expressié del gen Pfkfb3, mentre aquesta no sembla s’afectar-se
de manera significativa pel tractament amb el medi condicionat amb testosterona (TCM) a les

cel-lules GC-1 spg, a les cél-lules GC-2 spd (ts) es redueix aproximadament un 50%.

Els resultats obtinguts en cél-lules germinals com a resposta al tractament amb el medi
condicionat amb testosterona (medi TCM), tant a nivell de proteina com d’expressid geénica de
Pfkfb3 i Pfkfb4, suggeriria que l'alliberament d’algun factor al medi per part de les cél-lules de
Sertoli faria de transmissor de la senyal hormonal d’aquestes sobre les ceél-lules germinals regulant
els gens Pfkfb3 i Prkfb4.
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Mide Lo que se pueda medir Y Lo que wo hazlo wmedtble
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Material i Métodes

Teécniques de Biologia Molecular

BACTERIS

Creixement liquid / solid

Material:

Medi de cultiu LB:
LB liquid: NaCl 10 g/L, Triptona o peptona 10 g/L, extracte de llevat 5 g/L, pH: 7. S’autoclava
LB-Agar, a més s'afegeix agar 15 g/L i també s’autoclava. Quan es refreda es plaqueja en
plaques de Petri

Antibiotic de seleccio: ampicil-lina o kanamicina (50 mg/ml). S’afegeix un cop el medi s’ha atemperat

Protocol:

A. En el cas dels cultius liquids, es fan créixer les cel-lules en agitacié amb medi LB més I'antibiotic de
seleccié a 37°C durant tota la nit. Per tal d’assegurar una bona oxigenacio del cultiu, el recipient no
es pot omplir més de dues terceres parts.

B. En el cas dels cultius solids, es fan servir plaques de LB-agar amb I'antibidtic de seleccid. Les

plaques es deixen cap per avall a 37°C tota la nit.

Obtencio de cél-lules competents
Material:
Medi de cultiu LB liquid: NaCl 10 g/L, Triptona o peptona 10 g/L, extracte de llevat 5 g/L, pH: 7. Autoclavat
50 mM CaCl2 (dihidratat). Es prepara el dia anterior, s'autoclava i es guarda a 4°C
Glicerol autoclavat
Protocol:
1. Créixer un minicultiu a partir d'un stock de glicerol o’ Escherichia coli susceptibles de ser competents
en 15 ml de LB liquid sense antibiotic en agitacié a 37°C durant tota la nit.
2. Passar el minicultiu a un erlenmeyer d' 1 litre de capacitat amb uns 300 ml de LB liquid sense
antibiotics.
3. Controlar el creixement bacteria llegint l'absorbancia a 590-600 nm, cada 30 minuts, fins que
s’obtingui una lectura de 0.5, indicativa d’un creixement exponencial.

4. Passar els 300 ml a falcons de 50 ml.

o

Centrifugar a 1500 rpm a 4°C durant 10 minuts, descartar el sobrenedant. A partir d'ara és important
treballar a 4°C amb un material pre-refredat.

Resuspendre els pél-lets bacterians en 25 ml de CaCl, 50 mM i deixar en gel durant 30 minuts.
Centrifugar a 1500 rpm a 4°C durant 10 minuts, descartar el sobrenedant.

Resuspendre els pel-lets bacterians en 10 ml de CaCl, 50 mM.
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Centrifugar a 1500 rpm a 4°C durant 10 minuts, descartar el sobrenedant.
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10.Resuspendre els pél-lets bacterians en 2 ml de CaCl, 50 mM.
11.Ajuntar tots els vials en un, s'afegeix glicerol fins a una concentracio final del 20% i es fan aliquotes,

d’entre 200-500 s, i es congelen inmediatament en nitrogen liquid. Es guarden a -80°C.

Transformacio de cél-lules competents per xoc térmic
Material:
Cél-lules competents.
Medi de cultiu LB liquid: NaCl 10 g/L, Triptona o peptona 10 g/L, extracte de llevat 5 g/L, pH: 7. Autoclavat
Plaques de LB-agar amb 'antibiotic de seleccié.
Protocol:
1. Descongelar un vial de cél-lules competents en gel.
2. Afegir 5 ul d'una lligacié en 50 pl de cél-lules competents i agitar suaument per inversié.
3. Deixar en gel de 5 a 30 minuts.
4. Realitzar el xoc termic termic (triar entre (a) i (b)):
a) 30 segons a 42°C i 2 minuts en gel
b) 5 minuts a 37°C i 1minut 30 segons en gel
Afegir 800 i de medi LB liquid sense antibiotics a temperatura ambient.
Posar el tub, inclinat, en un agitador a 200 rpm durant 1 hora a 37°C
Centrifugar els vials a 3000 rpm durant 3 minuts a 37°C.
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Eliminar volum de sobrenedant fins que només quedin 50 pl de medi, amb el que es resuspen el
pel-let bacteria.

9. Plaquejar les bacteries en condicions d’esterilitat en les plaques de LB selectives, préviament pre-
escalfades a 37°C.

10.Deixar les plaques a l'estufa, de cap per avall, a 37°C durant tota la nit.

Preparacié d’estocs de glicerol
Material:
Cultiu bacteria transformat amb el plasmidi d'interes
Glicerol 80% (v/v) esteril
Medi LB liquid
Protocol:
1. Inocular els bacteris en medi LB amb I'antibiotic de seleccié adequat.
2. Incubar a 37°C, durant tota la nit en agitacid.
3. Barrejar 810 ul de cultiu bacteria amb 190 pl de glicerol 80% (el percentatge final és del 15%).

Agitar per inversié i guardar a -80°C.
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DNA

Purificacié de DNA plasmidic

Material:

Cultiu bacteria transformat amb el plasmidi d'interes.

kit Wizard®plus minipreps (Promega).

GenEluteTM Endotoxin-free Maxiprep Plasmad purification kit (SIGMA).

Protocol:

A. Per a la purificacié de DNA plasmidic a petita escala o Miniprep:
Partir de 5ml de cultiu bacteria liquid, seguir el protocol del kit de miniprep.
S’acostuma a utilitzar com a pas intermediari per tal de comprovar que es tracta del plasmidi d’interés
(un cop obtingut el DNA plasmidic, es realitzen digestions amb enzims de restriccio per confirmar que
es tracta del nostre plasmidi).

B. Per tal d’obtenir quantitats elevades de DNA o Maxiprep:
Partir d'un cultiu bacteria liquid de 130 ml, seguir el protocol del kit de la maxiprep.
Un cop obtinguda una gran quantitat de DNA, es quantifica llegint 'absorbancia a A 260 nm a
I'espectofotometre, preparant una diluci6 1:50. La ratio d’absorvancia 260/280 ha de ser
aproximadament 1.80. Es calcula la concentracié de DNA aplicant la formula:
[ DNA ] (mg/ml) = Abs 260 x 50 / I DNA plasmidic.

Purificacio de fragments de DNA amb Fenol-Cloroform
Material:
FENOL:CLOROFORM:ISOAMILALCOHOL (25:24:1) (Ph/Chisam)
Cloroform
Protocol:
1. Afegir un volum de Fenol/Cloroform (Ph/Chl) igual al volum existent de mostra
Barrejar i centrifugar a velocitat maxima durant 10 minuts
Recollir el sobrenedant (fase aquosa)
Tornar a afegir un volum de Ph/Chisam igual a I'existent de mostra
Barrejar i centrifugar a velocitat maxima durant 10 minuts
Recollir el sobrenedant (fase aquosa)
Afegir dos volums de Cloroform igual a I'existent de mostra

Barrejar i centrifugar a velocitat maxima durant 10 minuts
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Recollir el sobrenedant (fase aquosa)

Precipitacio de fragments de DNA amb rentats amb etanol
Material:
NaOAc 3M
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ETOH 100% fred
ETOH 75% fred
Aigua mQ autoclavada

Protocol:

1.
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9.

Afegir 0.1 volum de NaOAc 3M al volum de mostra

Afegir 2.5 volums de ETOH 100% fred

Deixar, com a minim, 30 minuts a -80°C

Centrifugar a velocitat maxima durant 15 minuts, 4°C

Aspirar el sobrenedant amb la pipeta, amb cura de no aspirar també el pel-let

Afegir 2.5volums de ETOH 75% fred per rentar el pél-let

Centrifugar a velocitat maxima durant 15 minuts, 4°C

Aspirar el sobrenedant amb la pipeta, amb compte de no aspirar també el pél-let (és recomanable
d’aspirar les gotes d’etanol de les parets amb el buit)

Deixar assecar a la campana de buit

10.Resuspendre el pel-let amb aigua mQ autoclavada

Electroforesi de DNA en un gel d’agarosa

Material:

Agarosa

TAE, 1X

Buffer de DNA 6X (60% Glicerol, 60 mM EDTA)
Bromur d'etidi (BrEt) 10 mg/ml

Cubeta i font d’electroforesi

Marcador de pes molécular GeneRuler™ DNA ladder Mix, 0.5ug/ul. (Fermentas)

Protocol:

1.
2.
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Dissoldre 'agarosa en TAE 1X aplicant calor (amb un microones)

Mentre es refreda I'agarosa, es prepara el suport amb tires adhesives per fer-lo estanc i 'agarosa
pugui solidificar

Possar una gota BrEt (0,5-1ug/ml) en 'agarosa dissolta i refredada, aplicar-la en el suport, i col-locar
la pinta per fer els pouets

Un cop solidificada, es retiren les tires adhesives, i es fica el gel a la cubeta d’electroforesi

Cobrir totalment amb TAE1X

Preparar les mostres afegint el buffer de DNA (diluci6 1:6)

Aplicar les mostres de DNA i el marcador de pes molecular en els pouets del gel

Connectar la font a la cubeta i aplicar la corrent eléctrica, 90V

El resultat de I'electroforesi es visualitza en un transil-luminador que porta associat una camara

fotografica
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NOTA: La concentraci6 final d’agarosa (0,75-2%) depén del tamany del fragment que volem visualitzar,
quan més petit sigui el fragment, major haura d'ésser el percentatge del gel.Normalment, els gels
acostumen a ser de I'1%.

Solucions:

TAE 50X
Tris 40 mM (200 g/L)
Acid acétic 20 mM (57.1 ml acétic glacial)
EDTA 1mM (100 ml EDTA 0.5 M)
S’autoclava

Extraccié de DNA de gels d’agarosa

Material:

QIAquick gel Extraction kit (50) (Qiagen)

Fulla bisturi

Protocol:

Es realitza una electroforesis del DNA a un gel d’agarosa, el seu percentatge dependra de la mida de les
bandes de DNA que es vol obtenir. Un cop acabada I'electroforesi, es retalla la banda d'interés al

transiluminador i es purifica seguint el protocol del kit escollit.

Amplificacié de fragments de DNA per PCR
Material:

Taq polimerasa (5U/ul)

Tampd per PCR (10x)

Barreja de nucledtids trifosfat (ANTP) per PCR a 10 mM cada un
Aigua mQ esteril

Oligonucledtids especifics a 20uM (20 pmol/pl)

Termociclador Perkin Elmer

Protocol:

1. Barrejar en tubs ependorfs esterils de 250 pl els segiients components:

5 ul de Tampd de PCR 10X

1 ul de dNTPs (200 mM final de cada un)
1 ul de cada oligo

1 ul de Taq polimerasa

pl de DNA o aigua com a control negatiu
ul d’aigua mQ esteril

50 pl de volum final

2. Programar el termociclador:
Desnaturalitzacio: 2 minuts a 95°C

30-35 cicles: Desnaturalitzacio: 30-45 segons a 95°C
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Anellament: 30-45 segons a la temperatura Optima dels oligos triats
Elongacio: 1 min/kb a elongar a 72°C
Elongaci final: 7-10 minuts a 72°C
Mantenir a 4°C
3. Analitzar 'amplificacié en un gel d’agarosa i comprovar la mida i el numero de les bandes

obtingudes

Seqlienciacié automatica de DNA

Material:

ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, Perkin Elmer

Columnes de sefarosa G-50, Amersham Pharmacia

Speed-vac

Protocol:

La reaccid de seqtienciacio es porta a terme seguint el protocol del kit ABI PRISM. Els oligonucleotids
marcats s’eliminen amb columnes de sefarosa G-50 i finalment s’assequen al speed-vac, aproximadament
durant uns vint minuts. Un cop assecada la mostra es porta a seqienciar als serveis cientificotécnics de la

Universitat de Barcelona

Produccié d’extrems roms

Material:

T4 DNA Polimerasa (FERMENTAS, # EP0061, 300u, 5u/pl)

L’enzim T4 DNA polimerasa converteix els extrems 5’ i 3’ protuberants a extrems roms gracies a la
capacitat de sintesi de DNA 5->3'. A més, també té activitat exonucleasa 3’ -> 5, perd no 5->3
exonucleasa.

Una unitat d’enzim catalitza la incorporacié de 10 nanomols de deoxinucleotids.

Protocol:

Barreja de reaccié: 4ul de tampd de reaccié 5X
1ug de DNA digerit
1ul de dNTP 2mM (ha d’estar a 0.1 mM de concentraci6 final)

1u de T4 DNA polimerasa
fins a 20 pl d’aigua mQ autoclavada

1. Incubar la barreja a 11°C durant 20 minuts
2. Aturar la reaccié escalfant a 75°C durant 10 minuts.
En aquest punt es pot congelar a -20°C.
NOTA:
Un excés de T4 DNA polimerasa o bé un temps d'incubacié massa llarg, resulta en un excés de DNA amb

extrems tallats degut a 'activitat exonucleasa 3'->5’ de I'enzim.
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Defosforilacio d’extrems 5’ i 3’ de DNA

Material:

CIAP, Calf Intestine Alkaline Phosphatase, (FERMENTAS, # EF0341, 200u, 1u/ 1)

L'enzim CIAP catalitza la hidrolisi de residus 5'-fosfats de DNA, RNA i ribo- i deoxiribonucleosids trifosfats.
A més, té activitat exonucleasa 3'->5 pero no activitat 5’->3’ exonucleasa.

Protocol:

Preparar la seglent barreja de reaccio:

10-40 pl solucié de DNA d'1 a 20 pmols de DNA dissolts en aigua mQ
5 ul de tampd de reacci6 10x
ul d’aigua mQ autoclavada

1u/ul de CIAP
Volum final: 50 wl

Incubar a 37°C durant 30 minuts
Aturar la reaccid escalfant a 85°C durant 15 minuts o extreure el DNA amb fenol/cloroform i precipitar amb
etanol. En aquest punt es pot congelar a -20°C
NOTA:
El tractament amb CIAP pot fer-se directament després de digerir el DNA amb els enzims de restriccio,
sense purificar préviament. Es recomana usar 0.05 unitats de CIAP per a defosforilar 1 pmol d’extrem de
DNA, s’ha de posar CIAP en excés, 2x 0 3x.
CALCUL dels pmoLs d’extrems:
* Per a una molecula circular (plasmid):
pmol extrem / ug DNA = (2N 108) / (L 649)
* Per a una molécula lineal (insert):
pmol extrem / ug DNA = (2(N+1) 106) / (L 649)

N: nombre de dianes de restriccié/fragment i L: longitud de la molecula en pb

Clonatge de fragments de DNA obtinguts per PCR en el vector TOPO-TA
Material:

Bany a 42°C

Plaques de LB selectives, atemperar escalfant a 37°C durant 30’

X-Gal (40mg/ml), afegir 40 ul a cada placa de LB selectiva

(El X-Gal es dissolt en dimetilformamida (DMF))

Antibiotics: 50 g de Kanamicina /ml o 100 pg d’Ampicil-lina /ml

TOPO® PCR Cloning (Invitrogen), conté el vector TOPO®-TA, els tampons necessaris per fer la lligacid, el
medi SOC per creixer els bacteris (es guarda a -80°C i s’atempera abans d’usar) i les cél-lules competents.
Protocol:

Barrejar en un vial els volums dels seglients components:
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Lligacié dels Productes de PCR al VECTOR TOPO®-TA CONTROLS DE LLIGACIO
producte de PCR 0.5-4ul - 1l
tampo de lligacié 1l 1l ul
aigua mQ autoclavada fins 5ul 4ul 3ul
vector TOPO-TA ul ul -

Volum final: 6w 6w 6 ul

Agitar i incubar de 30 segons a 30 minuts a temperatura ambient

Aturar la reacci en gel, en aquest punt es pot guardar a -20°C tota la nit

TRANSFORMACIO DE CEL-LULES COMPETENTS AMB EL RESULTAT DE LA LLIGACIO

1.
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Descongelar un vial de cel-lules competents en gel

Afegir 2l de la lligacié al vial de les cél-lules competents i agitar suaument

Deixar en gel de 5 a 30 minuts

Realitzar el xoc termic, 30 segons a 42°C i 2 minuts a 4°C (gel)

Afegir 250 pl de medi SOC a temperatura ambient

Col-locar el tub amb certa inclinacié en un agitador. Agitar a 200 rpm durant 1hora a 37°C
Centrifugar els vials a 3000 rpm durant 3 minuts a 37°C

Eliminar tant volum de sobrenedant fins que només quedin 50 pl de medi, amb el que es resuspen
el pel-let bacteria

Plaguejar els bacteris en condicions d'esterilitat en les plaques de LB selectives, préviament
preescalfades a 37°C i suplementades amb X-Gal.

10.Deixar les plaques a I'estufa tombades, a 37°C tota la nit

ANALISI DELS CLONS POSITIUS

De totes les colonies crescudes a les plaques selectives, s’ha de poder diferenciar dos tipus; colonies

blanques i blaves. En aquest cas interessen les blanques (que son les positives per la lligacid, perquée en

produir-se, el fragment de PCR ha disrupcionat la pauta de lectura del gen de la Galactosidada i, per tant,

els bacteris que han incorporat la lligacid no poden metabolitzar el substrat X-Gal i donen colonies

blanques).

Material:

Falcons de 15 ml

Medi LB liquid suplementat amb I'antibiotic corresponent

(5 ml LB + 5 ul de Ampicil-lina /5 mlI LB + 2.5 ul de Kanamicina)

Protocol:

1. Afegir 5 ml de medi liquid LB a un falcon de 15 ml.

2.
3.

Picar una colonia, préviament seleccionada i numerada, amb una punta estéril i deixar-la al falcon.
Possar el tub horitzontalment, 0 amb una certa inclinacio, en un agitador. Agitar a 200 rpm a 37°C

tota la nit.

4. Obtenir el DNA plasmidic a partir dels minicultius de les colonies seleccionades.
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5. Analitzar el DNA plasmidic mitjangant una serie de digestions que permetin separar el vector TOPO-
TA (3,9 kb) i el fragment de DNA.

Digestié de plasmidis

Les digestions es preparen tenint en compte el tampd més adient per/ls enzim/s que es van a utilitzar. La
temperatura d'incubacié també dependra de/ls enzim/s. El volum afegit d’enzim no pot ésser superior al
10% del volum final de digestid, degut al contingut de glicerol. Per calcular el temps d'incubacié s’ha de
tenir en compte que una unitat d’enzim talla 1 ug de DNA per hora a la temperatura recomanada pel

fabricant.

Exemple del que s’ha d’afegir a un Eppendorf estéril per realitzar una digestio:

12 ul d’aigua milliQ esteril.

5 ul de DNA (1 pg/ul).

2 Wl del tampd corresponent.
1 wl d’enzim

Es comprova el resultat de la lligacié mitjangant un gel d'aragosa. Es recomana carregar només la meitat

del volum digerit (en aquest cas, 10 uls de la digestio).

Lligacié de fragments de DNA en el vector d’expressio pGL2Basic

Per fer les lligacions s'utilitzan 50 ng de plasmid.

La quantitat de ng de l'instert es dedueix amb la segiient fdrmula: NGinsert = (NGQvector X PHinsert) / Pbvector

En la lligacid les relacions insert: vector que més utilitzades son de 3:1i 2:1.

Cal tenir en compte que al fer la lligacié es fan servir 2 tubs, el 3:1 i el 0:1, aquest ultim no conté insert i és
el control de la lligacido. Un cop transformats i sembrats els bacteris hauria d’haver-hi més colonies a la
placa 3:1 que a la 0:1. Al fer les lligacions s’han de realitzar els corresponents controls negatius. Ha d’haver
un vial sense insert i un altre sense vector.

Material:

Llligasa T4.

Buffer 10X.

Protocol:

Afegir a cada tub el seglient per a un volum final de 20 pl:

0:1 3.0 31
Insert - ul calculats ul calculats
Vector ul calculats - ul calculats
Buffer 10X 2l 2l 2w
Llligasa T4 1w 1w 1wl

Aigua milliQ esteril Finsa20 wl Fins a 20 ul Finsa 20 wl
Els tubs es deixen tota la nit a 16 °C.
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RNA

Obtencio d’RNA amb Ultraspec
Material:
UltraspecTM RNA, total RNA isolation reagen (BIOTEX, Laboratorios, Inc)

Politro

Cloroform

Isopropanol
Aigua DEPC esteril

Centrifuga refrigerant

Protocol:

Primerament s’ha d’atemperar 'Ultraspec en un bany a 37°C durant 15 minuts

1.
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Homogenitzar els teixits, amb el Politrd, uns 100 mg de teixit amb 1 ml de Ultraspec

2. Deixar 5 minuts a 4°C

3. Afegir 200 ml de Cloroform / ml d’'Ultraspec afegit
4.
5

. Centrifugar 10000 g, 4°C, durant 20 minuts. En aquest punt és important no incrementar més la

Agitar, per inversio, durant 15 segons i deixar en gel (4°C) durant 5 minuts

velocitat perque els ependors es trenquen i es perden les mostres. Com a resultat de la
centrifugacio, s'obtenen dues fases; la inferior conté el DNA i les proteines, i la superior (liquida)
'RNA

Passar la fase aquosa a un nou ependorf correctament rotulat

Afegir el mateix volum d’isopropanol que el volum de mostra recollit

Deixar 10 minuts en gel. En aquest punt es pot congelar (minim 30 minuts a -80°C)

Centrifugar a 12000 g, 4°C, durant 20 minuts

10.Treure el sobrenedant

11.Rentar amb etanol 75% fred, 1ml d’etanol / 1ml d’Ultraspec afegit
12.Vortex

13.Repetir dos cops els passos 1112

14.Centrifugar a 12000 g, 4°C, durant 10 minuts

15.Eliminar el sobrenedant, treure les gotes d’etanol de les parets del tub amb el buit

16.Assecar el pél-let amb una campana extractora
17.Disoldre el pel-let en 200 I d’aigua DEPC, vortejar 1 minut i deixar O/N a 4°C

18.Resuspendre bé el pel-let

19.Centrifugar per eliminar possibles traces

Ara es pot quantificar i fer un gel de MOPS per veure la integritat de 'RNA purificat. Guardar a -80°C.

NOTA: Tot el procés es fa en gel, amb guants i utilitzant material esteril. Els dissolvents organics com

l'ultraspect i el cloroform s’han d’ afegir en una campana d’extraccié.
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Per tal d’optimitzar el procés, 'RNA de les mostres de testicle en desenvolupament es van obtenir
mitjancant el kit comercial RNeasy® Minikit (50) (QIAGEN) seguint les instruccions del fabricant

Electroforesi d’RNA en un gel de MOPS
Material:
Agarosa
MOPS 10X
Aigua destil-lada i aigua DEPC
Formaldehid
Mostres de RNA
Tampd de RNA amb BrEt
Tampd de carrega, LB 6X (60% Glicerol, 60 mM EDTA)
Protocol:
1.Fer un gel d'agarosa a I'1% en MOPS 1X
Per 50 ml de gel: 0.5 gr agarosa
36 ml H20 destil-lada
Calentar per disoldre 'agarosa i deixar atemperar
Afegir: 5 ml de MOPS 10X

9 ml formaldehid a 37°C
2. Preparar les mostres: 2 pl RNA teixit
1,6 wl buffer de RNA amb BrEt
1,6 ul de LB 6X

4,8 ul H,0 DEPC
Volum final: 10 ul

Escalfar a 65°C durant 10 minuts ( per eliminar les estructures secundaries)
Deixar en gel durant 2 minuts
3.Carregar el gel de MOPS

MOPS 10X 500 mls Tampd de Mostres (RNA BrEt)
02M MOPS 20.9¢g 129 ul MOPS 10X

50 mM AcetatNa 1.045 g 226 pl Formaldehid
5mMEDTA  10mlde 0.5MEDTA 645 ul Formamida
Ajustar el pH: 7.4 i autoclavar 9 pl Bromur d’etidi

H20 mQ fins 1.29 ml

Obtenci6é de cDNA

Material:

Kit obtencié de cDNA High capacity cDNA archive kit (Ambion)
Aigua DEPC autoclavada

Protocol:
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Barrejar a parts iguals (1vol: 1vol)
2X Mastermix (Tampé RT 2X, dNTPmix 25X, Random primers 10X, Multiscribe RT
(50u/ul), RNA-se free H20)
Mostra de RNA

Incubar en un bany o en un termociclador: 10 minuts, 25°C
2 hores, 37°C
4°C, O/N 0 -80°C si es deixa més temps, fer aliquotes

PCR Quantitativa a temps real (RT-PCR)

La técnica de la PCR quantitativa a temps real permet quantificar el contingut d'un determinat RNA en una
mostra.

Material:

Oligonucledtids per a RT-PCR predissenyats i optimitzats per la casa comercial, també es coneixen com a

Assay-on-Demand (Applied Biosystems).

Oligonucleotid Referéncia
Pfkfo4 Rn_00570987_mf1
Pfkfb3 Rn_00589179_mf1
Actina Rn_0067869_m1

Aigua mQ autoclavada

Maquina de PCR 7700 sequence detection system (Applied Biosystems)

Tagman Universal PCR Master Mix 2x (Applied Biosystems)

Protocol:

A partir de 5 ng de RNA retrotranscrit, s'amplificaran els gens d’eleccio; Pfkfb4 i Pfkfb3, i el control per a
normalitzar; Actina.

Preparar la barreja de reaccio; per pou: 12.5 ul de Tagman Universal PCR Master Mix 2xi 1.25 ul dels
oligonucleotids

Preparar la mostra; per pou: cDNA motlle, aigua mQ (volum total 11.25 pl)

Les condicions generals de la PCR son les segients:

40 CICLES: Pas inicial 50°C, 2 minuts
Desnaturalitzacio 95°C, 10 minuts
Melting 95°C, 15 segons

Annealing 60°C, © minut

Analisi dels resultats:

Com a resultat s'obté una corba per cada mostra, a I'eix de les ordenades es representa lincrement de
fluorescéncia i a l'eix de les abcises es representa el nombre del cicle o Ct. En una primera fase la
fluorescencia és indetectable, perd a partir d’'un determinat cicle de PCR es comenca a detectar degut a
lacumulacié del producte de PCR, es tracta de la fase exponencial, on I'eficiencia de la reaccié és del

100%. Es en aquesta fase on la valoracié de la reaccié és més precisa i molt especifica. Després d'aquesta
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fase exponencial s'observa una fase lineal on els components de la reaccid comencen a esgotar-se i
acumulacid del producte és més lenta. Finalment, s’arriba a un maxim on no hi ha acumulacié de
producte. En la fase exponencial s’estableix un llindar o threshold. Aquest valor és arbitrari i el fixa

linvestigador per a cada mostra i gen analitzat.

Fase

10 !
Exponencial

i »

Llindar o i

Threshold

o R T

|-
=N | 5} S L1 ] 5 O i B T -
Fluorescancial e S e 5 e v ewer: [_afn (Ba., 7

el Lﬂ—l—;ﬁ—m—lﬂ-\dlﬂ 202204 3e 2 30 30 2430 20 40 Fiepnrwr-:

inespecifica
Cyele

Threshold Cycle Calealadian
-ThrachTd

Use Theeshold:[_125 ] [iggest | ol Std Dew.
uit. = stodes:[ 1o ][ moa | | FAH- A3 31058 oz =
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eline FAM - A3 ZEAEE 0.00s
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FIGURA MM-1. Exemple de la pantalla d’un resultat tipic de RT-PCR. S’aprecien les tres fases en que es
subdivideix la corba d’amplificacié. Una primera fase on la fluorescéncia que es detecta és inespecifica, una
segona fase on la fluorescencia es detecta de forma exponencial i una tercera i ultima fase en que la
fluorescencia detectada ha arribat al maxim. El cicle en que la fluorescencia sobrepassa el llindar o threshold
és el Ct (correspon al resultat de la RT-PCR).

El cicle de la PCR en el qual una mostra arriba a sobrepassar el llindar és el que es coneix com a Ct value.
El valor de Ct pot relacionar-se amb la quantitat de motlle present a la mostra. Aixi doncs, a major quantitat
de motlle, el Ct sera menor perqué I'amplificacié generara una fluorescencia que sobrepassi el llindar en un
menor nombre de cicles.

Degut a que la reaccié de PCR és exponencial, petites variacions de la quantitat de motlle inicial derivan en
grans variacions del resultat final (1unitat de diferéncia del Ct es correspon al doble de difereéncia en
I'expressié genica). Per tal d'assegurar que es carrega la mateixa quantitat de cDNA total els resultats
s’han de normalitzar enfron d’'un gen de referéncia, el quan no varia d’expressié en les condicions

experimentals. Per aquests estudis s'utilitza com a referéncia el gen de 'Actina.

Calculs dels resultats, quantificacié relativa pel métode del AACH:

Per poder utilitzar aquest métode de quantificacid, primer s’ha de comprovar que [leficiencia en
lamplificacié de l'oligo del gen diana és semblant a la que té I'oligo del gen de referéncia (Actina). Per aixo,
es representa una grafica per cada oligo a partir de la recta patré que s’ha fet: el ACt (la mitja de Ct per
cada concentracié d’RNA de l'oligo del gen diana menys la mitja de Ct per cada concentracié de RNA de

loligo de referencia) respecte el logaritme dels nanograms d’RNA total emprats en fer la recta patrd. El
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pendent de la recta aconseguida ha de ser inferior a 0.1 per poder usar el métode del AACt per tal de

quantificar 'expressié dels gens diana (Pfkfb4 i Pfkfb3).

Tal com es pot comprovar a les grafiques de la Figura MM-2, els resultats de RT-PCR obtinguts en aquesta

memoria de tesi van ser analitzats pel métode del AACt, ja que els pendents de les dues rectes sén

menors de 0.1.

Eficacia Pfkfb4 vs Actina Eficacia Pfkfb3 vs Actina
. =;JZ-‘_‘~:’)7:;2+ 2.5625 14- y=-0.915 + 14.062
=U. R?=0.9239
] 134 []
2+ i [ ]
% % — 124
1k L}
111 "
I ) ) ) 1 I ) ) ) 1
-1 0 1 2 3 4 -1 0 1 2 3 4

log ng RNA total

log ng RNA total

FIGURA MM-2. Comparaci6 de I'eficiéncia dels oligonucleotids Pfkfb4 i Pfkfb3 de rata versus Actina de
rata. Es van determinar els valors de Ct per Pfkfb4, Pfkfb3 i Actina a partir d’una mostra de testicle adult de
rata. La diferencia entre els valors de Ct dels gens versus actina s’ha representat en front el logaritme de la
quantitat de mostra utilitzada. La diferéncia en 'eficiéncia de la PCR es determina calculant el pendent de la
recta, que, en tots dos casos, és menor de 0.1. Per tant es pot aplicar la férmula del AACt per calcular la
quantitat relativa de cada mRNA en les mostres.

5’-RACE (Rapid amplification cDNA ends)

Tractamentamb CIAP per eliminar els 5’PO,
de mRNAs, rRNAs, tRNAs i DNAs degradats
CIp
5 Fn:-‘;aiq._%_____fﬂ_
MG PP T e e AARAA

Tractament amb TAP per eliminar
el CAP dels mRNAs sencers
TaP

mizpp ;4;_.-""'_'_""‘-5_,_\_,_,_,-'-'—‘_‘—% Ty

Lligacié de I'adaptador
5’-RACE a 'mRNA
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Retrotranscripcié
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PCR

5 FLACE acapt
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Aquest assaig esta dissenyat per amplificar cDNA derivats
només d’'mRNA sencers. Els mBNAs d’una poblacié (en aquest
cas de testicle huma) van ser tractats amb I'enzim fosfatasa
alcalina (CIAP) per tal d’eliminar el fosfat a 5'- de tots aquells
mRNAs que no estiguessin sencers. Després van ser tractats
amb fosfatasa acida (TAP) per tal d’eliminar I'estrucutra CAP
deixant un extrem 5-monofosfat lliure. Llavors, es va lligar un
adaptador de 45 nucledtids d’RNA sintétic a la poblacié d’RNA
(només a aquelles molécules que contenien I'extrem 5'-fosfat).
Mitiangant oligonucledtids degenerats aquesta poblacié de
RNA amb l'adaptador va ser retrotranscrita. D’aquesta manera
s’aconsegueix obtenir un cDNA provinent de mRNA sencers
unit a un adaptador. Aquest protocol que s’acaba de detallar el
realitza la casa comercial (Ambion) i es resumeix a la Figura de

lesquerra.

FIGURA MM-3. Esquema de l'obtenci6é del

c¢DNA per Ambion
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El protocol de 5" RACE consisteix en realitzar dues rondes de PCR, una primera on s'utilitza la poblacié
cDNA de testicle comercial com a motlle i els oligonucledtids més externs (un que hibrida amb I'adaptador i
Ialtre que hibrida amb el cDNA). | a la segona ronda de PCR s'utilitza el producte de la primera PCR com a
motlle i els oligonucleotids més interns (un que hibrida amb 'adaptador i 'altre que hibrida amb el cDNA). A

la Figura MM-4, s’esquematitza 'estrategia del 5-RACE.

Els oligonucledtids en blanc sén especifics de Els oligonucledtids en gris son especifics del
I'adaptador gen Pfkfb4
| > | >
| 1 ... -150pb ...

Adaptador 5-RACE < | <

FIGURA MM-4. Esquema de les posicions dels oligonucleotids utilitzats en el 5-RACE

Material:

First Choice® RLM RACE kit (Ambion)

Human testes RACE-Ready cDNA (Ambion)

Aigua mQ autoclavada (Nucleasa-free)

Oligonucleotids 5'-reverse que hibridin amb la seqtiéncia del cDNA de Pfkfb4 huma

Protocol:

Primera ronda de PCR Segona ronda de PCR

1ul de cDNA Race Ready 2l del producte de la primera PCR

5 ul Tampd de PCR 10X 5 ul Tampé de PCR 10X

4 ul dNTPs (25mM cada dNTP) 4 ul dNTPs (25mM cada dNTP)
2 ul de l'oligo extern derivat del gen 2 Wl de l'oligo intern derivat del gen
2 ul de l'oligo extern derivat de I'adaptador | 2 ul de l'oligo intern derivat de 'adaptador

1.25 U de DNA polimerasa 1.25 U de DNA polimerasa

H20 mQ autoclavada H20 mQ autoclavada
Volum final 50 ul Volum final 50 ul

Analitzar els productes de les dues PCR en un gel d’agarosa del 2%

Clonar el producte final de la segona PCR en el vector TOPO-TA i seqienciar

PROTEINES

Obtencio d’extractes proteics a partir de teixit

Material:

Politrd

Centrifuga refrigerant

Tampd homogenitzacié de mostres: KH.PO4 20 mM, EDTA 10 mM, KF 100 mM, pH: 7.1
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Inhibidors de proteases:

PMSF 100 mM en isopropanol (100x), guardat a 4°C
Leupeptina 5 mg/ml en etanol (1000x), guardat a -20°C
Pepstantina 5 mg/ml en etanol (1000x), guardat a -20°C
Aprotinina 5 mg/ml en etanol (1000x), guardat a -20°C
Benzamidina 5 mg/ml en etanol (1000x), guardat a -4°C
DTT 1 M en aigua (1000x), guardat a -20°C

Inhibidors de fosfatases:

NaF 1 M en aigua (1000x), guardat a 4°C
Ortovanadat sodic 0.1 M en aigua (1000x), guardat a 4°C
[-glicerol fosfat 1 M en aigua (100x), guardat a 4°C

Protocol:

1.

Homogenitzar els teixits, amb el Politrd, aproximadament 100 mg de teixit amb 1 ml de tampd
d’homogenitzaci6 suplementat amb els inhibidors de proteases i fosfatases.

Centrifugar, 10000g, 4°C, durant 20 minuts. Es recull el sobrenedant en un ependorf nou.

Els extractes proteics resultants es poden quantificar directament per a ser analitzades mitjancant

Western blot 0 es poden congelar a -20°C si es procéssaran en pocs dies 0 a -80 si és en mesos

Obtencio d’extractes proteics a partir de cultius cel-lulars

Material:

PBS 1X (a partir de PBS 20X: NaCl 140 mM (200 g/L), KCI 2.7 (10 g/L), Na,HPOs 10 mM (57.2 g/L),
KH2PO, 1.8 mM (10g/L))

Tampd de lisi cel-lular: 50mM TrisHCI, pH 6.8; 10% glicerol, 2% SDS

Scrappers

Bloc sec a 90°C

Protocol:

1.
2.
3.

Aspirar el medi de les plaques de cultiu i rentar dos cops amb PBS 1X

Afegir tamp6 de lisi (500 i per una placa de 10 cm de diametre)

Rascar la placa amb els scrappers fins a lisar completament les cél-lules. La solucié adquireix un
aspecte mocds degut al trencament del DNA

Recullir Ia lisi cel-lular en un eppendorf i escalfar a 90°C al bloc sec. Es deixa atemperar i es potden

congelar a -20°C o es poden quantificar directament per a ser analitzades mitjangant Western blot

Quantificacié dels extractes proteics

Material:

BSA

Tampo d’homogenitzacio
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Reactiu BCA™ Protein Assay (Pierce) o Reactiu Bradford (BIO-RAD Protein Assay)
Lector de plaques

Plaques ELISA

Protocol:

Realitzar el patré de BSA amb el mateix tampd que s'usa per obtenir els extractes

ug/ul, [ ] PATRO 0 01 02 05 1 25 5
s BSA (10mg/ml) 0 5 10 25 50 125 250
s T. homogenitzar 500 495 490 475 450 375 250

El patré es pot guardar a -20°C

= Si el tampd d’extraccié conté SDS es quantifiquen les mostres amb BCA:

El reactiu de BCA es prepara al moment, barrejant les solucions A i B segons la ra6 50:1
En una placa ELISA, de 96 pouets, es posa a cada pouet, per triplicat:
2 ul de patré de BSA + 200 ul BCA
2 ul de mostra + 200 wl BCA
Es deixa la placa a l'incubador a 37°C durant 30 minuts (o fins que pugi el color del reactiu, passi de
blau-verdds a lila, la coloracié depén de la concentracié de proteina que tingui la mostra d’aquell
pouet)

Lectura de I'absorbancia de la placa en el lector a 550 nm de longitud d’'ona

= Si el tampd d’extraccié no conté SDS, es quantifiquen les mostres amb Bradford:
Es prepara una dilucié 1:5 de reactiu de Bradford en aigua

En una placa ELISA, de 96 pouets, es posa a cada pouet, per triplicat:

2 Wl de patrd de BSA + 200 pul Bradford

2 ul de mostra + 200 pl Bradford

Es deixa la placa a temperatura ambient de 5 a 10 minuts

Lectura de I'absorbancia de la placa en el lector a 620 nm de longitud d’ona

Preparacié de les mostres a carregar

1. Fer un full d’excel calculant la recta patr6 d’'on s’extrapolen les concentracions de les mostres
segons les seves absorbancies

2. Calcular el volum de mostra necessaria segons la quantitat de proteina que es vol carregar (per
exemple: 50 pg). Dividir el valor més alt entre 3 per saber el volum de tampd de carrega (LSB 4X)
que s’ha d’afegir a la mostra. Perqué les mostres tinguin el mateix volum, s’afegeix aigua o tampd
d’homogenitzar a aquelles que ho necessitin

3. Escalfar les mostres a 90-100°C durant 10 minuts, en un bloc sec, per a que es desnaturalitzin les

proteines
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4. Abans de carregar el gel, fer una centrifugada a velocitat maxima per a no perdre volum i carregar-
les en el gel d’acrilamida

WESTERN BLOT

Preparacid dels gels

Netejar els vidres amb etanol, i realitzar el muntatge segons ho descriu el fabricant

Barrejar els segients components (les dades estan calculades per fer dos gels petits, un gel gran es

correspon a 4 gels petits):

GEL SEPARADOR: 8% 10% 12.5%

Tamp6 lower 3.75ml 3.75ml 3.75ml

Acrilamida 40% 2.98 ml 3.75 ml 4.65 ml

H20 8.27 ml 7.50 ml 6.6 ml

S’afegeixen els catalitzadors de la polimeritzacio just abans de posar el gel en el muntatge
TEMED 25 ul 25 ul 25ul (1 gel gran: 50 pl)

APS 75l 75l 75ul (1 gel gran: 150 wl)

TEMED: donador de radicals, inicia la polimerizacié APS: amonium persulfat, continua la polimerizacio
Barrejar bé i rapidament posar el gel en el muntatge

Posar una mica d’isopropanol a sobre la superficie del gel per tal d’eliminar les possibles bombolles que

s’hagin format, a més, també afavoreix que la superficie del gel quedi plana i recta

Quan el gel hagi polimeritzat, s’eliminen les restes d'isopropanol amb un paper de filtre
Barrejar els segilents components (les dades estan calculades per a fer dos gels petits, un gran es

correspon a 4 gels petits):

GEL CONCENTRADOR o stacking: 3%

Tampé lower 2.00 ml

Acrilamida 40% 0.6 ml

H.0 5.40 ml

S’afegeixen els catalitzadors de la polimeritzacid just abans de posar el gel en el muntatge
TEMED 10wl (1 gel gran: 20 pl)

APS 40 ul (1 gel gran: 80 pl)

Barrejar bé i rapidament es posa el gel en el muntatge

Col-locar la pinta sobre el gel, i esperar que polimeritzi, un cop ja ha polimeritzat el gel, es treu la pinta, es
posen a la cubeta d’electroforesis i es carreguen les mostres

TAULA ORIENTATIVA SOBRE LA CAPACITAT DELS POUS:

NUm de pouets amplada pouet 0.75 mm 1.0 mm 1.5 mm
10 5.08 mm 33w 44 ul 66 ul
15 3.35mm 20 pl 26 ul 40 pl
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Electroforesi SDS-PAGE
Un cop les mostres estan carregades es posa en marxa l'electroforesi. Per a dos gels petits es fixa el

voltatge a 120V. Es important que 'amperatge no superi els 100 mA.
Es deixa que es faci I'electroforesi fins que el blau de bromofenol de les mostres arribi al final del gel.
Quan I'electroforesi hagi finalitzat, el tampé d'electroforesi es llenga, es desmunta el sistema treien els gels
i tallant el gel concentrador.
Transferéncia
Preparar el sandwich en una safata neta amb una mica de tampd de transferéncia, seguint aquest ordre:
1. casset amb la cara negra a sota
2. esponja mullada en tamp¢ de transferéncia
3. dos papers Watman mullats amb el tampd de transferencia
4. gel
5. membrana préviament activada (20 segons en metanol, aigua, tamp6 transferéncia)
6. dos papers Watman mullats en el tampé de transferéncia
7. esponja mullada en tamp6 de transferéncia
8. tancar el sandwich
Col-locar el sandwich a la cubeta de transferéncia seguint el codi de colors
Col-locar un gel perqué la temperatura no pugi massa durant la transferéncia
Omplir la cubeta amb el tamp¢ de transferéncia fred
Connectar la transferéncia a la font, fixar 'amperatge a 400 mA i deixar durant 1h-1h 15 minuts en agitacié
constant
Quan s’hagi finalitzat:
1. Es recupera el tamp6
2. Es desmunta el sandwich, obrint per la part blanca
3. Es tenyeix el gel amb Coomasi Blue (deixar en agitacié durant 20 minuts i destenyir amb aigua
destil-lada). També es pot tenyir la membrana amb Ponceau S abans de fer el bloqueig.

4. Bloquejar la membrana

Deteccid de les bandes amb anticossos

Bloquejar la membrana amb una solucié de TBS-T amb un 5% de llet en pols (1g de llet en 20 ml), durant 1
hora a temperatura ambient i en agitacié continua

Incubar la membrana amb I'anticds primari durant dos hores a temperatura ambient o deixar O/N a 4°C en
agitacio constant

L’anticos es dilueix en TBS-T amb un 5% de llet en pols. Si es vol guardar, s’ha d’afegir azida sodica 0,02%
(10 ul azida 20% en 10ml), d'aquesta manera s’evita la putrefaccio de la llet

Fer 3 rentats de 10 minuts en TBS-T en agitacio

Incubar durant 1 hora a temperatura ambient amb 'anticos secundari diluit en TBS-T, en agitacié. En

aquest cas, la solucié d’incubacié no ha de tenir azida perque inhibiria la peroxidasa
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Fer 2 rentats de 10 minuts en TBS-T en agitacid i un tercer rentat, també de 10 minuts, amb TBS
Revelat amb ECL

ECL Western blotting detection system (Amersham ™)

Barrejar 2 ml del reactiu A amb 2 ml del rectiu B abans d’usar (volum per dues membranes)

Assecar una mica la membrana

Posar la barreja de la solucié de revelat durant 1 minut sobre la membrana

Rapidament es posa la membrana a dins un casset i es revela a la cambra fosca

EXPOSICIO: posar la membrana en contacte amb el film (es poden provar diferents temps de contacte)
REVELAT: posar el film uns segons en la solucid de revelat, fins que es puguin detectar bandes

Rentar amb aigua

FIXACIO: posar el film uns segons en la solucié de fixacié

Esbandir amb aigua i deixar assecar

També es pot visualitzar el revelat de les bandes amb la maquina Luniniscent Image Analyzer LAS-3000
(Fujifilm)

Reactivacié de membranes

Si la membrana esta seca, o les proteines no tenen el mateix pes molecular:
1. Rentar amb metanol durant 20 segons
2. Rentar amb aigua fins que la membrana s’hidrati (deixi de flotar i s’enfonsi)
3. Rentaramb TTBS, en agitacid, durant 5 minuts
Si les proteines tenen el mateix pes molecular:
1. Posar la membrana en la solucié de Stripping, en un bany himit amb agitacié a 55°C per 30 minuts
2. Rentar amb TTBS 1X, primer fer dos rentats rapids i després rentats de 10 minuts fins que no s’olori
el B-mercaptoetanol

Es continua amb el Western blot a partir del bloqueig

SOLUCIONS GENERALS de Western blot:

Tampo electroforesi Tampo de transferéncia 10x Solucié d’stripping
Tris 30.3 g/L Tris 30.3 g/L Tris-HCI 62.5 mM (3 ml de 1M per 50 ml)
Glicina 144 g/L Glicina 144 g/L SDS 2% (5ml de SDS 20% per 50 ml)
SDS 20% 50 ml pH: 7.4
pH: 8.3 [3-mercaptoetanol 160 mM (560 wl de 3-
mercaptoetanol 14.3M). Afegir al moment
TTBS 20X TBS
Tris-HCI 200 mM (12.1 g per 500ml) Tris-HCI 200 mM (12.1 g per 500ml)
NaCl 3M (87.6 g per 500 ml) NaCl 3M (87.6 g per 500 ml)
pH:7.4 pH:7.4
Tween-20 (10 ml per 500 ml)
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Preparacio6 d’organs per a immunofluorescéncia
Material:
Paraformaldehid 4% en tampd fosfat (PFA 4%)
PBS 1X amb 30% Sacarosa
Tissue-Tek O.C.T ™ compound (Sakura)
Criomotlles
Protocol:
1. Després d’eutanasiar els animals i extreure els organs, els testicles es renten amb PBS 1X
2. Es fixen els testicles en 25 ml de PFA 4%, a 4°C durant 24 hores
3. Incloure els testicles en 25 ml de PBS 1X — 30% Sacarosa, a 4°C fins que els drgans deixin de flotar
4. Posar els testicles en els criomotlles en la posicié adequada per fer els posteriors talls i es cobreix
amb OCT
5. Congelar amb Nitrogen liquid, s’ha d’evitar que el criomotlle toqui directament el nitrogen per tal

d’evitar esquerdes en la mostra

Immunofluorescéncia de crioseccions
Material:
Portaobjectes polilisinats
Paraformaldehid 10% en aigua
PBS 1X
PBS 0.1% Tritd
Mowiol
Anticos primari i secundari
TOPRO Il
Normal goat serum (Biological Industries)
NOTES:
Es preferible que els portaobjectes estiguin tractats amb poly-I-lysina. S’ha d’empapar els portes amb el producte
i deixar-los assecar a la estufa a 37°C. S’ha de recollir els talls amb els portaobjectes secs. Els talls amb el
criostat seran de 5-7 micres. Un cop enganxats sobre el portaobjectes es deixen assecar a temperatura ambient
durant 10 minuts i deprés es congelen a -20°C. Es descongelaran el mateix dia de la immunofluorescencia i no
podran congelar-se de nou.
Protocol:
1. Atemperar el porta amb les crioseccions
2. Fixar amb 1 ml de paraformaldehid 10% en aigua durant 10 minuts
3. Rentar amb PBS1X no esteril, fer 5 rentats de 2 minuts (cubeta)

4. Permeabilitzar amb 0,1% Tritd en PBS, fer 3 rentats de 5 minuts (cubeta)
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5. Bloguejar amb sérum (ha de coincidir amb 'animal en que s’ha fet I'anticos secundari, normalment és goat
serum) diluit 1:5 en PBS, durant 2 hores a temperatura ambient. Es posa un tros de parafim a sobre i
s'incuba en una cambra humida.

6. Incubar amb I'anticos primari en la cambra humida, a 4°C O/N. L’anticos es dilueix en seérum (es poden fer

diferents dilucions 1/5, 1/10, 1/25, 1/50)
7. Rentats amb PBS 0,1% Trit, fer 3 rentats de 5 minuts (cubeta)

8. Incubar amb I'anticos secundari 1/400 a partir de I'estoc diluit en goat serum junt amb el producte TOPRO

Il (dilucié 1:1000), durant 1 hora a la cambra humida i protegit de la llum
9. Rentats amb PBS 0,1% Trito, fer 3 rentats de 5 minuts (100 ml en 1 porta)

10.Muntatge del portaobjecte amb el medi de muntatge aquds i que mantingui la fluorescéncia, com

Fluorsave o Mowiol.

NOTA: Es deixa O/N a 4°C tapat de la llum per incrementar la fluorescencia.

Immunohistoquimica de teixits parafinats
Material:
Xilol
Alcohol absolut, 96% i 70%
Aigua destil-lada i aigua de I'aixeta
PBS 1X, no esteril
Peroxidasa (Sigma)
Metanol
Citrat sodic, pH: 6
Olla a pressi6 i fogd o vas de precipitat i una placa calefactora
PBS-Tween 0.2 %
Normal Goat Serum (NGS)
Dako REAL™ En Vision ™. Detection system peroxidase (DAB) Rabbit-Mouse (Dako)
Hematoxilina (Fluka) (filtrar abans d'usar)
DPX mountant for histology (Fluka)
Protocol:

1. Desparafinar en xilol, 4 rentats de 5 minuts

2. Hidratacid: 5 minuts en cada alcohol ( 3x EtOH absolut, 3x EtOH 96%, 1x EtOH 70%)

5 minuts en aigua destil-lada
Rentats en PBS 1X, 3 rentats de 5 minuts (pot estar-hi més temps)
3. Bloguejar amb peroxidasa durant 10 minuts, mantenir a la foscor
(200 ml: 140 ml PBS 1X + 58 ml de Metanol + 2 ml de H2O; (Sigma) al 3% en aigua destil-lada)
4. Rentats: 10 minuts amb aiguadestil-lada (pot estar més temps)
PBS 1X, 3 rentats de 5 minuts
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5. Desenmascarament de lantigen amb citrat sodic, s’ha de disoldre en 1 litre d'aigua destil-lada i
ajustar el pH amb acid citric fins a 6.
Es col-loca a l'olla a pressid el litre de citrat sodic i els portes (en un soport de plastic, a més han
d’estar equilibrats (x2)). Quan comenci a xiular es deixa 2 minuts i inmediatament es retira i es
refreda a temperatura ambient. Es deixa atemperar uns 30 minuts. Es pot deixar O/N en el citrat. Si

s'utilitza el vas de precipitat s’han de deixar les mostres entre 20 i 30 minuts bulllint en el citrat sddic

6. Rentats: PBS 1X, 3 rentats de 5 minuts
PBS-T 0.2 %, 3 rentats de 5 minuts

7. Bloquejar amb sérum al 10% en PBS-T 0.2%, tapar els portaobjectes amb parafilm per 2 hores en

una cambra humida

8. Incubar amb I'anticods secundari diluit en PBS-T 0.2% i NGS 1%, O/N a 4°C
9. Atemperar durant 30 minuts tapat de la llum
10. Rentats: PBS-T 0.2 %, 3 rentats de 5 minuts
PBS 1X, 3 rentats de 5 minuts
11. Per augmentar la senyal, s'utilitza el producte En Vision (2 gotes sobre el teixit durant 30 minuts)
12. Rentats:PBS 1X, 3 rentats de 5 minuts
13. 20 wl DAB + 1ml de la soluci6 del kit (Posar 100 pl en cada porta (maxim durant 3'))

14. Rentar amb aigua en una cubeta gran

15. Contrastar amb Hematoxilina durant 15 segons

16. Rentar amb aigua, assecar una mica

17. Deshidratar: 1 minut en cada alcohol de concentracio creixent

3 minuts en cada xilol, en I'tltim es deixa 30 minuts

18. Muntatge amb DPX.

Taula MM-1: Taula resum dels anticossos que s’han usat, I’empresa proveidora, i la seva especificitat. En
blanc estan els anticossos primaris i en gris els anticossos secundaris.

Anticos Referéncia Dilucio Especificitat
Western Immunofluorescéncia
anti-L-PFK-2 (PFKFB1) Santa Cruz 1:250 Huma, rata, ratoli
anti-uPFK-2 (PFKFB3) Generat al laboratori 1:100 1:50 Huma, rata, ratoli
anti-tPFK-2 (PFKFB4) Generat al laboratori 1:100 1:10 Huma, rata, ratoli
anti- tubulina Sigma 1:4000 Huma, rata, ratoli
anti-goat IgG Horseradish Peroxidasa Santa Cruz 1:5000 cabra
anti-mouse IgG Horseradish Peroxidasa GE Healthcare 1:5000 ratoli
anti-rabbit IgG Horseradish Peroxidasa GE Healthcare 1:5000 conill
Alexa Fluor® 488 Invitrogen. Molecular Probes 1:400 conill

Tincié Hematoxilina
Material:

PBS 1X

Aigua destil-lada
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Hematoxilina (Fluka) (filtrar abans d’usar)
Mowiol
Cubetes
Protocol:
A partir de les preparacions anteriors:
1. Deixar O/N els portaobjectes en PBS1X, per poder desenganxar els cubres
2. Rentar amb aigua destil-lada
3. Cobrir el tall amb Hematoxilina, 5 minuts
4. Rentar abundantment amb aigua de l'aixeta fins que no hi quedin restes d’hematoxilina
5. Muntatge amb Mowiol ( no fa falta deshidratar)

Resultat; Els Nuclis es veuran de color blau

Preparacié de Mowiol
Material:
Glicerol
Mowiol
Aigua destil-lada
Azida Sodica
Protocol:
1. Posar 6g de glicerol (P:1.23g/ml => 4.88ml) en un tub falcon de 50 ml i afegir una barra magnetica.
2. Afegir 2.4 g de Mowiol, agitar fins que es barregin
3. En agitacio, afegir 6 ml d’aigua destil-lada i deixar 2 hores a temperatura ambient
4. Afegir 12 ml de 0.2 M Tris (pH: 8.5)
5. Afegir Azida Sodica fins que la concentracio final sigui 0.02%
6. Incubar el tub en aigua a 50-60°C durant 10 minuts per tal de dissoldre el Mowiol. El procés es
repetiria durant varies hores si fos necessari
7. Centrifugar a 5000 g durant 15 minuts per eliminar solids no dissolts
8. Aliquotar en ependors (1ml/ependorf). Guardar a -20°C
9. Atemperar els tubs a temperatura ambient previ al seu Us
10.Els tubs oberts es poden guardar a 4°C aproximadament 1 mes. S’ha de llengar quan el material
hagi cristal-litzat
11.Deixar els portes amb els cubres un cop fet el muntatge O/N protegits de la llum abans de mirar pel
microscopi per tal d'incrementar la unié
NOTA: No fer servir massa Mowiol a I'hora de fer el muntatge ja que els cubres flotarien. Normalment amb 15-20

ul és suficient per cobrir 22 x 22 mm, per cubres de 22 x 50 mm es necesita aproximadament 40-50 pl.
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Cultius Cel-lulars

LINIES CEL-LULARS

Material:

DMEM (1.5gr/l bicarbonat sodic, 4.5 gr/l glucosa) (Biological Industries)
DMEM/F-12 (1.5gr/l bicarbonat sodic, 4.5 gr/l glucosa) (Biological Industries)
Ham F12 (Biological Industries)

OPTIMEM (Gibco)

Serum fetal bovi (FBS) (Biological Industries)

Serum de cavall (HS) (Biological Industries)

Piruvat sodic (Na-Pyr) (Biological Industries)

L-Glutamina (Biological Industries)

Penicil-lina/Estreptomicina (Biological Industries)

Dimetil sulfoxid (DMSO) (Sigma)

Vials de criopreservacio (Nunc)

Plaques de cultiu TPP de 100 mm pel manteniment de les linies cel-lulars i plaques de 6 i 24 pous pels
experiments de transfeccid

Tripsina (Biological Industries)

Cultiu de Linies cel-lulars
A partir de 500 mls de medi DMEM o DMEM/ HAM-F12
Treure 100 mls de DMEM sense suplementar (SFM) i afegir:

GC-2, mEF HIF (+/+) i mEF HIF (-/-),

TM-4, 37°C, 5% CO: GC-1, 37°C, 10% CO:
37°C, 10% CO:

2mM L-Glutamina, estoc 200mM (4ml) | 4mM L-Glutamina, estoc 200mM (8ml)  4mM L-Glutamina, estoc 200m, (8ml)
5% Horse Serum (20ml)
2.5% FCS (10ml) 10% FCS, (40ml) 10% FCS, (40ml)
1mM Na-Pyr, estoc 100mM (4ml) 1mM Na-Pyr, estoc 100mM (4ml)
1mM Penicil-lina/Estreptomicina (4ml) | 1mM Penicil-lina/Estreptomicina (4ml) ~ 1mM Penicil-lina/Estreptomicina (4ml)
15mM (92.5%) Hepes (6ml)

Criopreservacio
A partir de plaques 10TPP d’'una confluéncia aproximada del 100%:
1. Aspirar el medi
2. Rentar, dos cops, amb PBS 1X
3. Afegir 1ml de Tripsina, deixar actuar un parell de minuts a 37°C, si les cél-lules no es desenganxen

es pot colpejar suaument la placa
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Aturar la reaccio amb 1-2 ml de medi complet, pipetejar per acabar de desenganxar-les i trencar els
possibles grumolls que s’hagin format
Recollir les cel-lules en un falcon (15 0 50 ml depenen del volum que hi hagi), afegir PBS 1X fins al
volum final del falcon per tal de diluir la tripsina
Centrifugar a 1400 rpm durant 3 minuts (900g durant 5 minuts)
Aspirar el medi
Resuspendre el pél-let amb medi complert suplementat amb:
100 wls sérum (20%)

800 pls medi
100 pls DMSO (10%)

Hi ha tants tubs de congelacié com plaques inicials

ORDRE a seguir en la ressuspensio:

Serum
Medi+DMSO, s’afegeix gota a gota perque el DMSO és toxic

Saliquota, 1ml, en cada tub de congelacié (criotubs)

Descongelacio

1.

Previ a la descongelacid, s’han de preparar les plaques amb 10 ml de medi complert

2. Descongelar el critub a 37 °C (bany) fins a un 70% de descongelacio

3. Afegir 1 ml de medi complert, gota a gota, al criotub para acabar de descongelar

4. Passar toda la barreja cel-lular a la placa i pipetejar per finalitzar la descongelacid, i si fos necessari,

disseminar les cel-lules per tota la placa de cultiu perqué no formin grups en enganxar-se

Tripsinizacio i passi de les linies cel-lulars

1.

A partir de plaques 100 mm d’'una confluéncia aproximada del 100 %

2. Aspirar el medi
3.
4

Rentar, dos cops, amb PBS 1X

. Afegir 1 ml de Tripsina, deixar actuar un parell de minuts a 37°C, si les cél-lules no es desenganxen

es pot colpejar suaument la placa per ajudar-les
Aturar la reaccié amb 1 ml de medi complert, pipetejar per acabar de desenganxar-les i per trencar
els possibles grups cel-lulars que s’hagin format
En plaques 100 mm noves, posar 10 ml de medi complert, i afegir al voltant de 300 i de la barreja
cel-lular. Aquest volum pot variar depenen de la confluencia que es dessitgi obtenir. Plaquejant els

300 ul s’han de tornar a passar en dos dies.

Condicionament de medis de cultiu
Material:
Medi de cultiu DMEM/F-12 (Gibco)
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Serum fetal bovi (FBS) (Biological Industries)
Serum de cavall (HS) (Biological Industries)
5-o-dihidrotestosterona (Fluka)

Cél-lules de Sertoli: TM-4

Cél-lules germinals: GC-1 spg 0 GC-2 spd (ts)
Protocol:

Cél-lules de Sertoli Cél-lules germinals (GC-1 spg o GC-2 spd(ts))

— @ =

1. Cultivar les cél-lules de Sertoli en medi DMEM/F12 durant 24 o 48 hores

2. Aspirar el medi i centrifugar per eliminar les cel-lules mortes, 1500 rpm durant 10 minuts

3. Recollir el sobrenedant: MEDI CONDICIONAT (CM) de Sertoli i congelar a -20°C fins a la seva
utilitzacio

4. Creixer les cel-lules germinals en el medi condicionat de Sertoli durant 24 hores

Medis utilitzats:

MEDI de cultiu per TM-4 MEDI de cultiu per GC-1 spg i GC-2 spd(ts)
Basal: DMEM/F-12 Medi condicionat basal (BCM)
Serum: DMEM/F-12i2.5% FBS i 5% HS Medi condicionat amb Sérum (SCM)
5- -Dihidrotestosterona, DHT: DMEM/F-12 i 10-9M DHT | Medi condicionat amb testosterona (TCM)
Basal: DMEM
Serum: DMEM i 10% FBS
5-oi-Dihidrotestosterona, DHT: DMEM i 10-°M DHT

Transfeccions

Material:

OPTIMEM (Gibco)

PBS 1X estéril

Agent vehiculitzant (Lipofectamina 2000, PEI (polietilenimina), Lipofectina, FUGENE 6)
NaCl 150 mM esteril

DMEM (Biological Industries)

LIPOFECTAMINA 2000 / LIPOFECTINA (Invitrogen).

1. Es planten les cél-lules en plaques de 6 pous (9.5 cm#pou; 9.5 -105 cel-lules/pou) el dia abans de la

transfeccid
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2.

m)
m

—_

2
3
4
5
6
7
8
9

Es transfecten seguint les instruccions del fabricant, a la proporcié de 1ug de DNA de la construccid
promotora conjuntament amb 60 ng de B-galactosidasa (per corregir les lectures de luciferasa) per 2
ul de Lipofectamina 2000, a cada pou.

Per a les cél-lules TM4 i GC-1 no cal canviar el medi de transfeccié (OPTIMEM) pero, a les cél-lules
GC-2 s’ha de canviar el medi de transfeccié passades les 5 hores pel propi medi de cultiu (DMEM,
10% FBS i 4 mM Glutamina).

Al dia segtient, les cel-lules transfectades es subdivideixen, es passen a plaques de 24 pous (1.9
cm?/pou; 1.9-105 ceél-lules/pou) segons la rad 1 pou de la placa de 6, per 6 pous de la placa de 24.
Després de 6 hores, es comprova el seu estat d'adhesid i es canvia el medi de cultiu per un medi
basal sense sérum durant tota la nit.

Es tracten les cel-lules entre 16-24 hores, depenent del tractament triat.

. Es lisen les cél-lules i es procedeix a fer les lectures d’activitat luciferasa i B—galactosidasa, amb els

respectius kits.

Es planten les cél-lules en plaques de 6 pous (9.5 cm2/pou; 9.5 - 105 cél-lules/pou) el dia abans de la

transfeccid

. Es prepara la barreja de transfeccié segons la raé segent:
. Diluir 1pug de DNA de la construccié promotora més 60 ng de B—galactosidasa amb NaCl 150 mM
. Diluir PEI amb NaCl 150 mM

Vortejar els dos ependorfs durant 10 segons i passar el PEl a 'ependorf de DNA
Vortejar 'ependorf amb DNA més PEI

. Deixar 10 minuts a temperatura ambient

. Rentar les cel-lules amb PBS dos cops i afegir 500 ul dOPTIMEM a cada pou

Afegir 50 ul de la barreja de transfecci6 a cada pou

10. Canviar el medi de transfecci6 per a les cél-lules GC-2 mentre que per a les cél-lules TM4 i GC-1 no

cal canviar-ho

11. Subdividir les cel-lules a plaques de 24 pous (1.9 cm2/pou; 1.9-10° cel-lules/pou) segons la rad 1

pou de la placa de 6, per 6 pous de la placa de 24. Després de 6 hores, es comprova el seu estat

d’adhesié i es canvia el medi de cultiu per un medi basal sense sérum durant tota la nit.

12. Es tracten les cel-lules entre 16-24 hores, depenent del tractament triat.

13. Es lisen les cél-lules i es procedeix a fer les lectures d’activitat luciferasa i B-galactosidasa, amb els

respectius kits.

FUGENE 6 (Roche).

1.
2.

En un Eppendorf afegir 97 ul de medi sense FBS i 3 ul de FuGene.
En un altre Eppendorf afegir la quantitat de DNA desitjada (1-2 ug si es tracta d’'un plasmid).
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3. Deixar 5 minuts a temperatura ambient.

4. Deixar caure el medi amb FuGene sobre el DNA gota a gota amb I'ajuda de la pipeta i deixar 15
minuts a temperatura ambient.

5. Rentar la placa i afegir 600 ul de medi sense FBS per pou.

6. Afegir la mescla als pous.

7. Esperar 2-3 hores i afegir 2 ml de medi complert.

Lectures de Luciferasa
Material:
Kit Luciferase Assay System (Promega)
Cell culture lysis reagent 5X (Promega)
Luminometre TD 20 / 20 (Turner Designs)
PBS 1X no estéril
Protocol:
RECONSTITUCIO: Afegir 10 ml del buffer d’activitat luciferasa al sustracte
Dividir el contingut en dos, i afegir 5 ml d’aigua mQ esteril, s’ha de protegir de la llum
Guardar al congelador: -20°C, si s'utilitza en els proxims dies
-80°C si no s'usara proximament
US:  Aspirar el medi de cultiu i rentar amb PBS 1x no esteril
Es possen 100 ul de buffer de lisis/pouet de 24 pous
30 minuts en agitacid, tapat de la llum
Afegir, en un ependorf, 50 ul del lisat cel-lular més 50 pl del buffer de lectura

Llegir al luminémetre, amb les seguents condicions: 10 segons de delay i de integrate time.

Lectures de B-Galactosidasa

Material:

Luminiscent beta-galactosidase detection kit Il (Clontech)

Luminometre TD 20/ 20 (Turner Designs)

Protocol:

Es contransfecta 60 ng de plasmid B—galactosidasa per cada 1 g de DNA
A I'hora de fer la lectura:

Barrejar:

(98 wl buffer + 2 ul reagent sustrat) /pou. Barrejar

Afegir en un ependorf entre 2 i 5 ul del lisat cel-lular que prové de la lectura de luciferasa més 100 pl de la
barreja dels agents de lectura f—galactosidasa.

Agitar i deixar incubant una hora, a temperatura ambient, tapat de la llum

LECTURA: Es deixen els mateixos parametres de lectura que s’havien fet servir per llegir la luciferasa
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Obtencio de mostres d’animals

Tots els protocols en que shan emprat animals d’experimentancié han sigut aprovats per la comisié ética de la
Universitat de Barcelona.

Separacio de cél-lules testiculars (Modificat de Bellve et al., 1977)

Material:

Rates Sprague-Dawley de 30 i 90 dies.
DMEM (Biological Industries)

Bisturi i pinces

Colagenasa (Sigma)

Hialuronidasa (Sigma)

DNAsa | (Sigma)

Serum fetal bovi (FBS)

Colorant Trypan blue (0.015 g/ ml PBS)
Gases estérils i llana de vidre

Protocol:

1.
2.

© © N o

Anestesiar la rata, via intramuscular

Extirpar els testicles i mantenir-los en medi DMEM a 25°C. A partir d'ara es treballa sota la campana
i en condicions d’esterilitat

Descapsular els testicles i procedir a disgregar mecanicament el teixit mitjangant un bisturi i pinces
Posar el teixit disgregat en un tub falcon de 50 ml amb 40 ml de medi DMEM, deixar que sedimentin
els tlbuls per gravetat i eliminar 'excés de medi

Dispersar els tubuls amb colagenasa (25 ml de medi DMEM amb 0.5 mg/ml d’enzim) a 25°C en
agitacié constant durant 15 minuts. Deixar sedimentar els tdbuls

Recollir el sobrenedant i centrifugar a 180 g durant 5 minuts

Elimnar el sobrenedant. El pél-let conté les cel-lules intersticials, es congela a -80°C

Els tubuls seminifers es renten tres cops amb 40 ml de DMEM
Digerir per segona vegada amb la soluci6 de colagenasa, (25 ml de medi DMEM amb 0.5 mg/ml

d’enzim) a 25°C en agitacio constant durant 30 minuts. Deixar sedimentar els tubuls

10. Recollir el sobrenedant i centrifugar a 180 g durant 5 minuts

11. Eliminar el sobrenedant. El pel-let conté les cél-lules peritubulars, es congela a -80°C

12. Els tubuls seminifers es renten dos cops amb 40 ml de DMEM

13. Rentar una tercera vegada els tubuls amb una solucié que conté serum fetal bovi (FBS) (20 ml, 10%

in DEMEM, pH 7.4). Deixar sedimentar els tubuls durant 5 minuts

14.Incubar els tubuls en una solucid amb un nou céctel enzimatic (0.1% colagenasa, 0.2%

hialuronidasa, 0.04% Dnasa |, i 10% sérum fetal bovi en 25 ml de medi DMEM, pH 7.4. En agitacio

connstant, a 34°C durant 30 minuts
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15. Centrifugar a 180 g durant 5 minuts, el sobrenedant conté les cél-lules germinals i el pel-let conté les

cel-lules de Sertoli, que es congelen a -80°C

16. Les cél-lules germinals es centrifuguen a 180 g durant 5 minuts

17.El pel-let de cél-lules germinals es resuspen amb medi DMEM i es filtra a través d’'una gasa esteril
per tal d’eliminar agregats de cél-lules de Sertoli contaminants. Per tal de minimitzar les possibles
contaminacions amb espermatozoides es torna a filtrar la solucié enriquida en cél-lules germinals a

través de llana de vidre. L’eluit es centrifuga a 180 g durant 5 minuts i es congela a -80°C
NOTA: Abans de congelar cada pél-let cel-lular s’ha de controlar la viabilitat cel-lular mitjangant I'observacio

al microscopi de I'exclusio del colorant Trypan blue per part de les cel-lules vives

Preparacio i incubacié d’espermatozoides
Material:
Medi KRH
Colorant Trypan blue (0.015 g/ ml PBS)
Gases estérils
Glucosa
Protocol:
1. Anestesiar la rata, via intramuscular
2. Extirpar els testicles i mantenir-los en medi KRH a 25°C
3. Obtenir els espermatozoides de I'epididim. Tallar I'epididim en petits fragments i dispersar els
espermatozooides pipetejant. Seguidament eliminar els fragments de teixit filtrant a través d’una
gasa estéril. Posteriorment centrifugar a temperatura ambient, a 500 g durant 15 minuts. Eliminar el
sobrenedant i el pel-let (els espermatozoides) es resuspenen en 5 ml de medi KRH
4. Comprovar la viabilitat espermatogenica per exclusio del colorant Trypan blue
5. En vials de vidre, de 20 ml de capacitat, posar 3 ml de medi KRH més 8-105 cel-lules més la
concentracio de glucosa que correspongui (0, 0.1, 0.25, 0.5,1 i 5 mM Glucosa). S'utilitzen dos vials
per cada concentracid de glucosa

Solucions:

Medi Krebs- Henseleit Buffer (KRH).
Adaptat de Phillipe et al., 1986.
NaCl 120 mM
CaCl22 mM
KCI5 mM
KH2PO4 1.2 mM
MgSO4-7H20 1.2 mM
HEPES 25 mM
pH:7.5
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Cultiu d’espermatozoides

Material:

Vials de vidre

Medi KRH

Glucosa

Bany amb agitacio

Protocol (modificat de Phillippe et al 1986):

Es mantenen les cel-lules en vials amb medi KRH sense glucosa en un bany amb agitacié a 90 cicles/min i
a 34 °C durant 30 minuts

Passat aquest periode de preincubacio, s'afegeix la concentracié de glucosa necessaria a cada punt (2
vials/punt)

Incubar amb la glucosa durant 30 minuts mantenint les mateixes condicions d’agitacio i temperatura

Obtencio de mostres (Fructosa 2,6-P; i Lactat)

Material:

NaOH 1M

Tampé acid: HCIO4 20%

Protocol:

Fructosa 2,6-P>: 1ml de mostra més 500 Is de NaOH 1M (en aquest punt es pot congelar a -20°C)
Escalfar a 80°C durant 10 minuts
Centrifugar a 14000 rpm durant 5°
MESURAR

Lactat: 1ml mostra més HCIO,4 segons la raé: 1/3 volum d’acid més 2/3 volum de mostra
MESURAR

Determinacié de Lactat
Material:
Tampo acid: HCIO4 20%
Tampd neutralitzador: 3 M KOH, 3 M KHCOs, pH 5
Tampé reaccié: 0.3 M Sulfat d’Hidrazina, 0.87 M Glicina, 2.5 mM NAD+, 0.19 mM EDTA, pH: 9.5.
Patr6 de lactat: 20, 80, 120 mg/di
Enzim LDH 700 U/ml
Protocol:
1. 1ml de mostra més tamp6 acid (500 pl)
2. Centrifugar a 14 000 rpm, 4°C durant 10 minuts
3. Neutralitzar el sobrenedant amb el tampd de neutralitzacio, fins que el pH sigui 5-6 (s’ha d’anotar el

volum adicional)
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4. Centrifugar a 14 000 rpm, 4°C durant 10 minuts
5. Barrejar en una placa Elisa: 350 ul de tampé de reaccié més el patrd / la mostra (previament
portada a un volum de 75 ul amb aigua destil-lada (20 pl mostra més 55 pl aigua))
Lectura a 340 nm (PUNT ZERO)
Afegir 25 ml de 'enzim LDH diluit 1/4 en aigua destil-lada
Incubar durant 20 minuts
Tornar a llegir (PUNT 30 minuts)

[Lactat] (mM) = A1 — AO * factor de dilucid.
Si la mostra: 20ul mostra / 55 ul de aigua (75 pl mostra llegida)

75 ul/ 20pl = 3.5 FACTOR DILUCIO

© © N o

Determinacio de Fructosa-2,6-P»
Material:
PBS 1X fred
Tampd Basic (100 mM NaOH, 0,1% Trité X-100).
Tampd de Reaccié (50 mM Tris-acetic, 0,15 mM NADH, 2 mM acetat magnésic, 1 mM Fru-6-P, 2,5 mM
Gluc-6-P, 0,5 mM PPI, 1,7 U/ml G3PDH, 5 U/ml TPI, 1 U/ml Aldolasa, 10 mU/ml PPi-PFK, pH 7,8).
Patr6 de 0, 0.5, 1, 1.5, 2 i 4 mM de Fru-2,6-P,
Protocol (adaptacié de Van Schaftingen, et al., 1982):
1. Lisar les cél-lules, 1ml de mostra amb 0.4 m| de tamp¢ basic
Escalfar les mostres 10 min a 80°C i centrifugar 15 min a 14000 rpm, recollir el sobrenadant

2

3. Neutralitzar el sobrenadant amb acétic/acetat fins a pH: 7.5-8

4. Centrifugar la mostra neutralitzada, 5 min a 14000 rpm, recollir el sobrenadant
5

Per fer la lectura barrejar en una cubeta de plastic:

BLANC PATRO MOSTRES

750 ul Tris/acetat sense NADH 125 ul H20 mQ 110 W H20 mQ

190 pl H20 mQ 50 pl susbstrats 50 pl susbstrats

10 wl PPI-PFK 50 pl enzims auxiliars 50 ul enzims auxiliars

50 ul PPI 700 wl Tris/acetat amb NADH 700 pl Tris/acetat amb NADH
15 pl patré 30 wl mostra
10 pl PPI-PFK 10 ul PPI-PFK
50 ul PPI 50 ul PPI

6. Mesurar espectofotomeétricament a 340 nm

Obtencio de I’enzim PPI-PFK de la patata

Material:

Patates

Liquadora

Tamp6 d’homogenitzacio: Tris-acetat 20 mM, pH:8.2, Acetat-Mg 1 mM, DTT 2 mM
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Polietilenglicol (PEGegooo)
Glicerol
KOH 1M HCI1 M
PPi-Na 10 mM
Protocol:
1. Pelar de 400 a 500 gr de patates i liquar-les

. Filtrar la patata liqguada amb gases esterils i mesurar el volum (volum 1)

2

3. Afegir PPii MgCl: fins que la concentracio final sigui de 2 mM

4. Ajustar el pH a 8.2 amb KOH 1M

5. Introduir la solucié en un bany d’aigua a 70°C i escalfar fins que s’assoleixin els 59°C. Mantenir en
aquesta temperatura durant 5 minuts agitant suaument

6. Refredar rapidament en un bany amb gel. Ajustar el pH a 7.1 en fred amb HCI 1M. Mesurar el volum
(volum 2)

7. Mantenir la solucié a 4°C agitant suaument. Afegir lentament PEGeooo fins a una proporcid final 5-6%
(pes:volum). Un cop dissolt el PEGgooo es deixa agitant durant 15 minuts a la cambra freda

8. Repartir el volum en tubs de centrifuga i deixar reposar 10 minuts a la cambra freda. Centrifugar a
6000 rpm durant 10 minuts, a 4°C.

9. Recollir el sobrenedant i mesurar el volum (volum 3)

10. Afegir lentament PEGeooo fins arribar al 10% de concentracié. Un cop dissolt el PEGeooo €S deixa
agitant per 15 minuts a la cambra freda

11. Repartir el volum en tubs de centrifuga i deixar reposar 10 minuts a la cambra freda. Centrifugar a
6000 rpm durant 10 minuts, a 4°C.

12. Dissoldre el sediment amb el tampé d’homogenitzacid

13. Centrifugar a 15000 rpm durant 15 minuts, mesurar el volum de sobrenedant (volum 4). En aquest
sobrenedant es troba I'enzim PPI-PFK util.

14. Afegir Glicerol fins a una concentracio final del 20%. Aliquotar i guardar a -80°C

Dessalacié dels enzims auxiliars utilitzats en la determinacié de la
concentracio de Fructosa 2,6-P,

En la determinacié de la concentracié de Fructosa 2,6-P, és necessari dessalar préviament els enzims
auxiliars que s'utilitzen per tal d’evitar interferéncies amb les sals de sulfat amonic que tenen les
suspensions comercials. Per tal de dur a terme el dessalat es realitza una cromatografia de gel filtracié en
Sephadex G-25 fine.

Preparacio de les columnes:

Les columnes sdn xeringues de 5 ml amb I'extrem tapat amb llana de vidre. A dalt es posa el gel de

Sephadex G-25 préviament hidratat en aigua durant 24 hores. Una vegada els tubs estan plens de gel fins
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als 5 ml, es coloquen les xeringues en tubs de vidre per poder centrifugar a 3000 rpm, a 4°C durant 2

minuts i eliminar 'excés d’aigua.

Protocol:

1.

N o g~ w D

Barrejar un volum de G3PDH amb quatre volums de la soluci6 d’Aldolasa

Centrifugar a 15000, a 4°C durant 5 minuts

Resuspendre el pél-let amb tampd Tris/Acetat amb un volum final identic a l'inicial

Posar 250 pl de soluci6 enzimatica en cada columna i centrifugar a 3000 rpm, a 4°C durant 5 minuts
Ajuntar els eluits per homogeneitzar les diferéncies

Aliquotar I'enzim concentrat i congelar a -20°C

Per 'assaig de Fru-2,6-P» es dilueixen 1:10

Analisi immunohistologic d’espermatozoides

Material:

Portaobjectes polilisinats
Paraformaldehid 4% en PBS
PBS 1X

PBS 0.5% Tritd

Mowiol

Anticds primari i secundari

Normal goat serum

Protocol:

1.

© © N o g ~ w D

Centrifugar la suspensié d’espermatozoides a 649 g durant 1 minut, descartar el sobrenedant
Fixar el pél-let amb 4% de paraformaldehid en PBS

Aplicar en un porta i deixar sedimentar a 4°C durant 40 minuts

Rentar amb PBS 1X

Assecar els espermatozoides a 36°C per incrementar 'adhesid

Rentar amb PBS 1X

Incubar amb 2% normal goat serum en PBS que conté 0.5 % Trité X-100 durant 30 minuts
Incubar amb I'anticds primari, dins una cambra humida a 4°C O/N

Rentar amb PBS 1X, 3 rentats de 5 minuts

10.Incubar amb I'anticds secundari
11.Rentar amb PBS 1X
12.Muntatge amb Mowiol

NOTA: Els portes muntats es guarden en una caixa plana protegits de la llum, un cop el medi de muntatge

esta sec, es poden guardar a 4°C per mantenir més temps la fuorescéncia.Com a control negatiu, en

ambdds casos, no s’incuba amb 'anticos primari
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Produccio d’Anticossos Policlonals contra PFKFB4

Obtencio d’anticossos policlonals contra la PFKFB4

Material:

PBS 1X

Adjuvant complet i incomplet de Freund, Sigma.

Antigen peptidic (NH2)-YSNGRPALHASQRGCVM-(COOH) sintetitzat i conjugat a KLH pel Servei de
Sintesi de Peptids de la Universitat de Barcelona.

Tubs vacutainers

Animals: Conills New Zealand. Es recomanable utilitzar dos conills per anticos generat.

Protocol:

1. Després de 15 dies de quarantena, s’extreu 10 ml de sang de I'animal (Serum pre-immune)

2. Preparar 'emulsi6 de lantigen en adjuvant complet de Freund en la primera immunitzaci6 i
incomplet a les seglients. L'emulsié consta de 2 ml (50% antigen i 50% Adjuvant) i es prepara just
en el moment per agitacio dels components en un tub de vidre amb un vortex fins que en tirar una
gota en un got d’aigua aquesta no es disgrega

3. Injectar els 2 ml en el llom de I'animal

B

Repetir la immunitzacio tres cops més separades per dues setmanes. L'Ultima dosis es recomana
que sigui el doble.

Extreure un 10-15 ml de sang cada 10 dies després de la tercera immunitzacié en un tub de plastic
Després de la quarta extraccié es fa una immunitzacié de record

Als 15 dies es sacrifica I'animal i es recull la sang en tubs vacutainers

Separacié del sérum

© © N o o

Deixar coagular la sang 2 hores a temperatura ambient i després tota la nit a 4°C

10.Centrifugar a 2500 rpm durant 15 min a 4°C

11.Recuperar el sobrenedant. Aliquotar-lo i congelar-lo a -80°C. Identificar cada sérum amb el numero
de 'animal i el numero d’extraccio

12.Controlar el titol d’anticossos de cada extraccié per western contra diferents quantitats d’antigen

sobreexpressat i d’extractes cel-lulars per detectar-ne 'endogen

Purificacié d’anticossos per cromatografia d’afinitat

Materials:

Columna amb [antigen immobilitzat realitzada pel Servei de Sintesi de Péptids de la Universitat de
Barcelona.

PBS fred.

PBS/Azida (PBS amb 0,5% Azida Sodica) filtrat.
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Tampo Glicina (50 mM glicina, pH 2,3) filtrat.
Tamp6 Neutralitzador (1 M Tris-HCI, pH 8,0) filtrat.
Membrana de dialisi Spectra/por, Spectrum.
Glicerol 100%.
Protocol (tot el procés i els reactius a 4°C):
1. Rentar la columna per gravetat amb 40 ml de PBS
2. Passar tres cops per la columna el serum diluit en PBS 1:1
3. Rentar la columna amb 40 ml de PBS
4. Eluir amb tamp6 Glicina. Recollir 10 fraccions de 500 ul en un eppendorf amb tampé Neutralitzador
(determinar la quantitat de tampd necessari per neutralitzar els 500 pl, aproximadament 40 pl).
Valorar el pH amb una tira de pH per acabar d’ajustar el de les fraccions
Passar 20 ml de tampé Glicina
Rentar la columna amb 20 ml de PBS i després 20 ml PBS/Azida com a conservant. Guardar a 4°C

Valorar la proteina de les fraccions per Bradford

© N o o

Ajuntar i dialitzar les fraccions amb la concentracid més alta de proteina en front d'1 litre de PBS
durant 2 hores a 4°C en agitacio. Canviar el tampd per dos litres de PBS nou i deixar tota la nit

9. Valorar la proteina de la mostra dialitzada

10.Afegir glicerol al 20% final

11.Aliquotar i congelar a -80°C

Immunoprecipitacioé en condicions no reductores
Material:
Cél-lules HuH7, LNCaP i PC-3
Material de transfeccié amb PEI
PBS1X
Tampd de RIPA
Anticds contra la proteina d'interés
Tampd de mostra 2X de proteina sense DTT
Proteina A Sepharosa (Amersham-Pharmacia)
Proteina G Sepharosa (Amersham-Pharmacia)
Protocol (per plaques de 100 mm):
1. Preparar plats de cél-lules HuH7 per tal que el dia segiient estiguin a un 50-70% de confluéncia per
transfectar-hi la construcci6 tPFK-2-pcDNA3 amb PEI i deixar 48 hores
2. Preparar plats de ceél-lules LNCaP i PC-3 per tal que el dia de realitzar el protocol estiguin al 90-
100% de confluéncia
3. Rentar les cél-lules 2 cops amb PBS 1X

4. Recuperar les cél-lules en 1 ml de tampé de lisi-RIPA amb scrapers
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5. Lisar les cél-lules vortexant

6. Centrifugar a 14000 rpm durant 15 min a 4°C

7. Afegir als sobrenedants la quantitat d’anticos desitjada (1/35 per l'anticés anti-tPFK-2 purificat).
Incubar 2 hores a 4°C en agitacio per inversio

8. Centrifugar a 14000 rpm durant 5 min a 4°C

9. Afegir als sobrenedants 35 pl de Proteina A i 35 ul de Proteina G, incubar 1 hora a 4°C en agitacié
per inversié

10.Centrifugar a 14000 rpm durant 30 segons a 4°C

11.Rentar el precipitat 4 cops amb tampé RIPA sense inhibidors de proteases ni de fosfatases

12.Centrifugar a 14000 rpm durant 30 segons a 4°C

13.Resuspendre el precipitat amb tampd de mostra 2x per proteines, perd sense DTT ni [3-
mercaptoetanol. Pipetejar repetides vegades suaument

14.Carregar les mostres en un gel desnaturalitzant de poliacrilamida al 10% sense bullir-les

15.Analitzar la immunoprecipitacié per Western blot

SOLUCIONS :

Tampd RIPA
50 mMTris-HCI, pH7.4
100 mM NaCl
1% Tritdn X-100
5mM EDTA
1 mM NasVO4
40 mM B-glicerofosfat
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8.- PUBLICACIONS

ML unleornito azul,
ayer se me perdis,
no sé st se me fue,
no Sé sl se extravid,
Y Yo no tengo mdas
que un unicornio azul.
(ME unicornio azul, Silvio Rodriguez)






