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INTRODUCCIO

1. EL TRANSPORT DE GLUCOSA

La glucosa és un deIs principals substrats utilitzats per les cel.lules
animals. Aixó es deu a que és el principal component deIs polisacarids formats
per les cel.lules vegetals en la fase fosca de la fotosíntesi, i en conseqüencia,
una de les molecules biologiques més abundants de la Terra. Dins de les
cel.lules animals la glucosa és utilitzada per a dues funcions basiques: la

producci6 d'ATP (de forma oxidativa o no oxidativa), i per a la producci6 de
macromolecules en les reaccions anaboliques. AIguns teixits, com ara el cervell,
s6n totalment depenents de l'aport de glucosa com a font d'energia, de manera

que els mamífers han desenvolupat complexes mecanismes homeostatics per tal
de mantenir una concentraci6 constant d'aquest sucre a la sang d'entre 5 i 10
mM. Diferents organs participen en aquest control, com ara el fetge, el múscul
esqueletic i el teixit adip6s, i el paper que ha de jugar cada un en cada moment

bé donat per l'alliberament a la sang o no de diferents hormones com la insulina
o el glucag6.

Un deIs mecanismes que col. laboren al manteniment d'aquest equilibri
homestatic es la regulaci6 de l'entrada o sortida de glucosa de la cel.lula, La

glucosa és una molecula hidrófila, i com a tal, ha de superar la barrera que
representa la membrana cel.lular (de naturalesa Iipofila) per poder entrar o

sortir. La soluci6 adoptada en el cas deIs sucres i altres molecules hidrofiles és
el pas a través de proteínes que formen un porus a través de la membrana, els
anomenats transportadors. Les proteínes transportadores tenen la missi6 de
resoldre dos problemes: en primer lloc i com ja hem comentat, superar la
necessitat d'energia del pas de molecules hidrofiles a través d'una membrana

lipofila, i en segon lloc, la necessitat d'especificitat en el reconeixement del
substrato En els darrers anys ha quedat pales que el transport de glucosa en els
teixits deIs mamífers té lloc mitjancant dos tipus de proteínes transportadores:
sistemes de transport actius o depenents d'energia i sistemes de transport passius
o per difusi6 facilitada. EIs primers s6n proteines que poden transportar la
glucosa en contra del seu gradient de concentraci6 a 1 'utilitzar l'energia del

gradient electroquímic de sodi o de protons (Hediger i Rhoads, 1994; Wright
i col., 1994), i que només s'expressen en les cel.lules de teixits epitelials. Pel
contrari, els sistemes de transport passiu s6n sistemes independents d'energia
i que per tant només poden transportar el substrat a favor de la concentraci6
d'aquest (Kakuda i MacLeod, 1994). Aquest tipus de transport per a la glucosa
és el que és present a quasi bé totes les cel.lules deIs teixits deIs mamífers.
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El transport de glucosa per difusi6 facilitada en les cel.lules de mamífer
no té lloc per un únic sistema de transport, sin6 que esta mitjancat per tota una

família de proteínes, productes de diferents gens i que estan expressats de
manera altament controlada i específica del teixit (Baldwin, 1993; Bell i col.,
1993; Gould i Holman, 1993). Aquesta família reb el nom de GLUT (per
"glucose transporters"), seguint la nomenclatura de Fukumoto i col. (1989). EIs
mecanismes pels quals la glucosa és distribuida entre els diferents teixits i

cel.lules de l'organisme en diferents condicions metaboliques s6n depenents de
la correcta expressi6 i regulaci6 de les diferents isoformes deIs GLUTs.

En els darrers deu anys s 'han publicat més de mil treballs en el camp del

transportadors de glucosa de la família GLUT. Donat aquest allau d 'informaci6,
en aquesta memoria hem centrat la nostra atenci6 en el que sera el principal
protagonista del nostre treball, el transportador GLUT-1, i en les situacions i
mecanismes que regulen la seva activitat i expressi6.

2. TRANSPORTADORS DE GLUCOSA PER DIFUSIO
FACILITADA (GLUTs).

Com ja s 'ha dit, la majoria de cel.lules dels mamífers capten glucosa per
un procés de difusi6 facilitada. No va ser fins l'any 1977 que Kasahara i Hinkle
van lograr purificar per primer cop un transportardor de glucosa d'aquest tipus
(el que anys després seria anomenat GLUT-1) a partir de membranes
d'eritrocits humans (Kasahara i Hinkle, 1977). Es tractava d'una proteína de
membrana altament glicosilada i que tenia una movilitat electroforetica al
voltant de 55 kDa. Quan es reconstituía en liposomes permetia el transport de
glucosa amb una cinética idéntica a la trobada en els eritrocíts. Arnés, unia un

inhibidor específic del transport de glucosa independent de sodi, la citocalassina
B (que al capdavall va ser el que va permetre la seva purificaci6), amb alta
afinitat i amb una estequiometria que indicava que era 1 'únic component del
sistema de transporto Gracies a la generaci6 d'anticossos contra aquesta proteína
es va poder clonar el seu cDNA a l'any 1985 (Mueckler i col., 1985). Pero
diferencies trobades en estudis cinetícs, d'especificitat front diferents inhibidors
i de la regulaci6 hormonal del transport de glucosa en els diferents teixits,
indicaven que havien d'existir altres transportadors diferents al ja clonat.
Utilitzant el cDNA de GLUT-1 com a sonda per a realitzar clivellatges amb
baixa astringencia de llibreries per a diferents teixits, s'han clonat alllarg deIs
darrers anys els cDNAs corresponents a sis transportadors diferents (GLUT-1,
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2, 3, 4, 5 i 7, en funci6 de l'ordre cronologic de clonatge) i que formen
l'anomenada família de transportadors de tipus GLUT. GLUT-1, 2, 3 i 4 s6n

transportadors de glucosa, mentre que GLUT-5 seria un transportador de

fructosa. GLUT-6 és un pseudogen incapac de transportar, i GLUT-7 és el

transportador de glucosa deIs microsomes de fetge de rata (Waddell i col,
1992). La construcci6 de l'arbre filogenetic indica que GLUT-l i 4, GLUT-2,
i GLUT-3 i 6 s6n molt similars entre ells, mentre que GLUT-5 és més

divergent, el que es correspondria amb la seva funci6 (els primers com a

transportadors de glucosa i el segon de fructosa) (Baldwin, 1993).

Les isoformes de la família presenten més d'un 40% d'identitat i un 50-
76% de similitut al comparar la seqüencia d'aminoacids, conservant-se 128
exactament invariants en totes les isoformes. A més, el patró d'hidrofobicitat
de totes elles és superimposable (12 putatius segments transmembrana), sent en
la seqüencia d'aquests segments la més conservada. En canvi, les longituts i les

seqüencies deIs extrems C- i N-terminals i de les zones de conexi6 entre els

segements transmembrana divergeixen molt més.

Altres característiques generals per a tots els transportadors de tipus
GLUT s6n: 1) tots transporten glucosa, encara que amb diferents eficiencies i

cinetiques; 2) la seva expressi6 és teixit específica i una mateixa cel.lula pot
expressar més d'un tipus de transportador; 3) la seva expressió esta regulada pel
desenvolupament i per altres factors com hormones, factors de creixement, etc;
i 4) tots uneixen citocalassina B encara que no amb la mateixa afinitat.

Per últim, cal destacar que la família de transportadors del tipus GLUT
pertany a una superfamília de proteines transportadores per a diferents

molecules, totes amb un patr6 d'hidrofobicitat de 12 segments transmembrana
(Baldwin, 1993, 1994). Dins d'aquesta superfamília es dóna una alta similitut
en la seqüencia, el que comportaria una estructura tant secundaria com terciaria
molt similar, i una sensibilitat semblant front diferents inhibidors com la
forscolina o la citocalassina B. Aquesta superfamília, a més dels transportadors
de tipus GLUT, inclou cotransportadors de sucres i protons bacterians,
transportadors d'acids carboxílics i antíbiotics també bacterians, transportadors
de sucres en llevats i parasits, i un transportador de glucosa depenent d'energia
de la planta Arabidopsis thaliana. Curiosament, no pertanyen a aquesta família
els transportadors de glucosa sodi depenents.

2.1. GLUT-l
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La isoforma Glut-l també es coneix com a transportador de

l'eritrócit/cervell o d'HepG2, ja que es va clonar a l'any 1985 a partir de
Ilibreries de cDNA de cel.lules HepG2 (Mueckler i col., 1985) i de cerveIl de
rata (Bimbaum i col., 1986), gracies a la utilitzaci6 d'anticossos contra la

proteína de l'eritrocit huma. Es 1 'única isoforma que s 'ha pogut purificar a

partir del teixit natural (no per expressi6 heterologa) i amb la que s 'han pogut
fer experiments de reconstituci6 (Wheeler i Hinkle, 1981). Fins al moment s'ha
clonat el GLUT-1 procedent de diferents especies (huma, rata, ratolí, coniIl,
porc, i de bou), i en tots els cassos s'ha vist que es tracta d'una proteína de 492
aminoacids entre les quals hi ha més d'un 97% d'identitat. Es troba

heterogeniament glicosilada a partir d'un únic punt de glicosilaci6 (l'asparragina
45). Es sintetitza com una proteína de 38 kDa, es glicosila parcialment passant
a una forma de 42 kDa (Haspel i col., 1985), i és rápidament traslladada des
del reticle fins al Golgi, a diferencia del que passa amb GLUT-4, que té un

temps de retenci6 molt més Ilarg (Hresko i col., 1994). La proteína madura del

Golgi, ja endoH insensible, és una forma d'entre 46 i 55 kDa, depenent del
tipus cel.lular degut a diferencies de glicosilació (Haspel i col., 1986; Camps,
1994; McMahon i Frost, 1995) que és la que passara a la membrana plasmática.
D'allá pot ser intemalitzada per a ser reciclada o bé és degradada en els
lisosomes (Ortiz i col., 1992).

EIs estudis cinetícs indiquen que GLUT-1 pot transportar un ampli
nombre de substrats, encara que el preferit és la glucosa (amb una Km
d'aproximadament 7 mM). A més d'hexoses, també s'ha descrit que pot
transportar vitamina C (acid ascorbic) (Vera i col., 1993) i nicotinamida (Sofue
i col., 1992), i que, juntament amb els altres transportadors, pot servir com a

canal d'aigua (Fischbarg col., 1990). GLUT-l és potentment inhibit per la
citocalassina B, amb una K, de 120 nM.

GLUT-l és especialment abundant a l'etapa fetal. El seu mRNA ja es

detecta a l'oocit i al blastocist (Hogan i col., 1991; Aghayan i col., 1992), i en
el fetus s'expressa en altes quantitats en teixits com el cor, el múscul o el TAB,
teixits que tenen una baixa expressió de GLUT-l en l'adult (Santalucía i col.,
1992). En l'adult té una distribuci6 molt amplia, expressant-se a quasi bé totes
les cel.lules deIs diferents teixits, encara que moltes vegades en nivells molt
baixos, en correspondencia amb l'expressi6 d'altres isoformes de la família
GLUT. En tots aquests teixits on GLUT-l és coexpressat amb altres membres
de la família, seria el responsable de l'aport de glucosa en codicions basals.
Aixo es demostra tant es estudis sobreexpressant-Io en cel.lules en cultiu
(Robinson i col., 1993), com en estudis amb animals transgenics
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sobreexpressant GLUT-1 en el múscul esqueletic (Ren i col., 1993; Marshall
i col., 1993). En tots dos tipus d'estudi s'observa que la sobreexpressi6 de
GLUT-1 condueix a que el transport basal estigui incrementat.

GLUT-1 és molt abundant en cel.lules endotelials i epitelials, formant
part de teixits que formen barreres front la sang, com els capilars de la "blood
brain barrier", teixits de l'ull, de la placenta, en el fetge en els hepatocits al
voltant de les venules hepátiques, etc, ra6 per la qual es pensa que tindria un

paper important en el transport de glucosa tant transepitelial com transendotelial
(Harik i col., 1990; Takata i col., 1993; Maher i col., 1994). En els capilars
del cervell s'ha descrit la seva presencia en ambdues cares de la cel.Iula, tant
a la luminal com a la contraluminal, suggerint que seria el responsable de
l'entrada i sortida de glucosa de les cel.lules endotelials, permetent el creuament
de l' endoteli
. Un defecte en el transportador seria el causant d'na malaltia cerebral (De Vivo
i col., 1991). En les cel.lules epitelials de la retina i de la placenta GLUT-l
també esta expressat tant en la membrana basolateral com en l'apical, el que
també 1 'implicaria en el trafic de glucosa cap a les cel.lules parenquimals
d'aquests teixits (Takata i col., 1993). Per últim, en els eritrocits humans també
és molt abundant (representa un 6% del total de proteína de la membrana),
encara que el seu paper fisiologic no és cIar (Baldwin, 1993).

2.2. GLUT-2

Aquesta isoforma és la majoritária en en el fetge, les cel.lules B­

pancreatiques, i les cel.lules de l'epiteli absortiu de la mucosa intestinal i del

rony6 (Thorens i col., 1988; Thorens i col., 1992). S'ha cIonat la isoforma
GLUT-2 d'humans, de rata i de ratolí. Les proteínes codificades tenen entre

522 i 524 aminoácids i s6n identiques en més d'un 80%. Té un 55% d'identitat
amb GLUT-1, sent especialment divergents en la zona de l'extrem e-terminal
i en la zona extracel.lular que conecta els segments transmembrana 1 i 2.
Sembla unir forscolina i citocalassina B, encara que amb menys afinitat que
GLUT-l (amb una K, al voltant d'l p.M). Les seves característiques cinetiques
el fan molt particular, ja que té una Km per a la glucosa al voltant de 20 mM.
A més, transporta fructosa amb una Km d'aproximadament 100 mM.

En les cel.lules epitelials, GLUT-2 s'expressa excIussivament a la
membrana basolateral on treballa de manera coordinada amb el transportador
de glucosa sodi-depenent, expressat en la membrana apical, per tal d'intervenir
en l'absorci6 o reabsorci6 de glucosa dellumen intestinal o de l'orina que s'esta
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formant. En les cel.lules hepatiques i en les cel.lules B-pancreatiques, GLUT-2
forma, conjuntament amb la glucoquinasa (isoenzim de 1 'hexoquinasa que també
té una K, per a la glucosa molt alta), un sensor per a la concentraci6 circulant
de glucosa. Aquest sensor respon a canvis en la concentraci6 de glucosa
circulant (siguin grans o petits) amb canvis proporcionals en la quantitat de
glucosa transportada, gracies al'elevada Km del conjunt transportador­
glucoquinasa. Al fetge, aquest sistema serveix per a controlar la concentraci6
de glucosa circulant, bé captant-Ia (en estats d'anabolisme), bé alliberant la

produída en la gluconeogenesi (en estats catabolics), En les cel.lules B­

pancreátiques la síntesis i secreci6 d 'insulina depenen de la captaci6 i posterior
metabolisme de la glucosa.

2.3. GLUT-3

Aquest transportador és la principal isoforma expressada en les cel.lules

parenquimals del cervell (Kayano i col., 1988). S'han aillat clons humans, de
ratolí i de pollastre. Les proteínes codificades tenen entre 493 i 496 aminoacids,
amb un 83 d'homologia entre elles, i amb un 64% d'identitat amb GLUT-l. La
seva Km és baixa comparada amb la de GLUT-1 (Gould i col., 1991), el que
s'interpreta com una adaptaci6 a les baixes concentracions de glucosa presents
en el líquid intersticial del cervell comparat amb les trobades a la sango A
conill, mono i ratolí GLUT-3 només s'expressa al cervell, principalment a les
neurones. AIs humans s'expressa també a la placenta (on intervindria a la
transferencia de glucosa al fetus), en el fetge i en el rony6 (Gould i col., 1992).
A més, GLUT-3 s'expressa a les cel.lules musculars L6 (Bilan i col., 1992).

2.4. GLUT-4

La isoforma GLUT-4 o també anomenada sensible a la insulina (encara
que no és 1 'única) s'expressa només en teixits que responen a la insulina
incrementant el transport de glucosa, com el cor, el múscul esqueletic i els
teixits adiposos blanc i marr6 (James i col., 1989). S'han clonat els cDNAs
huma, rata i ratolí. Les proteínes tenen 509 o 510 aminoacids, amb una identitat
en la seqüencía de més del 95%, i 65 % amb GLUT-1. La seva cinética difereix
de la de GLUT-1 en que té una Km més baixa que la de GLUT-1, en que és
simétrica i no pateix el fenomen de la trans-acceleraci6.

Es sap que GLUT-4 és el responsable de l'estimulaci6 per part de la
insulina del transport de glucosa en els teixits on s'expressa per una serie
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d'evidencies experimentals: 1) és la forma més abundant en els teixits musculars
i adiposos (Holman i col., 1990; Marette i col., 1992); 2) la seva expressió al

llarg de la diferenciaci6 deIs adipocits 3T3L1 es correlaciona amb l'adquisici6
de la resposta a la insulina (Tordjman i col., 1989); 3) el nivell de l'expressi6
en els diferents tipus cel.lulars es correspon al nivell d'efecte de l'hormona

(James i col., 1989; Henriksen i col, 1990) i 4) cel.lules L6 transfectades

sobreexpressant GLUT-4 exhibeixen un major transport de glucosa estimulable

per la insulina (Lawrence i col., 1992).

El mecanisme pel qual la insulina estimula el transport de glucosa en

aquests teixits es coneix des de fa quinze anys grácies a treballs ja classics de
Cushman i Wardzala per un costat i Suzuki i Kono de manera independent
(Cushman i Wardzala, 1980; Suzuki i Kono, 1980). Aquest mecanisme
consisteix en la translocaci6 des d'un compartiment intracel.lular cap a la
membrana plasmática de transportadors de glucosa (Birnbaum, 1992; James i

col., 1994; Zorzano i col., 1996). La translocació afecta només a GLUT-4 en

el cas del múscul esqueletic (Douen i col., 1990), mentre que tant a adipocits
(Zorzano i col., 1989) com a cardiomiocits (Muñoz, 1995) la insulina provoca
la translocació tant de GLUT-1 com de GLUT-4, encara que l'efecte és molt
més gran sobre aquest darrer. Altres tipus de tractament també estimulen el

transport en els mateixos model cel.lulars pel mateix tipus de mecanisme, com
ara la contracci6 muscular (Douen i col, 1990).

2.5. GLUT-S

Aquest és el transportador més divergent de tota la família. La seva

seqüencia té només un 40% d'homologia amb les altres isoformes (Kayano i

col., 1990). Aixo és consistent amb que, com ja s'ha dit, es tractaria més d'un

transportador de fructosa que no de glucosa (Burant i col., 1992). El cONA
codifica per a una proteína de 501 aminoácids i s'expressa a la membrana apical
de les cel.lules de l'intestí prim, a l'espermatozoo, i en baixos nivells, al ronyó,
al múscul esqueletic i teixit adipós. La seva funció seria la captació de la
fructosa de la dieta en el cas de l'intestí (Davidson i col., 1992; Mahraoui i
col., 1992), i la captació del mateix sucre del líquid seminal en el cas dels
espermatozoos (Burant i col., 1992).
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3. CARACTERISTIQUES GENERALS
TRANSPORTADORS DE GLUCOSA

DEL S

3.1. MODEL DE TRANSPORT

El transport de glucosa per part deIs transportadors de tipus GLUT
exhibeix una cinética de tipus Michaelis-Menten o hiperbólica quan es mesura

el transport en diferents condicions: zero-trans, en condicions d'equilibri, etc
(Baldwin, 1993). Pero les Km i Vmax que s'obtenen amb aquests diferents tipus
d' estudi s6n diferents per al'entrada que per a la sortida del substrat de la

cel.lula, el que indica que el transport no és simetric. Aquesta observaci6,
juntament amb el fenomen de la trans-estimulaci6 que presenta el transport de
glucosa (1'estimulaci6 del fluxe d 'un substrat marcat en una direcci6 si al' altre
costat de la membrana hi ha el substrat sense marcar), han portat a postular un
model de transport per aquests transportadors anomenat de "conformaci6
alternativa d'un únic lloc d'uni6 per al substrat" (Baldwin, 1993). Aquest model
postula que existiria un únic lloc d 'unió en el transportador per al substrat i que
només pot estar exposat cap a un deIs costats de la membrana (o bé una

conformaci6 "cap a dins" o bé una conformació "cap afora"). Aquest Iloc, per
efecte d'un canvi conformacional, es mouria oferint-se a l'altre costat. En el cas

que el Iloc d 'uni6 es trobés ocupat per un substrat, el canvi conformacional
comportaria el trasllat i per tant el transport del substrato La velocitat del canvi
conformacional seria més gran en el cas d 'haver substrat lligat al transportador
que en el cas que estigui vuit, el que explicaria el fenomen de la trans­

estimulaci6.

Malgrat que aquest model explica bé els resultats obtinguts al mesurar el

transport, altres tipus d'experiments, com estudis amb inhibidors reversibles que
s 'uneixen a un costat o altre del transportador, indiquen que seria més correcte
un model on es donaria el canvi conformacional pero on existirien a la vegada
els dos llocs d'uni6, dins i fora (Carruthers, 1986; Carruthers i Helgerson,
1991). Una possible explicaci6 seria l'existencia d'homoolígomers que
puguessin exposar a la vegada el lloc d 'uni6 al substrat a cada costat de la

membrana, com proposa el grup de Carruthers (Hebert i Carruthers, 1992).

3.2. LLOC D'UNIO DEL SUBSTRAT

La glucosa pot unir-se tant a la part externa del transportador com a la
part interna. L'existencia deIs dos lIocs d 'uni6 a la vegada o de manera
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exclusiva no esta clara, pero si ha estat demostrada I'existencia d'ambd6s i que
tindrien estructures diferents. Així, diferents análegs d'hexoses (amb diferents
modificacions en alguns deIs carbonis de l'anell) que no es poden transportar
pero que sí inhibeixen el transport, només ho fan quan es troben dins de la
cel.lula (els modificats en el carboni 1) pero no quan es troben fora, o només
inhibeixen quan es troben fora i no quan estan dins (els modificats en el carboni
4 i 6) (Barnett i col., 1975).

L'estudi del lloc precís d'uni6 de la glucosa s'ha abordat grácies a

l'existencia d'una serie d'inhibidors específics i reversibles del transport, la uni6
deIs quals és competida per la glucosa. Aquests inhibidors s6n la citocalassina
B i la forscolina (que s'uneixen a la part interna del transportador), i derivats
de la bis-manosa (com l'ATB-BMPA), que s'uneixen a la part externa. Aquest
inhibidors s 'uneixen reversiblement a la proteína, pero utilitzant el fotomarcatge
podem unir-les al transportador i coneixer el seu lloc d 'unió (Cairns i col.,
1984; Shanahan i d'Artel-Ellis, 1984; Wadzinski i col., 1987; Clark i Holman,
1990). A partir d'aquest tipus d'estudi, juntament amb la utilitzaci6 de la

mutagenesi dirigida per a modificar determinats residus (Mueckler i col., 1994;
Hashiramoto i col., 1992; García i col., 1992; Katagiri i col., 1991; Inukai i
col., 1994), sembla que el lloc d'uni6 extracel.lular implicaria als segments
transmembrana 5, 7, 8 i 9, mentre que les helix 10 i 11 contribuirien al lloc
d 'uni6 citoplasmatic.

3.3. CANVI CONFORMACIONAL

Les proves en favor de que existiria un canvi conformacional implicat en
el mecanisme de transport es basen en la interferencia, tant per part deIs
substrats com de diferents inhibidors del transport, sobre diferents estudis que
es poden realitzar amb els transportadors. Comja hem citat en l'apartat anterior
, s 'ha demostrat mitjancant experiments de fotomarcatge que inhibidors del

transport interaccionen amb el transportador, alguns amb la part extracel.lular
(ATB-BMPA, glucopiranosa, etc) i altres amb la part citoplasmatica (forscolina
i citocalassina B). Aquests inhibidors es creu que interaccionarien amb el

transportador estabilitzant alguna de les dues conformacions que es postulen, la
"cap a dins" o la "cap afora". EIs diferents tractaments sobre els transportadors
que es veuen afectats per la presencia de substrats o d'aquests inhibidors són:

1) reactius que modifiquen grups amino o sulfidril inactiven
irreversiblement els transportadors. Es va demostrar que la velocitat de la
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inactivaci6 es veu modificada per substrats com la glucosa, i a més, de manera

diferent si aquesta es troba dins de la cel.lula o fora (Edwards, 1973). El mateix
diferent comportament front aquests inactivadors el tenen reactius que es sap

que interaccionen amb la part extracel.lular del transportador i l'estabilitzarien
en la conformaci6 "cap afora" (com la maltosa) (Krupka, 1971), o amb
reactius que interaccionen amb la part intracel.lular i l'estabilitzarien en la
conformaci6 "cap a dins" (com la citocalassina B) (Barnett i col., 1975).

2) l'emissi6 de fluorescencia per part deIs transportadors es veu

modificada per substrats com la glucosa o per inhibidors, com la forscolina o

la citocalassina B (Chin i col., 1992; Gorga i col., 1982).

3) la susceptibilitat a diferents proteases (termolisina, tripsina,
papaína) es veu modificada per la unió de diferents substrats o inhibidors, i de
manera diferent segons aquests afectin a la part extra o a la part intracel.lular
(Gibbs i col., 1988; Clark i Holman, 1990. King i col., 1991; Asano i col,
1992).

4) la unió de diferents anticossos a GLUT-1 es veu alterada quan
s'incuben en presencia de glucosa o de citocalassina B (Nishimura i col., 1992)

Quina seria la zona responsable del canvi conformacional? Realitzant
estudis de conformaci6 amb el model proposat per a GLUT-1 (Gould i Holman,
1993), es va veure que el putatiu segment transmembrana 10 podia patir grans
canvis de conformaci6, canvis que serien els responsables d'exposar el lloc
d'uni6 de l'hexosa cap a dins o cap a fora. A l'estudiar aquesta zona deIs

transportadors s'observa que hi ha una seqüencia molt conservada dins del

segment 10, F37sFEVGPGPIPW3ss, que es conserva en tots els transportadors
de glucosa (GLUT-1, 2, 3, 4 i 7) i es manté molt conservada a GLUT-5.
Estudis realitzats en altres proteínes de membrana indiquen que les zones riques
en prolines i en glicines, com la del segment transmembrana 10, tindrien un

paper important com a zones d'alta flexibilitat de la cadena. Tamori i col.
(1994) han mutat la prolina 385 per una isoleucina, i han observat que el mutant
disminueix la seva capacitat per a transportar glucosa i per a unir l'analeg ATB­
BMPA, mantenint en canvi la capacitat per a unir citocalassina B. EIs autors

postulen un model en el qual la regi6 del segment 10 patiria un canvi
conformacional quan el transportador canvia a la conformaci6 "cap afora" o

a la conformaci6 "cap a dins". Al voltant d'aquest punt de pivotatge es mourien
els segments 11 i 12, que podrien oscil.lar cap a la part d 'uni6 de fora
(segments 7, 8 i 9) o cap a la de dins (en la base del 10, on s'uneix la
citocalassina B). També per estudis de mutagenesi dirigida s'ha postulat que la
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tirosina 293 estaria implicada en el canvi conformacional que porta al

transportador a adoptar la conformació "cap a dins" (Mori i col., 1994),
formant part d 'una zona hidrofobica que es tancaria darrera del substrat

separant-Io de la solució externa i ajudant en el procés de catalisi del transporto

3.4. ESTRUCTURA

3.4.1. Estructura secundaria

Fins el moment, no es coneix l'estructura exacta deIs transportadors de

tipus GLUT, cosa que no succeira fins que no es cristalitzi alguna de les
isoformes. El que si que es va fer ja a l'any 1985, una vegada es va clonar el

primer membre de la família, va ser introduir la seqüencia d'aminoacids dins
de l'ordinador i realitzar una predicció de l'estructura secundaria que adoptaria
el transportador en funció del seu patró d 'hidrofobicitat. Aquest model prediu
l'existencia de 12 regions prou llargues (d'uns 21 residus) i prou hidrofobiques
com per poder atravessar la membrana plasmática en forma d 'helixs a

(totalment hidrofobiques o anfipatiques), mantenint els dos extrems C i N­
terminals dins de la cel.lula i amb un gran fragment entre els segments
transmembrana 6 i 7, també citoplasmátic (Mueckler i col., 1985). Aquest
model d'estructura amb 12 segments transmembrana ha demostrat ser el més
comú per a proteínes amb la funció de transportar substrats, sigui sucres,
aminoácids, etc (Baldwin, 1994).

Malgrat no tenir la confirmació cristalográfica, diferents estudis
recolzarien aquest model per als transportadors de glucosa com el més

acceptable:

1) experiments d'espectroscopia i de dicroísme circular realitzats
amb el transportador GLUT-1 purificat d'eritrocit indiquen que és ric en zones

amb helixs a (Chin i col., 1987), i on el pla de les helixs seria perpendicular
al pla de la bicapa lipídica (Chin i col., 1986; Cairns i col., 1987).

2) la utilització d'anticossos i la digestió amb tripsina indiquen que
l'extrem C-terminal i el gran segment central entre els putatius segments
transmembrana 6 i 7 de GLUT-1 son citoplasmatics (Cairns i col., 1987; Davies
i col., 1987; Haspel col., 1988).

3) la regio que envolta a l'asparragina 45 és extracel.lular ja que
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s'ha demostrat que aquest residu és el lloc d'N-glicosilaci6 (Cairns i col.,
1987).

4) la cisteina 429 també és, molt probablement, extracel.lular, ja
que pot ser modificada des de fora per un agent reductor impermeable, quan

s'expressa GLUT-l en oocíts de Xenopus (May i col., 1990).

5) marcant GLUT-1 en cel.lules intactes amb un agent impermeable
a la membrana que transfereix grups de biotina, i digerint posteriorment amb
tripsina, es demostra que la lisina 300 també estaria a la part extracel.lular
(Preston i Baldwin, 1993).

6) insertant una seqüencia "consensus" per a glicosilaci6 a cada un
deIs troces que separen els diferents segments transmembrana, expressant els
constructes en oocits de Xenopus i veient quins s6n sensibles o resistents a

l'acci6 de l'Endo H, s'ha demostrat que la distribuci6 intra o extracel.lular deIs
diferents fragments entre els segments transmembrana es correspon exactament

al que prediu el model deIs 12 segments (Hresko i col., 1994).

7) si s'alinien les seqüencies deIs transportadors de la gran família
de la que formen part els GLUTs, tots amb 12 segments transmembrana,
s'observa que les zones corresponents als segments transmembrana s'alinien
molt bé i amb molt poques variacions en la longitut. En canvi, les zones de
conexió contenen moltes més deleccions i insercions (Baldwin, 1993).

8) el patr6 d'introns dins deIs gens huma (Fukumoto i col., 1988)
i de rata (Williams i Bimbaum, 1988) per a GLUT-l es corresponen al que
s'espera, és a dir, que tots els introns es trobin o bé a fora o bé en el límit de
les zones corresponents als segments transmembrana.

3.4.2. Estructura terciaria

A l'igual que amb l'estructura secundaria, molt poc es sap de l'estructura
que adopten els transportadors en l'espai. Sí es coneix, per experiments
d'intercanvi de grups hidrogen, que dins de la proteina existiria un canal
hidrofílic que penetraria cap a dins de la membrana (Jung i col., 1986). Un
canal d'aquesta naturalesa ha estat proposat que podria formar-se gracies als

segments transmembrana de naturalesa anfipática, les helixs 3, 5, 7, 8 i 11
(Mueckler i col., 1985). Aquests segments són, a més, rics en residus que
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poden formar ponts d'hidrogen (és a dir, amb grups hidroxil i grups amida,
serines, treonines, asparragines, glutamines i tirosines), que serien els
necessaris per interaccinar amb els grups OH del substrato

Un altre punt a tenir en compte és el fet que observant la seqüencia dels

transportadors de glucosa i proteínes de la família, s'observa que es poden
dividir en dues meitats simetriques (la N-terminal i la C-terminal), separades
per la gran zona central i dins de les quals es repeteixen diferents motius

(Baldwin, 1993). Així, el motiu D-RIK.-X-G-R-RIK. que formaria un gir 6 entre

les helixs 2 i 3 es repeteix entre les helix 8 i 9 com a D/E-RIK.-X-G-R-RIK. De
manera análoga, la seqüencia E-X-X-X-X-X-X-R es repeteix entre els segments
transmembrana 4 i 5, i els 10 i 11. El motiu P-E-S-P-R que es troba a l'extrem
C-terminal de I'helix 6, es repeteix en la forma P-E-T-K-G després de l'helix
12. Totes aquestes evidencies indiquen que aquests transportadors s 'haurien

originat de la duplicaci6 d 'un gen ancestral de només 6 segments
transmembrana (Baldwin, 1993). Aixo indicaria que les dues meitats deIs

transportadors actuals es podrien ordenar en dos conjunts de 6 helixs. Aixo s'ha
confirmat en el cas de la permeasa Lac d 'E. coli, per a la qual s 'ha demostrat

que co-expressant les dues meitats es recupera l'activitat de transport, suggerint
que es poden processar i associar a la membrana (Bibi i Kaback, 1990). Aixo
és així també en el cas de GLUT-1, per al que s'ha demostrat que expressant
les dues meitats per separat en cel.lules Sf9, es perd la capacitat d'unir reactius
a la part C-terminal com l'ATB-BMPA o la citocalassina B, malgrat que les
dues meitats arriben a la membrana plasmática (Cope i col., 1994). En canvi,
quan es coexpressen les dues meitats, es recupera la capacitat d'unir els

reactius, el que indica que tots dos dominis es poden plegar adequadament i
reconeixe's a la membrana (Cope i col., 1994). Tots aquest experiments
indiquen que malgrat haver pogut originar-se per una duplicació, totes dues
meitats deIs transportadors actuals són imprescindibles per a que pugui tenir lloc
el transporto Malgrat que tots els lligands que s 'han estudiat fins el moment,
siguin transportats o no, s'uneixen a la meitat C-terminal, la part N-terminal
tindria un paper important, bé formant part ella mateixa del porus o bé perqué
estabilitzaria a la part C-terminal en una conformaci6 adequada per a lligar el
substrato

3.4.3. Oli2omers

No esta cIar que els transportadors formin oligomers a la membrana. El

grup de Carruthers ha proposat que a la membrana d'eritrocits i a la de cel.Iules
CRO que sobreexpressin GLUT-1, el transportador es trobaria en forma
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d'homotetramers formats gracíes a interaccions no covalents, estabilitzades a la

seva vegada per la formaci6 de ponts disulfur dins de cada subunitat (Hebert i
Carruthers, 1992; Zottola i col., 1995). Proves a favor de l'exítencía

d'oligomers s6n: 1) mesures del pes molecular per estudis d'inactivaci6 per
radiaci6 indiquen un pes 124.000 a 220.000 daltons (Jung i col., 1980); 2)
solubilitzant les membranes els transportadors apareixen en forma de tetramers,
mentre que si es fa en codicions reductores apareixen majoritariament com a

dímers (Hebert i Carruthers, 1991); i 3) expressant transportadors quimeres
formats per la major part de GLUT-1 amb l'extrem C-terminal de GLUT-4, i
reconeixent les formes presents a membrana després de la solubilitzaci6 i

immunoprecipitaci6, sembla que es formen oligomers (Pessino i col., 1991).
Malgrat que sembla, per tots aquests estudis, que els transportadors es trobarien
en la membrana en forma olígomerica, altres estudis indiquen que la forma
funcional seria monomerica. Entre aquests destaquen l'expressi6 funcional en
oocits de Xenopus (Burant i Bell, 1992) i estudis de reconstituci6 en vesícules

(Baldwin i col., 1991). Sembla que l'oligomerització podria ser important en
quan a la maduraci6 o a aspectes de la regulació.

4. REGULACIO DE GLUT-l

Com ja s'ha dit, GLUT-1 s'expressa de manera quasi bé ubíqua, moltes
vegades acompanyat per l'expressió d'altres isoformes. La seva funció seria: 1)
l'aport de glucosa en condicions basals, 2) el transport de glucosa en cel.lules

que formen una barrera entre el teixit i la circulaci6, com per exemple les
cel.lules endotelials deIs capilars del cervell, i 3) l'aport de glucosa als diferents
teixits en l'estat fetal. A més, GLUT-1 és el transportador expressat
majoritáriament a les cel.lules en cultiu. Aixó es deu, en primer lloc, a la
desdiferenciaci6 que pateixen les cel.lules en cultiu, tornant a un estat més

"fetal", estat en el que, com ja hem dit, GLUT-1 és el transportador més

expressat. 1 en segon lloc, degut a que en estats de divisi6 cel.lular activa es

precisa un major aport energetic i biosintetic, situacions en les quals l'expressió
de GLUT-1 seria més adequada.

El fet que sigui el responsable del transport basal de glucosa fa que
GLUT-1 estigui fortament regulat per situacions de l'entom cel.lular (canvis en

els requeriments energetics de la cel.lula, canvis en l'ambient hormonal, etc).
Així, s'ha descrit que un gran nombre d'agents que poden modificar l'activitat
de GLUT-1. Entre aquests, hi han la majoria, sin6 tots, de factors mitogens i
moltes hormones, com la insulina, hormona tiroidal, hormona de creixament,
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serum, IGF-1, PDGF, FGF, TNF-a, TNF-6, dexametassona, etc. També
incrementen o disminueixen l'activitat o quantitat de GLUT-1 situacions com

la concentraci6 de glucosa del medi, la hípoxia, la denervaci6 del múscul

esqueletic o la transformaci6 cel.lular, i productes com el vanadat, els ésters de

forbol, les sulfonilurees, etc. Per un altre costat, el fet que tant I'mRNA com

la proteína de GLUT-1 tinguin una vida mitja curta (Cornelius i col., 1990;
Sargeant i Páquet, 1993) comparat, per exemple, amb la de GLUT-4 (Sargeant
i Páquet, 1993) afavoriria que sigui més fácil modificar rapidament els seus

nivells.

Per que és tant important regular la capacitat de transportar glucosa a la

membrana, i no, per exemple, modificar la seva metabolitzaci6? El transport
net de glucosa dins d'una cel.lula és el producte de la permeabilitat de la
membrana a la glucosa i de la diferencia de concentraci6 entre els dos costats

de la membrana (lsmail-Beigi, 1993). A la majoria de cel.lules, una vegada ha
entrat la glucosa dins de la cel.lula és rapidament fosforilada a glucosa-6-fosfat,
de manera que la concentraci6 intracel.lular de glucosa lliure sempre és molt
baixa comparada amb la concentraci6 fora de la cel.lula. En aquestes cel.lules

(que podem anomenar "amb baixa concentraci6 de glucosa intracel.lular")
variacions en aquesta concentraci6 intracel.lular de glucosa no es traduiran en

canvis importants en la captaci6 neta de glucosa. Un canvi important en la

captaci6 de glucosa en aquestes cel.lules només es donara si hi ha un canvi

important en la permeabilitat, en la capacitat de transportar. A diferencia

d'aquestes cel.lules, existeixen uns quants models cel.lulars, com I'hepatocit o
els eritrocits humans (amb un elevat número de transportadors en la membrana),
en els que la velocitat d'entrada de glucosa és més gran que la fosforilació (i
el posterior metabolisme), de manera que la concentraci6 intracel.lular de

glucosa s'acosta a la concentració extracel.lular. En aquestes cel.lules "d'alta
concentraci6 intracel.lular de glucosa", el metabolisme més que el transport és
el pas limitant per a la seva captaci6 neta. Així, un petit canvi en la
concentraci6 intracel.lular (més o menys metabolització, per exemple) portara
a grans canvis (relatius) en la diferencia de concentraci6 i a grans canvis en la
captaci6 neta de glucosa. Com ja hem dit, la majoria de cel.lules pertanyen al

primer grup, de "baixa concentraci6 de glucosa", on és el transport a través de
la membrana el pas limitant per a la captaci6 de glucosa. D'aquesta manera, si
volem modificar la capacitat de captar-la (per exemple, davant d 'un major
requeriment energetic), haurem de modificar el transport a la membrana.

4.1. TIPUS DE REGULACIO
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4.1.1. REGULACIO A CURT TERMINI

S'entén com a regulaci6 a curt termini aquella que té lloc en temps
inferiors a les dues hores. L'estimulaci6 a curt terme sembla ser un efecte

general per a situacions d'estres, com la infecci6 vírica, xoc termic, exposici6
a inhibidors de la respiraci6, o modificacions del pH. No s'afecta per inhibidors
de la síntesi de mRNA o de proteínes i no es modifiquen les quantitats de

proteína o mRNA per a GLUT-l. En aquest mecanisme es modifica la quantitat
de transportadors presents a la membrana plasmática o l'activitat de

transportadors previament existents.

4.1.1.1. TransIocació

En diferents situacions, s'ha demostrat que GLUT-l pot modificar la seva

localitzaci6 subcel.lular, incrementant o disminuint el número de transportadors
presents en la membrana plasmática. Aquest tipus de regulaci6 s 'ha demostrat

en el cas de GLUT-l en cel.lules BHK en resposta al serum i l'estres (Widnell
i col. 1990), en cel.lules Clon 9 en resposta a un pH alcalí (Hakimian i Ismail­

Beigi, 1991), en fibroblasts humans en resposta a la dexametassona (Horner i
col., 1987), i en el cas de la insulina també es d6na translocaci6 de GLUT-l
en fibroblasts 3T3-Ll (si aquests es troben en situaci6 de confluencia, no si es
troben en la fase proliferativa), i en adipocits, encara que en un grau molt
menor que en el cas de GLUT-4 (Zorzano i col., 1989).

Quin és el mecanisme responsable de modificacions en la localitzaci6
subcel.lular de GLUT-l? S'ha demostrat, en el cas de la insulina, que l'efecte
es trobaria a nivell de la modificaci6 de les constants d'endocitosi id'exocitosi

(Verhey i col., 1995). Així la insulina incrementaria la constant d'exocitosi i
disminuiria la constat d'endocitosi, provocant un major tráfic de GLUT-l cap
a la membrana. La informaci6 que regula aquest efecte i la localitzaci6
subcel.lular tant de GLUT-1 com de GLUT-4, es troba en la seqüencia
aminoacídica deIs transportadors, com s'ha demostrat en experiments de
sobreexpressi6 o d'expressi6 heterologa (Haney i col., 1991; Hudson i col.,
1992; Asano i col., 1992). Així, s'han identificat regions en els extrems

COOH-terminal i NH2-terminal de la seqüencia, que determinarien la major
retenci6 de GLUT-4 en localitzacions intracel.lulars, i que serien les

responsables de la major exocitosi en resposta a la insulina d'aquest
transportador envers GLUT-l (Verhey i col., 1995; Marsh i col., 1995; Haney
i col., 1995)
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4.1.1.2. Activitat intrínsica

El nom d'activitat intrínsica del transportador respon a tota activació o

inhibici6 de l'activitat de transport en una situaci6 donada, quan aquesta
activaci6 o inhibici6 no pot ser explicada per un canvi en el número de

transportadors presents en la membrana en qüesti6 (Czech i col., 1992). Dins
d'aquest cul de sac s'inclouen, per exemple, els efectes del cadmi (Harrison i

col, 1991) o d'inhibidors de la síntesi de proteínes Clancy i col., 1991) en

adipoctis 3T3-L1, on provoquen una rápida estimulaci6 del transport de glucosa
sense que es pugui evidenciar cap canvi en la distribuci6 de transportadors
GLUT-1 i GLUT-4. També explicaria la repressi6 que patirien els

transportadors de tipus GLUT-1 en I'adipocit 3T3-Ll en absencia d'insulina,
ja que no s'explica l'alta quantitat de transportadors en membrana plasmática,
i la baixa activitat de transport de les cel.lules. Per un altre costat,
modificacions d'aquests tipus explicarien el fet que l'activitat deIs transportadors
sigui més gran quan es troben en la cel.lula sencera que quan es reconstitueixen
en liposomes (Czech i col., 1992). Mecanismes que puguin explicar canvis en

l'anomenada activitat intrínseca s6n modificacions posttraduccionals del tipus
fosforilaci6, l'acomplexament amb altres proteínes o reguladors, i la formació

d'oligomers.

4.1.1.2.1. Fosforilació

A diferencia deIs resultats obtinguts amb GLUT-4, del que la seva

activitat sí sembla estar sotmesa a regulació mitjanant mecanismes de
fosforilaci6-desfosforilació (Begum i Draznin, 1992; Reusch i col., 1993;
Begum i col, 1993), tots els estudis realitzats fins ara coincideixen en la poca
importancia que tindria la fosforilaci6 en el cas de GLUT-l. En primer lloc,
GLUT-l no es troba fosforilat en l'estat basal (Gibbs i col., 1986; Joost i col.,
1987). A més, l'únic estímul descrit fins el moment que pot incrementar el seu
estat de fosforilaci6 és l'activaci6 de la proteína quinasa C, tant "in vitro"
(Witters i col., 1985) com "in vivo" mitjancant la incubació de cel.lules amb
ésters de forbol (Witters i col., 1985; Gibbs i col., 1986; Joost i col., 1987).
Malgrat que els ésters de forbol incrementen el transport de glucosa (Gibbs i

col., 1986; Allard i col, 1987) i la translocaci6 de transportadors GLUT-l i
GLUT-4 a la membrana (Saltis i col., 1991), no s'ha comprobat, mitjancant
experiments de reconstituci6 deIs transportadors fosforilats o no, si la
fosforilació modifica la capacitat de GLUT-l per a transportar glucosa, o si la
fosforilaci6 estaria implicada en el mecanisme de translocaci6.
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4.1.1.2.2. Olil:omers

Com ja s'ha descrit anteriorment, GLUT-l podria formar oligomers,
concretament tant homotetramers com homodímers (Hebert i Carruthers, 1992;
Zottola i col., 1995). El mateix grup que ha demostrat la seva existencia postula
que la unitat funcional de GLUT-l seria I'homotetramer, Defensa un model per
al transport en el qual 1 'homotetrámer funcionaria presentant a la vegada llocs
d'uni6 cap a dins i llocs d'uni6 cap a fora (dos i dos). La uni6 del substrat

provoca la conversi6 deIs llocs cap a fora en llocs cap a dins i al revés, pero
mantenint sempre la presencia de les dues orientacions. En canvi, en els dímers
les dues conformacions serien una independent de l'altra. EIs homotetramers,
presentant les dues conformacions a la vegada, serien més eficients transportant
glucosa (senzillament per la velocitat en la que apareixen de nou punts d 'unió
al substrat en una orientaci6 determinada), oferint una manera de regular la

capacitat de transport modificant la relació de formes presents a la membrana.
S 'ha demostrat que la formaci6 deIs homotetramers depen de la formaci6 de

ponts disulfur dins de cada subunitat entre les cisteines 347 i 421 (Zottola i col.,
1995). Modificant la formació d'aquests ponts disulfur podem afovorir una

conformaci6 o una altra, fent el transport més eficient o menys. Malgrat
aquestes evidencies, tot aixo són només expeculacions ja que encara no s'ha
trobat cap tractament que modifiqui la formació d 'oligomers de cap
transportador de glucosa.

4.1.1.2.3. Interacció amb altres protelnes

S'ha descrit la interacció de GLUT-l amb diferents proteínes. Una de les

primeres va ser la gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa (Lachaal i col., 1990),
que s 'unia a vesícules molt riques en el transportador per la part citoplasmatíca
d'aquest. Aquesta uni6 era incrementada per ATP, i no modificava l'activitat
del transportador pero sí la de l'enzim, inhibint-Io (Lachaal i col., 1990).

Per un altre costat, s'ha postulat que la interacci6 de l'extrem COOH­
terminal de GLUT-1 amb un proteína citossolica seria la responsable de la
disminuci6 de la seva capacitat de transport en cel.Iules Clon 9 (Shi i col.,
1995). Efectivament, en el mateix estudi s'evidencia interacció de dues
proteínes citossoliques, de 28 i 70 kDa amb l'extrem COOH-terminal de
GLUT-1, encara que es desconeix si realment tindrien un paper en 1 'activitat
del transportador (Shi i col., 1995). Aquestes proteínes també s 'uneixen a
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GLUT-4, i la de 70 kDa a GLUT-2. La unió de la proteína de 70 kDa s'havia
demostrat en un altre estudi, i es veu inhibida per la presencia d'ATP (Liu i

col., 1995).

4.1.1.2.4. Interacció amb altres reguladors

Una de les molecules que s'ha descrit que interacciona amb GLUT-l
modificant les seves característiques cinetiques és l'ATP. En diferents estudis
realitzats pel grup d'Anthony Carruthers (Hebert i Carruthers, 1986;
Carruthers, 1986) es va demostrar que l'ATP provoca una disminució tant en

la Vmax com en la Km de GLUT-l per a l'entrada de glucosa en l'eritrocit i
un increment de la Km per a la sortida. Aquestes modificacions no es deuen a

cap modificació en el número de transportadors presents, sino a una modificació
de l'activitat deIs mateixos (Carruthers, 1986). Fins el moment no s'ha
demostrat si aquest efecte de l'ATP és per la seva interacció directa amb el

transportador o per la interacció amb una altra proteína que seria la que
afectaria a GLUT-l, ja que l'existencia d'aquestes proteines ha estat descrita
(veure l'apartat anterior). Aquest mecanisme d'inhibició alosterica per part de
l'ATP sobre l'activitat de GLUT-l podria estar relacionada amb l'estimulació
del transport en condicions en que els nivells d'ATP són baixos, com anoxia,
inhibició de la fosforilació oxidativa, etc.

4.1.2. REGULACIO A LLARG TERMINI

S'entén per aquesta tot efecte sobre GLUT-l que necessiti de més d'unes
12 hores per a tenir lloc. Normalment es tracta de processos que són sensibles
als inhibidors de la síntesi de proteínes o d'mRNAs. Es dóna, per exemple, per
l'exposició a diferents factors de creixement i hormones, com el serum, el

PDGF, I'FGF i els ésters de forbol, i en la resposta a llarg termini a l'azida o

a la deprivació de glucosa. En tots els casos es detecta un increment o

disminuci6 en el número de transportadors total presents en la cel.lula.

4.1.2.1. Activitat transcripcional

Diferents tractaments, com l'exposició perllongada a insulina, el
tractament amb serum, etc, activen o reprimeixen l'activitat transcripcional del
gen de GLUT-l. El gen per aquest transportador es troba en el brac curt del
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cromosssoma 1 (Shows i col. , 1987). Es va clonar a partir de llibreries

genomiques humanes (Fukumoto i col., 1988), de rata (Williams i Birnbaum,
1989) i de ratoIí (Murakami i col., 1992), utilitzant com a sonda els

corresponents cDNAs. Ocupa unes 35 kilobases, i esta format per 10 exons i

9 introns, trobant-se aquests darrers en zones que formarien segments
transmembrana en el model proposat (característica comuna en moltes proteínes
transmembrana). La distribució deIs exons és molt assimetrica. Així, els 2250

pb de la part final del cDNA estan codificats en una zona de 5000 pb del DNA

genomic, mentre que els 300 pb inicials del cDNA estan distribuits alllarg de
més de 20 kilobases del genomic. El primer exo conté tota la zona 5 'no
traduida així com els nucleotids que codifiquen per als 6 primers aminoácids.
Ellloc d'inici de la transcripció és, en el cas del gen de rata i ratolí (Williams
i Birnbaum, 1989; Murakami i col., 1992), a la posició -151 respecte a l'origen
de traducci6, podent comencar la transcripci6 a partir de qualsevol de les dues
adenines d'aquest punto En el cas del gen de rata també es va posar de manifest

que podien existir altres llocs d'inici de la transcripci6 minoritaris, concretament
a la posició -221 respecte a l'inici de traducció (Williams i Birnbaum, 1989).

L'analisi de la zona 5'que flanqueja l'inici majoritari de transcripci6 (des
d '
on a partir d'ara contarem com a punt O) conté diferents seqüencies concensus

per a elements de control de la transcripció, entre els que destaquen una TATA
box a -30 pb, una caixa CCAAT a -45, quatre dominis d'unió per a factors de
la família SPl (un d'ells ja dins de la zona codificant), i un element de resposta
a ésters de forbol (TGAGTCA) dins de la zona 5'no traduida.

A diferencia del fet per a GLUT-4 (Liu i col., 1992; 01son i col., 1992;
Olson i Pessin, 1995), no existeix en el cas de GLUT-l cap estudi encaminat
a obtenir ratolins transgenics que expressin troces del promotor del gen de

GLUT-l, amb l'objectiu de coneixer quina és la zona realment responsable de
la regulaci6 pels diferents agents o situacions. Així, els estudis realitzats es

limiten a utilitzar plasmidis amb troces del promotor lligat a un gen reporter
(CAT o luciferasa), a introduir-Ios per transfecció transitoria o estable en

cel.lules en cultiu, i en aquestes condicions, mesurar la capacitat de regular el
promotor. Amb aquest tipus d'estudis, Murakami i col. (1992) van demostrar
que la regi6 5'propera a l'inici de transcripci6 no era suficient per a conferir
activació per serum, per PDGF ni per l'oncogen ras, encara que si s'activava
per l'oncogen src. Aixo els va portar a buscar altres zones del promotor del gen
de GLUT-l que si puguessin respondre a l'activació per aquests factors. Van
obtenir dues zones "enhancers", una situada entre -3.3 kb i -2.7 kb (enhancer
1), i l'altra situada dins del segon intró, concretament entre + 16.7 kb i + 18
kb (enhancer 2), que els incrementava l'activitat del promotor "basal" 8 vegades
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en el primer cas, 14 en el del segon, i 23 vegades conjuntamente Aquestes
zones s6n clars "enhancers", ja que també estimulen l'activitat quan es situen
en la direcci6 oposada respecte al CAT, i a que també estimulen l'activitat d 'un

promotor heteróleg com és el cas del promotor de la timidina kinasa (Murakami
i col., 1992). A més, aquestes dues zones enhancers serien les responsables de
la resposta a serum i PDGF (Murakami i col., 1992) i a insulina (Todaka i col.,
1994), mentre que només l'enhancer 1 seria l'únic responsable de la inducci6
de GLUT-l per la hipoxia (Ebert i col., 1995).

4.1.2.2. Estabilitat de I'mRNA

S'han descrit diferents agents que modifiquen la quantitat d'mRNA per
a GLUT-l independenment dels seus efectes sobre la velocitat de transcripció
del gen. Així, la insulina o la hipoglucemia (Maher i Harrison, 1990), el TNFa
(Cornelius i col., 1990), l'AMPc (Cornelius i col., 1991), el TPA o l'acid
okadaic (Stephens i col., 1992) estabilitzen l'mRNA per a GLUT-l,
incrementant la seva vida mitja i pujant, en conseqüencia, els nivells de proteína
i de transport. L'estabilitat d 'un missatger ve donada per la seva interacció amb

proteínes que s'uneixen a la zona 3'no traduída. En el cas de GLUT-l es va

demostrar que existia una zona a la part 3 'del seu missatger molt rica en A i U.
Es va demostrar que aquesta zona unia el factor "adenosine-uridine binding
factor" (AUBF) (Stephens i col., 1992), factor que com ja s'havia demostrat
incrementava la vida mitjana d'altres mRNAs, i que l'activitat d'uni6 de
l'AUBF pujava després del tractament amb TNFa, l'AMPc, el TPA o l'acid
okadaic (Stephens i col., 1992).

4.1.2.3. Estabilitat de la proteina

S 'ha demostrat que la transformaci6 de fibroblasts de pollastre amb
l'oncogén v-src, provoca un increment en la quantitat de la proteína GLUT-l
degut a una disminuci6 de la seva degradaci6, sense cap efecte sobre la velocitat
de biosíntesi a cap nivell (ni de l'mRNA ni de la traducci6) (Shawver i col.,
1987). Aquest efecte no es d6na en fibroblasts de rata (White i Weber, 1988),
pero sí quan es transfecta el transportador huma en fibroblasts de pollastre
(White i Weber, 1990). Es desconeixen els mecanismes pels quals es modifica
l'estabilitat de la proteína, pero els mateixos autors descarten que es tracti de
mecanismes depenents de fosforilaci6/defosforilaci6 (Shawver i col., 1987).

Per un altre costat, també el tractament perllongat amb insulina perllonga
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la vida mitjana de la proteína tant per a GLUT-l com per a GLUT-4 en

adipocits 3T3-Ll (Sargeant i Paquet, 1993), encara que només en el cas de
GLUT-l també estimula la seva síntesi. Així mateix, la quantitat de glucosa
present en el medi també modifica la vida mitja de GLUT-l, disminuint-Ia en

condicions d'hipoglucemia (McMahon i Frost, 1995).

4.1.2.4. Glicosilació

EIs transportadors de glucosa de la família GLUT contenen un únic lloc

d'N-glicosilaci6 conservat entre tots els membres de la família. Es tracta de

l'asparragina 45 de la seqüencia de GLUT-l, que es troba dins de la zona

concensus d'N-glicosilaci6 (Asn-X-Thr/Ser), entre els segments transmembrana
1 i 2 en el llarg "loop" extracel.lular. Experiments realitzats tractant cel.lules
Swiss 3T3 amb 1 'inhibidor de 1 'N-glicosilació tunicamicina, demostren que la

perdua de la glicosilaci6 comporta una disminució de la Vmax del transport de
glucosa sense canvi en la K; (Kitagawa i col., 1985). Asano i col., creant

mutants de l'asparragina 45 i transfectant-Ios en cel.lules CHO, també observen
modificacions en l'activitat de transport, augmentant la Km per la glucosa
(Asano i col., 1991). En el mateix estudi, observen que la manca de glicosilació
provoca una modificació en l'estructura del transportador (detectada per canvis
en la sensibilitat al marcatge per ATB-BMPA), de manera que conclouen que
la glicosilació, si bé no imprescindible per a l'activitat de transport, sí
mantindria una estructura del transportador més afí per la glucosa, augmentant
així el transport (Asano i col., 1991). Un estudi posterior del mateix grup
(Asano i col., 1993), revela que la no glicosilaci6 provoca una retenci6 deIs

transportadors dins de la cel.lula i una major inestabilitat de la proteína.

S'han descrit diferencies en la glicosilació de GLUT-l segons el teixit on
s'expressi (Maher i col., 1994; Camps, 1994; Kumagai i col., 1994). Així per
exemple, la forma de GLUT-1 expressada en les cel.lules endotelials de la
"blood brain barrier" té un pes molecular de 55 kDa, mentre que la forma

expressada en les cel.lules del "Choroid plexus" té un pes de 47 kDa (Kumagai
i col., 1994). Totes aquestes diferencies són degudes a canvis en I'N­

glicosilaci6, sense canvis en l'O-glicosilaci6. Es desconeix si aquestes
diferencies en la glicosilaci6 tenen una importancia en la funció del

transportador. Sí que s 'han descrit casos en que s 'utilitzaria la capacitat de
modificar la glicosilaci6 de GLUT-1 per tal de regular la capacitat de
transportar glucosa. Així, mutants de la línia de fibroblasts de hamster V79
deficients en la capacitat d'obtenir energia mitjancant la cadena respiratoria,
presenten un increment de 3 vegades en la Vmax per al transport de glucosa
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(pratt i Germinario, 1994). Aquests mutants no presentaven cap modificaci6 ni

en els nivells totals de transportadors expressats ni en la quantitat de

transportadors presents en la membrana plasmática, pero aquests transportadors
presentaven una major movilitat electroforetíca. Per experiments de tractament
amb endoglucosidasa F es va demostrar que les diferencies es devien a una

major glicosilaci6 en els mutants (Pratt i Germinario, 1994). També híbrids
somatics transformats tenen una isoforma de GLUT-1 glicosilada de manera

diferent que la isoforma expressada en els híbrids no transformats (Bramwell
i col., 1990). Aquestes diferencies en la glicosilaci6 provoquen canvis en la�,
disminuint-la. Aixó es postula que podria ser important a nivell dels tumors

solids, on la irrigaci6 sanguínea és probra i la concentraci6 de glucosa baixa

(White i McCubrey, 1995). Per últim, altres estudis han demostrat que el TGF-
61 canviaria el patr6 d'N-glicosilaci6 de GLUT-1 en fibroblasts 3T3, passant
d'una forma de 55 kDa a les cel.lules no tractades a una forma de 65 kDa a les
cel.lules tractades amb TGF-61 (Masumi i col., 1994). Aquest increment en la

glicosilaci6 es correspon amb un increment en la Vmax i amb una disminuci6 en

la K; per al transport, sense cap canvi en la distribució subcel.lular de la

proteína (Masumi i col., 1994).

4.3. REGULACIO PER LA ffiPERGLUCEMIA

La disminuci6 de la utilització de glucosa pels teixits és un deIs principals
efectes observats en la diabetis. Diferents aproximacions experimentals indiquen
que, a més de la resistencia a la insulina que hi ha en aquests teixits, la mateixa

hiperglucemia participaría provocant i/o mantenint un baix consum de glucosa
(Sasson i col., 1993; Dimitrakoudis i col., 1992). El fenomen seria similar a

l'observat en el cas de la disminuci6 del número de receptors per a una

hormona en presencia d'altes concentracions de l'hormona. Així, altes
concentracions de glucosa en el medi provocarien una disminuci6 en el transport
de glucosa, mentre que una baixa concentraci6 del sucre donaria lloc a un

increment en el transporto Aquest efecte de la concentraci6 de glucosa sobre el
seu propi transport s'ha observat en diferents models cel.lulars en cultiu, com
per exemple mioblasts (Koivisto i col., 1991; Walker i col., 1989 i 1990;
Mayor i col., 1992), en adipocits 3T3-L1 (Reed i col., 1990; Kitzman i col.,
1993), en cel.lules de la glia (Walker i col., 1988), en fibroblasts (Yamda i
col., 1983), en cel.lules de rony6 (Haspel i col., 1991), i també en múscul

esqueletic (Dimitrakoudis i col., 1992a i b). L'efecte de la glucosa és molt més
marcat sobre GLUT-1 que sobre GLUT-4 (Tordjman i col., 1990; Koivisto i
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col., 1991). Tot aixó ha portat a parlar de GLUT-l com d'una GRP, una

"glucose-regulated protein" (Wertheimer i col., 1991). Les GRPs es van

identificar inicialment com a proteínes específicament sintetitzades en resposta
a la deprivaci6 de glucosa (Lee, 1987). Posteriorment es va descubrir que el
tractament amb agents que bloquejaven la glicosilaci6, que eliminaven els

diposits de calci, o que en general, afectaven al plegament de les proteínes,
també augmentaven la producci6 de GRPs (Lee, 1987). Diferents tractaments

que provoquen la inducci6 de GRPs indueixen també la producci6 de GLUT-l

(Wertheimer i col., 1991), el que ha fet proposar als autors que podrien existir
zones en els promotors de totes aquestes proteínes que les fessin respondre de
manera similar en situacions d'estres (Sasson i col., 1993).

Quin és el mecanisme que utilitza la glucosa (o la seva absencia) per a

modificar el transport sembla dependre del model cel.lular. Així, s'ha descrit

que I'absencia de glucosa provoca un increment en l'mRNA per a GLUT-l en
mioblasts (Walker i col., 1989 i 1990), en cel.lules de la glia (Walker i col.,
1988) i en adipocits 3T3-Ll (Reed i col., 1990; Tordjman i col., 1990). Aquest
increment de l'rnRNA tant es pot donar per un increment en la transcripció
(Walker i col., 1990), com per un increment en la vida mitjana de l'mRNA

(Maher i Harrison, 1990; Maher i col., 1991). A més, també pot modificar la
degradaci6 de la proteína (Ortiz i col., 1992) o el tumover en general (Haspel
i col., 1986) en el cas de fibroblasts, sense que sembli canviar la quantitat
d'rnRNA o la velocitat de síntesi de la proteína (Haspel i col., 1986). Per un
altre costat, la concentració de glucosa modifica la quantitat de transportadors
GLUT-l presents en la membrana plasmática en adipocits 3T3-Ll (Tordjman
i col., 1990), a mioblasts (Walker i col., 1990; Grco-Perotto i col., 1992) i a
cel.lules de rony6 (Haspel i col., 1991). Tots aquests resultats es compliquen
quan es té en compte que la hipoglucemia provoca l'aparici6 de formes

extranyes de GLUT-l, de pes molecular inferior a l'observat en la cel.lula

normal, i que resultarien de la glicosilaci6 anormal provocada per la manca de
glucosa en el medi (Haspel i col., 1986; Haspel i col., 1991; Kitzman i col.,
1993).

El mecanisme pel qual la concentraci6 de glucosa modificaria tant els
nivells com l'activitat de GLUT-l encara s6n desconeguts. S'admet que
probablement estaria implicada una molécula producte de la metabolitzaci6 de
la glucosa, pero la seva naturalesa encara és desconeguda. AIgus autors

impliquen a la glucosamina en la resposta a la hiperglucemia, al menys regulant
la baixada en la resposta a la insulina incrementant el transport de glucosa
provocada per altes concentracions de glucosa (Marshall i col., 1991; Robinson
i col., 1993). Altres autors, basant-se en la substituci6 de la glucosa per analegs
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no metabolitzables (com la 3-0-metilglucosa), o parcialment metabolitzables
(com la 2-deoxi-glucosa), intenten estudiar fins a quin punt seria un efecte
directe de la glucosa o d'algun pas posterior en la metabolitzaci6, pero els
resultats no s6n clars (Haspel i col., 1986; Koivisto i col., 1991; Maher i
Harrison, 1990). Podria ser que la molécula senyal fos dependent del tipus
cel.lular, o que els diferents efectes (efecte sobre l'acumulaci6 d'mRNA, efecte
sobre l' acumulaci6 de formes diferenment glicosilades del transportador,
activitat intrínseca, etc) depenguessin de diferents senyals (Haspel i col., 1986;
Maher i Harrison, 1990). Cal destacar que el mecanisme podria ser el mateix

que provoca un increment, tant en la síntesi com en la translocaci6 cap a la
membrana plasmática, de GLUT-1 en resposta a la hípoxia (Bashan i col.,
1992) o a inhibidors de la cadena respiratoria (Bashan i col., 1993), tractaments
tots ells que es caracteritzen per una disminuci6 en els nivells d'ATP. Si podria
estar implicat el mecanisme d'inhibici6 del transport depenent de l'ATP (veure
l'apartat 4.1.1.2.4) o no encara no s'ha estudiat.

4.4. REGULACIO PER LA INSULINA

Generalment GLUT-1 es considera un transportador constitutiu i poc
regulat hormonalment, idea equivocada com hem estat veient al llarg de tot

aquest capítol. Aquesta idea esta causada, probablement, pels efectes que té la
insulina a curt termini sobre GLUT-1. En primer lloc, la insulina té pocs
efectes sobre GLUT-1 en els teixits sensibles a la insulina (múscul esqueletic,
cor i teixit aadip6s), on la major part de l'efecte és degut a la translocaci6 de
GLUT-4. Com ja hem dit, GLUT-1 sí es transloca en I'adipocit i en els

cardiomiocits, encara que en un grau molt menys important del que ho fa
GLUT-4 (Harrison i col., 1990; Zorzano i col., 1989; Holman i col., 1990;
Muñoz, 1995), pero sembla que no ho fa en el múscul esqueletic (Douen i col.,
1990). En segon Iloc, la insulina no té cap efecte o molt poc important
estimulant el transport a la "blood-brain barrier" (Namba i col., 1987) o en la

placenta (Challier i col., 1986), teixits on GLUT-1 és la isoforma predominant
i malgrat que sí expressen receptors funcionals per a l'hormona. L'excepció és
la glándula mamaria. La glándula mamaria de rates alletants conté

majoritariament cel.lules epitelials, cel.lules en les que esta absent GLUT-4, de
manera que en aquest moment del cicle reproductiu la isoforma majoritária
d'aquest teixit és GLUT-1 (Burnol i col., 1990; Camps i col., 1994). En

aquestes condicions, la glándula mamaria de rates alletants en dejuni o en estat

postabsortiu responen de manera rápida a la insulina incrementant el transport
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de glucosa (Threadgold i Kuhn, 1984; Bumol i col., 1987). El mecanisme pel
qual la insulina faria el seu efecte estimulant la translocaci6 de GLUT-1 o

incrementant la seva activitat intrínseca) encara és desconegut.

A llarg termini la insulina estimula la síntesi de GLUT-1 en la majoria
de models cel.lulars estudiats: mioblasts (Walker i col., 1989; Koivisto i col.,
1991), adipocits 3T3-Ll (Reed i col., 1990; Sargeant i Paquet, 1993) i
fibroblasts (Todaka i col., 1994). L'efecte de l'hormona tant pot ser estimulant
el gen (Todaka i col., 1994) o estabilitzant l'mRNA (Maher i Harrison, 1990).
S'ha descrit que la zona del promotor del gen de GLUT-1 que respondria a la
insulina es trobaria en els enhancers 1 i 2, sense cap efecte sobre el promotor
basal (Todaka i col., 1994). EIs mateixos autors identifiquen un element de

resposta a insulina identic a I'SRE ("serum response element") dins de
l'enhancer 1.

4.5. REGULACIO PER LA TRANSFORMACIO CEL.LULAR

La transformaci6 cel.lular es caracteritza per una reducci6 en els

requeriments de serum per a proliferacperdua de la inhibici6 del creixement per
contacte intercel.lular, capacitat de provocar aparició de tumors en animals i un
increment en el transport de glucosa (White i McCubrey, 1995). La glucosa que
entra es metabolitzara cap a lactat malgrat la presencia d'oxigen, el que
s'anomena glucolisi anaerobica (Ismail-Beigi, 1993; White i McCubrey, 1995)
i que és característica de les cel.lules transformades.

S'ha demostrat que la transfomaci6 cel.lular incrementa el transport de
glucosa pujant els nivells de proteína tant de GLUT-l com de GLUT-3, i que
el mecanisme pel que ho fa depen del tipus cel.lular (White i McCubrey, 1995).
Així, en fibroblasts de rata (White i Weber, 1988; Flier i col., 1987) i en
cel.lules hematopoietiques (White i McCubrey, 1995), la transformació
condueix a un increment en l'mRNA per a GLUT-l, pujada que és deguda a

un increment en la transcripci6 del gen (Birnbaum i col. , 1987; White i

McCubrey, 1995). Pel contrari, en fibroblasts de pollastre la transformaci6 no

d6na lloc a cap increment en I'mRNA per a GLUT-1, pero sí a majors nivells
de la proteína degut a una disminuci6 de seva la degradaci6 (Shawver i col.,
1988). Pero aquests fibroblasts de pollastre sí incrementen I'mRNA de GLUT-3

(White i col., 1991). A més de tots aquests mecanismes a nivell d'incrementar
els nivells de la proteína, la transformaci6 pot afectar també a la glicosilaci6,
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incrementant en aquest cas també l'afinitat del transportador per la glucosa
(White i McCubrey, 1995).

No esta cIar quin és el requeriment que fa que el transport de glucosa en

una cel.lula transformada puji, si els majors requeriments d'energia i de

metabolits, o una desregulaci6 deIs factors que normalment controlen els nivells
deIs transportadors de glucosa. Cel.lules en fase proliferativa, per exemple,
després de l'addicio de serum o d'un mitogen (PDGF, etc), tenen un major
transport de glucosa basal, degut básicament a una major quantitat de GLUT-l
(Hiraki i col., 1988). Aquest increment es d6na rapidament després de l'adició
de serum, fins i tot als 30 minuts (més rápid que myc i igual que fos), i es deu
a un increment en la quantitat d'mRNA (Hiraki i col., 1988). Així, l'efecte de
la transformaci6 podria senzillament incrementar aquesta resposta davant de

mitogens.
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OBJECTIUS

Com hem vist, GLUTl, el responsable del transport basal de

glucosa, esta regulat per un ampli ventall de factors, entre ells diferents
hormones i factors de creixement, el serum, els nivells de glucosa, o per
situacions com el desenvolupament i la transformaci6 cel·lular. El nostre grup
de recerca ha estat interessat en els darrers anys en estudiar la regulaci6 de
diferents transportadors de glucosa en l'animal "in vivo"per diferents
situacions. Així, s'han estudiat els efectes de la diabetis i el dejuni en

l'expressi6 de GLUT4, el perfil d'expressi6 de GLUTl a la glándula mamaria
alllarg de la lactancia, la regulaci6 de GLUTl i GLUT4 pel desenvolupament
en els teixits sensibles a la insulina, l'efecte de l'hipotiroidisme congenit i la
denervaci6 muscular. L'estudi deIs mecanismes implicats en aquesta regulaci6
s6n difícils de realitzar en l'animal sencer. L'abordament de l'estudi de la

regulaci6 genica només és possible, per exemple, mitjancant la utilitzaci6
d'animals transgenícs', técnica de difícil accés en el nostre entorno Donades

aquestes dificultats, la utilitzaci6 de cultius cel-lulars semblava la via més
informativa per als estudis que ens plantejavem.

En aquest context, l'objectiu general d'aquesta tesi doctoral ha estat

estudiar mecanismes de regulaci6 de l'activitat de GLUTl en cel-lules
endotelials i musculars en cultiu.

El primer objectiu que ens varem plantejar va ser estudiar l'efecte
de la hiperglucemia sobre l'expressi6 de transportadors de glucosa en

ce! -lules endotelials en cultiu. La hiperglucemia deIs pacients diabetics s 'ha

implicat directa o indirectament en les principals complicacions que pateixen
aquestes persones, la retinopatia diabética, la nefropatia diabética i
1 'increment de complicacions cardiovasculars. La ra6 cal buscar-la en els
efectes que tenen les altes concentracions de glucosa en la cel-lules endotelial,
que li provoca una menor capacitat d'entrar en cicle cel-lular, i un increment
en la secreci6 de llamina basal. Per un altre costat, un deIs principals efectes
de la hiperglucemia, descrits en la majoria de models cel-lulars, és la
disminuci6 en l'activitat del transportador de glucosa GLUT1, provocat per
una disminuci6 en la síntesi de transportador, una menor presencia a la
membrana plasmática, o una menor activitat intrínsica. Amb aquests
antecedents, la ra6 d'aquest estudi era evidenciar si existia alguna relaci6
entre els efectes de la hiperglucemia observats en les cel.lules endotelials, i
els seus efectes sobre els transportadors de glucosa. Per tal de portar-lo a

terme, en primer lloc ens varem plantejar buscar un model de ce! 'lula
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endotelial en cultiu, a continuaci6, caracteritzar-Io des del punt de vista del

transport i transportadors de glucosa, i a per últim, estudiar l'efecte de la

hiperglucemia,

El segon objectiu que ens varem plantejar va ser estudiar la

regulaci6 de GLUTl en cel.lules musculars. Com ja hem comentat, alllarg
del desenvolupament els teixits sensibles a la insulina, i en concret, el múscul
esqueletic i cardiac, modifiquen el seu patr6 d'expressi6 de transportadors de
glucosa. Així, en el fetus l'únic transportador expressat és GLUTl. A llarg
de I'ontogenia la quantitat d'aquest va disminuint, mentre que la de GLUT4

puja fins arribar a ser el majoritari en l'adult. En aquest mecanisme s'ha

implicat la participaci6 d 'hormones tiroidals i de factors depenents de la
innervació. Donada la dificultat de continuar els estudis en l'animal "in vivo",
varem abordar l'estudi en cel-lules musculars en cultiu. En primer lloc, es

tractava de trobar un model muscular en cultiu que reproduís el comportament
descrit per al'expressió de transportadors de glucosa en el múscul esqueletic
"in vivo". En segon lloc, es va abordar la regulació del transport de glucosa
en aquestes cellules per part de l'enzim fosfatidilinositol 3-quinasa. 1 en

tercer, i darrer lloc, es van estudiar els mecanismes implicats en la regulació
de l'expressió genica de GLUTl en les cel-lules musculars, intentant
identificar els factors implicats en aquesta regulació.
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1. CULTIUS CEL.LULARS

La manipulaci6 de cel.lules s 'ha realitzat sempre sota condicions
d'estricta esterilitat per tal d'evitar contaminacions (bacterianes, de llevats, etc).
Així, s 'ha treballat sempre dins d 'una campana de fluxe laminar vertical (ESn
tenint la precauci6 de netejar sempre les superfíces amb etanol tant abans de

comencar com en acabar, i amb l'ajut d'un encenador Bunsen (per a flamejar
el material). Tot el material utilitzat ha de ser estéril, bé ja de fabrica (com tot

el de plástic, pipetes, tubs, ampolles i plaques de cultiu, etc), bé esterilitzant-Io
nosaltres mateixos mítjancant la utilitzaci6 de l'autoclau. En el cas deIs reactius,
s 'ha intentat sempre que ha estat possible que fossin de qualitat per a cultius
cel.lulars (normalmentja esterils), i s'han manipulat sota la campana. En el cas

que no ho fossin, s'han esterilitzat autoclavant-Ios dins d'ampolles de vidre (cas
de les solucions salines), o bé s'han filtrat a través de filtres de 0,22 /lm de
mida del porus (Schleicher & Schuell) en el cas de tots els medis, I'Hepes, etc.

Una altra consideraci6 a tenir en compte ha estat que sempre hem intentat
treballar amb cel.lules no molt envellides, és a dir, cel.lules que no tinguessin
més enlla d'unes 8 divisions d'antiguitat (considerant com a primera divisi6 el

primer tractament amb tripsina o pancreatina després de la descongelaci6). Mai
s'han intentat congelar cel.lules que tinguessin més enlla d'aquestes 9 divisions,
ja que les cel.lules adoptaven morfologies extranyes i, en el cas de les cel.lules

musculars, no es diferenciaven bé.

1.1. LINIES CEL.LULARS

1.1.1. Cel.lules endotelials: línia ECV 304

Cel.lules obtingudes per l'equip de Takahashi i col. (1990) per
immortalitzaci6 espontania a partir de cel.lules endotelials de vena de cordó
umbilical huma. Tenen l'aventatge de creixer rapidament en presencia de baixes
concentracions de serum i no requereixen la presencia de cap factor de
creixement específico Conserven moltes característiques de les cel.lules
endotelials originals com l'expressi6 del factor de VonWillebrand, la presencia
de cossos de Weibel-Palade, activitat ACE ("angiotensin-converting enzyme"),
etc. Les que s 'han utilitzat procedeixen de la ECACC (European Collection of
Animal Cell Cultures). Es cultivaven en medi 199 en presencia d'un 10% de
serum boví fetal.
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1.1.2. Cel.lules musculars

1.1.2.1. L6E9

La línia muscular L6E9 ens va ser proporcionada pel Doctor Bernardo
Nadal-Ginard, de Harvard University (Boston, USA), el mateix que la va aíllar
com un subclon de la línia L6 (Nadal-Ginard, 1978). La línia L6 va ser

obtinguda per David Yaffe (Yaffe, 1968) després de tractar cultius primaris de
cel.lules de múscul esqueletic de la cuixa de nadons de rata amb el carcinogen
"metilcolantrene". Aixo va donar lloc a una nova línia cel.lular transformada
de mioblastes que es podia mantenir creixent al llarg de mesos i que, en les
condicions adequades (en un medi pobre en factors de creixament), es podia
diferenciar cap a miotubs multinucleats (que presenten moltes de les

característiques a nivell morfologic i bioquímic deIs miotubs del múscul

esqueletic de l'animal).
Aquestes cel.lules, en l'estadi de mioblastes, creixen en medi DMEM

(4,5 g/l de glucosa) amb un 10% de serum boví fetal. Quan es volen diferenciar
s'utilitza el mateix medi pero amb un 3,5% de serum de cavall o bé un 2% de
serum boví fetal.

1.1.3. Sol8

La línia de cel.lules musculars Sol8 ens va ser proporcionada pel grup de
Christian Pinset i Jean Pierre Changeux de l'Institut Pasteur de Paris. Aquesta
línia va ser obtinguda pel mateix grup de treball a l'any 1988 (Mulle i col.,
1988), a partir de cultius primaris de cel.lules satelits de múscul "soleus" de
ratolins C3H de quatre setmanes d'edat. Les cel.lules es van "clonar"

mitjancant diluci6 en plaques "multiwell" de 24 pous. Un d'aquests clons de
mioblastes és el que es va anomenar So18, en el qual les característiques de
creixement i de diferenciaci6 no es van modificar al llarg de 12 mesos en

cultiu. A l'igual qu les L6E9, aquestes cel.lules es poden diferenciar en les
condicions de medi adequades cap a miotubs multinucleats que fins i tot es

poden contraure. En el cas de les Sol8 les condicions de medi de creixament és
DMEM en presencia també d'un 10% de serum boví fetal, pero les condicions
de diferenciaci6 s6n en medi DMEM amb un 5% de serum de cavall inactivat.

1.2. MEDIS DE CULTIU, SOLUCIONS 1 REACTIUS

1. Medi 199 (BioWhittaker) amb 1 gIl de glucosa.
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2. Medi DMEM (BioWhittaker), amb 4,5 gIl de glucosa.

3. Glutamina (BioWhittaker) 200 mM.

4. Penicilina/estreptomicina (BioWhittaker) 10.000 U/mI: 10.000 mg/ml.

5. Hepes 1,25 M pH 7,4, filtrat per 0,22 i guardat a 4°C.

6. Tripsina-EDTA (Boehringer Mannheim).

7. Versene: EDTA 20% pH 8, filtrat per 0,22 i guardat a -20°C.

8. PBS-Versene: Versene diluit 1/1000 en PBS.

9. Pancreatina (Gibco). Es dilueix en PBS-Versene.

10. Serum boví fetal (BioWhittaker): previament a la seva utilització
s'inactivava escalfant-Io a 55°C alllarg de 30 minuts. A continuació s'aliquota
en tubs de 50 mI i es guarda a -20°C.

11. Serum de cavall (Gibco). Si s'ha d'inactivar es fa exactament igual
que amb el serum boví fetal.

Preparacions de medis

- Medi basic: preparat per nosaltres mateixos afegint en aigua
bidestil.lada:

* Vitamines (Serva).
* Aminoacids no essencials (BioWhittaker).
* Aminoacids essencials (Sigma).
* Penicil.lina 100 U/mI: estreptomicina 100 mg/ml.
* Bicarbonat de pH 7,4, 0,075% final.
* Glutamina 2 mM.
* Piruvat 1 mM.
* Hepes 25 mM.
* Glucosa (en la molaritat desitjada).

Es portava a pH 7,4, es filtrava per 0,22 i es guardava a 4°C.
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- Medi de creixement o de diferenciació complert: al medi comercial
DMEM o 199 se li afegia:

* Penicil.lina 100 U/mi/estreptomicina 100 mg/ml.
* Glutamina 2 mM.
* Serum,
* Hepes 25 mM.

Es guardava a 4°C fins un máxim de 4 setmanes.

1.3. TECNIQUES GENERALS

1.3.1. DIVISIO O "SPLIT"

La divisió o "split" consisteix en la separació de les cel.lules de la

superfície on estan creixent gracies a la utilitzaci6 d'una proteasa (tripsina o

pancreatina), i la seva sembra (és a dir, col.locar-Ies sobre una superfície
adequada per tal que s 'hi fixin i puguin dividir-se) en un nombre més petit. El
seu objectiu és en primer lloc, obtenir prou cel.lules i en el tipus de flascó o

placa de cultiu adequats per tal de realitzar els experiments previstos, i en segon
lloc, mantenir les cel.lules en optimes condicions de creixement (si es deixen
arribar a confluencia i s 'hi mantenen, les cel.lules poden perdre la capacitat de
creixer). Així, sempre s'han dividit cel.lules en una confluencia no superior al
70% (70% d'ocupació de la superfície de la placa) per tal d'assegurar-nos que
es trobessin en fase de creixement.

Protocol

1. Es treu el medi de cultiu i es renta dues vegades amb PBS-Versene (al
portar EDTA i quelar els ions calci del medi ajuda al desenganxament de les
cel.lules de la matriu extracel.lular).

2. S'afegeix un volum adequat de la proteasa, tripsina (per a les cel.lules
ECV) o pancreatina (cas de les cel.lules musculars) per tal que tota la superfície
quedi ben coberta pellíquid. En aquest momentja s'ha d'observar l'eixecament
de les cel.lules de la superfície, efecte que es pot afavorir picant suaument la
placa o ampolla amb les manso L'eixecament total de les cel.lules es controla
amb la lupa.
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3. Una vegada desenganxades totes les cel.lules de la placa o flasc6,
immediátement s'afegeix cinc vegades el volum de proteasa de medi complert
amb un 10% de serum, component que conté inhibidors de proteases que aturen
l'acci6 d'aquestes. Es molt important que el temps que passen les cel.lules en

presencia de la proteasa activa sigui mínim, ja que deixar-Ies massa temps en

la seva presencia pot malmetre moltes de les proteínes de la superfície cel.lular
afavorint un canvi en el seu fenotipo

4. Es recull tot el volum de líquid que conté les cel.lules i es col.loca
dins d'un tub que es centrifuga a unes 500 g alllarg de 5 minuts a 4°C.

5. Es treu el sobrenadant i es resuspen el precipitats amb cura en el
volum que desitgem de medi complert (en funci6 del número de cel.lules, de
les plaques a sembrar, etc). A continuaci6, s'agafa una mostra i es compten el
número de cel.lules que tenim amb l'ajut d'una camera de Neubauer. Per últim,
es sembren el número de cel.lules que desitjem per placa o flasc6.

1.3.2. CONGELACIO 1 DESCONGELACIO

1.3.2.1 Protocol de congelaci6

1. Tripsinitzar o pancreatinitzar les cel.lules com s'ha descrit a l'apartat
1.3.1. Una vegada aturada l'acci6 de la proteasa afegint medi complert,
comptar el número de cel.lules que tenim.

2. Centrifugar-les 5 minuts a 500 g a 4 "C.

3. Es treu el sobrenadant i es resuspenen en una densitat de 1-2 milions
de cel.lules per mililitre d'una soluci6 del 10% de DMSO (Sigma) en serum
boví fetal (també es pot fer en medi complert 10% de serum boví fetal pero
sense antibiótics).

4. Col.locar-Ies en tubs de crioprotecci6 (Nunc) i rotular bé el tub,
indicant el número de passes abans de congelar-les, la data, etc. Congelar-les
deixant-Ies en primer lloc una nit a -80°C. A l'endema ja es poden col.locar en
nitrogen líquido

1.3.2.2. Protocol de descongelaci6
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1. Col.locar el tub de crioprotecci6 a 37°C per tal de descongelar-les
rapidament,

2. Una vegada descongelades, afegir el volum de cel.lules a una placa o

flasc6 amb unes 10 vegades el volum de cel.lules de medi complert.

3. A les 3-4 hores canviar el medio

1.3.3. DIFERENCIACIO

1. Una vegada les cel.lules assoleixen un 70-80% de confluencia, es treu
el medi de la placa i es renta dues vegades amb PBS.

2. S'afegeix medi de diferenciaci6:

- medi complert amb un 2% de serum de cavall per a les L6E9.
- medi complert amb un 5% de serum de cavall per a les So18.

2. VALORACIO DE LA CONCENTRACIO DE PROTElNES.

Hem emprat el metode de Bradford (Bradford, 1976), basat en el canvi
de color del blau brillant de Comassie quan es Higa a proteínes, passant el
maxim d'absorvancia d'aquest cromofor de 465 nm (sense proteínes) a 595 nm

(quan esta lligat).

2.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.

- Soluci6 comercial "BioRad Protein Assay" de la casa BioRad (Blau
brillant de Comassie, ácid fosforic i metanol), conservat a 4°C.

- Soluci6 de gamma-globulina bovina 0,1% en tampó fosfat pH 7,4,
conservada a -20°C.

2.2. PROTOCOLo
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1. Es dilueix la quantitat necessaria de reactiu 11Bio-Rad 11 1:5 en aigua
bidestil.lada i es filtra.

2. Es dilueixen les mostres a valorar en tamp6 Hepes 30 mM (pH 7,4)
o en aigua.

3. Directament en cubetes d'espectrefotometre d'un sol ús, es prepara per
duplicat la patr6 (a partir de la soluci6 de gamma-globulina), normalment entre
O i 20 p,g per cubeta. En paral.lel, es dipositen en altres cubetes les mostres a

valorar.

4. S'afegeixen a cada cubeta 1,3 ml del reactiu de Bio-Rad ja diluit.

S'agiten per inversi6 i deixen reposar al llarg de 5-10 minuts. Passat aquest
temps es fa la lectura de I'absorvancia a 595 nm.

3. TRANSPORT DE DOG O 3-0-MeGLUCOSA.

3.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.

1. Tamp6 de transport, pH 7,4:

- NaCI 137 mM.
- KC14,7 mM.
- MgS04 1,2 mM.
- KH2P04 1,2 mM.
- CaCl2 2,5 mM.
- Hepes 20 mM.
- Piruvat 2 mM.

El tamp6 es manté a 37°C.

2. Soluci6 radioactiva preparada en tamp6 de transport:

- 2-Deoxiglucosa (DOG) o 3-0-Metilglucosa 100 p,M.
- �H)-DOG o �H)-3-0-Metilglucosa, 1 p,Ci/ml.

3. Soluci6 d'aturada: PBS amb 50 mM glucosa i mantingut a 4°C.
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4. Soluci6 de NaOH 0,1 N i SDS 0,1%.

3.2. PROTOCOLo

1. Es treu el medi de les cel.lules i es neteja dues vegades amb tamp6 de

transporto

2. S'afegeix 1 mI de la barreja radioactiva i es deixa a temperatura
ambient al llarg del temps de captaci6 o transporto

3. Per parar la captaci6 o el transport s'afegeixen 2 mI de la solució
d'aturada. Immediatament es treu aquesta barreja i es fan dos rentats més amb
el PBS fred 50 mM glucosa.

4. S'afegeix 1 mI de la solució de NaOH 0,1 N i SDS 0,1 % i s'agita bé
amb la punta de la pipeta. Per comptar s'agafen 200 p.l i es col.loquen a un vial

de cintil.laci6 amb 5 ml de líquid de cintil.laci6. A més, es compten sempre 30

p.l de la barreja radioactiva per tal de coneixer exactament l'activitat específica.
Per un altre costat, es mesuren les proteínes per tal de poder corregir l'activitat
de transport (per si existissin diferencies en la quantitat de cel.lules entre els
diferents pous). S'utilitza el metode de Bradford, tenint cura d'afegir a la patró
el mateix volum de NaOH 0,1 N i SDS 0,1 % que afegim de mostra.

4. RELACIO DOG FOSFORILADAINO FOSFORILADA.

El metode utilitzat per tal de valorar la relació DOG fosforilada/ DOG
no fosforilada (com a estima de l'activitat hexoquinasa) es basa en la utilització
d'una cromatografía d'intercanvi iónic. Al fer passar la mostra a través d'una
fase estacionaria formada per una resina amb grups funcional s carregats
positívament, només quedaran retingudes les molecules carregades negatívament
(en el nostre cas la DOG fosforilada), mentre que no ho faran les molecules
sense carrega (la DOG). Afegint a continuaci6 una gran quantitat de grups
carregats (per exemple, HCl) podrem desplacar la DOG fosforilada unida i fer
que també surti de la columna.

4.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.
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1. Tampó de transport: el mateix que 1 'utilitzat en els experiments de

transport ja descrits a l'apartat 3.

2. Solució radioactiva, preparada en tampó de transport:

- DOO 100 ItM.
-�H)-DOO, 2ItCi/ml.

3. Solució d'aturada: PBS amb 50 mM glucosa conservat a 37°C.

4. Acid percloric 6%.

5. Solució de trietanolamina 0,5 M i KOH 2 M.

6. Indicador universal (Merck).

7. Resina AG-1-X8 Formate (BioRad). Abans d'utilitzar-se s'afegeix
aigua bidestil.lada i es guarda a 4°C.

8. HCl2 M.

4.2. PROTOCOLo

1. Es treu el medi i es renta dues vegades amb 2 ml de tampó de

transporto A continuació s'afegeix 1 ml de barreja radiaoctiva i s'incuba alllarg
de deu minuts. S'atura la captació amb 2 ml de la solució d'aturada, es treu

aquesta barreja i es renta dues vegades més amb PBS fred més glucosa.

2. S'arranquen les cel.lules de la superficie en 2 ml d'acid percloric 6%
i es col.loquen a un tub de 10 ml.

3. S'homogenitza la barreja mitjancant la utilització d'un "polytron" al

llarg de 30 segons a velocitat 5.

4. Es centrifuga 15 minuts a 5.500 g i es recull el sobrenedant.

5. S'addicionen 25 1'1 d'indicador universal, s'agita i es va afegint
trietanolamina-KOH fins que el color indiqui que s 'ha arribat a pH 7. Apuntem
el volum afegit.
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6. Es centrifuga de nou 15 minuts a 5.500 g. El sobrenedant que s'obté
és la mostra que utilitzarem per a realitzar la cromatografia d'intercanvi ionic.
Una alíquota del sobrenedant es comprara per a veure quantes dpm totals estem

carregant (la suma de DOG i DOG fosforilada)

7. Immediatament abans de carregar la mostra es prepara la columna amb
la resina. Per aixo, s'utilitzen xeringues de 2 mI a les que s'ha obturat l'orifici
inferior amb fibra de vidre. A continuaci6 s'afegeix barreja de resina amb aigua
fins que les boletes de resina ocupin un volum d'empaquetament de 0,5 mI. Es
molt important impedir sempre que la resina quedi seca de líquido Es carrega
la mostra (en el nostre cas 1 mI del sobrenedant) i es van recullint fraccions de

0,5 mI directament sobre vials de cintiI.laci6. Immediatament després que la
mostra s'ha introduit dins la resina s'afegeixen 2 ml d'aigua, que també es

recullen. Aquestes primeres 6 fraccions de 0,5 mI s6n les que contenen la DOG
no fosforilada.

8. A continuaci6, s'afegeixen 3 mI de HCI 2 M que també recullim en

fraccions de 0,5 mI directament en vials de cintiI.laci6 i que contindran tota la
DOG fosforilada que s 'ha lligat a la columna. EIs vials es compten i es sumen

les dpm obtingudes en les sis diferents fraccions de DOG fosforilada o de DOG
no fosforilada i es calcula la relaci6 entre una i altra.

5. VALORACIO DE LA CONCENTRACIO DE GLUCOSA

Per a determinar com evoluciona al llarg del tems la concentraci6 de

glucosa en el medi on creixien les cel.lules, s'ha utilitzat un metode basat en
I'oxidació de la glucosa a gluconat en presencia de glucosa oxidasa (GOD). El
H202 que es forma s'utilitza en una segona reacció en la qual, en presencia de

peroxidasa (POD) i fenol, la 4-aminofenazona d6na lloc a la formaci6 de 4-(p­
benzoquinona-monoimino)-fenazona. Aquest compost és de coloraci6 rosada i

presenta un maxím d'absorbáncia a 510 nm (Trinder, 1969). EIs reactius
d'aquest sistema venen comercialitzats en forma de "kit" (Boehringer).

Abans de valorar la concentraci6 de glucosa hem de tenir la precauci6 de

desproteinitzar i neutralitzar les mostres.

5.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.
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1. Soluci6 per a la valoraci6 de glucosa ("kit" de Boehringer)

- vial 1: enzims (GOD i POD) i 4-aminofenazona en tamp6
fosfato

- vial 2: fenol.

Dissolem el contingut del vial 1 en 200 mI d'aigua destil.lada i afegim
el contingut del vial 2. Ho conservem a 4°C i protegit de la Hum (és estable
durant 4 setmanes).

2. Soluci6 de trietanolamina 0,5 M-KOH 2 M.

3. Acid percloric 6% .

4. Indicador universal (Merck)

5.2. PROTOCOL

5.2.1. Preparaci6 de les mostres

1. Es recullen 50 p,l deIs medis procedents deIs diferents temps
d'incubació en que volem valorar la concentració de glucosa i es posen dins
d 'un tub eppendorf.

2. Als 50 p,l de mostra s'afegeixen 250 p,l d'acíd percloric fred i es

barreja.

3. Es centrifuga a máxima velocitat (13.000 rpm) alllarg de dos minuts.

4. Es recull el sobrenedant a un nou tub i s'afegeixen 10 p,l d'indicador
universal.

5. S'afegeix soluci6 de trietanolamina-KOH fins que el pH sigui neutre.
Apuntem el volum afegit.

6. Es centrifuga a 4 "C tres minuts a máxima velocitat.

7. Es recull el sobrenedant que ja és preparat per a valorar la

concentraci6 de glucosa.
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5.5.2. Valoraci6 de la concentraci6 de glucosa

1. S'afegeixen a 50 1'1 de la mostra 1 mI del "kit" de Boehringer.

2. Es deixa 30 minuts a temperatura ambiento

3. En paral.lel es prepara una patr6 de diferents concentracions de

glucosa (O, 0,25, 0,5, 1, 2 i 3 mM) a les que també s'afegeix 1 mI del "kit".

4. Es llegeix la patr6 i les mostres a 510 nm.

6. IMMUNOLOCALITZACIO SOBRE "CUBRES".

La técnica d 'immunolocalitzaci6 ens permet, en primer lloc, detectar si
una determinada proteína s'expressa en una cel.lula. En segon lloc, i potser més
important, ens permet localitzar facilment a quin compartiment cel.lular és

expressada. Tot aixo s'aconsegueix mitjancant la utilitzaci6 d'anticossos

específics sobre cel.lules previament fixades. Amb aquest objectiu, es fan
creixer les cel.lules en plaques de cultiu on abans s'han col.locat cubres de
vidre de 10 mm de diametre (previament esterilitzats). La majoria de cel.lules

poden creixer bé sobre aquests "cubres" sense perdre les seves característiques
morfologiques. EIs "cubres" són facilment manipulables i permeten gastar
volums mínims deIs anticossos i deIs altres reactius.

6.1. FIXACIO

6.1.1 MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS

1. Metanol 100% conservat a -20°C.
2. Azida sódica 2% .

6.1.2. PROTOCOL

1. S'aspira el medi de cultiu i es renten les cel.lules dues vegades amb
PBS per tal d'eliminar totes les restes (algún component del medi podria
reaccionar amb el nostre anticos i provocar un increment en la unió
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inespecífica) .

2. S'afegeix un volum de metanol suficient per a submergir totalment els
"cubres", i es deixa alllarg de 2 minuts.

3. S'el.limina el metanol, es toma a rentar amb PBS dues vegades i ja es

pot procedir a realitzar la immunolocalitzaci6. Si no és així, es pot guardar la
placa a 4°C amb un volum de PBS suficient per a cubrir tota la placa i que
contingui un 0,02% d'azida sódica (per tal d'avitar el creixement de bacteris),
fins el dia en que es fagi la immunolocalitzaci6.

6.2. IMMUNOLOCALITZACIO

6.2.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS

1. Albúmina serica bovina 10%.

2. Anticos primari contra la proteína desitjada diluit en PBS que contingui
un 0,5% d'albúmina serica bovina. EIs anticossos primaris utilitzats en aquest
treball han estat:

- anti-Glut-1: anticos policlonal dirigit contra l'extrem C
terminal de Glut-l de rata, comercialitzat per la casa Biogenesis. Diluci6 1/200.

- anti-Bl-integrina: anticos policlonal dirigit contra la .61-

integrina de rata (Pujades i col., 1992), cedit pel Dr. C. Enrich Bastús, de la
Universitat de Barcelona. La diluci6 utilitzada ha estat 1/50.

3. Anticos secundari marcat amb fluoresceina o rodamina (DAKO) diluit
1/50 en PBS amb 0,5% d'albúmina.

4. Muntador--------------

5. Microscopi Reichert Jung Polyvar 11.

6. Película Kodak Ektachrome 160 o Kodak Tmax 400.

7. Tenyidor nuclear Hoetch 33342.
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6.2.2. PROTOCOLo

1. Es treu el "cubre" de la placa amb l'ajut d 'unes pinces fines intentant
evitar el rascar la superfície on es troben les cel.lules, S'escorre sobre paper de
cel.lulosa i s'afegeix I'anticos primari sobre la cara on hi han les cel.lules. El
volum per a cada "cubre" és d'uns 30 JLl. S'incuba a una estufa alllarg d'una
hora a 37°C. Com a control negatiu de l'anticós secundari (el fons provocat per
aquest), s'incuba un "cubre" amb el mateix volum pero només amb PBS amb

0,5% de BSA, i es processara exactament igual que els altres.

2. Es realitzen dos rentats submergint els "cubres" dues vegades dins
d'un vas amb PBS. A continuaci6 es col.loquen dins d'un recipient amb PBS
nou amb agitaci6 alllarg de 10 minuts.

3. S'escorre el PBS amb l'ajut de paper de cel.lulosa i s'afegeix l' anticos
secundari diluit 1/50 en PBS amb un 0,5% de BSA. Com que tots els anticossos
utilitzats eren policlonals, sempre es va utilitzar un "goat anti-rabbit" lligat bé
a rodamina o bé a fluoresceína. Es deixa aquest anticos incubant-se alllarg de
30 minuts a 37°C.

4. Es fan dos rentats en PBS en un vas i es deixa en PBS agitant-se al

llarg de 10 minuts. Normalment s'afegia també el reactiu de Hoetch, que marca

només els nuclis.

5. Per últim es munta utilitzant el medi de muntatge ----. Es posa una

gota del medi de muntatge al damunt d'un porta i es col.loca el "cubre" amb
la cara on hi han les cel.lules contra la gota i el porta. Amb l'ajut d'un paper
de cel.lulosa s'apreta el "cubre" contra el porta de manera que quedi fixat i ja
es pot passar a visualitzar.

7. AILLAMENT DE MEMBRANES CEL.LULARS TOTALS

Aquest procés ens permet obtenir mostres riques en membranes cel.lulars
en forma de petites vesícules, procedents tant de la membrana plasmática com

d'orgánuls intracel.lulars.

Es parteix d'una placa de 10 cm de diámetre en confluencia, i tot el

protocol s'ha de realitzar a 4°C.
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7.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS

1. Tamp6 d'homogenitzaci6, pH 7,4:

- Hepes 25 mM.
- EOTA 4 mM.
- PMSF 0,2 mM.
- Benzamidina 25 mM.
- Leupeptina 1 p.M.
- Pepstatina 1 p.M.
- Aprotinina 0,25 Unitats/ml.
- Sacarosa 250 mM.

2. Hepes 30 mM, pH 7,6.

7.2. PROTOCOL PER A LES CEL.LULES ENOOTELIALS

1. S'arranquen les cel.lules en 2 mI de tamp6 d'homogenitzaci6. A
continuaci6 s 'homogenitzen passant tot el volum unes vint vegades per una

punta de pipeta d' 1 mI, vint vegades més per una punta groga i vint vegades
més per una xeringa d' 1 mI amb agulla.

2. Es col.loca tot el volum a un tub d'ultracentrífuga que s'omple fins a

dalt amb tamp6 d'homogenitzaci6. Es centrifuga a 200.000 g alllarg d'una hora
i mitja a 4°C.

3. El precipitats es resuspen en un volum adequat de tamp6 Hepes 30

mM, pH 7,6 i es guarda congelat a -20°C.

7.3. PROTOCOL PER A LES CEL.LULES MUSCULARS

Exactament igual que el procediment descrit al'apartat anterior pero
després de l'homogenitzaci6 i previament a la ultracentrifugaci6, es fa una

centrifugaci6 a baixa velocitat per tal d'eliminar les restes de cel.lules no

homogenitzades i els organuls més grans. Aquesta centrifugaci6 és al llarg de
10 minuts a 4°C i a 500 g. El sobrenedant és el que es posa en el tub
d 'ultracentrífuga i es continua amb el pas 2 de l'apartat anterior.
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8. SUBFRACCIONAMENT CEL.LULAR

El protocol que s 'ha sequit per a realitzar el subfraccionament de les

cel.lules endotelials és una modificaci6 del descrit per Horner i col. (1987) per
a fibroblastes.

S'utilitzen 15 plaques de 10 cm de diametre de cel.lules ECV 304 en

confluencia per a cada un deIs tractaments. 24 hores abans de comencar

I'experiment es renten les cel.lules amb PBS i s'afegeix medi 199 suplementat
sense serum, Tot el procés s'ha de realitzar a 4°C.

8.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS

1. Tamp6 d'homogenitzaci6, pH 7,4.

- Hepes 20 mM.
- EDTA 1 mM.
- Sacarosa 270 mM.
- Aprotinina 0,25 Unitats/ml.
- PMSF 0,2 mM.
- Leupeptina 1 p,M.
- Pepstatina 1 p,M.

2. Hepes 30 mM, pH 7,6.

3. Solucions de sacarosa (Sigma S-9378) 0,086%, 27%, 38% i 48%
pes/volum en Hepes 30 mM, pH 7.6.

8.2. PROTOCOLo

1. Es renta cada placa amb PBS dues vegades i a continuaci6 s'arranquen
les cel.Iules en 2 mI de tamp6 d'homogenitzaci6 (primer fer-ho en 1 mI i acabar
de netejar la placa amb un segon mI).

2. Es col.loquen els aproximadament 30 mI totals de tamp6 amb les
cel.lules arrancades dins d'un tub i s'homogenitzen 10 vegades a velocitat 5
amb un apareIl del tipus Heidolph.
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3. Es centrifuga l'homogenat a 16.000 g alllarg de 15 minuts.

4. El sobrenedant d'aquesta centrifugaci6 es centrifuga a una

ultracentrífuga a 150.000 g alllarg de 90 minuts, i el precipitats resultant es

resuspen en Hepes 30 mM amb sacarosa 0,086%, pH 7,6. Aquesta fracci6 reb
el nom de SI.

5. El precipitats de la centrifugaci6 a 16.000 g (PI), es resuspen en

Hepes 30 mM, pH 7,6, i es mesura la quantitat de proteínes que conté.

Aproximadament entre 8 i 11 mg de proteínes totals es dilueixen en un volum

adequat de la soluci6 de sacarosa 48% i d'Hepes 30 mM per tal que la
concentraci6 final de sacarosa sigui d 'un 10% en un volum final de 2 mI.

Aquests es carreguen a la part de dalt d 'un gradient discontinu de sacarosa

format per 2 mI de sacarosa 48%, 3 mI de sacarosa 38% i 3 mI de sacarosa

27%.

6. Es centrifuga el gradient discontinu de sacarosa en un rotor basculant
de tipus TH-641 alllarg de dues hores a 76.000 g i a 4°C.

7. Es recullen les diferents interfases amb l'ajut d'una pipeta de plastic
i es coI.loquen a tubs d'ultracentrífuga. Es porten fins dalt del tub amb Hepes
30 mM pH 7,6 i es centrifuguen a 70.000 g al llarg de 25 minuts.

8. Per últim, es resuspenen els diferents precipitats en Hepes 30 mM,
0,086% sacarosa i ja es poden mesurar les proteínes recullides en les diferents
fraccions. Aquestes fraccions s6n: 1) interfase entre la fracci6 de 10% i la de
27% (o mostres de vesícules amb una densitat inferior a un 27% de sacarosa)
o Fl, 2) interfase entre 27% i 38% (o vesícules de densitat entre un 27% i un
38% de sacarosa) o F2, 3) interfase entre 38% i 48% o F3, i 4) el precipitat o
vesícules de densitat superior al 48 % o F4. Totes aquestes mostres es congelen
rápidament i es guarden a -20°C.

9. IMMUNOPRECIPITACIO

9.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS

1. Agarosa unida a una IgG contra ratolí (Sigma).
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2. Immunomix (Sigma):

- Tritó-X-100 0,2%.
- SDS 0,2%.
- Desoxicolat sodio 0,1 %.
- Albúmina serica bovina 0,1 %.
- Azida sódica 0,2%.

Es guarda a -20°C. El dia de la seva utilització se li afegeix PMSF

(0,2 mM final).

3. Mostres (en el nostre cas membranes obtingudes pels processos
descrits anteriorment).

4. Anticos contra la proteína a immunoprecipitar. En el nostre cas es va

utilitzar un anticos monoclonal dirigit contra l'extrem C terminal de la proteína
Glut-1, anomenat B315:32 (Andersson i Lundahl, 1988), cedit pel Dr. L.
Andersson de la Universitat d'Uppsala

5. LSB x3 (veure apartat de SDS-PAGE).

9.2. PROTOCOLo

El protocol emprat ha estat el posat a punt per la Puri Muñoz en el nostre
laboratori basant-se en el descrit per Zorzano i col. (1989). Consta dels

següents passos: l'acoblament de l'agarosa a l'antícos contra la proteína a

immunoprecipitar, la solubilització de les mostres i la immunoprecipitació en

sí,

9.2.1. Acoblament de l'agarosa a l'anticos.

El primer pas a realitzar és la unió de l'anticós dirigit contra la proteína
que volem precipitar amb l'agarosa. Com que en el nostre cas l'anticos utilitzat
era monoclonal, l'agarosa que es va utilitzar estava unida a una IgG contra

ratolí. S'utilitzen 50 ¡.tI de I'agarosa acoplada a l'anticos i 60 ¡.tI de la solució
de l'anticos (uns 8 ¡.tg d'IgGs) per cada mostra.

1. En primer lloc es renta dues vegades l'agarosa amb PBS (senzillament
afegint el PBS, barrejant per inversió i treient el sobrenedant amb compte). A
contínuació, es col.loquen els 50 ¡.tI d'agarosa i els 60 ¡.tI de l'anticos a un
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eppendorf i s'agita suaument.

2. S'incuba la barreja al llarg d'una hora a 37°C amb agitació
continuada.

9.2.2. Solubilitzaci6 de les mostres.

Per a poder immunoprecipitar la proteina problema hem d 'haver
solubilitzat les mostres de manera que les diferents proteínes es trobin de
manera aíllada.

1. Barrejar els p,g de mostra que volguem solubilitzar amb 60 p,l
d'immunomix i portar fins a 200 p,l de volum final amb PBS.

2. Agitar per inversió alllarg de 30 minuts a temperatura ambiento

9.2.3. Immunoprecipitació.

1. Fer un "speen" de la barreja de l'agarosa amb I'anticos i el.liminar el
sobrenedant.

2. Afegir 1 mI de PBS per a rentar el precipitat, agitar i centrifugar.
S'elimina el sobrenedant i es calcula el volum que ocupa la resina.

3. S'afegeix a la resina la mostra ja solubilitzada (200 p,l de volum) i es
calcula el volum que ocupa. Si és menor a 240 p,l, s'afegeix el que falta de
PBS.

4. Incubar al llarg de tres hores a temperatura ambient i amb agitació
continuada per inversi6.

5. Centrifugar 6 segons a máxima velocitat a la microfuga, per a separar
el que anomenarem precipitat i sobrenandant. Es treu el sobrenedant amb

compte de no arrossegar voletes de l'agarosa, se li afegeix LSB x3 per tal que
quedi xl, es bull i ja es pot carregar directament a un gel d'electroforesi per tal
de visualitzar el resultat, o bé es guarda congelat fins el moment en que es fagi.

6. El precipitat es renta dues vegades amb 1 ml de PBS. A continuació,
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s'afegeixen 100 �l de LSB xl, s'agita suaument i es posa a 90°C alllarg de 5
minuts amb l'objectiu de separar la proteína de l'agarosa. Es centrifuga alllarg
de 5 segons i es separa el sobrenedant del precipitat. Es torna a repetir el

procés afegint 100 �l més de LSB xl al precipitat, centrifugant i barrejant
aquest nou sobrenedant amb l'altre que haviem obtingut. També ja es pot
carregar al gel d'electroforesi.

10. DIGESTIO DE LES PROTElNES AMB N-GLICOSIDASA F

La digesti6 amb l'N-glicosidasa F permet eliminar els oligosacárids N­

lligat a les glicoproteínes. Actua sobre l'enllac entre l'asparagina i el primer
residu de l'olígosacarid, una N-acetilglucosamina, de la cadena de carbohidrats.
La diferencia entre I'N-glicosidasa F i l'endoglicosidasa F és que la segona talla
l'enllac entre el primer i segon residu de la cadena de carbohidrats.

S 'ha utilitzat N-glicosidasa F subministrada per la casa Boehringer.
Seguint les indicacions del fabricant, s 'han desnaturalitzat les glicoproteínes
abans de procedir a la digesti6. S 'ha fet la desnaturalitzaci6 afegint SDS fins
una concentraci6 final de l' 1 % i bullint. Després de desnaturalitzar, s 'ha hagut
d'afegir Trit6-X-100 (la concentraci6 final de Trit6 ha de ser 10 vegades
superior a la del SDS) per tal que l' SDS no inactivi la glicosidasa. El tamp6
d'incubaci6 de l'assaig té els components i les concentracions recomanades per
Boehringer. La digesti6 s'ha realitzat durant 16 hores a 37°C.

10.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.

1. SDS 10%.

2. Tamp6 fosfats 0,2 M, pH 7,3.

3. EDTA 200 mM, pH 8,3.

4. Barreja d'inhibidors de proteases:

- Pepstatina A 1O �M.
- Leupeptina 1O �M.
- Aprotinina 10 U/mI.
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5. Trit6-X-100 10%.

10.2. PROTOCOLo

1. En un tub eppendorf es col.loquen 10 ¡.tg de proteines de la preparaci6
de membranes a digerir (en un volum maxim de 4,75 ¡.tI), afegim 0,25 ¡.tI de
I'SOS 10% i es porta a un volum final de 5 ¡.tI amb aigua bidesti.lada.

2. Es bullen les mostres durant 1 minuto

3. S'afegeixen 25 ¡.tI de tamp6 fosfats 0,2 M, 12,5 ¡.tI d'EOTA 0,2 M,
2,5 ¡.tI de Trit6-X-l00 10% i 5 ¡.tI de la barreja d'inhibidors de proteases. Per
últim, s'afegeixen 0,2 U d'N-glicosidasa F (1 p,l) i s'incuba 16 hores a 37°C.

4. S'atura la reacci6 afegint 25 ¡.tI d'LSB x3, es bullen les mostres durant
10 minuts i es carreguen immediatament a un gel del 10% o es congelen fins
el moment de l'electroforesi.

11. ELECTROFORESI EN SDS-PAGE.

L'electroforesi en gels de poliacrilamida-bisacrilamida en presencia de
SOS (SOS-PAGE) és el sistema més utilitzat per tal de separar proteínes en

funci6 de la seva mida. Es basa en que les proteínes al posar-les en presencia
del detergent SOS perden l'estructura terciaria i es linealitzen (ja que l'SOS
s 'uneix als grups carregats positivament de la proteína i la carreguen
negativament pero mantenint la relaci6 cárrega/massa constant). Quan a

continuaci6 es fa c6rrer aquesta proteína a través d 'una malla formada per la

poliacrilamida, en presencia d 'un camp electric, correrá a través del gel en
funci6 només del seu pes molecular.

En aquest tipus d'electroforesi s 'utilitzen dos tipus de gels de diferent
concentraci6 d'acrilamida: el gel concentrador i el gel separador. El primer, de
concentraci6 d'acrilamida més petita (3,3% en el nostre cas) i per tant de mida
de porus més gran, té com a finalitat alinear totes les proteínes de la mostra

davant de l' inici del gel separador. El segon, de malla més espessa (7,5% ,

10%, etc, en funci6 de la mida de les proteínes que volguem separar), té com

a funci6 separar les proteínes en funci6 de la seva mida.
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11.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.

1. Tamp6 d'electroforesi xl0:

- Tris-Base 250 mM.
- Glicina 1,91 M.
- SDS 1 %.

2. Soluci6 d'acrilamida-bisacrilamida (30%-0,8%). Una vegada
preparada, es filtrava i es guardava a 4°C protegida de la Hum.

3. Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8.

4. Tris-Base 1,5 M, pH 8,8.

5. Tamp6 de mostra x3 (LSB x3):

- Tris-HCI de pH 6,8, 0,3 M.
- Glicerol 60%.
- SOS 6%.
- Blau de bromofenol (un pessic).

Es conserva aliquotat a -20°C.

6. Gel concentrador:

- Acrilamida 3,3%.
- Bisacrilamida 0,088%.
- Tris-HCI de pH 6,8, 0,125 M.
- SDS 0,1 %.
- Persulfat d'amoni 0,1 %.
- TEMED 6,6 mM.

Es prepara just abans de comencar l'electroforesi.

7. Gel de correguda:

- Acrilamidalbisacrilamida (de relaci6 30/0,8) de percentatge
variable segons el pes molecular de la proteína a estudiar.

- Tris-Base de pH 8,8, 0,375 M.
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- Persulfat d'amoni 0,043 % •

- TEMED 2,2 mM.

Es pot preparar immediatament abans de comencar l'electroforesi o bé
deixar-Io ja polimeritzat des del dia abans a la camera freda i en presencia
d'aigua a la part superior per evitar que s'assequi. Per a tots els tipus de gels
s 'han d'afegir o bé el TEMED o bé el persulfat d'amoni en el darrer moment

ja que tots dos s6n catalitzadors del procés de polimeritzaci6.

8. Estándard de pes molecular de la casa BioRad (n? de cat. 161-0317)
dilult seguint les instruccions del fabricant en LSB xl.

9. Fumarasa pretenyida (Sigma) diluida al 0,02% en LSB xl. S'utilitza
només en el cas que el gel sigui utilitzat a continuació per a realitzar un
immunoblot.

11.2. PROTOCOLo

1. Es netegen els vidres del sistema d'electroforesi amb etanol i es deixen
assecar.

2. Es prepara el gel de correguda amb el percentatge d'acrilamida

desitjat. S'aboca amb compte entre els vidres fins a l'alcada convenient i

s'afegeix una mica d'aigua desti.lada fins que cobreixi la superfície del gel, i
es deixa a temperatura ambient. L'aigua per un costat afavoreix la

polimerització impedint l'acció inhibidora sobre aquesta de l'oxigen, i per un
altre, ens permet visualitzar quan ha polimeritzat el gel.

3. Un cop polimeritzat, es treu l'aigua i s'afegeix el gel concentrador fins
que es cobreixi bé la pinta que formara els pous. Es deixa polimeritzar a

temperatura ambiento

4. Un cop polimeritzat el gel concentrador, es treu la pinta amb compte
de no trencar els pous, i s'afegeix tamp6 d'electroforesi xl tant a la part
inferior de la cubeta com a la part superior, fins aconseguir que els pous
estiguin completament plens del tamp6. Llavors és el moment de carregar les
mostres.

5. Les mostres a carregar (preparacions de membranes, proteínes
immunoprecipitades, etc) es preparen col.locant els p.g de proteína dins d'un
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eppendorf i completant-Io fins al volum desitjat amb aigua destil.lada i LSB x3

(per tal que quedi en el volum final com a LSB xl), amb l'objectiu de carregar
el mateix volum a tots els pous. El volum de la mostra dependrá del volum del

pou. A continuaci6 s'escalfen les mostres a 95°C alllarg de 5 minuts i ja es

poden carregar. Aquest darrer pas mai es realitza amb els pesos moleculars ni
amb la fumarasa pretenyida, ja que es va veure que provocava l'aparici6 de més
bandes de les esperades. La carrega de les mostres es realitza mitjancant la
utilitzaci6 d 'una pipeta Hamilton.

6. Es tanca el circuit electric i ja es pot cornencar la correguda de
l'electroforesi. En el cas deIs sistemes de tipus HSI s'acostumen a aplicar uns
10 mA al llarg d 'unes 8-12 hores, mentre que en el cas deIs sistemes

Miniprotean de BioRad s'apliquen 100 mA alllarg d'aproximadament 1 hora.

Quan el front de la correguda (visible pel "bromofenol blue") arriba al final del
vidre és el moment d'aturar-Ia.

7. Una vegada finalitzada la correguda, es separa el gel amb molt de

compte deIs vidres i ja es pot passar a realitzar la transferencia en el cas del
western blot (veure punt 12), o bé assecar-lo directament.

12. WESTERN BLOT.

El "western blot" consisteix en la detecci6 de proteínes lligades a un

suport membran6s salid mintjancant la utilitzaci6 d'anticossos específics. Les
proteínes han sofert en primer lloc una electroforesi de tipus SDS-PAGE, que
les ha separat en bandes diferenciades segons la seva mida, i a continuació,
s'han transferit des del gel a una membrana (de nitrocel.lulosa o de

"immobilon") mitjancant l'aplicaci6 d'un camp electric, L'avantatge d'utilitzar
una membrana respecte a fer la detecci6 sobre el mateix gel és la seva major
accesibilitat als anticossos i la seva més fácil manipulaci6. La senzillesa
d'aquesta técnica ha fet que sigui la més utilitzada actualment pels investigadors
a 1 'hora de voler detectar la presencia d 'una proteína en una mostra
determinada.

L'assaig de "western blot" consta de dos passos ben diferenciats:

1) la transferencia electroforetica de les proteínes des del gel de SDS­
PAGE a la membrana.
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2) l'assaig d"'immunoblot" o detecci6 de la proteína problema mitjancant
la utilitzaci6 d'anticossos.

12.1. TRANSFERENCIA.

En el nostre cas la transferencia electroforetica de les proteínes s 'ha
realitzat a una membrana de tipus immobilon (Immobilon-P Transfer

Membrane, Millipore) i utilitzant un sistema de transferencia del tipus
"TransBlot Cell" de BioRad.

12.1.1. MATERIALS, REACTIUS I SOLUCIONS.

1. Tamp6 de transferencia, pH 8,3:

- Tris-base 25 mM.
- Glicina 192 mM.
- Metanol 20% .

2. Tenyidor d'''immobilon'':

- Metanol 50% .

- Acid acetic 10%.
- Brilliant blue 0,06%.

3. Destenyidor d'" immobilon
"

:

- Metanol 50% •

- Acid acetic 10%.

4. Tenyidor de gels:

- Acid acetic 7,5% .

- Isopropanol 25 % .

- Brilliant blue 0,05%.

5. Destenyidor de gels (Coomassie Blue):

- Acid acetic 7,5 % .

- Isopropanol 7,5 % .
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12.1.2. PROTOCOL

1. Acabada l'electroforesi es separa el gel de correguda del gel
concentrador (que es llenca), es talla el front (eliminant així tot el colorant) i
es submergeix en tamp6 de transferencia. Normalment es fa una marca per
saber quina és la part superior i quina la inferior tallant un trocet petit d 'una
punta del gel.

2. Es talla un troc de membrana d'''immobilon'' de la mateixa mida que
el gel i es submergeix primer en metanol, a continuació en aigua destil.lada, i
per últim, en tamp6 de transferencia. Es molt important que la membrana, una
vegada mollada, no tomi mai a assecar-se. En paralel, es tallen dos troces de

paper Whatman 3MM de mida lleugerament superior a la del gel.

3. El muntatge de la "cassette" de transferencia es fa dins d 'una safata

plena de tampó de transferencia. S'obre la cassette i dins es col.loquen, en

aquest ordre: un fregall (tipus Scotch-Brite), un rectangle de paper Whatmann

3MM, el gel de correguda, la membrana d'''immobilon'' (que haviem passat
previament pel metanol, etc, i que s'ha marcat igual que el gel amb un tallet a
un extrem), un segon paper Whatmann 3MM i un segon fregall. Durant el
muntatge és molt important evitar que quedin bombolles entre el gel i la
membrana.

4. Una vegada acabat el "sandwich" es tanca la "cassette" i es col.loca
dins de la cubeta de transferencia plena de tamp6 de transferencia. Es molt

important que l'ordre sigui el correcte per tal que les proteínes, viatjant cap al

poI positiu, vagin en direcci6 a la membrana.

5. S'aplica un amparatge fix de 250 mA durant 3 hores i mitja en el cas
de la cubeta gran id' 1 hora en el cas de la cubeta petita.

6. Passat aquest temps, es treu la "cassette" i es col. loca dins de la
mateixa safata plena de tamp6. Ara es desmunta el "sandwich" tenint cura que
mai quedi seca la membrana i comprobant, grácies a la fumarasa pretenyida que
s'ha corregut a un deIs carrils, que la transferencia a la membrana ha anat bé

(és així si la major part de la taca de la fumarasa es troba a la membrana i no
en el gel). La part de la membrana que conté els pesos moleculars es retalla,
es submergeix en tamp6 tenyidor d'''immobilon'' al llarg d'unes hores, es

destenyeix en tamp6 destenyidor d'''immobilon'' (fins que quedin ben visibles
els pesos moleculars) i s'asseca posant-Ia sobre papero La part de la membrana
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que conté les mostres es continua processant (apartat 12.2).

7. El gel es tenyeix submergint-Io en Coomassie Blue al llarg d'unes

hores, es destenyeix amb la soluci6 destenyidora de gels i s'asseca mitjancant
un assecador de gels de la casa BioRad. La visualitzaci6 de les proteínes que
romanen en el gel després de la transferencia serveix per a veure l'eficiencia

d'aquesta i com a control de la cárrega dels diferents pous (si realment s'ha
carregat la mateixa quantitat de proteína a cada un).

12.2. IMMUNOBLOT.

Consta basicament de tres fases: a) blocatge de la membrana, b)
incubaci6 amb l'anticos primari i e) incubaci6 amb un anticos secundari lligat
a 125I-proteina A (al ser tots els anticossos utilitzats policlonals).

El blocatge de la membrana consisteix en incubar-la amb una soluci6 de

proteína inespecífica (normalment llet descremada, pero també es pot utilitzar
una soluci6 d'albúmina) per tal d'evitar al máxim la uni6 inespecífica de
l'anticos primari o de la proteína A a la membrana. La segona fase permet la
uni6 de l'antícos primari, específic per a la proteína que volem estudiar, a la
membrana. Per últim, la proteína A lligada a 1251 reconeixerá l'anticos primari
(la proteína A reconeix la part Fe dels anticossos) i s'hi lligará. Gracies a

l'emissi6 radioactiva podrem visualitzar la proteína problema.

12.2.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.

1. Soluci6 de blocatge:

- Llet descremada Sveltesse (Molico, Nestlé) 5 %.
- Azida sódica 0,02%.

Tot disolt en PBS. Una vegada afegida la llet, es remena bé i es

centrifuga a 14.500 g durant 30 minuts a 4°C. Es descarta el precipitat i ens
quedem amb el sobrenedant.

2. Soluci6 de l'anticos primario L'anticos contra la proteína a detectar es
dilueix en la proporci6 desitjada en la soluci6 de blocatge diluida a la seva

vegada 1/5 amb PBS. S'han utilitzar els següents anticossos:
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- GLUT-l. S'han utilitzat dos anticossos policlonals dirigits contra
la proteína GLUT-l: a) antiserum Bb de conill generat contra GLUT-l
d'eritrocit huma purificat (cedit per la Dra. C. Carter-Su, de la Universitat de

Michigan) diluit 1/500 i b) anticos policlonal dirigit contra l'extrem C-terminal
de GLUT-l de cervell de rata, comercialitzat per la casa Biogenesis (Cat. n?
4670-1604) i utilitzat en una diluci6 1/2500.

- GLUT-4: anticós policlonal OSCRX dirigit contra l'extrem C­
terminal de la proteína de rata, diluít 1/400. Obtingut en el nostre laboratori per
C. Mora (Gumá i col., 1993).

- GLUT-3: anticos policlonal dirigit contra els darrers 29
aminoacids de l'extrem C-terminal de la proteína humana. La dilució utilitzada
va ser de 1/100 (1-3 p.g de proteína per ml). Ens va ser proporcionat pel Dr.
L.J. Slieker, de Lilly Res. Lab. (USA).

- TGN-38: anticos policlonal 18B11 obtingut pel Dr. 1. Sandoval

(Yuan i col., 1987) contra la proteína de fetge de rata. Diluít 1/250. Ens va ser

proporcionat pel mateix Dr. Sandoval, de la Universidad Aut6noma de Madrid.

- 8-1-integrina: anticos policlonal obtingut contra la proteína de
rata (Pujades i col., 1992). La diluci6 utilitzada ha estat de 1/100. Ens va ser

proporcionat pel Dr. C. Enrich Bastús, de la Universitat de Barcelona.

- Receptor de la insulina

EIs anticossos ja diluíts es guarden a -20°C i es poden reutilitzar fins que
es detecti que disminueix el senyal.

3. Solució de rentat, diluit en PBS:

- Trit6-X-100 0,01 %.
- Azida sódica 0,02%.

4. Soluci6 de 125I-protelna A (1 mCi/ml, 30 p.Ci/p.g, d'ICN, nO cato

6803880) en soluci6 de bloqueig (diluida 1/5 en PBS) de manera que quedin lOS
cpm/ml.

12.2.2. PROTOCOLo
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1. Es preincuba la membrana amb solució de blocatge alllarg d 'una bora
en un bany a 37°C amb agitació.

2. Es col. loca la membrana dins d'una bossa de plastic, s'afegeix la
solució de l'antícos primari (10 mI per a una membrana d'uns 100 cm') i es
segella. S'incuba a temperatura ambient alllarg de tota la nit amb agitació.

3. Es treu la membrana i es col. loca dins d'una safata amb uns 150 mI
de solució de rentat. S'incuba al llarg de 10 minuts a 37°C i amb agitació.
Passat aquest tems es Ilenca el líquid del rentat i s'afegeixen 150 mI més.

Aquest procés es repeteix dues vegades (tres rentats en total).

4. Es segella la membrana dins d'una nova bossa amb uns 10 mI de la
solució de 125I-proteYna A. S 'incuba durant 3-4 bores amb agitació a temperatura
ambiento

5. Es treu la membrana de la solució radioactiva i es renta quatre vegades
amb uns 150 ml de la solució de rentat durant 10 minuts (per rentat) a 37°C i
amb agitació.

6. Es deixa assecar l'''immobilon'' sobre un paper de filtre. Es recubreix
amb una pel.lícula plástica i ja es pot exposar.

13. NORMES GENERALS DE PREPARACIO 1 MANIPULACIO DE

BACTERIS, DNA 1 RNA.

Totes les normes i protocols que s'especificaran alllarg de tot l'apartat
de tecniques de Biologia Molecular es poden trobar més ampliades tant en el
Maniatis com en el Current Protocols in Molecular Biology, llibres ampliament
utilitzats tant pel que escriu com pels que l'envoltaven en el moment de
treballar en el laboratori. Es recomana la seva consulta abans de seguir
qualsevol dels protocols aquí especificats.

En els processos en que es treballa amb DNA, RNA o bacteris és
necessari mantenir un ambient d'esterilitat, lliure d'altres bacteris, DNAses o

RNAses. Així, sempre que s'ban manipulat bacteris s'ba fet al costat de la
flama d'un Bunsen i totes les superfícies utilitzades s'ban netejat prevíament
amb etanol. En el cas del material, la utilització de l'autoclau durant 20 minuts
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a 1 atmósfera de sobre pressi6 ha estat el mitjá més emprat tant per a garantir
esterilitat com per inactivar DNAses; tanmateix, pot no ser suficient per
inactivar les RNAses. Les precaucions addicionals adoptades en treballar amb
RNA s'especifiquen més endavant.

Per un altre costat, sempre s 'han utilitzat reactius de qualitat per a

Biologia Molecular de les diferents cases comercials, i l'aigua emprada en la

preparaci6 de les diferents solucions ha estat ultrapura (obtinguda a través del
sistema MilliQ, de Millipore). En general, els reactius que s'han de mantenir
en dissoluci6 han estat dissolts, s'ha ajustat el pH i s'han esterilitzat a

1 'autoclau , o bé en casos especials, per filtraci6 (fent-Ios passar a través de
filtres de 0,22 p,m de diámetre del porus). El material de plastic era sempre que
es podia, estéril d'origen; eppendorfs, puntes de pipeta, etc, així com el
material de vidre, s'esterilitzaven a l'autoclau abans de la seva utilització.

En el cas de l'obtenci6 i manipulaci6 d'RNA hem tingut precaucions
addicionals. Totes les manipulacions s'han realitzat utilitzant guants de cirurgia,
ja que les mans de les persones s6n la major font potencial de contaminació per
ribonucleases. El material de vidre usat s'ha escalfat a 200°C un mínim de 4
hores. Les solucions a utilitzar han estat preparades amb aigua tractada amb
DEPC (veure apendix, apartat 31), amb reactius reservats com a lliures
d'RNAses (sempre manipulats amb guants i sense introduir-hi mai espatules) i
en recipients considerats lliures d'RNAses (plástic estéril o vidre escalfat a

200°C). Per a l'electroforesi d'RNA s'ha utilitzat material reservat només per
aquesto

14. PREPARACIO DE CEL.LULES COMPETENTS 1
TRANSFORMACIO.

Per tal d'obtenir cel.lules bacterianes competents, és a dir, susceptibles
de ser transformades per un plasmidi del nostre interés, es van utilitzar dos
metodes. El més utilitzat en aquest treball va ser el metode A. El metode B es

va utilitzar posteriorment quan es va veure que en el cas del metode A les
cel.lules competents mantingudes congelades perdien més rapidament aquesta
capacitat.

La soca d'E. coli utilitzada per a la preparaci6 de cel.lules competents ha
estat XLI-Blue, desenvolupada per Stratagene.
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La selecci6 deIs bacteris transformats amb el plasmidi recombinant s 'ha
fet per resistencia a l'ampicil.lina. Tots els plasmidis utilitzats per a transformar
confereixen resistencia a l'ampicil.lina gracies a que contenen en la seva

seqüencía un gen de resistencia a aquest antibíotic.

14.1. METODE A.

Protocol de transformaci6 descrit per Chung i col. (1989), en el que
s'utilitza PEG, Mg+2 i DMSO.

14.1.1. SOLUCIONS.

1. LB: veure l'Apendíx.

2. TSS:

- PEG (pm 3350 o 8000) 10%.
- DMSO 5%.
- MgS04 o MgCI2 20-50 mM.

Tot dissolt en LB i de pH ajustat a 6,5.

3. Glucosa 2 M filtrada per 0,22.

14.1.2. PROTOCOL

1. S'inoculen 125 mI de medi LB amb les cel.lules a transformar.
S'incuba el cultiu a 37°C amb agitaci6 alllarg de tota la nito

2. Es dilueix el precultiu anterior 1:100 amb LB i s'incuba a 37°C amb

agitaci6 fins assolir una DO a 600 nm d'entre 0,3 i 0,4, que representa unes 5
x107 cel.lules/ml (per a una bona transformaci6 és necessari que el nombre de
cel.lules no excedeixi de 108 cel.lules/ml), NormaIment aixo triga unes 2-4
hores.

3. Mantenir el cuItiu en gel durant 10 minuts.

4. Centrifugar la suspensi6 de cel.lules a 1000 g i a 4°C alllarg de 10
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minuts.

5. Eliminar el sobrenedant i resuspendre el precipitat en 1/10 del volum

original de soluci6 de TSS freda. En aquest punt, les cel.lules s6n competents
i es poden conservar en aquest estat congelant-les rápidament en nitrogen líquid
i guardant-les a -80°C. Si es vol continuar amb la transformaci6 amb el

plasmidi continuem amb el protocol.

6. S'afegeixen a 100 p.l de bacteris competents al voltant de 100 pg del

plasmidi i es barreja suaument.

7. S'incuba la barreja de bacteris i DNA a llarg de 5-60 minuts a 4°C (en
gel).

8. S'afegeixen 0,9 ml de TSS (al que previament s'ha afegit glucosa en

una concentraci6 final de 20 mM) i s' incuba al llarg d 'una hora a 37 °C amb

agitaci6.

9. Es sembren uns 200 p.l de la barreja en una placa de LB-Amp, es

deixa que el Iíquid s'absorveixi, s'inverteix i s'incuba a 37°C durant 14-18
hores.

10. S'escullen diferents colonies independents, es fan cultius líquids en

LB+Amp, es prepara plasmidi i es fa l'analísí de restricci6 per comprobar que
efectivament han incorporat el plasmidi problema.

14.2. METODE B.

Variaci6 del metode de Cohen i col. (1972) que consisteix en tractar les
cel.lules amb CaCl2 de manera que s'altera la paret cel.lular bacteriana i permet
l'entrada de material genetic exogen.

14.2.1. SOLUCIONS.

1. Soluci6 de CaCI2, pH 8:

- CaCl2 50 mM.
- Tris-HCl 10 mM.
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14.2.2. PROTOCOLo

1. S'obtenen cel.lules bacterianes en fase inicial del creixement

exponencial (pasos 1 i 2 del metode A).

2. Es manté el cultiu en gel 10 minuts.

3. Es centrifuga la suspenci6 cel.lular a 4000 g, a 4 "C durant 5 minuts.

4. S'elimina el sobrenedant i es resuspenen les cel.Iules en la meitat del
volum original de soluci6 de CaCI2•

5. Es manté la suspenci6 en gel durant 15 minuts.

6. Es centrifuga a 4000 g i 4°C al llarg de 5 minuts.

7. S'elimina el sobrenedant i es resuspenen els bacteris en 1/15 del volum

original de soluci6 freda de CaCI2• En aquest punt les cel.lules s6n competents.
La máxima eficiencia de transformaci6 la tenen alllarg de les primeres 12-24
hores després del procés, pero també es poden guardar congelades (en presencia
d'un 15% de glicerol) a -80°C. Si ja es volen transformar amb un plasmidi es
continua el protocol.

8. S'afegeixen a 200 JLI de bacteris competents uns 50 pg del plasmidi
problema. Es barreja i es manté en gel 30 minuts.

9. S'incuben els tubs a 42°C durant 2 minuts.

10. S'afegeix 1 mI de LB i s'incuba una hora a 37°C amb agitaci6 (per
tal que es recuperin els bacteris i perqué s'expressi la resistencia a l'antibiotíc
codificada pel plasmidi).

11. Sembrem 200 JLI a una placa de LB-Amp i s'analitzen les colonies
resultants.

15. PURIFlCACIO DE DNA PLASMIDIC.

69



Per a purificar DNA plasmídic s'han utilitzat sempre "kits" comercials,
bé per a obtenir petites quantitats (al voltant d'uns 10 Jlg) o minipreparació, o
bé per a obtenir grans quantitats (200-1000 Jlg de DNA) o maxipreparació.

15.1. MINIPREPARACIO.

S'ha utilitzat el "kit" "Magic Minipreps™ DNA Purification System" de

Promega. Aquest "kit" es basa en el metode de la lisi alcalina descrit per
Bimboim i Doly (1979), que compren en primer lloc, la lisi de les cel.Iules,
seguit per la precipitació del DNA cromossomic, les proteínes i altres restes

cel.lulars, i per últim, per la purificació del DNA plasmídic, procés aquest per
al qual s 'utilitza una resina especial proporcionada per la casa comercial.

15.1.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS (TOTES CONTINGUDES
EN EL "KIT").

1. Solució de resuspensió:

- Tris-HCI 50 mM, pH 7,5.
- EDTA 10 mM.
- RNAsa A 100 Jlg/ml.

2. Solució de lisi:

- NaOH 0,2 M.
- SDS 1 %.

3. Solució de neutralització:

- KOH 2,55 M, pH 4,8.

4. "Magic Minipreps™ DNA Purification Resin".

5. Solució de rentat de la columna:

- NaCI 200 mM.
- Tris-HCI 20 mM, pH 7,5.
- EDTA 5 mM.
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Diluida 1: 1 amb etanol.

6. TE (veure Apendix).

15.1.2. PROTOCOLo

1. Es centrifuguen 1-3 mI de cultiu líquid (normalment crescudes en LB
amb o sense antibiotic) de la soca bacteriana portadora del plasmidi que volem

purificar a 1000 g i a 4°C durant 20 minuts.

2. Es resuspenen en 200 p.! de la soluci6 de resuspensi6 i es transfereixen
a un tub eppendorf.

3. S'afegeixen 200 p,l de la soluci6 de lisi i es barreja per inversi6 fins

que la suspensi6 es toma clara.

4. S'afegeixen 200 p,l de la soluci6 de neutralitzaci6 i es barreja per
inversi6.

5. Es centrifuga a una microfuga a 12.000 g durant 5 minuts.

6. Es transfereix el sobrenedant a un nou tub eppendorf.

7. S'afegeix 1 mI de la soluci6 que conté la resina i es barreja per
inversi6.

8. Es connecta una minicolumna (proporcionada per la propia casa

comercial) a una xeringa de 2 mI. Es decanta la barreja dins de la xeringa,
s'inserta I'embol i es presiona suaument. Ellíquid es descarta.

9. Es renta la minicolumna afegint 2 mI de la soluci6 de rentat a la

xeringa i apretant 1 'embol.

10. Transferim la minicolumna a un tub eppendorf. Es centrifuga alllarg
de 20 segons per tal d'eliminar les restes de soluci6 de rentat.

11. Es transfereix la minicolumna a un nou tub eppendorf. S'apliquen 50
",1 de TE previament escalfat a 65°C. S'espera 1 minuto

12. Es centrifuga l'eppendorf a máxima velocitat a la microfuga alllarg
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de 20 segons. Ellíquid eluít conté el ONA, que es guarda a -20°C.

15.2. MAXIPREPARACIO

En aquest cas sempre s'ha utilitzat el "Plasmid Maxi Kit" de Qiagen,
basat també en el metode de la lisi alcalina conjuntament amb la utilitzaci6
d 'una resina comercial. El protocol utilitzat ha estat el recomanat per la casa

comercial amb algunes variacions. S'acostumen a obtenir entre 200 i 1000 p,g
de ONA plasmídic.

15.2.1. MATERIALS, REACTIUS ISOLUCIONS (PROPORCIONAOES PEL

KIT)

1. Tamp6 de resuspensi6 (PI):

- Tris-HCI 50 mM.
- EOTA 10 mM, pH 8.
- RNAasa A 100 p,g/ml.

Es guarda a 4°C.

2. Soluci6 de lisi (P2):

- NaOH 200 mM.
- SOS 1 %.

3. Tampó de neutralitzaci6 (P3):

- Acetat potássic 3 M, pH 5,5.

Es guarda a 4°C.

4. Tamp6 d'equilibraci6 de la columna (QBT), pH 7:

- NaCI 750 mM.
- MOPS 50 mM.
- Etanol 15 % •
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- Trit6-X-1oo 0,15%.

5. Tamp6 de neteja de la columna (QC), pH 7:

- NaCl1 M.
- MOPS 50 mM.
- Etanol 15 % .

6. Tampó d'elució, pH 8,5:

- NaCI 1,25 M.
- Tris-HCI 50 mM.
- Etanol 15%.

15.2.2. PROTOCOL

1. Es parteix d 'uns 500 mI de cultiu líquid deIs bacteris (normalment
LB). Es centrifuguen 10 minuts a 4000 g i a 4°C per tal de precipitar eIs
bacteris.

2. Es resuspenen bé en 10 mI de PI.

3. S'afegeixen 10 mI de P2, es barreja per inversió 1 es deixa a

temperatura ambient aIllarg de cinc minuts.

4. S'afegeixen 10 mI de P3, s'agita per inversió i es deixa aIllarg de 20
minuts en gel. Cada cinc minuts és convenient tornar a agitar.

5. Es centrifuga a 21.000 g al llarg de 30 minuts a 4 °C.

6. S 'equilibra una columna (proporcionada pel "kit") amb 10 mI de QBT.
Una vegada equilibrada, se li afegeix tot el sobrenedant de la centrifugació
previa.

7. Rentar amb 60 mI de QC.

8. Eluír el DNA plasmídic aplicant 15 mI del tamp6 QF.

9. Precipitar el DNA amb 15 mI d'isopropanol. Deixar-Io 30 minuts a -

20°C.
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10. Centrifugar-lo a 21.000 g alllarg de 30 minuts i a 4°C.

11. Deixar assecar el precipitat i resuspendre'l en el volum desitjar de
TE.

16. DIGESTIONS DE DNA AMB ENZIMS DE RESTRICCIO.

La digesti6 de DNA amb enzims de restricci6 s'ha realitzat seguint més
o menys estrictament les instruccions i utilitzant els tampons proporcionats per
les cases comercials.

La quantitat d'enzim depen de la quantitat de DNA a digerir. El
recomanat és una unitat d'enzim per cada p,g de DNA a digerir en una hora en

condicions optimes, pero normalment s'han utilitzat concentracions més altes

d'enzim, entre 5 i 10 unitats/ug, Malgrat aixo, el volum de l'enzim mai ha

superat el 10% del volum final de reacci6, ja que els enzims acostumen a venir
dissolts en un 50% de glicerol (que actua com a crioprotector), i no es

recomana més d'un 5% de glicerol en el medi si volem que no s'inhibeixi
l'activitat enzimática. Per un altre costat, el tamp6 i la temperatura utilitzats en

la reacci6 sempre han estat els recomanats per la casa comercial.

17. ELECTROFORESI EN GEL D'AGAROSA.

L'electroforesi en gels d'agarosa és el metode més utilitzat per a separar
fragments de DNA. La velocitat de migraci6 de les molecules de DNA lineal
de doble cadena és inversament proporcional allogaritme del seu pes molecular.

Un deIs factors més importants que afecta a la mobilitat dels acids
nucleics dins d'un gel és la porositat d'aquest. Existeix una relaci6 lineal entre

ellogaritme de la mobilitat electroforetica del DNA i la concentraci6 d'agarosa
del gel. S 'ha escollit una concentraci6 d'agarosa de l' 1,2% ja que permet una
bona resoluci6 de fragments d'entre 0,4 i 6 kb. En el cas de voler resoldre
fragments de DNA més petits s'han utilitzat concentracions d'entre el2 i e13%
d'agarosa.
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17.1. SOLUCIONS.

1. TAE (Tamp6 Tris-Acetat) x50:

- Tris-Base 2 M.
- Acid acetic 1 M.
- EDTA 50 mM.

Es guarda a temperatura ambiento

2. Tamp6 de mostra x5:

- EDTA 40 mM.
- SDS 0,1 %.
- Ficoll-400 30%.
- Blau de bromofenol 0,2%.

Es guarda aliquotat a -20°C.

3. Gel d'agarosa:

- Agarosa 1,2% .

- Bromur d'etidi 0,5 J,tg/ml.

4. Marcador de pes molecular (DNA ladder, Gibco BRL).

17.2. PREPARACIO DEL GEL 1 DE LES MOSTRES.

El gel que s 'ha preparat habitualment és de 50 ml, volum optim per al
sistema d'electroforesi minigels que hem utilitzat. Habitualment es tenyeix amb
bromur d'etidi en el moment de preparar-lo, encara que també es pot tenyir una
vegada ja ha corregut el DNA, submergint-Io en TAE xl o en aigua amb 0,5
#Lg/ml de bromur d'etidi. El protocol a seguir és següent:

1. Es dipositen 0,6 g d'agarosa, 1 mI de TAE x50 i aigua estéril fins a

un volum final de 50 mI dins d 'un erlenmeyer. Es marca ellímit del líquid amb
un rotulador.

2. Fonem l'agarosa dins d'un microones i es deixa temperar dins d'un

bany a 60°C. Si s'ha perdut volum s'afegeix més aigua.
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3. Una vegada temperat, s'afegeixen 0,5 p,g/mI de bromur d'etidi a la

solució d'agarosa. Es barreja bé i s'aboca dins del motIle del sistema de

minigels amb la pinta ja preparada.

4. Una vegada solidificat, es retira la pinta, es col.loca dins de la cubeta
d 'electroforesi i es cubreix amb tampó TAE xl.

5. Les mostres es preparen afegint al DNA que volguem carregar tampó
de mostra x5, i es dilueix amb aigua fins que quedi xl. Normalment el volum
a carregar era de 10 p,l. En paral.lel es prepara i carrega exactament igual que
les mostres un marcador de pes molecular.

6. Una vegada carregades les mostres i el marcador de pes molecular, es
tanca el sistema i es corre el gel a un voltatge constant (d'entre 20 i 70 V).

7. Per a visualitzar el resultat de la correguda, es col.loca el gel sota
l'emissi6 d'ultraviolats. Es recomenable reduir al mínim l'exposici6 del DNA
a la Hum ultraviolada, sobre tot si després el volem utilitzar per a treballar ja
que les emissions d'alta energia provoquen que els ácids nucleics es fagin
malbé.

18. PURIFICACIO DE FRAGMENTS DE DNA DELS GELS
D'AGAROSA.

S'han utilitzat dos metodes basats en dues metodologies molt diferents:

18.1. METODE A.

Basat en la utilització del "kit" de la casa Promega "Magic™PCR Preps
DNA Purification of DNA Fragments", que permet la purificació de DNA de
doble cadena des de gels d'agarosa de baix punt de fusió (Boehringer Cat n?
100.488). El metode compren: a) pas del fragment de DNA des de l'agarosa
normal fins a un troc de gel d'agarosa de baix punt de fusió; b) unió específica
del DNA a la resina del "kit"; e) retenció del complexe DNA-resina dins d'una
minicolumna i d) elució del DNA de la resina. El protocol consisteix en:
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1. Si el gel on s'ha corregut el DNA és d'agarosa normal, retallem un

troc d'agarosa immediatament davant del DNA a purificar, afegim agarosa de
baix punt de fusi6, esperem a que solidifiqui i conectem de nou el corrent fins

que el troc de DNA entra dins de l'agarosa de baix punt de fusió. Es ara quan
es retalla el fragment de DNA. Si el gel era tot d'agarosa de baix punt de fusió,
només hem de retallar el trocet amb el DNA.

2. Es posa l'agarosa amb el DNA dins d'un tub eppendorf i s'incuba a

un bany a 70°C fins que l'agarosa s'hagi fos completament.

3. S'afegeix 1 mI de la resina del "kit" i s'agita amb vórtex.

4. Es connecta una minicolumna, subministrada amb el "kit", a una

xeringa de 2 ml i es decanta dins la barreja. S'inserta l'embol i es pressiona
suaument.

5. Es renta la columna amb 2 ml d'isopropanol 80%.

6. Es transfereix la columna a un tub eppendorf i es centrifuga a máxima
velocitat durant 20 segons per eliminar les restes de líquido

7. Es transfereix la columna a un nou eppendorf. S'afegeixen 50 JlI de
TE previament escalfat a 65°C i s'espera un minut.

8. Es centrifuga l'eppendorf a máxima velocitat al llarg de 20 segons. El

líquid eluit conté el DNA, que es guarda a -20°C.

17.8. METODE B: ELECTROELUCIO.

1. Es retalla el troc d'agarosa (en aquest cas no cal que sigui de baix punt
de fusi6) que conté el DNA a purificar i es posa dins d'una bossa de dialisi

(Sigma cat. n" D9277).

2. S'afegeix TAE xO,5 de manera que hi hagi el mínim volum perqué el

troc de DNA quedi ben submergit. Es tanca la bossa mitjancant pinces de dialisi
o bé amb fil.

3. Es posa la bossa ben submergida en el sistema d'electroforesi amb
TAE xl i s'apliquen 100 volts alllarg d'una hora.
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- Tris-HCI 660 mM, pH 7,6.
- EOTA 10 mM.
- MgCl2 100 mM.
- OTT 50 mM.
- Polietilenglicol 8000 30%.
- Albúmina seríca bovina 0,5 mg/ml.
- ATP 5 mM.

Es filtra per 0,22 i es guarda aliquotat a -20°C.

19.2. PROTOCOL

1. Barrejar els fragments de DNA, intentant que l'insert (el troc més

petit) sempre estigui en una relació molar de 3 a 1 respecte el vector. La

quantitat de DNA utilitzada era al voltant deIs 100 ng. S'afegeix el tampó xl
corresponent en un volum final de 1° ILl.

2. Incubar a 17°C entre 12 i 16 bores.

3. Transformar bacteris per veure si realment s 'han lligat.

20. AILLAMENT D'RNA TOTAL DE CEL.LULES.

El protocol utilitzat és una adaptació del descrit per Cbomczynski i Saccbi
(1987). Aquest metode compren: a) la lisi cel.lular, b) I'eliminació de les

proteínes i del ONA amb fenol acid i agents desnaturalitzants de proteínes com

el tiocianat de guanidina (que a la vegada és un potent inhibidor de

ribonucleases) i el sarcosil, i e) la precipitació de I'RNA amb isopropanol.

20.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.

1. Solució D:

- Tiocianat de guanidina 4 M.
- Citrat sodic 25 mM, pH 7,0.
- 2-mercaptoetanol 100 mM.
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4. Es canvia la polaritat i apliquem 100 volts en el sentit invers alllarg
d'un minuto

5. Es treu amb compte el líquid de dins de la bossa i la rentem amb més
volum de TAE xO,5, líquid que afegim al que ja hem tret.

6. S'extrau el DNA de possibles impureses amb fenol/cloroform (veure
Apendix), i es precipita amb acetat sodio 3 M i amb etanol. Una vegada
precipitat, resuspenem en el volum que volguem de TE i ja el podem
quantificar.

19. LLIGACIONS.

S'han utilitzat dos protocols diferents per a lligar fragments de DNA en

funció de si aquests tenien extrems cohesius o roms. L'única diferencia entre

els protocols era la utilitzaci6 d 'un tampó especial en el cas de la lligació amb

fragments d'extrems roms, com a continuació s'indica En el cas dels fragments
cohesius el tampó utilitzat era el proporcionat per la casa comercial amb la
mateixa lligasa.

Cal indicar que al llarg del present treball es van tenir molts problemes
per a obtenir bones eficíencíes de lligació, problemes que es van solucionar

quan es va tenir cura d'exposar el mínim temps indispensable els troces de
DNA a la llum ultraviolada.

19.1.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS

1. T4 DNA lligasa (Boehringer Mannheim).

2. Tampó de la lligasa (subministrat per la casa comercial) x10, pH 7,5:

- Tris-HCI 660 mM.
- MgCl2 50 mM.
- DTT 10 mM.
- ATP 10 mM.

3. Tampó per a la lligació de fragments amb extrems roms, x10:
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Es prepara escalfant aigua DEPC fins que bulli. En aquest moment,
s'afegeix el tiocianat i es posa a agitar fms que quedi ben disolt. A continuació

s'afegeix el citrat i es porta a pH 7,0. Aquesta soluci6 es pot guardar a

temperatura ambient fins 3 mesos. El dia de d'aillament de l'RNA s'afegeix el

2-mercaptoetanol.

2. N-Laurylsarcosine (Sigma) 20%.

3. Acetat sodio 2 M, pH 4.

4. Fenol acid.

5. Cloroformo

6. Isopropanol.

7. Etanol 70%.

20.2. PROTOCOLo

1. S'arranquen les cel.lules d'una placa de 10 cm de diametre en 0,585
ml de solució D utilitzant un "scraper" estéril.

2. El volum obtingut es col. loca dins d'un tub eppendorf i s'homogenitza
passant la barreja varíes vegades per una punta de pipeta.

3. S'afegeixen 15 #-tI d'N-Iaurylsarcosine (concentració final 0,5%) 1

s'agita amb v6rtex.

4. S'afegeixen primer 0,6 ml de fenol, s'agita amb v6rtex, i a continuaci6
0,12 ml de cloroform, es torna a agitar i es deixa 15 minuts en gel.

5. Es centrifuga 20 minuts a 4°C a máxima velocitat a la microfuga.

6. Es recupera la fase aquosa (superior) i se li afegeixen 0,6 ml
d'isopropanol fred. S'agita amb v6rtex i es deixa mínim una hora a -20°C.

7. Es centrifuga 20 minuts a 4 "C a la microfuga a máxima velocitat.

8. S'elimina el sobrenedant i es renta amb 0,5 ml d'etanol 70%
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(s'afegeixen, es fa un "speen" i es treu).

9. Es resuspen el precipitat en 0,5 mI de solució D amb l'ajut del vórtex.

10. S'afegeixen 0,5 mI d'isopropanol fred, es barreja amb vórtex i es

posa a -20°C alllarg de mínim una hora.

11. Es centrifuga a máxima velocitat al llarg de 20 minuts a 4"C.

12. S'elimina el sobrenedant, es renta com abans amb etanol 70% i ja es

pot resuspendre en un volum adequat d'aigua DEPC.

21. ELECTROFORESI EN GEL D'AGAROSAIFORMALDEIllD.

El gel d'agarosa/formaldehid és un sistema d'electroforesi desnaturalitzant

que permet una bona resolució de I'RNA de cadena senzilla (Lehrach i col.,
1977). Les condicions aplicades en aquest treball han estat les descrites per
Davis i col. (1986), que incorporen menys formaldehid que el protocol original
amb bons resultats. La desnaturalització de I'RNA garanteix que la mobilitat
electroforetica sigui funció del pes molecular, així com una eficient
transferencia en el cas de realitzar un assaig tipus Northern. Per a visualitzar
I'RNA en el gel, s'ha incorporat bromur d'etidi directament a la mostra (Rosen
i Villa-Komaroff, 1990).

21.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.

1. Tampó d'electroforesi x10:

- MOPS 400 mM, pH 7,0.
- Acetat sodio 100 mM.
- EDTA 10 mM.

Es guarda a temperatura ambient i protegit de la llum.

2. Formamida desionitzada (veure Apendix).

81



3. Tamp6 de mostra desnaturalitzant. Es prepara en tamp6 d'electroforesi
xl:

- Formamida desionitzada 48%.
- Formaldehid 6,4% (2,1 M)
- Blau de bromofenol 0,53%.
- Glicerol 5,3%.

Es guarda congelat a -20°C.

4. Gel d'agarosa/formaldehid. Es prepara en tamp6 d'electroforesi xl:

- Agarosa 1,2% .

- Formaldehid 0,66 M.

Es prepara el mateix dia de la utilitzaci6.

5. Bromur d'etidi 400 ILg/ml.

21.2. PROTOCOLo

21.2.1. Preparaci6 de les mostres.

1. En un tub eppendorf afegim la quantitat d'RNA que volem carregar
(normalment, en el cas d 'un Northern, es carreguen uns 30 ILg). A continuació
es concentra la mostra, procés que es pot fer per dos metodes diferents: a)
utilitzaci6 de l'''speed-vac'' fins que tot el volum s'hagi evaporat o b) la

precipitaci6 amb etanol. Per tal de precipitar el RNA s'afegeix 1/10 del volum
de mostra d'acetat sodio 3 M, pH 5,3 i 2 vegades el volum de RNA més
l'acetat sodio d'etanol absolut. Es posa a -80°C durant 30 minuts i es centrifuga
alllarg de 30 minuts més. Es renta el precipitat amb etanol 70% un parell de
vegades i ja tenim I'RNA concentrat.

2. S'afegeixen 19 ILI del tamp6 de mostra desnaturalitzant i 1 p.l de
bromur d'etidi.

3. S 'escalfen els tubs a 65°C durant 5-10 minuts per tal de desnaturalitzar
I'RNA i immediátament es deixen refredar en gel fins el moment de carregar­
les.
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21.2.2. Preparació del gel i electroforesi.

La concentració d'agarosa del gel que hem utilitzat s 'ha escoIlit en funció
de la mida dels RNAs que ens interessa resoldre. EIs gels del 1,2% (P/v) son
indicats per a tenir una bona resolució de fragments compresos entre 0,4 i 6 kb
(Sambrook i col., 1989). Els gels que es descriuen a continuació tenen un

volum de 150 ml, optim per a les cubetes que s 'han utilitzat.

1. Es pesen 1,8 g d'agarosa als que s'afegeixen 15 ml de tampó
d'electroforesi x10 i 126,94 ml d'aigua DEPe dins d'un erlenmeyer. Marquem
amb rotulador el límit del líquido

2. Es fon l'agarosa al microones i es deixa temperar a 60°C. Si s'ha

evaporat volum, s'afegeix d'aigua DEPC.

3. Sota una campana extractora de gasos s'afegeixen a l'erlenmeyer 8,07
ml de formaldehid (al 37%) a la so lució d'agarosa. Es barreja i s'aboca al
motIle per afer gels on previament s 'ha posat la pinta. Es deixa solidificar.

4. Es retira la pinta. Es col. loca el gel a la cubeta d'electroforesi i es tapa
amb tampó d'electroforesi xl.

5. Es carreguen les mostres als pous. En paralel es fan correr pesos
moleculars (RNA ladder, BRL). Es tanca l'apareIl d'electroforesi i es deixa
correr tota la nit a 20 V o al Ilarg de 4-5 hores a 60 V.

22. NORTHERN BLOT.

L'analísi de tipus "northem blot" s'utilitza per a determinar la mida i
abundancia relativa d'un RNA específico La técnica va ser descrita per Alwine
i col. (1977), i consisteix basicament en transferir I'RNA des d'un gel d'agarosa
desnaturalitzant fins a una membrana situada directament sobre el gel, ón
s'immobilitza. Després d'una prehibridació per tal de reduir la unió

inespecífica, la membrana s 'hibrida amb una sonda marcada (en el nostre cas

radioactivament), es renta per tal d'eliminar la sonda lliure o debilment unida,
i es realitza l'exposició autoradiografica. La sonda utilitzada sempre ha consistit
en un troc de cDNA complementari al mRNA que volem detectar.
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22.1. TRANSFERENCIA.

La transferencia de I'RNA s'ha fet per capilaritat, i la membrana
utilitzada ha estat de nil6 (Hybond N, Amersham). El procés consisteix en:

1. Es corren les mostres a transferir en un gel d'agarosa/formaldehid.

2. Es visualitzen colocant el gel sobre el transil.luminador de llum
ultraviolada i es fotografia (per tal de conservar les distancies de correguda deIs

pesos moleculars i per assegurar la cárrega correcta i la integritat del RNA).

3. Sobre una safata que contingui uns 500 ml de SSC xl0 (veure
Apendix) posem transversalment un vidre, i sobre aquest, un pont de paper
Whatman 3MM previament amarat amb la soluci6 de transferencia, de manera

que els seus extrems quedin submergits en ellíquid de la safata. S' eliminen les

possibles bombolles entre el pont i el vidre fent rodar per sobre una vareta de
vidre.

4. Es retalla i s'elimina la zona del gel corresponent als pous. Es col.loca
sobre el pont de Whatman 3MM de manera que la cara superior del gel quedi
tocant el ponto Utilitzant una pipeta Pasteur, mullem el gel amb el líquid de
transferencia i es treuen les bombolles de la manera indicada.

5. Posem sobre el gel la membrana de Hybond N que hem retallat de la
mateixa mida que el gel. La mullem i eliminem les bombolles. Abans de
col. locar la membrana sobre el gel és recomanable marcar un deIs extrems amb
un rotulador de tipus "perma-marker" d'Staedtler, per tal d'identificar-Ia i
coneixer l'orientaci6 respecte al gel.

6. Es posa un paper Whatman 3MM de la mateixa mida que el gel sobre
la membrana, es mulla i es treuen les bombolles. Repetim el mateix procés fins
col. locar tres papers Whatman 3MM. Sobre els papers Whatman s'afegeix una

pila d 'uns 10 cm de papers de filtre d 'una mida similar a la del gel.

7. Es posa un vidre recubrint la pila i al damunt un pes d 'uns 500 g.

8. Es deixa transferir per capilaritat alllarg d'unes 24 hores.

9. Es desmunta la transferencia. Es renta breument la membrana amb
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SCC x2 (per tal d'eliminar les restes d'agarosa que hagin pogut quedar
adherides), es deixa assecar a temperatura ambient al menys durant una hora.

10. Es col.loca la cara del filtre de niló que conté I'RNA sobre el
transil.luminador i l'irradiem durant 6 minuts. Aquest procés serveix per a fixar
I'RNA covalentment a la membrana (Sambrook i col., 1989).

11. Es fotografia la membrana i el gel per tal de mostrar l'eficiencia de
la transferencia.

12. Es guarda dins d'una bossa de plastic segellada a 4°C fins el dia de
la hibridaci6.

22.2. HmRIDACIO 1 RENTATS.

Les temperatures d'hibridaci6 i rentat s'han fixat en funci6 de la Tm

(temperatura de fusi6) de l'híbrid i de l'astringencia que s'ha volgut aplicar.
Hem hibridat en condicions relaxades (Tm-(20-25)OC) per tal d'afavorir la
formaci6 d'híbrids, i hem aplicat condicions més riguroses en el rentat.

L'estimació de la Tm l'hem feta segons la fórmula citada per Wahl i col. (1987)
per a híbrids DNA:RNA, tenint en compte que un 1 % de bases desaparellades
comporta el descens d'aproximadament 1°C en la Tm.

Tm = 79,8 + 18,5 log M + 58,4 (OC) + 11,8 (OC? - 820/L - 0,5 (% de

formamida) .

on:

M= concentraci6 molar de cations monovalents (Na").
OC= fracci6 molar de residus G i C com a expressi6 de la

composici6 de bases de la sonda. Si no es coneix, s'assumeix
un 0,5.

L= longitud en nucleotids de la cadena més curta del dúplex.
Hem assumit un valor de 100 en funci6 de la longitud mitjana de les
sondes marcades pel metode utilitzat de "random priming" .

22.2.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.

1. Soluci6 de prehibridaci6:
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- SSPE x5 (veure Apendix),
- Formamida desionitzada 50% .

- Soluci6 de Denhardt x5 (veure Apendix),
- SDS 0,1%.
- DNA d'esperma de salm6 200 p,g/ml (veure Apendix),

Previament a afegir-Io a la barreja es desnaturalitza escalfant-Io a 100°C durant
5 minuts. Es refreda en gel i s'afegeix a la barreja de prehibridaci6.

2. Soluci6 d'hibridaci6:

- SSPE x5 50%.
- Formamida desionitzada x5.
- Soluci6 de Denhardt x5.
- SDS 0,1 %.
- Sulfat de dextra 10%.
- DNA d'esperma de salm6 200 p,g/ml.
- Sonda marcada: 2x106 cpm/ml (veure Apartat 23).

Tant la sonda marcada com el DNA d'esperma de salm6 abans de ser

afegits a la barreja s'han desnaturalitzat posant-Ios conjuntament a 100°C al

llarg de 5 minuts. Immediatament es submergeixen en gel (per evitar la

rehibridaci6) i s'afegeixen.
El sulfat de dextrá s'afegeix perqué s'ha descrit que incrementa la unió

específica de la sonda radioactiva (Sambrook i col. 1989).

22.2.2. PROTOCOLo

1. Es posa la membrana dins d'una bossa de plastic. S'afegeix la solució
de prehibridaci6 (uns 100 p,1/cm2 de membrana) i es segella. S'incuba a 42°C
durant 3-6 hores amb agitaci6.

2. Es treu ellíquid de prehibridaci6 i es posa el d 'hibridaci6. Es segella
vigilant que no quedin bombolles i s'incuba a 42°C durant 12-16 hores amb

agitaci6.

3. Es treu ellíquid d'hibridaci6 i es posa la membrana en SCC x2. Es
renta alllarg de 10 minuts a temperatura ambient amb agitaci6.

4. Es fa un segon rentat de 15 minuts amb SCC xO,4, SDS 0,1% i a

55°C. En fmalitzar es fa un darrer rentat de 30 minuts també amb SCC xO,4,
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SDS 0,1% i a 55°C.

5. S'elimina l'excés de líquid de la membrana (pero amb compte de no

deixar-Ia assecar, ja que si aixo succeix no podrem tornar-la a hibridar), es

cobreix amb una pel.lícula plástica i es procedeix a l'exposici6 autoradiográfíca.

21.3. DESHmRIDACIO.

Un deIs aventatges de treballar amb membranes de nil6 és que poden ser

deshibridades i posteriorment rehibridades amb una sonda diferent, si bé en

repetir aquest procés es va perdent RNA i incrementant el marcatge inespecífico
El protocol seguit és el següent:

1. S'escalfa fins al'ebullició una solució de SSC xO, 1, SDS 0,1 %.

2. S'aboca dins d 'una safata que ja conté la membrana, i s' incuba a 90 °C
amb agitaci6 forta alllarg de 20-30 minuts.

3. Es treu l'excés de líquid de la membrana i es guarda segellada dins
d'una bossa de plastic a 4°C fins el dia de la nova hibridaci6.

23. MARCATGE RADIOACTIU DE DNA PER "RANDOM PRIMING".

El metode de marcatge de DNA per "random priming" va ser descrit per
Feinberg i Vogelstein (1983; 1984). Consisteix en posar el DNA a marcar, un

cop desnaturalitzat, en presencia d 'una barreja amb totes les combinacions
possibles d'hexanucleotíds. Aquests s'hibriden amb el DNA motIle, i en

presencia de l'enzim Klenow i de dNTPs (al menys un d'eIls radioactiu),
serveixen com a "primer" per a sintetizar, a partir deIs seus extrems 3' -OH,
cadenes complementaries al DNA motIle. D'aquesta manera s'obtenen sondes
marcades uniformement i d'alta activitat específica.

En el nostre cas hem utilitzat el "Random primed DNA labeIling kit" de

Boehringer (n'' cato 1004760) i hem seguit el protocol recomanat pels
subministradors. El desoxiribonucleósid trifosfat marcat que hem usat ha estat
el (a-32P)-dCTP d'ICN (n? cato 33004X). El DNA ja marcat que s'ha obtingut
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s 'ha Iliurat deIs nucleotids no incorporats per cromatografia en columna de

Sephadex G50 (NICK™ column, Pharmacia).

23.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.

1. "Reaction mixture" (subministrada pel kit). Aquesta barreja de reacci6
conté els hexanuclotids i TE.

2. dATP, dGTP i dTTP 5 mM (solucions subministrades pel kit). Es

prepara una barreja equimolar que anomenem dNTP (-C).

4. Enzim "Klenow", subministrat pel kit.

5. STE (veure Apendix).

6. ONA motIle.

23.2. PROTOCOLo

1. En un tub eppendorf es barrejen:

- Uns 25 ng de ONA motIle desnaturalitzat (part o tot el cONA per
al missatger problema). Per aixó s'escalfa a 100°C durant 5 minuts i a

continuaci6 es manté en gel fins el moment d'iniciar la reacci6.
- 2 ¡.d de RM x10.
- 3 ¡.tI de dNTP(-C).
- 50 ¡.tCi de (a-32P)-dCTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml).
- 1 ¡.tI de l'enzim Klenow (2 U/¡.tI).

S'ajusta el volum fms 20 ¡.tI amb aigua.

2. S'incuba la barreja a 37°C durant una hora.

3. S 'equilibra una columna de Sephadex G50 (Nict5° Column, Pharmacia)
amb STE. En primer Iloc es deixa buidar del líquid que conté i tot seguit
s'afegeixen 5 mI de STE. Quan cauen les darreres gotes d'aquest, es tapa la
columna fins el moment en que s'afegeixi la mostra.

4. S'afegeixen 180 ¡.tI de STE a l'eppendorf amb la reacci6 i es barreja.
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Treiem 2 JLI que es posen sobre un trocet petit de paper Whatman 3MM i la
resta (uns 198 JLl) es posa a la columna. Seguidament rentem el tub eppendorf
amb 200 JLI més de STE que també s'introdueixen a la columna. Recullim el

primer eluít (uns 400 JLl) dis d'un eppendorf (fracció 1).

5. Es van afegint a la columna alíquotes de 200 JLI de STE que es van

recollint en tubs eppendorf separats, fms un total de 6 fraccions. La sonda
marcada elueix en les fraccions 2-4.

6. Es dipositen 2 JLI de cada una de les fraccions a trocets de paper
Whatman 3MM, es deixen assecar i, juntament amb els 2 JLI de la barreja
inicial, es conten dins de vials de cintil.lació que contenen uns 5 ml de líquid
de cintil.lació a un comptador de radiació .B (Packard). Aquest comptantge ens

permetra coneixer el percentatge d'incorporació de 1'(a-32P)-dCTP. A més, ens
permetra controlar les cpm que introduirem en la barreja d 'hibridació.

7. Es guarden les fraccions d'interés a -20°C. El dia de la seva utilització
caldrá tenir en compte el decaíment de la radioactivitat.

24. SONDES DE cDNA.

L'obtenció de sondes marcades radioactivament, necessaries per a les
análisis de tipus northern blot realitzades en aquest treball, ha estat possible
grácies a que diferents laboratoris ens han cedit plsmidis recombinants que
contenen els cONAs d'interés.

Per tal de disposar d 'una quantitat suficient deIs diferents plasmidis
recombinants per als succesius marcatges radioactius deIs cONAs, s'han
transformat bacteris competents amb aquests plasmidis i hem fet preparacions
de ONA plasmídic de la manera ja detallada. Per digestió amb enzims de
restricci6 adequats s'han extret els inserts de cONA, s'han purificat i,
posteriorment, marcat pel metode del "random priming".

EIs plasmidis que contenen els cONAs utilitzats han estat els següents:

- GLUT-l huma: pGEM-4Z.GLUTl. Es tracta d'un plasmidi
recombinant construit a partir del vector pGEM-4Z (Promega) al qual s'ha
inserit en la diana de restricció SalI del polilinker un fragment del cONA de
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GLUT-1 huma (Shows i col., 1987) de 1752 pb de longitud amb linkers SalI.

Nosaltres hem utilitzat com a proba motIlo del marcatge un fragment de 1346

pb resultant de la digesti6 amb EcoRI.

- GLUT-l de rata: prGT3. Plasmidi resultat d'inserir en la diana
EcoRI del polinker de pBluescript un fragment de 2,6 kb de longitud del cONA
de GLUT-l de rata (Birnbaum i col., 1986). La sonda a marcar s'obtenia taIlant
amb EcoRI.

- GLUT-3 de ratolí: pmGLUT3-1. Plasmidi producte d'inserir un
fragment de 600 pb del cONA de GLUT-3 obtingut per PCR en el Iloc de
clonaci6 HincIl del vector pGEM4Z. Ens va ser Iliurat amablement pel Dr. G.
BeIl (Univ. Chicago).

- Glut-4 de rata: pSM 1-1-1. Plasmidi obtingut de la inserció d 'un

fragment de 2470 pb del cONA de GLUT-4 de rata (Birnbaum, 1989) en la
diana EcoRI de pBluescript KS+. S 'utilitza com a sonda el producte de digerir
amb EcoRI.

- Glut-5 huma: pUC13.GLUT5. Constructe obtingut d'inserir en
la diana EcoRI de pUC13 un fragment EcoRI de 1886 pb del cONA de GLUT-
5 huma (Kayano i col., 1990). La sonda era el fragment Iliurat amb EcoRI.

- B-actlna de rata: pAC18.1. Plasmidi obtingut d'insertar en el

polilinker de pBR322 un fragment HindIlI-EcoRI de 4500 pb del ONA genomic
de la .B-actina de rata (Nudel i col., 1983). Per digesti6 amb HindIlI i EcoRI es
lliura l'insert. Es recomenable digerir amb un tercer enzim que només taIli el

plasmidi, ja que les mides d'aquest i del nostre fragment són molt semblants.
L'enzim utilitzat ha estat PstI.

- Id de rata: pE:ld(S). Plasmidi obtingut de subclonar un fragment
de 922 pb del cONA d'ld (Benezra i col., 1990) dins de la diana EcoRI del

plasmidi pEMSV-scribea2 (Davis i col., 1987). Digerint amb Smal s'aIlibera
el fragment d'ld.

- MyoD de ratolí: pEMCIIs, també anomenat LTR-MyoD
(Weintraub i col., 1989). Plasmidi obtingut d' inserir un fragment de 1785 pb
del cONA de MyoO (Davis i col., 1987) dins de la diana EcoRI del vector

pEMSV-scribea2. Digerint amb EcoRI es va obtenir el fragment de 1785 pb
que es va utilitzar com a sonda.

90



- Miogenina de ratolí: EMSV-My08. Plasmidi obtingut d'inserir
dins de la diana EcoRI del vector pEMSV-scribeoz un fragment de 1400 pb que
contenia tot el cONA corresponent a la miogenina (Edmondson & Olson, 1989).
Digerint amb EcoRI s'obtenien tres fragments, un de 3900 pb (el vector), un
d'uns 1000 pb i un més petit de SOO pb. El de 1000 pb és el que es va utilitzar
com a sonda per a les probes de northern blot.

- Myf 5 huma: obtingut de la
11American Type Culture Collection

11
•

Digerint amb EcoRI s'allibera un insert de 1,2 kb del cONA de MyfS, que és
1 'utilitzat per als

11northerns 11

•

25. TRANSFECCIONS CEL.LULARS.

Per a la transfecci6 de cel.lules L6E9 s'ha utilitzat el metode del fosfat
calcic descrit perWigler i col. (1979). Es basa en la introducci6 en les cel.lules
de ONA plasmídic dins d'un precipitat de fosfat cálcic que s'adhereix a la

superfície cel.lular. Aquest precipitat es forma per la barreja lenta entre una

soluci6 de salí amb fosfat i tamponat amb Hepes (o HBS per "Hepes buffered

saline") a un pH determinat (normalment 7,OS), i una soluci6 que conté clorur
calcic i el ONA. Aquest precipitat, que acostuma a ser visible com un fi núvol
al voltant de les cel.lules, és el que s'adhereix a la superfície cel.lular i és
introduit dins de la cel.lula per un mecanisme desconegut. La quantitat de ONA
absorvit s'intenta incrementar mitjancant l'aplicaci6 d'un shock de glicerol.

Es molt important el pH de 1 'HBS per tal d'obtenir una bona transfecci6
ja que d'aquest depen la mida del precipitat que es forma. Si el precipitat és
massa gran, l'eficiencia de la transfecci6 baixa dramáticament. Es recomana

sempre probar un conjunt de diferents HBSs amb pHs diferents (entre 6,9 i 7,2)
transfectant les cel.lules amb un plasmidi que contingui una activitat enzimática
que poguem mesurar (per exemple, 6-galactosidasa o 6-GAL, o l'activitat
cloranfenicol acetil transferasa o CAT) i fer la corba d'eficiencia per als
diferents HBSs. També és recomenable haver preparat un volum gran de cada
un d'aquests HBSs i guardar el més eficient aliquotat i congelat a -20°C. No
és bo congelar i descongelar moltes vegades una mateixa mostra d'HBS, ja que
pot canviar l'eficíencia.

L'eficiencia de la transfecci6 entre una mostra i una altra pot ser diferent
per problemes de carácter metodologic, de manera que la quantitat de ONA
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problema que s'haurá introduit dins de les cel.lules sera diferent. Així,
diferencies en l'activitat "reporter" CAT (veure més endavant, apartat 25.1)
producte deIs diferents plasmidis assajats o de les diferents condicions assajades
no podem saber si són degudes a diferencies reals en l'activitat del nostre

promotor o a diferents quantitats del plasmidi. Per tal de poder normalitzar els
resultats obtinguts per I'eficiencia real de la transfecció, a més del plasmidi amb
l'activitat CAT s'introdueix un plasmidi que codifica per a una altra activitat

enzimática, l'activitat 6-galactosidasa. Per a totes les mostres sempre es valoren
les dues activitats en paralel, i es corregirá l'activitat CAT per l'activitat 6-
GAL.

Per últim, la quantitat de DNA problema que es transfecta és entre 5 i 10

tig, Pero s 'ha comprobat que l'eficiencia de la transfecció puja molt si la

quantitat de DNA total a transfectar és gran (al voltant deIs 40 p.g) que no si és

petita. Així, s'afegeix un DNA que no interfereixi amb les activitats

enzimatiques o DNA "carrier" fins arribar als 40 p.g totals. Aquest DNA pot
ser DNA d'esperma de salmó o en el nostre cas, el plasmidi SK- (d'Stratagene).
Tots els plasmidis que s'han utilitzat per a les transfeccions es van obtenir

mitjancant el metode de MAXIPREP de QIAGEN (veure apartat 15.2).

25.1. DESCRIPCIO DELS PLASMIDIS UTILITZATS EN LES
TRANSFECCIONS.

En aquest estudi s'ha volgut estudiar l'activitat d'un fragment de 2,1 kb
del promotor de GLUT-1 de rata que ens va ser proporcionat pel Dr. M.
Birnbaum (Harvard Univ.). Amb aquest objectiu es va lligar aquest fragment
de promotor al davant (a 5') del cDNA corresponent a una activitat enzimatica

"reporter", és a dir, que estigui absent de la cel.lula on s'introdueix i que la
seva presencia segui funció directa de l'activitat transcripcional del nostre
promotor. Aquest nou plasmidi es va anomenar G 1CAT. A continuaci6 es van

generar deleccions de la zona més a 5' del fragment de promotor grácies a la
utilitzaci6 de diferents enzims de restricci6 de diana única dins d'aquesta zona.

Aquest s6n els diferents constructes que es van probar en les transfeccions.

1. CAT: CAT basic de Promega.

2. GICAT: es va generar tallant el plasmidi CAT amb Xbal (perqué
quedés el polilinker a 5' del promotor), omplint amb "klenow" i tractant-lo amb
fosfatasa alcalina per evitar que en la lligaci6 es pugués relligar. El fragment
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de 2106 pb del promotor de GLUT-l més 134 pb de la zonaja transcrita pero
no traduída, es va alliberar del plasmidi que el contenia mitjancant la utilització
de EcoRI i Xhol i es va tractar amb "klenow". A continuaci6 es van lligar els
dos fragments utilitzant el protocol de lligaci6 per extrems roms ja descrito Es
va comprobar que es trobessin en l'orientaci6 correcta mitjancant la utilitzaci6
de diferents combinacions d'enzims de restricci6.

3. GICAT-mndlII: generat tallant G1CAT amb l'enzim Hindlll, que té
una diana al polilinker de CAT i una altra a la posici6 -1672 (considerant com
a O l'inici de transcripci6, és a dir, el final del fragment de promotor estudiat
seria la posici6 -2106) del promotor de GLUT-1 i relligant amb lligasa. La
diana Hindlll es regenerava.

4. GICAT-BstEII: obtingut tallant el constructe G1CAT-Hindlll amb els
enzims Hindlll i BstEII (amb diana a la posici6 -1203 del promotor), tractant
amb "klenow" i relligant.

5. GICAT-BanII: generat tallant G1CAT-Hindlll amb Hindlll i BaDIl
(diana a la posici6 -812 del promotor), omplint i relligant.

6. GICAT-SmaI: obtingut tallant G1CAT-Hindlll amb Hindlll i Smal
(amb diana a -201 del promotor), omplint i relligant.

7. G1CAT-Saol: generat d' idéntica manera pero tallant amb Saul

(posici6 -99).

8. GICAT-BssIDI: obtingut d'identica manera pero amb BssHII (diana
a la posici6 -15).

25.2. MATERIALS, REACTIUS I SOLUCIONS.

1. HBS x20:

- NaC12,8 M.
- Hepes 0,5 M.
- Na2HPOs 15 mM.

Es dissolt en aigua destil.lada, es filtra i es guarda a -20°C.
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2. HBS x2: es dissolt 1/10 I'HBS x20 en aigua destil.lada, es porta al pH
desitjat (normalment 7,05) amb sosa, es filtra i es guarda a -20°C.

3. Soluci6 de clorur de calci:

- CaCl2 2 M.
- Tris-HCI 100 mM.

Es porta a pH 7,2, es filtra i es guarda a -20°C.

4. Soluci6 de glicerol:

- HBS x20 diluit 20 vegades.
- 15 % glicerol

5. DNA carrier: plasmidi SK- (Stratagene).

6. DNA del plasmidi 6-GAL (Promega).

7. DNA problema.

8. Tubs de 15 ml esterils (Corning 25311-15).

9. Medi DMEM.

25.3. PROTOCOLo

1. Sembrar 750.000 cel.lules en una placa de 10 cm de diametre. Als dos
dies assoleixen una confluencia d'entre un 40 i un 50%. Llavors es comenca la
transfecci6.

2. Descongelar les diferents solucions que s 'utilitzaran i manternir-les a

temperatura ambient. Barrejar per a cada placa a transfectar, 62 1'1 de la soluci6
de CaCl2 amb 5 p.g del plasmidi 6GAL, 5 p.g del plasmidi problema i 30 p.g del

plasmidi carrier, i arribar fins a 0,5 mI amb aigua estéril.

3. Afegir gota a gota la barreja anterior a un tub de 15 ml que ja
contingui 0,5 ml de l'HBS x2 agitant amb el v6rtex a baixa velocitat. Deixar-ho
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reposar al llarg de 30 minuts. S'ha de veure que poc a poc la solució es va

tomant d 'un color més blanquin6s per la formaci6 del precipitat.

4. Treure el medi de la placa de cultiu i afegir el mililitre del precipitat
ben repartit sobre les cel.Iules. Deixar-Io alllarg de 15 minuts.

5. Afegir 8 ml del medi normal a les cel.lules. En el cas de voler obtenir
miotubs en aquest mateix moment ja s'afegeix el medi de diferenciació.

6. A les 18 hores de la transfecci6 es treu el medi i es renta dues vegades
amb medi DMEM.

7. S'afegeix 1 ml de la solució de glicerol i es deixa al llarg de tres

minuts sobre les cel.lules.

8. S'afegeixen uns 5 ml de medi DMEM, s'aspiren rápidament i es fa un

rentat addicional també amb medí.

9. S'afegeixen 8 ml del medi normal i a les 72 hores s'arranquen les
cel.lules per obtenir extractes citoplasmátics amb el que valorar l'activitat CAT
i BGAL.

26. PREPARACIO D'EXTRACTES CITOPLASMATICS.

EIs enzims produits pels plasmidis introduits dins de les cel.lules, CAT
i B-GAL, tenen una localitzaci6 citoplamatica. Així, per a poder valorar les
seves activitats hem d'obtenir preparacions deIs citoplasmes de les cel.lules, el
que anomenem extractes citoplasmatics.

26.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.

1. STE (veure Apendix).

2. Tris-HCI 0,25 M, pH 7,5.

26.2. PROTOCOLo
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1. Treure el medi de la placa i rentar les cel.lules dues vegades amb PBS.

Afegir 0,5 mI de STE, arrancar-les i coI.locar-les a un tub eppendorf. Acabar
de netejar la superfície amb 0,5 mI més de STE.

2. Centrifugar a máxima velocitat amb la centrífuga d'eppedorfs a 4°C
al Ilarg de 10 minuts.

3. Treure el sobrenedant i afegir 200 p,1 de la soluci6 de Tris-HCI 0,25
M. Vortexejar per a resuspendre bé el precipitat de les cel.lules.

4. Realitzar un cicle de congelació-descongelaci6 coI.locant I'eppendorf
dins de nitrogen líquid 5 minuts, a un bany a 37°C 5 minuts més i vortexejar.
Repetir el cicle dues vegades més.

5. Centrifugar al llarg de 5 minuts a máxima velocitat a la microfuga a

4°C. El sobrenedant d'aquesta centrifugaci6 és l'extracte citoplasmatic que es

congela rapidament i es guarda a -80°C.

27. ASSAIG DE L'ACTIVITAT 8-GALACTOSIDASA.

- MgCI2 0,1 M.
- .B-mercaptoetanol 4,5 M.

27.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.

1. Soluci6 de magnesi:

2. Tamp6 fosfats 0,1 M (per a preparar 100 mI):

- 41 mI de Na2HP04 0,2 M.
- 9 mI de NaH2P04 0,2 M.
- 50 mI d'aigua.

3. Soluci6 d'ONPG (orto-nitrofenil .B-D-galactopiranosid): diluir 4 mg en

1 mI del tamp6 fosfats.
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5. Mostres d'extractes citoplamátics.

27.2. PROTOCOLo

1. Per a cada punt preparar 250 JLl de barreja de reacció: 3 JLI de la
solució de magnesi, 66 JLI de la solució d'ONPG i 181 JLI de tampó fosfats 0,1
M.

2. Afegir als 250 JLI de la barreja de reacció, 50 JLI de l'extracte
citoplasmatic. Incubar-lo al llarg de 3 hores a 37°C. Ha d'adoptar un color

groguenc.

3. Aturar la reacció amb 0,5 mI de la solució de Na2C03 1 M.

4. Llegir a I'espectrofotornetre a 420 nm.

Com a control negatiu s 'utilitzen 250 JLI de la barreja de reacció amb 50
ILI de Tris-HCI 0,25 M. Com a control positiu de la barreja de reacció s'afegeix
a 50 JLI de Tris-HCI 0,25 M 1 JLI de 6-galactosidasa purificada (Boehringer
Mannheim 105 031).

28. ASSAIG DE L'ACTIVITAT CLORANFENICOL ACETIL
TRANSFERASA (CAT).

El metode utilitzat per a valorar l'activitat CATes basa en la capacitat
d'aquest enzim de transferir grups acetil des de l'acetil CoA al cloranfenicol.
Per a poder visualitzar el resultat de l'assaig, el cloranfenicol que s'utilitza esta
marcat amb 14C. Per tal de separar el producte acetilat del que no ho esta es

practica una cromatografia en capa prima sobre sílica gel utilitzant com a fase
mbvil una barreja de cloroform/metanoI19:1. El cloranfenicol acetilat (del que
poden arribar a visualitzar-se dues especies, l'acetilat una vegada i l'acetilat
dues vegades) té una movilitat més elevada que el cloranfenicol sense acetilar,
de manera que és fácil de visualitzar sobre una placa fotográfica. Calculant el
percentatge de cloranfenicol acetilat sobre el total de cloranfenicol acetilat o no

tenim una estima de l'activitat CAT de la nostra mostra.
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28.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.

1. Tris-HCI 1 M, pH 7,5.

2. Acetil CoA 10 mM.

3. Cloranfenicol marcat amb 14C (ICN Biomedicals, 92 mCi/mmol, 100

p,Ci/mI).

4. Acetat etílico

5. Placa de cromatografia de sílica-gel sobre Polyester (Sigma).

6. Barreja de cloroform/metanol 19: 1.

28.2. PROTOCOLo

1. Barrejar: 75 p,l d'extractes citoplasmatics, 32,5 p,l de la soluci6 de
Tris-HCI 1 M, 20 p,l de la soluci6 d'acetil CoA 10 mM, 1 p,l de cloranfenicol

(0,1 p,Ci) i 21,5 p,l d'aigua en un eppendorf.

2. S'incuba a 37°C al llarg de 4 hores.

3. S'afegeix 1 mI d'acetat etílic i s'agita. Aquest pas serveix per extreure
el cloranfenicol, que anira a la fase superior lipofila (l'acetat etílic), de la resta

de components de la reacci6 que quedaran a la fase inferior.

5. Es treu la fase superior i es col.loca a un nou eppendorf.

4. Es centrifuga un minut a la centrífuga d'eppendorfs a la máxima
velocitat.

6. S'evapora tot l'acetat etílic mitjancant la utilitzaci6 de 1"'speedVac" al
llarg d'uns 30 minuts.

7. S'afegeixen 30 p,l d'acetat etílic i s'agita.

8. S'apliquen els 30 p,l de mostra (de cinc en cinc) a una placa de

cromatografia en capa prima de sílica gel sobre polyester. Com a fase móvil
s'utilitza la barreja de clorofor/metanol 19:1. Aquesta barreja es prepara el
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mateix dia de l'experiment per evitar que s'evapori el metanol i varii la

proporci6, i es deixa dins del tanc unes hores abans de fer la cromatografia per
tal que els vapors de la soluci6 saturin el tanc i així el temps de correguda siqui
més breu. Es submergeix la placa dins del tanc i quan el front arriba al'extrem

superior es treu i es deixa assecar .

9. Per últim, es visualitza el resultat de l'experiment o bé mitjancant la
utilitzaci6 d 'un aparell de tipus AMBIS_

---------------- ,i, o bé exposant la placa
amb un film de tipus Kodak X-OMAT AR.

29. OBTENCIO D'EXTRACTES NUCLEARS.

El següent protocol consisteix en l'obtenci6 inicialment de nuclis a partir
de cel.lules en cultiu (extret del Current Protocols in Molecular Biology). Una
vegada obtinguts aquests, es poden utilitzar directament (en el cas d'experiments
de tipus "ron-on") o bé es pot continuar el protocol fins a obtenir extractes de

proteínes nuclears, que és el que s'utilitza com a mostra en el cas d'experiments
de tipus "band shift" o de "footprinting". El protocol d'extracci6 consisteix en

incrementar paulatinament la pressió osmótica del medi, de manera que

s'aconsegueix extreure lentament el contingut proteic del nucli sense arrossegar
la matriu de cromatina. Aixo és possible si l'increment de l'osmolaritat és molt
lento Si és massa rapid els nuclis es colapsen i precipiten.

Es parteix de quatre plaques de 15 cm de diámetre amb cel.lules en

confluencia.

29.1. MATERIALS, REACTIUS 1 SOLUCIONS.

1. Tamp6 hípotonic, pH 7,9:

- Hepes 10 mM.
- MgCl2 1,5 mM.
- KCII0 mM.
- PMSF 0,2 mM*.
- DTT 0,5 mM*.
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2. Tamp6 de diálisi, pH 7,9:

- Hepes 20 mM.
- Glicerol 20% .

- KCll00 mM.
- EOTA 0,2 mM.
- PMSF 0,2 mM*.
- OTT 0,5 mM*.

3. Tamp6 d'alta concentraci6 de sals, pH 7,9:

- Hepes 20 mM.
- Glicerol 25 %.
- MgCl2 1,5 mM.
- KCIl,2 M.
- EOTA 0,2 mM.
- PMSF 0,2 mM*.
- DTT 0,5 mM*.

4. Tamp6 de baixa concentraci6 de sals: exactament igual que el d'alta
concentraci6 pero amb KCI 0,02 M en lloc de 1,2 M.

5. Trypan blue--------------.

6. Homogenitzador de tipus "potter" (Afora S-314).

* Aquests dos reactius sempre s'han d'afegir immediátament abans de

comencar l'experiment.

29.2. PROTOCOLo

Tot el procés s'ha de realitzar a 4°C:

1. Es treu el medi de la placa i es neteja dues vegades amb PBS.

2. S'afegeixen 2 mI de PBS fred i s'arranquen les cel.lules amb l'ajut
d'un "scraper". A continuaci6 s'afegeixen 2 mI més i s'acaba de netejar la

placa. EIs quatre mI es col.loquen a un tub de 15 mI.
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3. Es centrifuga 10 minuts a 2000 g.

4. Es treu el sobrenedant i es calcula (més o menys) el volum que ocupa
el precipitat. S'afegeixen cinc vegades el volum de precipitat de medi hipotonic
i es resuspen rápidament amb l'ajut d 'una pipeta.

5. Es centrifuga al llarg de cinc minuts a 2000 g.

6. Es treu el sobrenedant i es calcula el volum del precipitat. S'afegeix
tamp6 hipotonic fins a arribar a 3 vegades el volum del precipitat del pas 4

(p.e.: si el volum del precipitat del pas 4 era de 400 #tI i després del pas 5 ha

pujat per efecte de la hipotonicitat del medi fins a 600 #tI, haurem de completar
fins a 400x3, 1200 #tI amb tampó hipotonic). Es resuspen i es col. loca en gel
al llarg de 10 minuts.

7. S'homogenitza a un "potter" 10 vegades lentament. En acabar s'ha de

comprobar tenyint amb "trypan blue" i mirant al microscopi que
l'homogenitzaci6 de les cel.lules ha estat total. Si és així, es continua amb el

protocol, si encara no és complerta es continua homogenitzant.

8. Es centrifuga 15 minuts a 3500 g. El precipitat són els nuclis.

9. Es mesura el volum del precipitat de nuclis i es resuspen en

aproximadament la meitat del volum d'empaquetament de tamp6 de baixa
concentraci6 de sals. Per comprobar que efectivament hi han nuclis, que no

estan contaminats d'altres organuls cel.lulars i poder contar-los, un petit volum
de la mostra es tenyeix amb "trypan blue" i es mira al microscopio Si el que
voliem obtenir eren nuclis congelem immediátament la mostra. Si pel contrari
volem obtenir extractes nuclears, continuarem amb el protocol.

10. Per obtenir els extractes nuclears es procedeix a afegir tampó d'alta
concentraci6 de sals per tal que la concentraci6 final de KCI sigui de 0,3 M.

Aquest volum de tamp6 d'alta concentraci6 de sals s'ha d'afegir lentament, de
10 #tI en 10 #tI i agitant després de cada afegit per immersi6.

11. Posar a agitar per immersi6 al llarg de 30 minuts.

12. Es centrifuga 30 minuts a la microfuga a la máxima velocitat.

13. Es col. loca el sobrenedant a una bosseta de diálisi i es posa a dialitzar

alllarg de 30 minuts dins d'un volum de tamp6 de diálisi d'aproximadament 75



vegades el volum de mostra.

14. Es treu la mostra de la bosseta, es posa dins d 'un eppendorf i es

centrifuga 20 minuts a la microfuga a máxima velocitat. El sobrenedant és la
mostra d'extractes nuclears que s'ha d'aliquotar rápidament i guardar a -80°C.
Una part s'utilitza per a mesurar la quantitat de proteines.

30. ASSAIG DE RETARDACIO EN GEL (BAND SIDFT).

30.1. INTERACCIO PROTEINA-DNA.

30.1.1. SOLUCIONS 1 REACTIUS.

1. Tamp6 de diálisi: el mateix que s 'utilitza al'obtenci6 d'extractes
nuclears.

2. Poly dI:dC (Sigma P-4929, 10 unitats): Es resuspen tot el contingut del
pot en 600 pJ d'aigua, es fan fraccions de 30 p,l i es guarden a -20°C.

3. Extractes nuclears.

4. DNA al que s'ha d'unir la proteina marcat amb 32p.

30.1.2. OBTENCIO 1 MARCATGE DEL DNA.

El troc que s 'ha utilitzat s 'ha obtingut tallant el plasmidi G 1CAT-SmaI
amb l' enzim de restricci6 AvaIl, el que d6na un gran fragment diferents
fragements, entre ells un de petit de 66 pb que correspon a la zona d'interés.

Aquest últim s 'ha purificat mítjancant electroeluci6 i s 'ha quantificat per
comparaci6 en el gel amb quantitats conegudes del marcador de pesos
moleculars. Es van obtenir al voltant de 100 ng de DNA que es van

resuspendre en 25 p,l de TE.

El marcatge del troc de DNA es va realitzar utilitzant el "Random

primed DNA labelling kit" de Boehringer ja descrit anteriorment (veure apartat
23). El protocol del marcatge del troc de DNA consisteix en:
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1. Barrejar a un tub eppendorf 15 Id del DNA (uns 60 ng), 5 poI de [Ci.-
32P]-dCTP (ICN nO cat. 33OO4X, 3000 Ci/mmol, 10 mCi/mI), 2,5 poI de la

barreja de reacci6 del "kit", 3,75 poI de la barreja 1,7 mM deIs nucleotids

dATP, dGTP i dTTP, i 1 J.tl de l'enzim "klenow".

2. Incubar a 37°C alllarg de 30 minuts.

3. Precipitar el DNA afegint 250 J.tl d'acetat amonio 5 M (no s'utilitza
acetat sodio per tal d'evitar que també precipitin els nucleotids) i 750 poI
d'etanol absolut. Barrejar bé, deixar-ho al llarg de 30 minuts a -80°C 1

centrifugar 30 minuts a la máxima velocitat a la centrífuga d'eppendorfs.

4. Es treu el sobrenedant, s'afegeixen 500 J.tl d'etanol 80%, es resuspen
el precipitat utilitzant el v6rtex, es posa a -80°C al llarg de 15 minuts i es

centrifuga de nou 30 minuts a máxima velocitat. Per últim, es treu el
sobrenedant i es resuspen el precipitat en 100 poI de TE. Es compten 2 poI en el

comptador d'escintil.laci6 líquida per a coneixer l'activitat específica.

30.1.3. PROTOCOL DE LA INTERACCIO PROTEINA-DNA.

1. S'afegeixen a tubs eppendorfs siliconitzats els extractes nuclears

(normalment entre 5 i 10 J.tg), el poly dl:dC (2 poI), el DNA competidor fred (si
n 'hi ha), tamp6 de dialisi per compensar els diferents volums d'extractes
nuclears que volguem probar (intentant que mai el percentatge de glicerol final
siqui més del 12%), i aigua per tal que el volum final a tots els tubs sigui el
mateix, habitualment 12 J.tl. L'ordre en que s'han d'afegir els diferents

components és:

a) tamp6 de diálisis i aigua.
b) DNA competidor fred (si n'hi ha).
e) extracte nuclear.

d) poly dl:dC.

2. Es fa un "speen" i es preincuba aquesta barreja alllarg de 15 minuts
a temperatura ambient.

3. S'afegeix el DNA marcat, unes 20.000 cpm per tub i es posa 10
minuts en gel..

4. Es fa un "speen" i ja es pot passar a carregar el gel.
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30.2. GEL 1 ELECTROFORESI.

30.2.1. SOLUCIONS 1 REACTIUS.

1. TBE x5:

- Tris-base 0,45 M.
- Aeid boric 0,45 M.
- EDTA 10 mM, pH 8 (p.e., s'afegeixen 20 mI d'una soluci6

d'EDTA 0,5 M de pH 8 per a preparar 1 litre de TBE x5).

2. Aerilamida 30% .

3. Bisaerilamida 2% .

4. Persulfat d'amoni 10%.

5. TEMED.

6. "Stop buffer" de seqüeneiaei6:

- Formamida 95%.
- EDTA 20 mM.
- Bromofenol blue 0,05%.
- Xylene eyanol 0,05%.

30.2.2. PROTOCOLo

1. En primer lloe i el mateix dia de l'experiment es prepara el gel. En el
nostre eas era del 5% d'aerilamida-bisaerilamida (relaei6 30:0,8),0,5% de TBE
i 0,045% de persulfat d'amoni. Es barreja i es desgassifiea al llarg d'uns 10
minuts. Per últim, s'afegeix el TEMED (uns 25 1.tI per uns 80 mI de la barreja
que donara el gel) i es eol.loea dins del sistema d'eleetroforesi per tal que
polimeritzi. Una vegada ha solidifieat, es preeorre a 100 volts al llarg de 90
minuts a 4°C utilitzant eom a tamp6 TBE xO,5.

2. Es carreguen les mostres en els diferents earrils i en el darrer es

earreguen un parell de 1'1 de l'''stop buffer" de seqüeneiaei6, que és el que ens
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indicara quan aturar la correguda. El gel s'acostuma a córrer a 4°C a uns 225
volts al llarg d 'unes tres hores.

3. Una vegada ha corregut, s'extrau el gel, s'asseca i es posa a exposar
utilitzant films del tipus AGFA Curix RP2.

31. APENDIX: SOLUCIONS D'US GENERAL.

- AIGUA TRACTADA AMB DEPC (AIGUA DEPC).

S'incuba aigua ultrapura (MilliQ, Millipore), a la qual hem afegit DEPC
(0,01 %) durant 12 hores a 37°C i, posteriorment, s'autoclava per tal d'eliminar
qualsevol resta de DEPC Ga que podria alterar químicament els residus de

purines de I'RNA).

- DNA D'ESPERPA DE SALMO.

1. Dissolem el DNA d'esperma de salm6 en aigua estéril (lO mg/ml)
durant 2-4 hores a temperatura ambient.

2. S'ajusta la concentraci6 de NaCI a 0,1 M.

3. Es fa una extracci6 amb fenol neutre (veure més endavant): s'afegeix
un volum igual de fenol, s 'agita, es centrifuga a baixa velocitat i es recull la
fase aquosa superior.

4. Es fa una extracció amb fenol/cloroform: es procedeix exactament

igual que en l'apartat anterior pero utilitzant en lloc de fenol sol una barreja de
fenol/cloroform (1: 1).

5. Recollim la fase aquosa i la passem per una xeringa de 17G varíes

vegades o, alternativament, la soniquem.

6. Precipitem la soluci6 amb 2 volums d'etanol a -20°C durant un mínim
de 2 hores.
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7. Redissolem el precipitat en aigua estéril, de manera que la
concentraci6 de DNA s'aproximi a 10 mg/ml.

8. Es determina la concentraci6 exacta fent una lectura d'absorvancia a

260 nm.

9. Es guarda aliquotat a -20°C. El dia que s'utilitzi és convenient tornar
a sonicar-Io.

- FENOL ACID.

Es liqua el fenol (Merck, ref. 206) posant-Io a un bany a 65°C i deixant
la tapa una mica oberta (per eliminar els gasos que es puguin formar; tot el
procés s'ha de realitzar sota una campana extractora de gasos). A continuació

s'afegeix a la mateixa ampolla aigua tractada amb DEPC, i es barreja fins que
es formi una emulsi6. Es deixa reposar a 4°C perqué es separin bé les dues
fases. Aspirem l'excés d'aigua deixant només uns pocs milímetres que
recobreixin el fenol i es guarda a 4 "C protegit de la 11um.

- FENOL NEUTRE.

1. S'afegeix a fenol saturat amb aigua el mateix volum de Tris-HCl1 M,
pH 8. Es barreja per inversi6.

2. Separem les dues fases per centrifugaci6 a 4000 rpm durant 5 minuts.
S'elimina la fase aquosa i es mira el pH d'aquesta. Si es inferior a 7, repetim
el pas anterior; en cas contrari, prosseguim.

3. Afegim un volum igual de Tris-HCI 0,1 M pH 8. Es barreja per
inversi6.

4. Es separen les fases per centrifugaci6 (4.000 rpm). Es mira el pH de
la fase superior, i si és inferior a 7 es repeteix aquest pas; en cas contrari ja es

pot guardar a 4"C protegit de la 11um.

- FORMAMIDA DESIONITZADA.

S'afegeix a la formamida 0,1 g/mI de reina Amberlite MB3 (Sigma).
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S'agita en un agitador magnetic a temperatura ambient durant 30 minuts. Es
filtra a través de paper Whatman lMM, es fan alíquotes i es guarda a -20°C.

- LB.

- Triptona 1 %.
- Extracte de llevat 0,5%.
- NaCl 0,5%.

S'ajusta el pH a 7,5 amb NaOH i s'autoclava.

Per a preparar plaques amb medi solid, afegim a I'LB abans d'autoclavar­
lo agar a 1'1,5%. S'autoclava i es deixa temperar a 50°C. S'aboca el medi
sobre les plaques i es deixa solidificar a temperatura ambiento Es conserven a

4 "C en posici6 invertida.

Opcionalment es pot afegir, després de temper-lo a 50°C, ampicilina 100 p.g/ml
si el que volem és seleccionar un els bacteris transformats per un plasmidi
recombinant.

- PBS.

- NaCI 137 mM.
- KC12,7 mM.
- KH2P04 1,47 mM.
- Na2HP04.2H20 8 mM.

- SOLUCIO DE DENHARDT x50.

- Ficoll 1%.
- Polivinilpirrolidona 1 %.
- BSA 1 %.

Es guarda aliquotada a -20°C.

- SSC x20.

- Citrat trisodic 0,3 M, pH 7.

107



- NaCl3 M.

- SSPE x20.

- NaH2P04 0,2 M, pH 7,4.
- NaCl3 M.
- EDTA 0,02 M.

- STE.
- NaCl 0,1 M.
- Tris-HCl 10 mM.
- EDTA 1 mM.

- TE.

- Tris-HCl 10 mM, pH 7,5.
- EDTA 1 mM.
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RESULTATS

CAPITOL 1

EXPRESSIO DE TRANSPORTADORS DE GLUCOSA DE TIPUS GLUT
EN CEL.LULES ENDOTELIALS ECV304 EN CULTIU. EFECTE DE LA
mPERGLUCEMIA.

Les principals complicacions que comporta la diabetis, com la retinopatia
(que acabara donant lloc a ceguesa), la nefropatia (que provocara la fallada

renal) o les complicacions vasculars (augment deIs riscs de patir aterosclerosi),
s6n totes elles manifestacions locals d 'una amplia microangiopatia. Aquesta s 'ha
demostrat que és el resultat directe o indirecte de la resposta de les cel-lules
endotelials deIs vasos front els canvis bioquímics provocats per la hiperglucemia
(Lorenzi i Cagliero, 1991; Larkins i Dunlop, 1992; Ruderman i col., 1992;
Mandarino, 1992). Així, la principal característica de la microangiopatia és
l'acúmul d'una extraordinaria membrana basal, llamina que provocara la perdua
de la ce! ·lula endotelial i l'oclusi6 final del microvas, S'ha demostrat, en estudis
amb cel-lules endotelials en cultiu, que aquestes responen a la hiperglucemia
incrementant l'expressi6 de diferents proteínes integrants de la membrana basal,
com ara el col-lagen IV, la fibronectina o la laminina (Cagliero i col., 1991).
A més, la hiperglucemia provoca una disminuci6 en la capacitat proliferativa
de les cel-lules endotelials, el que també influeix en la disminuci6 de

l'angiogenesi i la perdua de la cel-lula de l'endoteli (Lorenzi i col., 1985).

Per explicar els efectes de les altes concentracions de glucosa sobre el
metabolisme de les cel-lules endotelials s 'han postulat diferents mecanismes . Un
deIs principals és el metabolisme del sorbitol, que estaria incermentat a partir
de les altes concentracions de glucosa presents dins de la cel-lula (Ruderman
i col., 1992; Mandarino, 1992). Aixo comportaria diferents efectes, entre ells,
problemes osmotics, disminuci6 en el contingut de mioinositol i en

conseqüencia, del metabolisme deIs fosfatidilinositols, augment de la fructosa,
etc. Altres vies que s 'han implicat en els efectes provocats per la hiperglucemia
són la glicosilaci6 no enzimatica i la producci6 de radicals lliures (Ruderman
i col., 1992), i la via de les pentoses fosfat (Larkins i Dunlop, 1992).

Com ja hem comentat a la Introducci6, un deIs principals efectes

provocats per les altes concentracions de glucosa és la disminuci6 en l'activitat
del propi transport de glucosa. Aquest fenomen de regulaci6 de l'expressi6 de

gens involucrats en el transport de nutrients pels propis nutrients és molt

conegut en el cas deIs bacteris i els llevats, pero poc en el cas de les cel-lules
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de mamífers. Així, encara que sén ben conegudes les modificacions que

provoca sobre GLUT1 (que poden estar tant a nivell de la transcripció, de la

traducció, de la localització subcel-lular o de l'activitat intrínseca deIs

transportadors), els mecanismes pels que tenen lloc son encara molt

desconeguts.

Amb aquests antecedents, i desconeixent-se els efectes que podia tenir la
concentració de glucosa sobre l'expressió o l'activitat deIs transportadors de

glucosa en les cel-lules endotelials, i la importancia que podia tenir aquesta
regulacíó en les complicacions que hem descrit anteriorment, el primer objectiu
que ens vam plantejar en iniciar aquest treball va ser l'estudiar l'efecte de la

hiperglucemia en un model de cel-lula endotelial en cultiu.

1.1. CARACTERITZACIO DE LA LINIA ENDOTELIAL ECV304.

La línia escollida va ser la ECV304, línia obtinguda per Takahashi i col.
al'any 1990 a partir de cel-lules endotelials de vena de cordó umbilical huma

(Takahashi i col., 1990), per transformació i immortalització espontania, EIs
autors havien demostrat que aquesta línia presentava activitat ACE

("angiotensin-converting enzyme) i era positiva mitjancant immunocitoquímica
per a la lectina UEA- 1 i per l'anticos PHM5, característiques totes elles de
cel-lules endotelials. A més, presentava l'aventatge de no requerir factors de
creixement especials en el medi de cultiu (presencia de serum huma en el medi
de cultiu), tal i com requereixen els cultius primaris de cel-lules endotelials de
vena de cordó umbilical (HUVEC). A més, els requeriments de serum eren

baixos (creixen en presencia d 'un 10% de serum boví fetal).

Com una primera aproximacié, várem comprovar si aquestes cel-lules
expressaven el factor de von Willebrand, proteína produida i secretada per les
cellules endotelials (Sadler, 1991). Amb aquest objectiu es va realitzar un

assaig de "westem blot" carregant mostres d'homogenat total de cervell, de cor
i de cel-lules ECV304. Com es pot observar en la Figura la, l'anticos ens

reconeix una proteína de més de 200 kDa, el que coincideix amb el pes esperat
per al factor de von Willebrand (per al que s'han descrit dues isoformes, la
precursora d'uns 360 kDa, i la madura d'uns 260 kDa) (Fischer i col., 1994).
La banda reconeguda només apareix a cervell i a les cel-lules ECV304, encara
que en aquestes darreres és molt més abundante

Un segon marcador que varem provar, també mitjancant assaig de
"westem blot", va ser la integrina aV.B3. Aquesta integrina s'ha descrit que
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Figura 1: a) Es van córrer 20 ug de membranes totals procedents de cor i de
cervell de rata, i 50 ug d' homogenat total de cel.lules ECV304, en un gel de
poliacrilamida del 7,5%. A continuació es va realitzar un assaig de "western
blot" amb un anticos contra el factor de von Willebrand. Es mostra un gel
representatiu.
b) Es van córrer 15 ug de membranes totals procedents de placenta humana,
cervell i fetge de rata, i de cel.lules ECV304, en un gel del 7,5% de
poliacrilamida. A continuació, es va realitzar un assaig de "western blot" amb
un anticos específic per a l'heterodímer de la integrina aV�3.



intervé en processos d'angiogenesi, induits, sobre tot, per factors del tipus FGF
o citoquines (Friedlander i col., 1995). Es van carregar membranes totals

procedents de placenta humana, de cervell i fetge de rata, i de cel-lules
ECV304 i es van irnmunodetectar utilitzant un anticos dirigit contra

l'heterodímer (Marshall i col., 1991). Com es pot observar en la Figura lb, en
tots els cassos es va obsevar una banda d'alt pes molecular, al voltant deIs 250
kDa. Aquest és el pes esperat del dímer format per la subunitat aV (160 kDa)
i la subunitat B3 (95 kDa) (Marshall i col., 1991).

1.2. CARACTERITZACIO DE LA CAPTACIO DE GLUCOSA 1 DELS
TRANSPORTADORS EXPRESSATS EN LES CEL·LULES ECV304.

A continuaci6 vam passar a caracteritzar les cel-lules ECV304 des del

punt de vista del transport de glucosa. El primer que calia veure era si realment

(com era d'esperar) transportaven glucosa. Amb aquest objectiu es va realitzar
un assaig de captaci6 de glucosa utilitzant l'analeg 2-deoxiglucosa (DOG)
marcat radioactivament. Es van incubar cel-lules confluents amb l'analeg marcat
i una concentració final de l'analeg fred de 100 JLM alllarg de diferents temps,
es rentaven i es va mesurar la quantitat de radioactivitat que ens quedava dins
de les cel-lules, Com es pot veure en la Fig. 2, la captació de DOG és lineal
amb el temps, al menys fins els 20 minuts. Així, es va triar el temps de 10
minuts per a realitzar tots els estudis de captació posteriors. A continuació, per
tal de mesurar quina era l'aportaci6 deIs transportadors de glucosa de tipus
GLUT a aquesta captaci6 de la DOG, es van incubar cel-lules alllarg de deu
minuts amb el substrat radioactiu i en absencia o en presencia d 'un inhibidor

específic d'aquesta família de transportadors, la citocalassina B. A més, com
a mesura només de la unió inespecífica i de la difusi6 a través de la membrana,
es van incubar cel-lules al llarg del mateix espai de temps amb l'analeg DOa
marcat pero en presencia d 'un medi fred (4OC) i amb una quantitat molt elevada
(50 mM) de glucosa sense marcar. Com es pot observar en la Fig. 3, mentre
que la incubaci6 al llarg de 10 minuts en presencia només de l'analeg DOa

comportava una acumulaci6 d'uns 9,5 nmols/mg de proteína, quan l'assaig es

realitzava en presencia tota l'estona de citocalassina B 100 JLM l'acúmul era d'al
voltant de 0,4 nmols/mg de proteina. Aquest acúmul en presencia de
citocalassina B era del mateix ordre que el que obteniem incubant les cel-lules
al llarg deIs deu minuts en presencia del medi fred i amb glucosa (la captaci6
atribuida només a difusi6 i uni6 inespecífica), el que ens indicava que tota la

captaci6 obsevada era deguda a transportadors de la família GLUT.

Per tal de confirmar l'existencia de transportadors de tipus GLUT en
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Figura 2: Cel.lules ECV304 es van sembrar en plaques "multiwell" de sis
pous. Quatre dies després, quan estaven confluents, es va treure el medi i es
van rentar dues vegades amb el tampó de transporto A continuació es van

incubar al llarg de deu minuts amb tampó de transport a 37°C que contenia
100 JlM 2-deoxiglucosa i 1 JlCi de 3H-2-deoxiglucosa. Passat aquest temps es

va aturar el transport afegint PBS a 4°C amb 50 mM glucosa, i es van

solubilitzar les cel.lules en 1 mililitre d'una solució 0,1% SDS i 0,1 N NaOH.
Es va comptar la radioactivitat acumulada dins de les cel.lules i es va corregir
per la quantitat de protemes. Es mostra un experiment representatiu, en que
cada punt es va realitzar per duplicat.
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aquestes cel-lules, i de quin transportador es tractava, en primer lloc es va

realitzar un assaig de tipus "Northern blot" amb una sonda específica per al

transportador GLUTl, i es va hibridar una membrana on haviem carregat RNA
procedent de cel-lules ECV304, de cervell de rata i de cel-lules BAEC
(cel-lules endotelials d'aorta bovina). Aquestes darreres eren cel-lules
endotelials procedents d 'un cultiu primari en passe primarenc (entre el passe 3
i el 9). Amb la mateixa membrana es va realitzar una hibridaci6 amb la sonda
corresponent a la .B-actina, com a control de la carrega d'RNA. Com es pot
observar en la Fig. 4, amb la sonda de GLUTl es va detectar una única banda
del pes esperat per al missatger de GLUTl, d'unes 2,8 kilobases. Cal destacar
que la quantitat expressada en les cel-lules endotelials ECV304 era molt

elevada, si la comparem amb l'expressada per un teixit ric en GLUTl com és
el cas de cervell, i molt més alta que la que trobem en cel-lules endotelials de
cultiu primari, com s6n les cel-lules BAEC. En un assaig realitzat en paral·lel
i que no els mostrem, es va utilitzar una sonda dirigida contra GLUT5 per
realitzar també un assaig de "northern blot", pero no vam trobar cap senyal
específica en les cel-lules ECV304.

A continuaci6, es van utilitzar anticossos específics contra les proteínes
de GLUTl, GLUT3 i GLUT4 per tal de visualitzar, mitjancant un assaig de
"western blot", la presencia o no d'aquestes proteínes. Com es pot observar en
la Fig. 5b i e, no varem detectar, en cap deIs assajos realitzats utilitzant els
anticossos contra GLUT3 i GLUT4, cap mena de banda en les membranes
totals procedents de les ce! ·lules ECV304. En canvi, quan es va utilitzar
l'anticós policlonal dirigit contra GLUTl sí que vam obtenir un senyal (Fig.5a).
Com es pot observar en el segon carril, la banda obtinguda era molt ample
(d'entre 50 i 60 kDa), i amb un pes molecular clarament superior a la proteína
GLUTl de cervell (d'uns 45 kDa). La primera prova que ens va indicar que
totes aquestes bandes que detectavem en les membranes totals procedent de les
cellules ECV304 eren GLUTl, va ser l'eliminació de tots els oligosacarids N­
lligats mitjancant el tractament previ amb N-glicosidasa F. Com es pot observar
a la part dreta de la Fig 5a, el tractament amb aquesta N-glicosidasa provocava
l'augment de movilitat electroforetica de la proteína de cervell fins uns 40 kDa.
El mateix tractament amb les membranes procedents de les celIules ECV304

provocava la reducci6 de totes les bandes a una única del mateix pes molecular

aparent que la de cervell. Per tant, els senyals detectats a les cel-lules ECV304
eren tots ells GLUTl, i la diferencia de mida tant entre elles com amb la

proteina de cervell, es devien a una heterogenía glicosilaci6.

Per tal de confirmar que es tractava de GLUTl es va realitzar un

experiment d'immunoprecipitaci6. Amb aquest objectiu es va lligar un antícos
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Figura 4: Es van córrer 25 ug d'RNA procedent de cel.lules ECV304 i de
cervell de rata, i 10 ug procedents de cel.lules endotelials d'aorta bovina
(BAEC), en un gel d'agarosa de l'1,2%. A continuació es va transferir a una

membrana de Hybond i es va realitzar un assaig de "northern blot" utilitzant
una sonda marcada contra GLUT1. La mateixa membrana es va dehibridar i es
va hibridar de nou amb una sonda contra la �-actina. Es mostra una

autoradiografia representativa.



Figura 5: a) Es van córrer 10 ug de membranes totals procedents de cervell
de rata o de cel.lules ECV304, tractades o no amb N-glicosidasa F (veure
Materials i Métodes), en un gel del 10% de poliacrilamida, i es va realitzar un
assaig de "western blot" amb un anticós contra GLUT1. Es mostra una

autoradiografia representativa.
b) Es van córrer 200 ug de membranes totals procedents de placenta humana o

de cel.lules endotelials ECV304 en un gel del 10% de poliacrilamida, i es va

procedir a realitzar un assaig de "western blot" utilitzant un anticós contra

GLUT3. Es mostra una autoradiografia representativa.
e) Es van córrer 20 ug de membranes totals procedents de cor i cervell de
rata, i de cél.lules ECV304, en un gel del 10% de poliacrilamida. A
continuació es va procedir a realitzar un assaig de "western blot" utilitzant un
entícos contra la protema GLUT4 de rata. Es mostra una autoradiografia
representativa.
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monoclonal contra GLUTl a boletes d'agarosa, es van incubar amb les mostres
de membranes totals tant de cervell de rata com de les cel-lules ECV304,
previament solubilitzades, i es va immunoprecipitar tot el GLUTl present en
la preparaci6. A continuaci6 es va realitzar un "western blot" amb un segon
anticos (el mateix utilitzat en les estudis previs). Com es pot observar en la Fig.
6, en el precipitat obtingut de la immunoprecipitaci6 es troba la major part de
la proteína reconeguda en l'assaig de "western", i en el cas de les cel-lules
endotelials s'havien immunoprecipitat totes les bandes detectades.

1.3. LOCALITZACIO SUBCEL'LULAR DE GLUTl

Com s 'ha vist fins el moment, haviem observat que les cel-lules
endotelials ECV304 semblaven expressar un únic transportador de la família
GLUT, GLUTl, encara que la proteína expressada tenia un patr6 de glicosilaci6
diferent que la proteína expressada en el cervell de rata. El següent objectiu que
ens varem plantejar va ser intentar evidenciar a quin compartimet subcel-lular
es localitzava dins de les cel-lules ECV304. Amb aquest proposit varem fer
dues aproximacions experimentals. En un primer moment, en experiments que
no els mostrem, várem immunolocalitzar GLUT1, mitjancant
immunicitoquímica sobre cubres on previament s'havien fet creixer les cel-lules,
i on s 'hi havien fixat. En aquests experiments es va poder evidenciar que
GLUTl tnia una localitzaci6 doble. Per un costat existia un marcatge clarament
intracel-lular al voltant del nucli, i més débil, un marcatge que podiem atribuir
a membrana plasmática.

Amb aquesta informaci6 várem realitzar la segona aproximaci6
experimental que va consistir en un fraccionament subcel.lular. Aquest consistia
en 1 'homogenitzaci6 i posterior obtenci6 de diferents fraccions de membranes
amb diferents densitats, mitjancant la utilitzaci6 d 'un gradient discontinu de
sacarosa. Amb les diferents fraccions obtingudes vam realitzar assajos de
"western blot" amb diferents marcadors de membranes de superfície o de
membranes intracel.lulars, i amb GLUTl. Com a marcadors de membranes de

superfície es van utilitzar la .Bl-integrina i la subunitat .B del receptor de la

insulina, i com a marcadors de membranes intracel.lulars, dues proteines
aillades pel grup del Dr. Ignacio Sandoval, que es localitzaven en la zona cis

(proteina GIMPc) o trans (proteína TGN38) de l'aparell de Golgi (Yuan i col.,
1987).

Com es pot obsevar en la Fig. 7, els marcadors de membrana plasmática
es localitzaven en fraccions del gradient de densitat més lleugera (Fl i F2 la
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Figura 6: 10 ug de membranes totals procedents de cervell de rata, i 25 ug
procedents de cel.lules ECV304 es van irnmunoprecipitar utilitzant el metode
descrit a la secció de Materials i Metodes. Tant el sobrenedant (S), com el
precipitat (P), es van carregar en un gel del 10% de poliacrilamida, i es va

realitzar un assaig de "western blot' utilitzant un anticos contra GLUT1. Es
mostra una autoradiografia representativa.



Figura 7: Es va realitar un fraccionament subcel.lular de cel.lules ECV304
seguint el métode descrit a la secció de Materials i Métodes, Breument:, es van
homogenitzar cel.lules ECV304 utilitzant un homogenitzador del tipus
Heidolph. L'homogenat (HT) es va centrifugar a 16.000 g al llarg de 15
minuts. Es va recullir el sobrenedant, que es va precipitar centrifugant-Io a

150.000 g 90 minuts (S1). El precipitat de la centrifugació de 16.000 g es va

resuspendre en una solució al 10% de sacarosa, i es va carregar en un gradient
discontinu de sacarosa format per tres fases de 27, 38 i 48% sacarosa. Es va

centrifugar 2 hores a 76.000 g utilitzant un rotor basculant, i es van recu1lir
les interfases corresponents a entre 10 i 27% sacarosa (F1), la interfase 27-
38% sacarosa (F2), la interfase 38-48% sacarosa (F3), i per últim, el precipitat
(F4), precipitant-Ies a continuació per centrifugació de 25 minuts a 70.000 g. 5
ug de cada una d'aquestes fraccions es van carregar en gels del 10% (cas de les
mostres assajades amb els anticossos contra GLUT1, �l-integrina i subunitat �
del receptor de la insulina), o del 7,5% de poliacrilamida (cas de les mostres

assajades amb els anticossos contra TGN38 i GIMPc), i es va procedir a

realitzar "western blots" amb els anticossos descrits anteriorment. Es mostra

l'autoradiografia d'un experiment representatiu.
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subunitat 6 del receptor de la insulina, i a Fl, F2 i F3 la Bl-integrina), el que
coincideix amb els resultats obtinguts per Homer i col., de qui es va adaptar el
metode (Homer i col., 1987). El marcador de trans-Golgi TGN38 el detectávem
com a dues bandes, una d'alt pes molecular (més de 200 kDa) i una altra d'uns
70 kDa. La de movilitat electroforetica baixa (la de més de 200 kDa) es

localitzava sobre tot en la fracci6 SI. Aquesta fracci6 correspon a la fracci6
més lleugera, equivalent als "low density microsomes" de l'adipocit, i que
segons Homer i col., correspondria a fraccions de membranes intracel.lulars
des d'on i cap a on es poden translocar proteines de les fraccions de la
membrana plasmática. La forma de TGN38 de movilitat més elevada (la de 70
kDa) es trobava localitzada en les fraccions més pesades del gradient, F3 i F4.
Pel que fa al marcador de cis-Golgi (GIMPc), també trabavem tres bandes
diferents, una d'alt pes molecular (al voltant de 120 kDa) i dues bandes de baix

pes molecular, d 'uns 55 i 40 kDa, respectivament. També en aquest cas la seva

localitzaci6 era en les fraccions més pesades del gradient (F2, F3 i F4 per la
banda d'alt pes molecular, i F3 i F4 en el cas de les de baix pes molecular).
Cal destacar que en aquest cas no trobavem marca de GIMPe en la fracci6 més

lleugera SI.

En aquestes condicions, quan es va immunodetectar GLUTl en les
diferents fraccions del gradient (Fig 7), es va trobar la típica banda ampla que
ja haviem descrit en els experiments amb membranes totals en les fraccions F2
i F3. Aquesta localitzaci6 es corresponia perfectament amb la d 'una proteina
típica de membrana plasmática com és la Bl-integrina, encara que també tenia
una forta presencia en una fracci6 més pesada com és la F3, on es localitzaven
preferenment marcadors de membranes intracel.lulars, com són els marcadors
de cis-Golgi i TGN38. Per tant, el patr6 obtingut amb els experiments de
fraccionament subcel·lular coincidien amb els resultats de la

immunocitoquímica, amb GLUTl localitzat en les cel.lules ECV304 a la
membrana plasmática i amb un alt contingut en localitzacions intracel·lulars
(probablement reticle i aparell de Golgi).

EFECTE DE LA HIPERGLUCEMIA SOBRE LA CAPTACIO DE GLUCOSA
EN LES CEL·LULES ECV304.

Com ja hem comentat, el nostre objectiu en treballar amb les cel.lules
ECV304 era intentar evidenciar possibles efectes de la hiperglucemia sobre el

transport de glucosa i sobre els transportadors expressats, en aquest cas només

GLUT1, com hem vist en l'apartat anterior. Amb aquest objectiu, es va

realitzar un experiment incubant les cel.lules amb diferents concentracions de
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glucosa en el medi, i en absencia de serum, al llarg de 24 hores abans de
realitzar un experiment de captaci6 de 2-deoxiglucosa. La concentraci6 máxima
assolida va ser de 30 mM glucosa en el medio En el cas de la resta de punts
assajats es va compensar la concentraci6 fins a 30 mM amb una molécula

innocua, com és el manitol, per tal que la pressi6 osmótica fos la mateixa en

tots els punts, i l'efecte observat fos només degut a la glucosa present en el
medio Com es pot observar en la Fig.8, la presencia en el medi de
concentracions creixents de glucosa provocava una disminuci6 dosi-depenent de
la captaci6 de DOG. EIs valors maxims d'inhibici6 estaven al voltant d'entre
un 50 i un 60% de la captaci6, assolits a concentracions entre 26 i 30 mM

glucosa. La dosi a la que l'efecte inhibidor era seimáxim estava al voltant de
17 mM glucosa. Cal destacar que a concentracions de glucosa baixes, la
disminuci6 observada en la captaci6 de DOG era molt petita, 1 en cap cas,

significativa.

Com hem vist en l'experiment anterior, les inhibicions més fortes es

donaven entre 0-5 mM i 22-30 mM glucosa en el medio Per raons de comoditat
en la preparaci6 deIs medis, i per fer les nostres dades comparables als

experiments que s'estaven portant en paral·lel en col·laboraci6 amb el grup del
Dr. Peter Rosen (del Diabetes Institute de Düsseldorf), varem triar les
concentracions de 5,5 mM i 22 mM per a realitzar tots els experiments que
exposarem a partir d'aquest momento

A continuaci6 várem estudiar el temps necessari perque es donés l'efecte
de la hiperglucemia. Per aixó, es van incubar cel.lules confluents en un medi

5,5 mM glucosa i lliure de serum alllarg de 48 bores. 4, 8, 24 o alllarg de
totes les 48 hores abans de l'experiment de captaci6, es va canviar el medi a 22
mM glucosa en els grups tractats, o a medi nou 5,5 mM glucosa. En aquestes
condicions, la concentraci6 de glucosa present en el medi es modificava molt

poco Passava de 22 mM a 17,4 mM en 48 hores, i de 5,5 mM a 2,5 mM. Com
es pot observar a la Fig 9a, la captaci6 de DOG es modificava molt poc a les
4 hores de preincubaci6 amb un medi 22 mM glucosa (disminuci6 del 10%),
s'assolien valors d'inhibici6 importants a les 8 hores (31 %) i que es feien
maxims a les 24 hores (38%), mantenint-se la inhibici6 amb 48 bores
d'incubaci6 (43%). La inhibici6 es pot observar millor a la Fig9b, on hem

representat la inhibici6 assolida en cada temps de preincubaci6. El valor teoric
on l'efecte seria semimáxim es pot situar al voltant de les 6 hores.

Per tal de coneixer si l'efecte de la híperglucemia disminuint la captaci6
de DOG era degut a una disminuci6 en la Vmax o en la Km, es van realitzar
experiments preincubant les cel.lules alllarg de 24 hores amb una concentraci6
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Figura 8: Cel.lules ECV304 en confluencia es van incubar al llarg de 24
hores en un medi MEM sense serum, amb les concentracions de glucosa
indicades en la figura. Passades les 24 hores, es van rentar dues vegades amb
tampó de transport, i es va procedír a realitzar un assaig de captació de 2-

deoxiglucosa com ja ha estat descrit a la Figura 2. Es mostra la mitjana de tres

experiments, realitzat cada punt per duplicat, i expressats com a % del valor
obtingut en un medí sense glucosa.



Figura 9: a) Es van preincubar cel.lules ECV304 confluents al llarg deIs

temps indicats en un medi DMEM 5,5 mM o 22 mM glucosa. A continuació es

va treure el medi, es van rentar les cel.lules dues vegades amb tampó de

transport, i es va procedir a assajar la captació de 2-deoxiglucosa al llarg de
deu minuts com ja s'ha descrito Els resultats que es mostren són la mitjana i
error estándard de quatre experiments.
b) Es representa el % d'inhibició trobat en els experiments descrits en l'apartat
a) en els grups preincubats amb 22 mM glucosa en el medi respecte els 5,5 mM
glucosa, per a cada un deIs temps assajats.
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de 5,5 o 22 mM glucosa en el medi (sempre en absencia de serum), i a

continuaci6 es va realitzar l'assaig de captaci6 de DOG alllarg de deu minuts
en presencia de diferents concentracions de DOG sense marcar en el medio A

continuaci6 es va calcular la captaci6 realitzant una representaci6 de
Lineweaver-Burk. En la Fig.10 mostrem un experiment representatiu, on, com
es pot observar, s'evidencia que l'efecte de la hiperglucemia inhibint la captaci6
de DOG es deu, sobre tot, a una disminuci6 en la Vmaxs sense cap modificaci6
en la Km. Quan es calculen els valors de diferents experiments i es calcula la

mitjana, obteniem uns valors de Km de 1,84+0,26 (5,5 mM glucosa) i

2,68±0,76 (22 mM), i uns valors de Vmax de 178+17 (5,5 mM) i de 87+30

(22 mM).
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Várem voler evidenciar si l'efecte de la hiperglucemia era depenent de
la síntesi de proteínes. Per aixo, es van preincubar les cel.lules alllarg de 24
hores en un medi 5,5 o 22 mM glucosa, i en presencia o absencia en el medi
de l'inhibidor de la síntesi de proteínes cicloheximida, en una concentració final
d' 1 JLg/ml. Com es pot observar en la Fig.ll, la preincubaci6 alllarg de les 24
hores amb aquest inhibidor provocava una disminuci6 en la captaci6 de DOG
d 'un 44% . Pero malgrat aquesta disminuci6 provocada per la propia
cicloheximida, la hiperglucemia continuava provocant una disminuci6 de la

captaci6 en presencia de l'inhibidor, i del mateix ordre que en la seva absencia

(60% i 52%, respectivament). Varem provar una preincubació menys llarga, de
8 hores, en presencia de concentracions de l'inhibidor més grans (5 i 10 JLg/mI).
Com es ot observar a la part esquerra de la Fig .11, també en aquestes
condicions la hiperglucemia mantenia el seu efecte.

Per tal de cromprovar si l'efecte de la hiperglucemia era reversible, es

van incubar cel.lules ECV304 alllarg de 24 hores en un medi en presencia de

5,5 mM o 22 mM glucosa. A continuaci6, les cel.lules mantingudes en medi
22 mM es van dividir en dos grups. Un d'ells es va mantenir en medi 22 mM,
mentre que l'altre es va canviar a medi 5,5 mM. Pel que fa a les mostres

preincubades en un medi 5,5 mM glucosa, es va canviar a medi frese 5,5 mM

alllarg deIs temps indicats. AIs diferents temps assajats (contats a partir de les
24 hores inicial s de preincubació), es va mesurar la capacitat de captar 2-DOG
per part deIs tres diferents grups. El resultat el mostrem a la Fig.12, on s 'han

expressat com a % de la inhibici6 residual en el grup previament tractat amb
22 mM després de cada temps passat en medi 5,5 mM. Com es pot observar,
l'efecte de la hiperglucemia és reversible, i els temps en els que té lloc s6n molt
més rapids que els temps als que es d6na l'efecte contrari, la inhibici6. Així,
mentre que com ja hem dit el temps al que es donava l'efecte semimáxim
d'inhibici6 estava al voltant de les 6 hores, en el cas de la reversibilitat l'efecte
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Figura 10: Cel.lules ECV304 confluents es van preincubar al llarg de 24
hores en medi DMEM 5,5 o 22 mM glucosa. A continuació, es van rentar dues
vegades amb tampó de transport i es va passar a assajar alllarg de deu minuts

l� captació de 2-deoxiglucosa, en un tampó de transport que contenía quantitats
diferents del substrat. Així, es van assajar concentracions de 0,1, 0,2, 0,5, 1 í 5
mM 2-deoxiglucosa en el tampó de transporto EIs resultats obtinguts es van

expressar en forma de nmols de 2-DOG captats en deu minuts i per mg de
protelna, i es van representar utilitzant la representació de Lineweaver-Burk.
A la figura es mostra un experiment representatiu.
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Figura 11: Cel.lules ECV304 confluents es van preincubar alllarg deIs temps
indicats (8 o 24 hores) en DMEM 5,5 o 22 mM glucosa, i al que s'havia afegit
o no les concentracions indicades de cicloheximida. Passat el temps de

preincubació, les cel.lules es van rentar dos cops amb tampó de transport i es
va procedir a assajar la captació de 2-deoxiglucosa alllarg de deu minuts de la
forma ja descrita. Els resultats es van expressar com a % del valor obtingut de
captació en el grup preincubat amb 5,5 mM glucosa sense cicloheximida, per a
cada un deIs temps assajats de preincubació. Es mostren els resultats mitjana de
dos experiments, realitzats cada un d'ells per duplicat.
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Figura 12: Es van preincubar cél.lules ECV304 confluents al llarg de 24
hores en un medi DMEM 5,5 mM o 22 mM glucosa sense serum. A
continuació, a les cel.lules en medi 5,5 mM s'els va canviar el medi a medi
frese 5,5 mM, mentre que les preincubades en medi 22 mM glucosa es van
dividir en dos grups: un es va canviar a medi 22 mM frese, mentre que l'altre
grup es va canviar a medi 5,5 mM glucosa. Passats els temps que s'indiquen a
la figura, es van rentar dues vegades amb tampó de transport, i es va procedir
a assajar la captació de 2-deoxiglucosa de la manera ja descrita per als
diferents grups. El resultat es va expressar com % d'inhibició remanent en el
grup passat de 22 a 5,5 mM glucosa respecte la inhibició produida en el grup
mantingut en medi 22 mM.



semimáxim es d6na aproximadament a 1 'hora del canvi de nou a medi 5,5 mM.

1.5. MANCA D'EFECTE DE LA HIPERGLUCEMIA SOBRE L'mRNA, LA
PROTEINA 1 LA DISTRIBUCIO SUBCEL·LULAR DE GLUT1.

Com ja hem descrit a la Introducci6, la híperglucemia pot provocar tant
una disminuci6 de la quantitat total de transportadors presents a la cel-lula

(afectant tant a la transcripci6 com a la traducci6 de la proteina GLUT1), com
modificant la seva localitzaci6 subcel·lular. Amb aquests antecedents, el següent
pas que ens vam plantejar va ser evaluar l'efecte de la hiperglucemia tant pel
que fa a la quantitat de I'mRNA de GLUTl i de la seva proteína, com pel que
fa a la seva localitzaci6 subcel·lular dins de la cel-lula endotelial.

A la Fig.13 mostrem l'analisi de "northem blot" realitzat carregant
I'RNA procedent de cel.lules ECV304 tractades amb un medi 5,5 o 22 mM

glucosa alllarg deIs temps indicats, 4, 8, 24 i 48 hores. Com es pot observar,
no varem detectar cap mena de modificaci6 en les quantitats d'mRNA per a

GLUT1 en cap deIs temps assajats, temps en els que, com ja hem vist, existia
una clara disminuci6 en la captaci6 de 2-DOG. A continuaci6 varem passar a
evaluar el possible efecte de la hiperglucemia sobre la quantitat de proteína
GLUT1. Com ja hem comentat, les membranes totals procedents de cel.lules
ECV304 contenen una alta quantitat del transportador de glucosa. Per tal d'estar
segurs que el sistema de detecci6 mitjancant "westem blot" no s'ens estigués
saturant, varem utilitzar un sistema d'" slot blot", carregant diferents quantitats
de proteina de cada un deIs tractaments. Es van carregar les diferents quantitats
assajades de membranes totals purificades de cel.lules sotmeses a tractament
amb 5,5 o 22 mM glucosa al llarg deIs mateixos temps que en el cas del
"northem blot". El resultat obtingut es pot observar en la Fig.14. Com es pot
veure, tampoc en aquest cas es va observar cap modificaci6 en la quantitat de
proteina GLUT1 per efecte deIs diferents tractaments. Per últim, es va assajar
l'efecte de la hiperglucemia sobre la distribuci6 subcel·lular de GLUT1,
utilitzant el sistema de fraccionament subcel·lular descrit anteriormente Com es

pot veure en la Fig.15, tampoc la hiperglucemia afectava ni a la distribuci6
subcel·lular de GLUT1 ni a la de la Bl -integrina.
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GLUT1 mRNA

2,8 kb-

Glucosa (mM): 5,5 22 5,5 22 5,5 22 5,5 22

Temps (h): 4 8 24 48

B actina mRNA

Fígura 13: Cel.lules ECV304 confluents es van incubar al llarg deIs temps
indicats en un medi DMEM 5,5 o 22 mM glucosa en absencia de serum. A
continuaci6 es va procedir a obtenir RNA deIs diferents grups, i es van

�arregar 25 ug de un en un gel d'agarosa de 1'1,2%. Es van córrer les mostres
1 es va realitzar un assaig de "northern blot" utilitzant una sonda específica per
a GLUT1. La mateixa membrana es va dehibridar i hibridar de nou amb una

sonda contra la �-actina. Es mostra l'autoradiografia d'un experiment
representatiu.



Protei"na (Ilg): 1,6 0,8 0,4 0,2 0,1

Prote"ina GLUT1

Figura 14: Cel.lules ECV304 confluents es van incubar al llarg deIs temps
indicats en un medi DMEM sense serum, i amb presencia de 5,5 o 22 mM

glucosa. A continuació, es van obtenir preparacions de membranes totals deIs
diferents grups i es van carregar les quantitats de proteínes indicades en un

sistema d"'slot blot" en una membrana de nitrocel.lulosa. Una vegada fixades
les proteínes, la membrana es va tractar per realitzar un assaig de "western
blot" amb un anticos contra la proteína GLUTl. Es mostra l' autoradiografia
d'un experiment representatiu.



Distribució subcel.lular de la prote"ina GLUT1

Glucosa (mM): 5,5 22

B1 integrina

66 kDa-

45 kDa- GLUT1

Fraccló: HT S1 F1 F2 F3 F4 HT S1 F1 F2F3 F4

Figura 15: Ce.lules ECV304 confluents es van preincubar al llarg de 24
hores en un medi DMEM amb 5,5 o 22 mM glucosa, en absencia de serum, A
continuaci6, es va procedir a realitzar un fraccionament subcel.lular amb el
protocol ja descrit a la Figura 7. Amb les diferents fraccions obtingudes es va

realitzar un assaig de "western blot" carregant gels del 10% de poliacrilamida
�mb 10 ug de cada una de les fraccions i irnmunodetectant GLUT1 i (31-
lDtegrina. Es mostra el resultat obtingut en un experiment representatiu.



1.6. EFECTE DE LA HIPERGLUCEMIA SOBRE EL TRANSPORT DE 3-0-
METILGLUCOSA 1 SOBRE L'ACTIVITAT HEXOQUINASA.

DeIs experiments descrits fins el moment es desprenia que la modificaci6
en la captaci6 de 2-DOG observada, per part d'altes concentracions de glucosa
en el medi en les cel-lules endotelials ECV304, havia de ser causada per algun
altre factor. La mesura d'intemalitzaci6 de la 2-DOG és reflex del transport a
través de la membrana, pero també de la fosforilaci6 que pot patir aquest analeg
de la glucosa per part de l'hexoquinasa. Per tal d'assajar si realment la

hiperglucemia tenia un efecte directe sobre el transport de glucosa a la

membrana, i no sobre la fosforilaci6, una primera aproximaci6 experimental
que ens varem plantejar va ser mesurar el transport d 'un altre analeg, la 3-0-
metilglucosa (3-0-MeO). Aquesta té l'avantatge que no es fosforila, de manera

que la seva internalitzaci6 és una mesura directa del transport a través de la
membrana. El problema que té és que arriba a l'equilibri molt rapidament, de
manera que és difícil trobar condicions de linealitat a les que mesurar el

transport, ja que s'ha de fer a temps molt curts. Així, es van utilitzar cel.lules
ECV304 sotmeses a una preincubaci6 al llarg de 24 hores en un medi amb 5,5
mM o 22 mM glucosa, i a continuaci6 es van incubar al llarg de diferents

temps en presencia de 3-0-MeO marcada radioactivament. Els resultats

obtinguts es mostren a la Fig.16. Com es pot veure, el transport de 3-0-MeG
es saturava rapidament, només era lineal al llarg deIs 2 primers minuts, i el
número de comptes era molt baix. Malgrat aquestes dificultats per mesurar el

transport, es pot observar que no existia cap diferencia entre el grup de
cel-lules tractades amb una alta concentraci6 de glucosa (22 mM) respecte el

grup control (5,5 mM). Per tant semblava que en aquest model cel·lular concret
la hiperglucemia no modificava el transport de glucosa, pero sí la captaci6 de
2-DOG. La resposta només es podia trobar a nivell de l'hexoquinasa.

Per tal de tenir una estima de l'activitat hexoquinasa (pel que fa a la 2-

DOO) en les cel-lules sotmeses a hiperglucemia en comparació amb les
cel-lules control , es van preincubar al llarg de 4 o 24 hores les cel.lules en un

medi 5,5 o 22 mM glucosa. A continuaci6, es van incubar al llarg de deu
minuts amb la mateixa quantitat de 2-DOG marcada i freda que en els

experiments de captaci6. Passat aquest temps, es van rentar les cel.lules, es van
arrancar, i es va passar a mesurar quin percentatge de la 2-DOG intemalitzada
es trobava en forma de 2-DOG lliure, i quin percentatge es trobava en forma
de 2-DOG fosforilada. EIs resultats obtinguts es mostren a la Fig.17. Com es

pot observar, la preincubaci6 en un medi 22 mM glucosa al llarg de 4 hores

provocava una caiguda en la quantitat total de 2-DOO+2-DOO-P del 19%. En

aquestes condicions, la 2-DOG lliure puja un 155%, mentre que la 2-DOG-P
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Figura 16: Cel.lules ECV304 confluents es van preincubar al llarg de 24
hores en un medi DMEM sense serum, i amb 5,5 o 22 mM glucosa. Passat
aquest temps, es van rentar dos cops amb tampó de transport, i es va procedir
a assajar la captació de l'analeg 3-0-metilglucosa alllarg deIs temps indicats.
La concentració de 3-0-metilglucosa sense marcar en el tampó va ser de 100
J!M, i varem afegir 1 JlCi de 14C-3-0-metilglucosa. Passat els temps indicats en

la figura, es va aturar la captació afegint PBS fred i amb 50 mM glucosa, i es
va procedir a quantificar la radioactivitat. Es mostra la mitjana i error
estandard de tres experiments.



4 hores 24 hores

Efecte de la hiperglucemia sobre I'estat de fosforilaci6 de la 2-D
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E
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"C ra 2-DOG-P

10000
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Figura 17: Cel.lules ECV304 confluents es van preincubar alllarg de 4 o 24
hores en un medi DMEM sense serum amb una concentració de glucosa de 5,5
o 22 mM. Es van rentar amb tampó de transport i es van incubar al llarg de
deu minuts en tampó que contenia 2 J.lCi de 3H-2-deoxiglucosa i 100 J.lM de 2-

deoxiglucosa. Passats els deu minuts, es van rentar amb PBS fred amb 50 mM

glucosa, i es van arrancar les cel.lules de la placa. A continuació, es van

homogenitzar, es va pendre una mostra (2-DOG+2-DOG-P) i es va procedir a
separar la 2-deoxiglucosa lliure de la 2-deoxiglucosa fosforilada (veure
Materials i Metodes), Una vegada separades es va passar a quantificar la
radioactivitat associada a la forma lliure (2-DOG) i l'associada a la forma
fosforilada (2-DOG-P). Es mostra la mitjana de dos experiments, realitzat cada
punt per duplicat.



disminueix en un 31 %. Quan es miren els efectes de la preincubaci6 de 24

hores, s'observa que aquesta provoca una caiguda en la suma 2-000+2-000-
P del 36%, un increment en la quantitat de 2-000 lliure del 160% i una
disminuci6 de la 2-000-P del 52%. Per tant, la hiperglucemia, en les cel-lules
endotelials ECV304, provoca una clara disminuci6 en l'activitat bexoquinasa,
d'aquí la disminuci6 en la quantitat de 2-000-P. Quan es calcula el cocient
entre 2-000-P/2-000, s'observa que en les cel-lules preincubades amb 5,5
mM glucosa esta al voltant de 6,5 (Fig.18). En canvi, quan es calcula en el cas
de les cel.lules sotmeses a hiperglucemia es troba un cocient de 3,2 en el cas
de les de 4 hores, i de 2 en el cas de les preincubades 24 bores.

Com a quadre resum, en la Fig.19 es mostra l'efecte de la hiperglucemia
alllarg de 24 bores sobre la captaci6 de 2-000, el transport de 3-0-MeO i la
fosforilaci6 de la 2-000. Com es pot observar, la presencia d'altes
concentracions de glucosa en el medi modifica l'activitat de l'bexoquinasa
disminuint-Ia, provocant aixo una menor captaci6 de 2-000 (a l'acumular-se

glucosa lliure intracel.lular), pero sense cap efecte a nivell del transport ni deIs
transportadors de glucosa.
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Figura 18: Utilitzant les dades obtingudes en l'experiment anterior, es va

calcular el cocient entre la 2-deoxiglucosa fosforilada i la lliure per a cada un

dels temps assajats (4 i 24 hores), i per a les cel.lules tractades amb 5,5 o 22
mM glucosa.
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Figura 19: Gráfica resum, en la que es mostren els resultats obtinguts amb
cel.Iules ECV304 preincubades al llarg de 24 hores en un medi DMEM sense

serum amb 5,5 o 22 mM glucosa, després de valorar la captació de 2-
deoxiglucosa , la captació de 3-0-metilglucosa (mitjana deIs valors obtinguts a

la Figura 16 a 30 segons), i la el cocient 2-deoxiglucosa fosforilada respecte a

la Iliure. Es mostren la mitjana i l'error estandard de com a mínim tres

experiments de cada valoració, expressant els resultats com a % del valor
obtingut amb les cel.lules preincubades en medi 5,5 mM glucosa.



CAPITOL 2

EXPRESSIO DE TRANSPORTADORS DE GLUCOSA DE TIPUS GLUT
A LES CEL'LULES MUSCULARS SOL8. EFECTE DE LA INSULINA I
DE LA WORTMANINA.

El múscul esqueletic, degut a que representa un 40% de la massa total del
cos, és el principal responsable de l'aclariment de glucosa de la sang que té lloc
en resposta a la insulina. En aquest procés s 'ha demostrat que és limitant el
transport de glucosa a través de la membrana plasmática, mitjancat en aquest
teixit per dues isoformes de la familia GLUT, GLUT1, reponsable del transport
basal de glucosa, i GLUT4, responsable del transport estimulat per la insulina
(Zorzano i col., 1996). Donada la importancia que té el múscul esqueletic en

la utilitzaci6 de glucosa, i a que s 'han descrit deficiencies en el transport de
glucosa en pacients diabetics de tipus 11, el nostre grup ha estat interessat en els
darrers anys en l'estudi de l'expressi6 i regulaci6 deIs transportadors de glucosa
en diferents situacions "in vivo" en aquest teixit. Així, s'ha estudiat l'efecte del
dejuni i de la diabetis induída per estreptozotocina (Camps i col., 1992), la seva

localitzaci6 subcel.lular dins de la fibra esquelética i com es regula per la
insulina (Muñoz i col., 1995, 1996; Zorzano i col., 1996). Per un altre costat,
també s 'ha estudiat com es regula l'expressi6 deIs transportadors pe!
desenvolupament. Així, s'ha demostrat que GLUT1 és el transportador
predominant en I'estat fetal i que disminueix la seva expressi6 amb el

desenvolupament (Santalucía i col., 1992). Pel contrari, GLUT4 incrementa la
seva expressi6 alllarg de l'ontogenia, acabant sent el transportador predominant
en la vida adulta (Santalucía i col., 1992). En aquest procés de regulació al

llarg del desenvolupament s 'ha demostrat que podrien estar implicats factors
hormonals , com les hormones tiroidals (Caste1l6 i col., 1994), i l'activitat
contractñ depenent de la innervaci6 (Castell6 i col., 1993). L'interés del nostre

grup en continuar estudiant els mecanismes que condueixen a aquesta regulaci6
deIs transportadors de glucosa en el múscul esqueletic, ens va portar a buscar
models cel-lulars musculars en cultiu, que poguessin mimetitzar la regulaci6
que es d6na en el múscul de l'animal "in vivo" en quant als transportadors de
glucosa,

Amb aquest objectiu, várem analitzar una serie de línies de cel-lules
musculars com a possibles candidates per aquest tipus d'estudio Les línies
cel'lulars de múscul esqueletic proliferen en forma de cel-lules fibroblástiques,
el que anomenem mioblasts, ja que tenen la particularitat d'expressar algun
factor que les fa capaces de, en les condicions adequades de factors de

creixement en el medi de cultiu (concretament, baix contingut de serum), poder
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diferenciar i fusionar-se, formant grans cel-lules, els miotubs, amb

característiques morfologiques i bioquímiques més semblants a les del múscul
adulto Pel contrari, les cel.lules musculars en el seu estat de mioblast tenen

característiques bioquímiques més semblants a les del múscul fetal. EIs factors

que permeten la determinaci6 del mioblast per a poder diferenciar-se cap a

miotub (i que el diferencien d 'un fibroblast normal, que mai podrá diferenciar­

se) pertanyen a una fanulia de factors de transcripci6 coneguda com la família

MyoD, de la que formen part els factors MyoD, Myf5, miogenina i Mrf4

(Olson i Klein, 1994).

2.1 CARACTERITZACIO DEL TRANSPORT DE GLUCOSA I DE

L'EXPRESSIO DE TRANSPORTADORS DEGLUCOSA A LES CEL·LULES
SOL8. EFECTE DE LA INSULINA.

En aquest capítol exposarem els resultats obtinguts d 'analitzar la línia

cel-lular So18, obtinguda a partir del múscul "soleus" de ratolí (Mulle i col.,
1988). En primer lloc, varem analitzar l'expressi6 de diferents factors

miogenics en aquesta línia cel.lular alllarg de la diferenciaci6. Es va obtenir
RNA procedent de cel.lules de dia O (estat de mioblast) i de diferents dies

després d'haver-Ies canviat a un medi pobre en factors de creixement. Varem
arribar fins a 7 dies després del canvi de medi, moment en que la diferenciaci6
va ser la máxima assolida. Amb I'RNA obtingut es va realitzar un assaig de
"northern blot" per als diferents factors estudiats: Miogenina, MyoD, Id i

Myf5. Com es pot observa a la Fig.20, tots aquests factors ja s'expressaven en

l'estat de mioblasts, pero mentre que l'expressi6 de miogenina i MyoD es

mantenia alllarg de tot el procés de diferenciaci6, l'expressi6 tant de Id com

de Myf5 disminuía, especialment i com era d'esperar la d'ld, que ja es reduia
molt als 4 dies del canvi de medio

A continuaci6 es va passar a estudiar l'expressi6 de transportadors de

glucosa de tipus GLUT. Amb aquest objectiu es va analitzar mitjancant
"northem blot" la presencia o no de diferents transportadors. Com es pot
observar a la Fig.21, en l'estat de mioblast l'únic transportador expressat és
GLUTl. No s'expressen ni GLUT4 (resultat esperat, ja que es tractava d'un
estat més semblant al fetal) ni GLUT3, a diferencia del que té lloc en altres
models cel.lular, com ja veurem. Amb la diferenciaci6 GLUTl es manté
constant, sense canvis en la quantitat d'mRNA, mentre que GLUT4 comenca
a expressar-se, arribant a valors maxims d'expressi6 en el dia 7 de
diferenciaci6.
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Expressió de factors mioqenlcs en cel.íules Sol8

1,4 kb-

1,8 kb-

0,9 kb-

Miogenina

MyoD

Id

Dies: o 4 7

1,7 kb- Myf5

Dies: o 1 2 4 7

Figura 20: Es va obtenir RNA procedent de cel.lules Sol8 en 1'estat de
mioblasts (O clies), o de cel.lules mantingudes en mecli de diferenciació al llarg
deIs temps inclicats (1, 2, 4 o 7 dies). Es van córrer 25 ug de cada mostra i es
va proceclir a realitzar un assaig de "northern blof', utilitzant les sondes

corresponents a la miogenina, MyoD, Id i Myf5. Es mostra l' autoracliografia
d'un experiment representatiu.



2,8 kb - GLUT1

Expressió de transportadors de glucosa en cel.lules Sol8

4,0 kb -

GLUT3

2,8 kb -

GLUT4

Dies: o 4 7

Figura 21: Es va obtenir RNA de cel.lules Sol8 en estat de mioblast (O dies) o

en estat de miotubs de 4 o 7 dies de diferenciació. Amb 25 ug d'aquestes
mostres es van realitzar assajos de "northern blot" amb sondes específiques per
als transportadors de glucosa de tipus GLUTl, GLUT3 i GLUT4. Es mostra

l'autoradiografia d'un experiment representatiu.



De manera análoga es va analitzar la presencia de la proteína per als dos
transportadors deIs que baviem detectat mRNA, GLUTl i GLUT4. Es van

aillar membranes totals procedents de cel.lules Sol8 a diferents dies de
diferenciaci6 i es va procedir a realitzar un assaig de "westem blot". Com es

pot observar a la Fig.22, la proteina GLUTl disminueix la seva presencia a

mesura que incrementa la diferenciaci6. Per a GLUT4 el patr6 és completament
oposat. Així, és completament absent en l'estat de mioblast i va incrementant
la seva presencia fins a arribar a un maxim en el dia 7 després del canvi de
medio

Després d'baver analitzat els transportadors de glucosa des del punt de
vista de l'expressi6 d'mRNA i de proteína, várem passar a estudiar la seva

funci6, és a dir, el transport de glucosa. Es van agafar mioblasts i miotubs de
7 dies, i es va analitzar la capacitat de captat 2-DOG. A l'igual que en el cas
de les cel-lules ECV304, les Sol8 en tots dos estadis podien captar 2-DOG de
manera lineal en el temps fins, al menys, els 10 minuts, i aquesta captació era

totalment inhibible per la presencia de citocalassina B. Com es pot veure a la

Fig.23, la captació basal de 2-DOG disminuía amb la diferenciaci6, el que esta
d'acord amb una disminuci6 en la quantitat del transportador responsable del

transport basal, GLUTl. Per un altre costat, quan várem analitzar l'efecte d'una
concentraci6 supramaxima d'insulina, 1 p,M, alllarg d'una bora abans de fer

l'experiment de captació, s'observa que tant en el cas dels mioblasts com en el
deIs miotubs es donava una estimulaci6 (78% en el cas deIs mioblasts, 63 % en

el cas deIs miotubs). En tots dos casos es tracta d'una estimulaci6 petita, pero
similar a la trobada pel grup d'Amira Klip en miotubs L6 (Mitsumoto i col.,
1991). Pero cal destacar que l'efecte trobat en cel-lules Sol8 tant en mioblasts
com en miotubs és exactament el mateix, el que no es dóna en cel-lules L6.

2.2. EFECTE DE LA WORTMANINA SOBRE EL TRANSPORT DE

GLUCOSA 1 LA DISTRIBUCIO SUBCEL·LULAR DE GLUTl.

S'havia descrit que l'acci6 de la insulina estimulant el transport de

glucosa tant en cel.lules en cultiu CHO (Hara i col., 1994) i adipocits 3T3-L1
(Clarke i col., 1994; Cheatham i col., 1994; Herbst i col., 1995; Kotani i col.,
1995), com en adípocits ai1lats de rata, era depenent de l'acci6 de l'enzim

fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). Aquest enzim fosforila els fosfatidilinositols
en la posici6 3', generant PI(3)P, PI(3,4)Pz i PI(3,4,5)P3, que actuarien com a

segons missatgers, encara que no es coneixen els mecanismes pels que ho fan.
S'han descrit diferents isoformes de la PI3K: la més caracteritzada i que s'ha

implicat en l'acci6 de la insulina és un beterodímer format per una subunitat
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45kDa
GLUT1

Expressió de transportadors de glucosa en cel.lules Sol8

45kDa GLUT4

Dies: o 1 2 4 7

Figura 22: Es van obtenir preparacions de membranes total s de mioblasts
So18 (día O) o miotubs d' 1, 2, 4 i 7 dies després de passar a medi de
diferenciació. Es van córrer 15 ug de cada una de les mostres en un gel del
10% de poliacrilamida, i es va procedir a realitzar un assaig de "western blot"
utilitzant anticossos específics contra les proteínes GLUT1 i GLUT4. Es
mostra l'autoradiografia d'un experiment representatiu.
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Figura 23: Cél.lules Sol8 en l'estat de mioblast (O dies de diferenciació), o de
miotub (7 dies després de canviar el medi) es van preincubar al llarg de dues
hores i mitja en DMEM complet sense serum i amb un 0,2% d'albúmina. La
darrera mitja hora de preincubació es va afegir o no en el medi insulina IjrM
(grup insulina o basal, respectivament). Passat aquest temps, es va realitzar un
assaig de captació de 2-deoxiglucosa utilitzant exactament el mateix protocol
descrit en la Figura 2, pero realitzant la incubació només al llarg de cinc

�nuts. A continuació es va procedir a comptar la radioactivitat internalitzada
� es va corretgir per la quantitat de proterna de la mostra. Es mostra la mitjana
1 error estándard de tres experiments, en cada un obtingut cada punt per
duplicat.



catalítica de 110 kDa (PIlO), i una subunitat reguladora de 85 kDa. Aquesta
última interacciona amb les fosfotirosines del receptor de la insulina o del

principal substrat del receptor, IRS1, mitjancant zones SH2 d'uni6 a

fosfotirosines. Pero se n'han descrit altres, com una isoforma de llevat (Vps34),
implicada en el trafic de proteínes a les vacuoles i de les que s 'ha descrit
darrerament una isoforma en humans, i una altra isoforma de mamífers que és
activada per les subunitats .Bu de les proteínes G. Una eina que ha resultat molt

important en l'estudi de l' acci6 de la PI3K ha estat la descripci6 de diferents

inhibidors, especialment la wortmanina i el LY294OO2. Aquests inhibidors s6n

específics per a la PI3K a dosis baixes (1-100 nM en el cas de la wortmanina),
mentre que a altes dosis (1 J.tM per a la wortmanina) poden afectar també a

altres quinases.

Donat que s 'havia descrit la inhibici6 de l'estimulaci6 per la insulina del

transport de glucosa, en altres models cellulars, per part de la wortmanina, ens
vam proposar estudiar si passaria el mateix en l'acci6 de la insulina que haviem
trobat tant en els mioblasts com en els miotubs. Amb aquest objectiu es van

incubar tant mioblasts Sol8 (resultats mostrat a la Fig.24) com miotubs de 7
dies (resultats mostrats a la Fig.25) sense o amb dues dosis de wortmanina (lOO
i 1000 nM) al llarg d'una hora i mitja abans de realitzar l'experiment de

captaci6. 30 minuts després d'haver afegit la wortmanina es va afegir en el
medi o no insulina 1 ILM. Finalitzat aquest temps, es van rentar les cel.lules i
es va passar a mesurar la captaci6 de 2-00G alllarg de 5 minuts. Com es pot
observar a la Fig.24, la presencia de wortmanina en el medi provocava una

disminuci6 en l'acci6 de la insulina sobre la captaci6 per part deIs mioblasts de
forma dosi depenent, de manera que a 1 J.tM ja no teniem cap efecte de la
insulina. Per un altre costat, cal destacar que la presencia de l'inhibidor

provocava una disminuci6 en la captació basal de 2-00G també dosi depenent.
En el cas deIs miotubs de 7 dies (Fig.25), l'efecte observat de la wortmanina
era exactament el mateix, tant pel que fa a la captaci6 basal com pel que fa a

la captaci6 estimulada per la insulina.

Per tal d'intentar evidenciar quins eren els mecanismes implicats en la

caiguda de la captaci6 basal de 2-000 en els mioblasts, es van realitzar
experiments d 'immunofluorescencía. Es van sembrar cel-lules Sol8 sobre cubres
de vidre, es van fer creixer, i a continuació es va realitzar exactament el mateix
protocol d'incubaci6 amb wortmanina i amb insulina que en el cas deIs
experiments anteriors: 1 hora i mitja d'acci6 de la wortmanina i 1 hora d'acció
de la insulina. Passat aquest temps, es van fixar els cubres amb metanol i es va
passar a detectar mitjancant anticossos específics GLUT1, .Bl-integrina i la
subunitat al de la Na+-K+-ATPasa (tots dos com a marcadors de membrana
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Figura 24: Ce.lules Sol8 en l'estat de mioblast es van preincubar alllarg de 2
hores i mitja en un medi DMEM complet sense serum i amb un 0,2%
d'albúmina. Una hora abans d'acabar la preincubació es va afegir o no (grup
control) wortmanina en les concentracions indicades, i mitja hora després,
insulina 1 JlM (grup insulina) o sense (basal). Passat aquest temps, es van

rentar les cel.lules i es va procedir a assajar la captació de 2-deoxiglucosa al
llarg de cinc minuts.
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Figura 25: Es va realitzar exactament el mateix experiment que en la Figura
24, pero utilitzant cel.lules Sol8 en el sete dia de diferenciació,



plasmática). Com es pot observar a la Fig.26, GLUT1 es localitzava en els
mioblats SoIS dins de la cel.lula, en una localitzaci6 perinuclear i amb un patr6
de distribuci6 marcant tota la cel-lula, indicatiu de marcatge a membrana

plasmática, Quan incubávem les cel-lules amb wortmanina, tant 100 nM com

1 p,M, el patr6 canviava radicalmente Així, ara trobavem GLUTl només dins
de la ce! ·lula, en una localitzaci6 perinuclear que podria correspondre a reticle

endoplasmic, Quan s'incubaven les cel-lules amb insulina, no podiem detectar

cap modificaci6 en la distribuci6 basal del transportador, pero en presencia a

més de wortmanina, el patr6 també canviava de manera análoga al que passava
en absencia d'insulina. Per tant, l'efecte de la wortmanina disminuint la

captaci6 basal de glucosa era degut a una disminuci6 en la presencia del

transportador GLUTl a la membrana plasmática, modificaci6 causada, molt
probablement, per una disminuci6 en la taxa d'exocitosi del transportador cap
a la membrana plasmática. A més, aquest efecte era específic, ja que a

l'analitzar el patr6 de distribuci6 per als dos altres marcadors de membrana

plasmática, la 6l-integrina i la subunitat al de la Na+-K+-ATPasa, no trobavem
cap modificaci6 per la presencia de wortmanina (Fig.27).
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Figura 26: Es van fer creixer cel.lules So18 sobre cubres de vidre esterils.
Dos dies després de la sembra es van preincubar alllarg de dues hores i mitja
en medi DMEM complet i sense serum, amb un 0,2% d'albúmina. A la darrera
hora de la incubació es va afegir o no wortmanina (sense als requadres a i d;
wortmanina 100 nM al requadre b; i wortmanina 1000 nM als requadres e i e).
Mitja hora abans d'acabar la incubació es va afegir (requadres die) o no

(requadres a, b i e) insulina 1 JlM. Passada la incubació, es va procedir a

rentar les cel.lules i a fixar-les amb metanol. Posteriorment es va realitzar la

detecció de GLUTl mitjancant la utilització d'un anticos específic i de

tecniques d'immunofluorescencia (veure secció de Materials i Metodes).



Figura 27: Mioblasts So18 es van preincubar al llarg de dues bores i mitja en
un medi DMEM sense serum i contenint un 0,2% d'albúmina. Es va afegir
WOrtmanina (requadres bid) 1 JlM o no (requadres a i e) al llarg de la
?arrera bora d'incubació. A continuació es van fixar les cel.lules amb metanol
1 es va procedir a detectar la pl-integrina (requadres cid) i la subunitat al de
la Na+-K=A'Tl'asa (requadres a i b) per immunofluorescencia.



CAPITOL 3

REGULACIO DE L'EXPRESSIO DEL TRANSPORTADOR DE
GLUCOSA GLUTl A CEL·LULES MUSCULARS L6E9. EFECTE DE LA
DlFERENCIACIO 1 DE L'AMPc.

Com ja hem comentat en el capítol anterior, el principal objectiu que ens

haviem plantejat a l'hora d'iniciar els estudis amb cel-lules musculars, era

trobar un bon model cel·lular en cultiu que ens permetés abordar més facilment
l'estudi deIs mecanismes implicats en la regulaci6 deIs transportadors GLUTl
i GLUT4 a múscul esqueletic, Les cel.lules Sol8 hem vist que representaven un
bon model per a determinats tipus d'estudi, ja que mimetitzen el comportament
del múscul de l'animal, en quant a que només expressen GLUTl i GLUT4, i
en que el patr6 d'expressi6 de les proteínes és el mateix que l' observat "in
vivo". Pero en quant a l'mRNA, aquestes cel.lules tenen un comportament
diferent que l'observat "in vivo", ja que l'mRNA per a GLUTl no cau amb la

diferenciaci6, com esperariem. Aixo les descartava en quan a ser centre de
l'estudi encaminat a estudiar els factors implicats en la repressi6 de l'expressi6
de GLUTl amb la diferenciaci6. Calia, dones, buscar un altre model muscular
en que sí es donés la repressi6 de GLUTl.

Coneixiem el treball realitzat pel grup de la Dra. Amira Klip, a Toronto,
amb la línia cel·lular L6, que havien caracteritzat ámpliament des del punt de
vista del transport i transportadors de glucosa (Sargeant i col., 1993). Aquestes
cel.lules havien estat obtingudes a partir de cultius primaris de cel.lules de
múscul de la cuixa de rata (Yaffe, 1968), també es diferencien en les condicions

apropiades de baix contingut de factors de creixement formant llargs miotubs

multinucleats, miotubs que retenen moltes de les característiques del múscul

esqueletic de l'animal adult. El grup de la Dra. Klip havia vist que aquestes
cel.lules expressaven GLUTl en l'estadi de mioblast, pero també GLUT3
(absent del múscul de l'animal, tant fetal com adult) (Sargeant i col., 1993).
Amb la diferenciaci6, aquestes cel-lules disminuien el seu contingut en GLUTl
i GLUT3, i comencaven a expressar GLUT4, incrementant llavors l'acci6 de
la insulina estimulant el transport de glucosa (Mitsumoto i col., 1991). Amb
aquest antecedents, várem decidir estudiar la línia muscular L6E9, obtinguda
per Nadal Ginard com un subclon de les L6 (Nadal Ginard, 1978).
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3.1 EXPRESSIO DELS TRANSPORTADORS DE GLUCOSA EN

CEL·LULES L6E9. EFECTE DE LA DIFERENCIACIO, DE LA INSULINA
I DE L'AMPc.

En primer lloc, i a l'igual que el realitzat per a les cel.lules So18, varem
caracteritzar l'expressi6 de factors miogenics en aquestes cel-lules, Amb aquest
objectiu es va realitzar un "norther blot" amb mostres procedents de cel.lules
L6E9 diferenciades alllarg de diferents dies. Com es pot observar a la Fig.28,
aquestes cel.lules expressaven molt poc MyoD a l'estat de mioblast, pero
induíen la seva expressi6 amb la diferenciaci6, encara que en una molt baixa

quantitat. Pel contrari, sí expressavenja en l'estat de mioblast Myf5, factor del
que queia l'expressi6 alllarg dels dies en medi pobre en factors de creixement.
En el cas de la miogenina s'observava el patr6 invers: baixa expressi6 en l'estat
no diferenciat i inducci6 al llarg de la diferenciaci6. En aquestes cel.lules no

várem poder detectar la presencia de cap transcrit per al factor repressor de la
diferenciaci6 Id.

El següent pas va ser estudiar l'expressi6 dels transportadors de glucosa
de la família GLUT en aquestes cel-lules al llarg de la diferenciaci6. A la

Fig.29 mostrem els "northerns blots" correponents a l'expressió de GLUT1,
GLUT4 i GLUT3 alllarg de diferents dies després del canvi a un medi pobre
en factors de creixement. Com es pot observar, l'expressi6 de GLUTl queia
rápidament, assolint valors d'expressi6 mínims en el dia 4 de diferenciaci6. El
resultat de la quantificació deIs "northerns 11 indicava una caiguda del 43 % ja el

primer dia de diferenciaci6 (valor arbitrari de 100 pel valor de mioblasts, 57
per miotubs d'un dia de diferenciaci6, de 34 per a 4 dies, i de 31 per a 7 dies).
Pel contrari, GLUT4 comencava a expressar-se paulatinament, arribant a un

máxim l'expressi6 mesurada en el dia 7. A més d'aquests dos transportadors,
i com en el cas de les L6, també s'expressa GLUT3, transportador que a l'igual
que GLUTl disminueix la seva expressi6 amb la diferenciació. Per tant, en

aquest cas sí ens trobavem davant d 'un bon model pes estudiar els mecanismes
implicats en la regulaci6 de GLUTl.

A continuaci6 ens varem plantejar si la regulaci6 en l'expressió de
GLUTl es donava també per altres factors que es coneixia que l'afectaven en

altres models cel-lulars, Així, vam analitzar l'efecte de l'exposici6 crónica a

AMPc i a insulina, tractaments tots dos que incrementen l'expressi6 d'aquest
transportador de glucosa a adipocits 3T3-Ll (García de Herrreros i Birnbaum,
1989; Kaestner i col., 1991). Es van tractar tant mioblasts com miotubs de 4
dies de diferenciació amb una dosi d'l #tM d'insulina al llarg de 24 hores, i
amb una dosi d'l mM de l'analeg de l'AMPc 8-bromo-AMPc (8-Br-AMPc) al
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Expressió de factors mloqenlcs en cel.Iules L6E9

1,8 kb- MyoD

1,4 kb- Miogenina

Dies: o 4 7

1,7 kb-
Myf5

Dies: o 1 4 7

Figura 28: Es va obtenir RNA de cel.lules L6E9 en l'estadi de mioblast (O
dies de diferenciaci6) o després d'l, 4 i 7 dies en medi de diferenciaci6. A
continuaci6 es van córrer 25 ug d'RNA de cada mostra en un gel d'agarosa i es
va procedir a detectar MyoD, miogenina i Myf5 mitjancant "northem blot". Es
mostra l'autoradiografia d'un experiment representatiu.



Expressió de transportadors de glucosa en cél.lules L6E9

Dies: O 4 7

Dies: O 1 4 7

Figura 29: Es van córrer 25 ug d'RNA procedent de cel.lules L6E9 en l'estat
de mioblast (O dies) o en l'estat de miotub d'l, 4 i 7 dies de diferenciació. A
continuació es van realitzar assajos de "northem blot" amb sondes específiques
per als transportadors de glucosa GLUTl, GLUT3 i GLUT4. Es mostra el
resultat obtingut en un experiment representatiu.



llarg de 48 hores. A l'acabar el tractament, es va obtenir RNA de les cel.lules
i es va realitzar un assaig de "nortbem blot". Com es pot observar a la Fig.30,
tant el 8-Br-AMPc com la insulina incrementen la quantitat d'mRNA per a

GLUTl (un 222±16% en el cas del 8-Br-AMPc i un 402±28% en el cas de
la insulina). En canvi, en el cas deIs miotubs només varem trobar un petit
increment (140+4%) en el cas deIs exposats 24 hores a insulina, sense cap
canvi en el cas deIs exposats 48 hores a 8-Br-AMPc. Per tant, les cel.lules
L6E9 semblaven un bon model per al'estudi de la regulaci6 del gen de

GLUT1, tant pel que fa als factors implicats en la diferenciaci6, com pel que
fa als factors implicats en la resposta a hormones, com la insulina i l'AMPc.

La modificaci6 en la quantitat de l'mRNA per a GLUTl podia ser efecte
d'una modificaci6 en l'activitat transcripcional, o bé, modificaci6 de la vida

mitjana de l'mRNA. Per tal de veure si es tractava d'aquest darrer efecte, es

va realitzar el següent experiment: es van incubar mioblasts o miotubs de 4 dies
de diferenciaci6 amb una concentraci6 de 5 ¡tg/ml d'actinomicina D en el medi,
un conegut inhibidor de la síntesi d'RNA. A diferents temps després de
l'addici6 de l'actinomicina D es va obtenir RNA i va quantificar la quantitat de
GLUTl presento El resultat obtingut el mostrem a la Fig.32. A partir d'aquests
resultats es pot calcular una vida mitja per l'mRNA de GLUTl en el cas deIs
mioblasts i deIs miotubs, que va resultar ser d'unes 5 bores, resultats similars
als trobats per altres autors en models cel-lulars diferents (2-2,5 bores en el cas
de mioblasts L6 (Maber i Harrison, 1990). Per tant, I'efecte de la diferenciació

reprimint GLUT1 no es devia a una modificació de la vida mitja de l'mRNA.
Calia buscar la resposta a nivell del promotor de GLUT1.

3.2. ACTIVITAT TRANSCRIPCIONAL DEL PROMOTOR DE GLUTl.

L'aproximaci6 classíca a l'estudi de l'activitat d'un promotor, és lligar-Io
a un gen que codifiqui per una activitat enzímatica fácil de mesurar i que no

estigui present en les cel-lules a estudiar, l'anomenat gen "reporter". EIs més
utilitzats s6n els gens que codifiquen per a la B-galactosidasa (6-GAL) i el que
codifica per a la cloranfenicol acetil transferasa (CAT). Es tracta de gens
bacterians, les activitats deIs quals no estan presents a les cel-lules de mamífer.
Com s'explica a la part de Materials i Metodes, per mesurar l'activitat CAT
s'utilitza un metode radioactiu, basat en mesurar la incorporaci6 de grups acetat
a cloranfenicol marcat amb 14C, mentre que l'activitat 6-GAL es mesura per un

metode colorimetric. Normalment s'utilitza el metode més sensible (el que
valora activitat CAT) lligat al promotor a estudiar, mentre que l'activitat 6-GAL
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Figura 30: Cel.lules L6E9 en l'estat de mioblast es van tractar al llarg de 48
hores amb l' analeg de 1'AMPc 8-bromo-AMPc en una concentració d'l mM,
24 hores amb 1 �M insulina, o sense cap hormona (grup control, C). A
continuació es va obtenir RNA d'aquestes cel.lules i es va realitazar un assaig
de "northern blot" detectant GLUTl. Com a control de la carrega es mostra la

imatge que es va obtenir del bromur d' etidi de la mateixa membrana.



L6E9 Myotubes

GLUT1 mRNA

- 2.8 kb

e 8-Br-cAMP Ins
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Figura 31: Cel.lules L6E9 en l'estat de miotubs de 7 dies es van tractar al
llarg de 24 hores amb insulina 111M, al llarg de 48 hores amb 8-bromo-AMPc
1 mM, o sense cap hormona (grup control, C). Passats aquests temps es va

éÜllar RNA d'aquestes mostres i es va realitzar un "northern blot" corrent 25
�g d'RNA per a cada una, per tal de detectar l'rnRNA de GLUTl. Es mostra
la imatge del bromur d'etidi obtinguda per a la mateixa membrana utilitzada.
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Figura 32: Es van incubar cel.lules L6E9 en l'estat de mioblast o de miotub
de 4 dies de diferenciació, amb una concentració de 5 Ilg/rnl d'actinomicina D

alllarg deIs temps indicats. Passat aquests temps, es va obtenir RNA de cada un
deIs punts i es va procedir a realitzar un assaig de "northern blot" corrent 30
ug de cada mostra. Es va quantificar el resultat obtingut mitjancant
densitometria, i es va representar com a % del valor obtingut en el temps O
d'incubació en actinomicina D.



s 'utilitza per normalitzar l'activitat obtinguda per l'eficiencia de transfecci6.

Es va obtenir un troc del promotor de GLUT1 de rata (Williams i

Bimbaum, 1988), cedit amablement pel Dr. Morris Bimbaum, de Boston, que
contenia 2016 parells de bases de la zona 5'a partir de l' inici de transcripci6 i
134 parells de bases de la zona 3'a partir també de I'inici de transcripci6 (veure
Fig.33). Utilitzant els enzims de restricci6 adequats es va subclonar aquest
fragment a 5' del gen codificant per a CAT (utilitzant el plasmidi CAT básic),
per tal d'utilitzar-Io com a índex de l'activitat transcripcional d'aquesta zona.

Aquest plasmidi és el que anomenarem G1CAT o -2106/+ 134. Ara el que calia
fer era posar a punt les condicions de transfecci6 adequades per a les cel-lules

L6E9, de manera que poguessim introduir i expressar els plasmidis desitjats.
Per aixó, es van utilitzar els plasmidis descrits fins el moment, comparant
l'activitat obtinguda no transfectant les cel.lules o amb els plasmidis CAT basic
o G1CAT. En primer lloc, calia comprovar que les cel.lules es transfectaven
i, a més, que el nostre promotor tenia activitat. Utilitzant el metode del fosfat
calcic es van transfectar mioblasts L6E9 amb el promotor enganxat a CAT (G1)
o amb el vector CAT basic, i es va comparar l'activitat CAT obtinguda amb la
de cel.lules no transfectades. El resultat es pot observar a la part esquerra de
la Fig.34. Com es pot apreciar, les cel.lules transfectades havien incorporat el
DNA i aquest s'expressava, ja que obteniem activitat CAT. A més, el nostre
promotor estava estimulant la transcripci6, ja que trobavem una activitat molt
més gran que la de cel-lules transfectades només amb el CAT básic,

A continuaci6 varem realitzar diferents proves dirigides a optimitzar les
condicions de transfecci6, utilitzant el vector GICAT. Així, es va provar el

temps que es mantenien les cel.lules després de l'exposici6 al precipitat, per tal
de veure fins quan podiem mesurar bé l'activitat. Com es pot observar també
a la part esquerra de la Fg.34, no es modificava l'activitat CAT trobada entre

48 i 72 hores després de l'exposici6 al precipitat. En segon lloc, les cel.lules
es transfectaven millor si sembravem una baixa densitat de ce! ·lules que si en
sembrvem una alta quantitat. En tercer lloc, podiem obtenir una millor
transfecci6 amb 10 p.g que amb 5 (Fig.35) i, per últim, també trobavem una

millor activitat amb 14 hores d'exposici6 al precipitat que amb només 6. Tots
aquests resultats ens van fer triar unes condicions per a la transfecci6 que van

ser les que es van utilitzar alllarg de la majoria d'estudis: 10 p.g del plasmidi
a assajar, 14 hores d'exposici6 al precipitat, 72 hores d'incubaci6 després de

l'exposici6 al precipitat i utilitzant cel-lules sembrades en una baixa densitat.

El primer que vam estudiar va ser l'efecte de la diferenciaci6 sobre
l'activitat del troc del promotor de GLUT1 que teniem. Es van transfectar
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-2106 GAATTCCAAG CAGACAATGG GATCTGTGTC TGGGCAGGTA TAGGGAAATG

-2056 GGGAAAAGTA ACGCTGTTTT CCTGGCTACT CTGCTTTTTC TGTGTTGGTG

-2006 CCATGGGACC ATGGCACTGG GCTGAAATGC TGACGCCAAC AATTAGTGCA

-1956 GTTTGAGCAG GGTCTGGTAG CACAAGCCTT TAATTCCAGC ATTTGATAGG

-1906 CAAGTGGATC CCGAAGTCAT CCTGGTCTAC ATAGTGAGTT CCAGGACAGC

-1856 TGGGGTGCCT GCCTCAATAA AGCAAACCAG AAGTATTAGT GCAGTTACTC

-1806 TGAGAAACAT TTATTCAAAC CAGGAGGAGA CTATTAGACC CATTTTAGAG

-1756 ATGGATGTGG GTTTTGAAGC TGAGAAGAGA TGTGAGCAGT GTGCATTCGG

tndIII-1706 CAAGTGGCTA CAGAGCTGGG ACTCCAATGT TTG GCTTG TGGTTCGGGG

-1656 TGCTGTCTAA AGGCTGCCTT TGTAACCTAA CTGCCTCTTC TATCAAAAAT

-1606 GGCTTACATC TCTAGCTGCC TATTGAACTA CTTTCCAAAC CCTCCTTAGC

-1556 ATCACTTCCT CTTTCCCAAA GAGCTGCTGC TACTACTACT ACTACTACTA

-1506 CTACTACTAC TACTACTACT ACTACACACA CACACAAACA CACCCCAGTT

-1456 ATCTCTGGAG ACTTATCCTG TATTCATCCT TGGTGATGGT ATACACTGCC

-1406 CCTCTCCCTG TCCCCCCATC TTGAGGATTC CCTGAAGCTA GTAATAGGCT

-1356 AATGCCTCTG TCCCTGGGGA CATTGACTAG CACAGGACCA TAATAGAGGA

-1306 GGAAAAAAGA TGGCTAATTG GTGTCTTGTT GACTGAGATA TAGGATGTAC

-1256 TTCTATAATG GGGTGGTTGA ATTTATGAAC TGGTACCCTA AGGAAGGGCC

�stEII-1206 TG GTGACCA GGCTTGGGCC TTGTTCCAGC CTCGACATCA TATGTATTGA

-1156 GGGAAAGAAC TAGGTCCATG GTTGGAGGAA GCAAGAGCAG AGGGGATAGA

-1106 TCTTGCAGTA AGCAGGGGAA GGGGACAAGG TGGTGATCAG GGGACAGGAG

-1056 NAAGGGGATC CCAGACTCAC CAGTTCCACA TGCTTTACTT TTCAGGGATC

-1006 CATGCCCAAC AAGGGTACCC CCTAGGCCAG CATCTGGGAC AAAGCTCAGC

-956 TTCCTGTCTC CAACAGAAAT TAACTTCTCC CAGATCCCTC CTTTAGCTGA



-906 ACCTAGCTAG ATGGGAAACA GACCCGAGGG ACCCACAGAG GCTATCAACT

�anll-856 GTAATACTTA CCACTTCAGG AGCACACCTG TGATTCTCAG AGCC AGTTT

-806 GATACAAATT TCATTTTATC CAGAAGAAAA CCGCTGTTCA TTGGCTGGGA

-756 GCTTGCCCAG AACCAGCTAG AGGCGGTTTA TAGGTGAGCT GGTTCAATGC

-706 CAAGGTGTTC TGTGTCCTTA ACCATTTAGA CACCCACCCT CTCTGGTCTT

-656 CACACTTAGG TATCACCATA CAGTCAGAAA TAGAGGGAGG TGGCGGCTTT

-606 ACAGCTCAGA GAAGTGGCGA CATGGTGTCT AGGAGCAAAA AGAGGAAACT

-556 GGGCTTGGGC ATAGGTACTC GGAGCATGGA GGAGAGAACT CAACCTCGGA

-506 GCCAAGACCT CCTCCCGTGG TCTCTCTAAT GAACTTAATG CCACTTTCTT

-456 TACACATAAC AGACGTGGTT GTAAACACCC TCCAAATATT AACTCGCTTA

-406 ATCTTCCTAA CAACCCAGGA GGTTGTACTA TTATTATCGC CAGTTTACCA

-356 AAGTTATCCC GCAGCCTAGT GAGGAAGCCG AAGACCTAGC ACTGCTTACA

-306 GCCCTGAACC AAGAGCTACC ATTTTGCTAG TGGCCGTTGA GACTCAGAGA

-256 GGTGTGCAAA CCAGCCCAGA GCCACACAGC GAGGCGCCCC CAGGGCCACG

�mal-206 CACCCG GGA CTGCAAATTC TAGCATCCAA ACCCAGATTG CGGTCAGGCG

-156 CCCTCCGCCC CTCCCGCCAG AACCACGCCC CTTGGAGTCC CGCCCCGGAC

AVal! !OCl-106 GTG TC TCA GGCCCCGCCC CCCGGCCCAC CTACACGCCC CCCCCCTGCG

!Vall �SSHll-56 GCGCGGGCCA ATGGCGGC G TCCTATAAAA AGGCAGCTCC G GCGCTCTC

-6 TTCCTJ�AA CACAAGAATC CCTTGTGGAG TGTCGGTTTA GGTTACAGGG

�frl+46 T TTAAGTGA GTCAGGGCGC GGAGGTCCGG CGGGAGACGC ATAGTCACAG

+96 CACGTCCATT CTCCGTTTCA CAGCCCGCAC AGCTTGAGC

Figura 33: Seqüencia de la zona promotora del gen de GLUTI que ens va ser

cedida pel Dr. Morris Birnbaum. S'ha destacat l'inici de transcripció i els

diferents enzims que es van utilitzar a l'hora de generar les diferents
construccions.



Efecte de la densitat cel.lular i deis dies post transfecció

Nl CAl G1 CAl G1 Nl CAl G1

lemps (h): 48 72 48

Densitat: Alta Baixa

Figura 34: Es van sembrar cel.lules L6E9 en baixa densitat (500.000 cel.lules

per placa) o en alta densitat (1.000.000 cel.lules per placa), idos dies després
es van transfectar mitjancant el metode del fosfat cálcic (veure secció de
Materials i Metodes) amb 40 ug totals de DNA. Es van utilitzar 10 ug deIs

plasmidis CAT basic (CAT) i el troc -2106/+134 del promotor de GLUT1
enganxat al CAT básic (G1). Passades 48 o 72 hores després de l'exposició al

precipitat, es van arrancar les cel.lules, es van obtenir extractes citoplasmátics,
i es va passar a valorar l'activitat cloranfenicol acetil transferasa (veure secció
de Materials i Metodes), que es va comparar amb l'activitat obtinguda en

cel.lules no transfectades (NT). Es mostra l' autoradiografia d'un experiment
representatiu.



a) Concentració de DNA

Concentració (J.lg): 5 10

b) Temps d'exposició al precipitat

Temps (h): 6 14

Figura 35: a) Cel.lules L6E9, sembrades en una densitat de 500.000 cel.lules
per placa, es van transfectar pel metode del fosfat cálcic amb 40 ug total s de
DNA que contenien 5 o 10 ug del plasmidi amb la seqüencia -2106/+134 del
promotor lligada al CAT basic (-2106/+134G1CAT). Passades 72 hores, es van
arrancar les cel.lules, es van obtenir extractes citoplasmatics, i es va valorar
l'activitat cloranfenicol acetil transferasa. Es mostra l'autoradiografia d'un
experiment representatiu.
b) Es van transfectar cel.lules L6E9 sembrades en la mateixa densitat que en

l'apartat a), amb 40 ug total s de DNA que contenien 10 ug del plasmidi
-2106/+134 G1CAT. Es va deixar el precipitat de fosfat calcic alllarg de 6 o

14 hores, es va rentar, i es va fer el xoc de glicerol. Es va afegir medi comp1et
i es van mantenir al llarg de 72 hores. Passat aquest temps, es van obtenir
extractes citoplasmátics i es va valorar l'activitat cloranfenicol acetil
transferasa. Es mostra l'autoradiografia d'un experiment representatiu.



cel-lules L6E9 en l'estadi de mioblast, i a continuaci6 es van mantenir en un

medi d'alta concentraci6 de serum, o es van canviar a un medi pobre en factors
de creixement. Al fmal de les 72 hores d'incubaci6 teniem a les plaques un

percentatge significatiu de miotubs a les plaques posades a diferenciar, al
voltant d 'un 40-50%, i en aquestes condicions, es va mesurar l'activitat CAT .

Com es pot observar en la Fig.36, no trobavem grans diferencies en l'activitat
CAT procedent de cel-lules no transfectades mioblasts o miotubs, ni en el cas

de les transfectades amb el vector CAT básic (encara que sempre existia una

tendencia a baixar en el cas deIs miotubs). Pero quan mesurávem l'activitat pel
que fa al promotor de GLUT1, trobavem una clara disminuci6 (60%).
Semblava, dones, que en aquesta zona del promotor hi havia la informaci6 en

la seqüencia responsable de la disminuci6 de l'activitat transcripcional del
promotor de GLUT1 amb la diferenciaci6.

Varem realitzar la mateixa aproximaci6 experimental pel que fa a

l'AMPc. Es van transfectar mioblasts L6E9 amb el troc sencer de promotor
enllacat a CAT, i 48 hores abans d'arrancar les cel-lules es van tractar amb una

concentraci6 d'l mM 8-Br-AMPc. El resultat de valorar l'activitat CAT

obtinguda, després de normalitzar el resultat per l'activitat B-GAL, es mostra

a la part superior de la Fig.39 (la construcci6 -2106/+134). Com es pot
observar, també en aquest cas obteniem el resultat que esperariem del 8-Br­
AMPc, és a dir, un increment en l'activitat del promotor de GLUTl. En canvi,
quan es va realitzar el mateix en el cas del tractament amb 24 hores amb

insulina, no es va detectar cap canvi en l'activitat transcripcional. Semblava,
dones, que aquest troc del promotor contenia la o les seqüencies responsables
de l'estimulaci6 per l'AMPc, pero no per la insulina.

Pe tal de mapar més concretament la zona responsable de la repressi6 en

el cas de la diferenciaci6, o de l'estimulaci6, en el cas de l'AMPc, es van

generar una serie de construccions utilitzant enzims de restricci6 adequats, en
les que anavem tallant la zona a 5'de l'inici de transcripci6, mantenint sempre
la zona més propera a l'inici de transcripci6 intacte. Es van utilitzar aquestes
construccions per tal d'evaluar la seva activitat CAT basal, i la resultant després
d'estimular-Ies amb 8-Br-AMPc o de diferenciar les cel-lules a miotubs. Com
es pot observar a la Fig.37, a mesura que es van fent deleccions del promotor
l'activitat basal es manté, fins el moment en que es va deleccionar la zona entre
-812 i -201, en que l'activitat es va incrementar en un 80%. Aixo indicava que
en aquesta zona entre -812 i -201 existiria una zona repressora de l'activitat. Si
es deleccionaven 102 parells de bases més (construcci6 -99) l'activitat queia una
mica (entre un 10 i un 20%) respecte l'anterior contrucci6, pero era quan
tallavem la zona entre -99 i -33 quan teniem una caiguda més gran en
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Figura 36: Cel.lules L6E9 es van transfectar utilitzant el métode del fosfat
calcio amb el plasmidi CAT básíc o amb el plasmidi -2106/+134GICAT.
Irnmediatament després d'afegir el precipitat, es va afegir medi complet amb
un 10% (mioblasts) o amb un 2% de sérum (miotubs), que es va mantenir al
llarg de 72 hores després del xoc de glicerol. Passat aquest temps, es va

valorar l'activitat cloranfenicol acetil transferasa, que es va comparar amb la
de cel.lules sotmeses al mateix temps d'incubació pero sense estar

transfectades. Mostrem el resultat de quantificar amb un aparell AMBIS el %
de radioactivitat en forma de cloranfenicol acetilat al menys de 5 experiments,
amb els seu error estándard.

Non transfected CAT -2106/+134



Figura 37: Es van generar, mitjancant talls amb enzims de restricció adequats
(veure secció de Materials i Metodes), diferents construccions amb deleccions

progressives de la zona 5' del promotor de GLUT1 contenint les seqüencies
-1672/+134, -1203/+134, -812/+134, -2011+134, -99/+134 i -33/+134.
Aquestes, juntament amb la construcció inicial (-2106/+134G1CAT), es van

transfectar en cél.lules L6E9, i després de l'exposició al precipitat es van

incubar en medi 10% (mioblasts, MB) o 2% (miotubs, MT) de serum. Passats
4 dies es va valorar l'activitat cloranfenicol acetil transferasa i es va corregir
per l'activitat �-galactosidasa. Es mostren les mitjanes i l'error estándard
obtinguts d'entre 4 i 10 experiments , expressant els resultats com a % del
valor máxim obtingut, el de la construcció -2011+ 134.
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Figura 38: A partir de la construcció -2106/+134GICAT es van generar,
utilitzant els enzims de restricció adequats (veure secció de Materials i

Metodes), dues deleccions de la part situada més a 3' del promotor. Es van

utilitzar, juntament amb la construcció original per transfectar cel.lules L6E9
que, després de lexposició al precipitat es van incubar en medi de
diferenciació (miotubs) o en medi de creixement (mioblasts) alllarg de quatre
dies. Passat aquest temps, es va valorar L'activitat c1oranfenicol acetil
transferasa dels extractes citoplasmatics (uitlitzant l'AMBIS), i es va corregir
per lactivitat �-galactosidasa. Es mostra la mitjana i error estándard de tres

experiments, expressats com a % del valor máxim obtingut, el de la
construcció de -2106/+134GICAT.
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l'activitat, disminuint fins un 58% del valor del troc de promotor sencer (-
2106/+ 134). Cal indicar que aquesta construcció (-33/+ 134) contenia només

una seqüencia TATA, l'inici de transcripció i els 133 parells de bases a 3'de
l'inici de transcripció. Aixo indicava que entre -99 i -33 existirien seqüencies
responsables del manteniment de l'activitat més important que haviem trobat per
al promotor. Pero quan es va analitzar l'efecte repressor de la diferenciaci6
sobre l'activitat d'aquest troc del promotor de GLU1, es va trobar que es

mantenia la repressió per a totes les construccions assajades (Fig.37), fins i tot
per a la més petita que contenia només els 33 parells de bases a 5'de I'inici de

transcripció. El mateix es va observar quan es va analitzar l'efecte del 8-Br­
AMPc sobre diferents construccions: sempre trobavem una estimulaci6 per part
del 8-Br-AMPc independentment de la construcci6 assajada. L'efecte era, per
a totes, més o menys el mateix (Fig.39). Tots aquests resultats semblaven
indicar que I'efecte, tant de la diferenciaci6 com de l'AMPc, es realitzaria sobre
la zona de la caixa TATA. Per tal de descartar un efecte de la zona més a 3'de
l'inici de transcripció, es van realitzar unes construccions tallant troces de la
zona més a 3 '(Fig.38), i es va provar si la diferenciació mantenia els seus

efectes repressors. Com es pot observar en la Fig.38, al tallar un fragment de
88 parell de bases d'aquesta zona, l'activitat del promotor va caure en un 60%,
indicant I'existencia d'alguna seqüencia important per a l'activitat

transcripcional. Pero també en aquest cas en totes les construccions assajades
es mantenia l'efecte repressor per part de la diferenciació. Semblava, dones,
que la seqüencia responsable er la caixa TATA.

3.3 ASSAJOS PER IDENTIFICAR ELS FACTORS RESPONSABLES DE
L'ACTIVITAT DE LA ZONA -99/-33.

Donat que la construcció entre -99 i + 134 donava una activitat basal molt
semblant a la máxima obtinguda (la del fragment -201/+ 134), semblava que en

aquesta zona (entre -99 i -33) es trobarien molts deIs elements responsables de
l'activitat basal del promotor. Es tractava d'una zona prou curta (uns 66 parells
de bases) com per utilitzar-Ia per realitzar experiments de retardament en gel
("band shift"). A la Fig.40 es mostra un mapa d'aquesta zona, en el que s'han
marcat les seqüencies conegudes d 'unió per a diferents factors de transcripció.
Així, destaquen una caixa CAAT (d'unió de factors C/EBP), dues zones d'uni6
del factor AP2, i una caixa d'unió del factor SP1. Es va aíllar un fragment de
DNA que englobava la seqüencía entre -102 i -37, es va marcar

radioactivament, i es va utilitzar per experiments de retardament en gel
incubant-la amb extractes nuclears procedents de cel-lules L6E9 en estat de
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Figura 39: Es van utilitzar les construccions indicades per transfectar
cel.lules L6E9, mantingudes en medi 10% de serum, 38 hores després de
l'exposició al precipitat, es va afegir en el medi o no (control) 1 mM 8-bromo­
AMPc, que es va mantenir al llarg de 48 hores. Passat aquest temps, es va

valorar l'activitat c1oranfenicol acetil transferasa de les mostres, i es va

corregir per l'activitat �-galactosidasa. Es mostren la mitjana i error estándard
d'entre tres i vuit experiments, expressats com a % del valor obtingut amb la
construcció -201/+134.
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mioblast o en estat de miotub de 7 diese A la Fig.41 es mostra el resultat d'un
experiment d'aquest tipus. Com es pot observar, la sonda marcada sense

extracte migra com dues bandes, una de més baix pes molecular majoritaria, i
una banda de més alt pes molecular menys abundante Desconeixem l'origen de
la segona banda, pero va apareixer sempre amb els diferents marcatges. Quan
s'afegia extracte procedent de mioblasts o miotubs observem que apareixien
diferents bandes de retardament, el que indicava que s'unien a aquest fragment
diferents proteines, i que el patr6 d'uni6 és diferent entre els mioblasts i els
miotubs. La uni6 era específica, ja que a l'incubar amb una quantitat de 100
vegades de fragment sense marcar, desplacavem totes les bandes retardades.
Amb fletxes s'han indicat els complexes més abundants: els Al, A2, B, DI i
D2 s6n específics (cas dels complexes Al, A2 i B) o molt més abundants (cas
dels DI i D2) en els mioblasts que en els miotubs. Pel contrari, els complexes
C2 i D3 s6n específics dels miotubs. Només el complex C1 apareix amb la
mateixa intensitat tant en mioblasts com en miotubs.

El següent pas era intentar mapar on s'unia cada un dels complexes. Per
aixo, el camí més rapid i informatiu és la realitzaci6 d'assajos de "footprinting".
Es va intentar pero els resultats van ser decebedors. Com una alternativa que
també ens podia donar molta informaci6 es va decidir dissenyar una serie
d'oligonucleotids que englobessin tot el fragment, i intentar competir amb ells
la uni6 dels factors proteics a la nostra sonda marcada. A la Fig.42 es mostra
un esquema amb els oligonucleotids que es van fer sintetitzar, i que van ser

utilitzats en els experiments que s'exposaran a continuació. Cal destacar que ni
amb l'oligonucleotid N ni amb el V es va lograr competir cap deIs complexes
visualitzats. Pero sí várem obtenir resultats positius amb els altres tres

oligonucleotids, com veurem a continuaci6.

El primer oligonucleotid utilitzat va ser 1'1, el que englobava des de la

posici6 -100 fms a la -85, on es situava la zona d'uni6 al factor SPl. Com es

pot veure a la Fig.43, la utilitzaci6 d'aquest oligonucleotid en quantitats
creixents no va desplacar mai cap banda de les que formaven els extractes

procedents de miotubs. Pero en el cas dels extractes de mioblasts,
l'olígonucleotid sí lograva desplacar clarament dues bandes, els complexes Al
i A2, específics deIs mioblasts. Aixo deixava oberta la possibilitat de que
aquestes bandes correponguessin al factor SP1. Cal destacar que per tal de

lograr competencia amb aquest oligonucleotid es precissaven quantitats
elevadíssimes de competidor fred (de l'ordre de 2000 vegades), molt més altes

que les requerides en el cas deIs altres dos oligonucleotids (de l'ordre de 200

vegades) o en el cas del fragment sencer quan s'utilitzava per desplacar (de
l'ordre de 50 vegades). Varem comprovar que realment tot l'oligonucleotid
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Figura 40: Esquema de la zona compresa entre els nucleotids -102 i -15, on
s'ha marcat la zona utilitzada en els experiments de retardament en gel que
s'exposaran a continuació. S'han enquadrat les seqüencies consens per a

diferents factors de transcripció ben coneguts, com una per a SPI, dues per a

AP2, una caixa CAAT i una caixa TATA.
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Figura 41: Assaig de retardament en gel incubant la seqüencia de DNA del
promotor de GLUT1 AvaII-AvaII que comprenia entre els nucleotids -102 i
-37, marcada radioactivament, amb o sense extractes nuclears procedents de
cel.lules L6E9 en l'estat de mioblast (MB) o de miotub de 7 dies (MT). A més,
en determinats carrils es va afegir 50 vegades el mateix troc de DNA pero
sense marcar com a competidor. Després d'una preincubació inicial, de 15
minuts a temperatura ambient, deIs extractes amb la resta de components de la
barreja de reacció (veure secció de Materials i Metodes), pero sense el troc de
DNA marcat, es va afegir aquest i es va incubar la barreja al llarg de 10
minuts a 4°C. Passat aquest temps es van carregar les mostres en un gel del 7%
de policacrilamida i es van córrer al llarg de tres hores. A continuació es va

assecar el gel i es va posar a exposar. Es mostra l'autoradiografia d'un gel
representatiu. S'han indicat amb fletxes els diferents complexes que es van

formar.
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Figura 42: Esquema deIs oligonucleotids utilitzats en els experiments de

retardament en gel per tal de competir amb el troc -102/-37 marcat

radioactivament.



estigués ben anellat, tant corrent gels de poliacrilamida com mitjancant marcatge
radioactiu, i efectivament no hi havia contaminaci6 d'oligonucleotid sense

marcar, el que indicava que la manca de competició a dosis petites
d'oligonucleotid es devia a una baixa afinitat d'aquest pel factor proteico

Quan es va utilitzar l'oligonucleotid 11 (que englova des de la posici6 -69
fins a la -55) com a competidor fred (Fig. 44), es va observar que desplacava
les bandes correponents als complexes de movilitat electroforetica més gran, els
01 i D2 deIs extractes de mioblasts, i el D3 deIs extractes de miotubs. En

aquest cas la competició s'assolia ja a concentracions baixes de l'oligonucleótid
fred, d'unes 100 vegades. Recordem que aquesta zona es correspon exactament
amb el putatiu lloc d 'unió AP2 central del fragmento

Per últim, amb l'oligonucleotid 111 (de les posicions -48 a la -35, que
englobava la possible zona d 'unió CAAT) várem poder competir les bandes de
movilitat intermitja, Cl en el cas deIs mioblasts, i Cl i C2 en el cas deIs
miotubs. Així, i com a resum, podem agrupar els complexes en tres grans
zones. Un grup de complexes, de movilitat més petita, que englovaria els
complexes Al i A2 (exclussius de mioblasts) que maparien a la zona -100/85;
un conjunt de complexes de movilitat intermitja, que englobaria el Cl (present
tant en mioblasts com en miotubs) i el C2 (exclussiu de miotubs) que maparien
a la zona -48/-35; i per últim, un conjunt de complexes de movilitat més
elevada del que formarien part els DI i D2 (típics del mioblast) i el D3 (típic
dels miotubs), que maparien a la zona de la caixa CAAT, entre els nucleotids
-69 i -55.

Calia intentar coneixer la identitat proteica dels complexes. Coneixent les
possibles zones d 'unió es van utilitzar oligonucleotids comercials que
englobaven les zones conservades tant per al factor SPl com per al factor AP2.
Aquests olígonucleotids es van utilitzar com a competidors freds del mateix

fragment marcat. Com es pot observar a la Fig.46, només várem obtenir

competencia en el cas de l'oligonucleótid de la zona SPl i mai del de la zona

AP2. A més, les bandes desplacades per l'oligonucleotid comercial eren

exactament les mateixes que es desplacaven amb I'oligonucleotid 1, el que
englobava la zona d'unió SPl del nostre fragment, els complexes Al i A2. Cal
destacar a més, que la competencia es va donar només en el cas dels extractes
de mioblasts, allá on haviem observat retardament deIs complexes Al i A2 i no
es va competir cap banda dels extractes de miotubs.

Semblava, dones, que els complexes Al i A2 podien ser deguts a la unió
del factor SPl. Aquest és un factor molt conegut, present en els promotors de
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Figura 43: Es van incubar extractes nuclears de cel.lules L6E9 mioblasts
(MB) o miotubs (MT) en presencia del troc -102/-37 marcat radioactivament i
de quantitats creixents (1000, 5000 i 10.000x) de l'oligonucleotid 1 (-100/-85)
sense marcar. S'han assenyalat els complexes que van modificar la seva

presencia en els diferents experiments realitzats. Es mostra l'autoradiografia
d'un experiment representatiu.
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Figura 44: Es van incubar extractes nuclears obtinguts de mioblasts (MB) o

miotubs de 7 dies (MT) L6E9 amb el troc de DNA -102/-37 marcat

radioactivament. A més, es van afegir o no quantitats creixents (50, 200, 500 i
lOOOx en el cas dels MB, 50, 200 i 500x en el cas deIs MT) de l'oligonucleótid
TI (-69/-55). S'han marcat els complexes que van desplacar la seva unió per la

presencia de l'oligonucleótid no marcat. Es mostra l'autoradiografia d'un

experiment representatiu.
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Figura 45: El troc de DNA -102/-37 del promotor de GLUTl, marcat

radioactivament, es va incubar amb presencia o absencia d'extractes nuclears
procedents de mioblasts (MB) o miotubs de set dies de diferenciació (MT)
L6E9, afegint quantitats creixents (50, 200, 500 i 1000x en el cas deIs
mioblasts, 50, 200 i 500x en el cas deIs miotubs) de l'oligonucleótid III (-48/-
35) sense marcar. S'han marcat els complexes que van desplacar la seva unió
per efecte de la presencia de l'oligonucleótid competidor. Es mostra

l'autoradiografia d'un experiment representatiu.
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Figura 46: Es van incubar extractes nuclears procedents de mioblasts (MB) o
miotubs de set dies de diferenciació (MT) L6E9, amb el troc de DNA -102/-37
marcat radioactivament. Quan s'indica, es va afegir, a més, un excés sense

marcar del propi troc de DNA (CP), o d'oligonucleótids comercials per a les
zones consens deIs factors SP 1 i AP2. Amb fletxes s 'han indicat els complexes
que van modificar la seva unió per la presencia de l'oligonucleótid competidor.
Es mostra l'autoradiografia d'un experiment representatiu.
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molts gens (Briggs i col., 1986; Kadonaga i col, 1986). Aquest factor de

transcripcíó pertany a la família deIs anomenats "zinc fingers", ja que

requereixen Zn+2 per tal de poder unir-se al DNA. Així, una prova més de que

podia tractar-se de SP1 era intentar evidenciar si la seva capacitat d'uni6 era

depenent de la presencia o no de Zn+2 en el medio Es va realitzar el mateix

experiment de retardament incubant el fragment marcat amb extractes nuclears
de mioblasts L6E9, pero afegint ara en el medi Zn+2, EDTA (un quelant de
cations divalents) o tots dos a l'hora. Com es pot observar a la Fig.47, afegint
Zn+2 en el medi incrementa la unió, sobre tot, del complex A2, de manera dosi

depenent. Pel contrari, el fet d'afegir EDTA en el medi provoca la disminució,
també de manera dosi depenent, sobre tot deIs complexes Al i A2, encara que
a la dosi més alta assajada, 2,5 mM d'EDTA també el complex B disminueix
la seva uni6. Així, els complexes Al i A2 semblen ser depenents, per la seva

uni6 de Zn+2, el que confirmaria que es tracta de factors de la família SPl.

Si realment es tractava de factors de la família SP1, ¿a que es devia la
modificacio en la uni6 observada entre els extractes de mioblasts i els de
miotubs? La resposta podia estar a nivell de la capacitat d 'uni6 del factor o a

nivell de modificacions en la quantitat de proteína SP1 presents entre els
diferents estadis celIulars. Per tal d'esbrinar quin era el mecanisme, es va

procedir a realitzar un assaig de "westem blot" amb extractes nuclears obtinguts
de mioblasts o bé de miotubs de 7 dies. Com es pot observar a la Fig.48, amb
I'anticos contra SPl detectem dues bandes majoritaries localitzades entre 90 i

110 kDa. S 'ha descrit que l'SP1 purificat de cel-lules HeLa apareix com dues
isoformes majoritaries, una de 95 i l'altre de 105 kDa, el que coincideix amb
les bandes majoritáries observades en els extractes de cel-lules musculars. Pero,
com podem apreciar, la quantitat d'SP1 en els mioblasts és molt superior que
la quantitat que apareix en els miotubs, el que coincideix plenament amb
l'absencia d 'unió deIs complexes Al i A2 en els assajos de retardament amb
extractes de miotubs. Així, SP1 esta regulat per l'estat de diferenciació de la
cel-lula muscular.

Finalment, si SP1 té realment un paper activant el promotor de GLUT1,
l'expressió forcada d'SP1 hauria d'incrementar l'activitat del promotor de
GLUTl. Amb l'objectiu d'evaluar aquesta hipótesi es va realitzar el següent
experiment. Es van cotransfectar mioblasts L6E9 amb el troc de promotor de
GLUT1 lligat a CAT (la construcció -2106/+ 134) amb un vector d'expressió
que contenia la seqüencia codificant per a SP1. A continuació es van mantenir
en l'estat de mioblast o es van diferenciar cap a miotubs al Ilarg de quatre dies.
Passat aquest temps es va valorar l'activitat CAT present en aquestes
cel-lules.Com es pot observar a la Fig.49, la cotransfecci6 d'SPl amb el vector
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Figura 47: Es van preincubar extractes nuclears obtinguts de cel.ules L6E9
en l'estat de mioblasts o de miotubs de 7 dies, en presencia o absencía de les
quantitats indicades de Zn+2 i EDTA al llarg de 15 minuts a temperatura
ambiento A continuació, es va afegir el troc de DNA -102/-37 del promotor de
GLUT1 marcat radioactivament, i es va incubar la barreja de reacció alllarg
de la minuts a 4°C. En acabar, es van carregar les mostres en un gel del 5%
de poliacrilallÚda i es van córrer al llarg de tres hores. Es mostra

l'autoradiografia d'un experiment representatiu.
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Figura 48: Es van córrer 20 ug d'extractes nuclears procedents de cel.lules
L6E9 mioblasts (MB) o miotubs de 7 dies de diferenciació (MT) en un gel del
7,5% de poliacrilamida. A continuació, es va realitzar un assaig de "western
blot" amb un anticos específic contra la proteína SPl, i es va revelar pel
sistema ECL. Es mostra l'autoradiografia d'un experiment representatiu.



CAT básic no provoca cap modificació en l'activitat CAT. Pel contrari, qual
el que es cotransfecta és la construcció -2106/+ 134 del promotor de GLUT1
amb SP1 obtenim una activitat CAT molt superior que sense SP1, tant en els
mioblasts com en els miotubs. Com també es pot apreciar, l'increment és molt
més important en el cas deIs mioblasts que en el cas deIs miotubs.

3.2. FACTORS SIMILARS ALS DE LES CEL'LULES L6E9 S'EXPRESSEN
EN ALTRES TIPUS CEL'LULARS MUSCULARS.

Com hem vist en l'apartat anterior, les cel-lules L6E9 expressen una serie
de factors de transcripció que s'uneixen a la zona -102/-37, amb un patró ben
diferent entre mioblasts i miotubs. Per tal de poder identificar factors que fossin

específics de cel-lules musculars, es van obtenir extractes nuclears procedents
de cel-lules musculars Sol8 (tant de mioblasts com de miotubs de 7 dies), i de
ce! Iules C3H10Tl/2. Aquesta és una línia de fibroblasts obtinguts a partir de
ratolí, Aquesta va ser la línia cel-lular que va permetre la clonació deIs factors

miogenícs, ja que a l'expressar MyoD, miogenina, Myf5 o Mrf4 en grans
quantitats en aquestes cel-lules, i en les mateixes condicions de baixa
concentració de factors de creixement en el medi, aquestes cel-lules poden
diferenciar cap a miotubs, expressant gens típics de cel-lules musculars. El Dr.
Vicente Andrés, de Boston, ens va cedir gentilment cel-lules C3H10Tl/2

salvatges, i altres que havien estat transfectades establement amb el cDNA per
a MyoD, de manera que l'expressaven en altes quantitats. Aquestes ce-lules

podien diferenciar al baixar la quantitat de serum del medio Així, es van aillar
extractes nuclears tant de cel-lules C3H10Tl/2 salvatges, com de les
transfectades en l'estat de mioblast (expressant MyoD pero sense diferenciar)
o en l'estat de miotub.

Com es pot observar a la Fig.50, l'assaig de retardament en gel realitzat
utilitzant aquests extractes va donar una serie de bandes de retardament,
diferents entre els diferents tipus cel-lulars estudiats, pero amb la particularitat
que tots ells ja s 'havien observat en les cel-lules L6E9. Així, eren facilment
identificables els complexes que haviem anomenat As, i que, a l'igual que
l'observat en els mioblasts L6E9, eren clarament desplacats per la incubació
amb l'oligonucleotid comercial correponent a la seqüencia d 'unió d 'SP1.

Aquests complexes es podien observar en els mioblasts So18, també en els
miotubs (encara que menys clars), i en els fibroblasts C3H10Tl/2. Pel contrari,
mai es va observar cap banda desplacable en el cas deIs mioblasts o miotubs de
les cellules C3H10Tl/2 transfectades establement amb MyoD. També com
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Figura 49: Es van transfectar cel.lules L6E9 amb els plasmidis CAT básic
(CAT) o amb la construcció del troc de promotor de GLUTl -2106/+134
lligat a CAT, en presencia (+SPl) o en absencia (control), d'un vector

d'expressió contenint la seqüencia codificant per al factor de transcripció SP1.

Després de l'exposició al precipitat, es va afegir medi 10% (MB) o 2% (MT) i
es van obtenir extractes citoplasmátics 4 dies després. Es va valorar l'activitat
cloranfenicol acetil transferasa i es va corregir per la quantitat de proteína de
les mostres. Es mostra la mitjana de tres experiments, expressats com a % del
valor obtingut amb la construcció -2106/+134 sense SPl en els mioblasts.
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Figura 50: Es van incubar extractes nuclears procedents de cel.lules Sol8mioblasts (MB) o miotubs de set dies (MT), de cel.lules C3H10Tl/2 salvatges(WT) o de cel.lules C3H10T1/2 transfectades establement amb MyoD, enl'estat de mioblast (MB) o de miotub de set dies (MT), amb el troc de DNA de-102 a -37 del promotor de GLUT1 marcat radioactivament. A més, quans'indica, es va afegir un excés de 50 vegades del propi troc -102/-37 (CP) o de200 vegades de l'oligonucleotid comercial per a la seqüencia consens per aS�1. Amb fletxes s'indiquen els complexes majoritaris que apareixien amb elsdiferents extractes. Es mostra l'autoradiografia d'un experiment representatiu.



passava amb les cel-lules L6E9, es podien observar una serie de complexes
intermitjos, els anomenats C1 i C2, i una serie de complexes d'alta movilitat,
els DI, D2 i D3. Bandes específiques de cel-lules musculars s6n només les C 1

i C2, i la D2 i D3. Bandes específiques de mioblast serien les Al i A2, la B,
i les DI i D3, que mai apareixen a miotubs. 1 bandes específiques de miotub
seria la C2. La D3 també apareix sempre només en el cas de miotub, excepte
en el cas deIs mioblasts de C3H10Tl/2, que també la tenen. Com es pot
comprovar, el patró trobat en aquests mioblasts seria un pas entremig entre el
d'un mioblast i un miotub, expressant bandes que només apareixen en els
mioblasts (com la D2), pero també bandes que només apareixen en els miotubs

(com la D3).

La localitzaci6 deIs diferents complexes és exactament la mateixa que en

el cas de les cel-lules L6E9, com es pot apreciar a les Fig.5l-55: els complexes
As mapen a la zona entre -100 i -85, els complexes intermitjos Cl i C2 mapen
a la zona entre -48 i -35, i els complexes més rapids DI, D2 i D3 mapen entre

-69 i -55.

Ja per acabar, es va estudiar si, a l'igual que passava en el cas deIs
mioblasts i miotubs L6E9, on la presencia o absencia deIs complexes As es

correlacionava amb la presencia o absencia de la proteína SPl, en aquest cas
també passava el mateix. Així, es va realitzar un assaig de "western blot" amb
els extractes nuclears de les cel-lules C3H10Tl/2 salvatges o de les
transfectades establement amb MyoD en l'estat de mioblast. El resultat es pot
observar en la Fig.56, on es pot observar que, efectivament, a les cel.lules

salvatges, on hi ha unió deIs complexes As hi ha proteína SP1, mentre que a

les cel-lules transfectades amb MyoD desapareix quasi bé completament aquest
factor.
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Figura 51: Extractes nuclears de cel.lules C3H10T1I2 salvatges es van

incubar amb el troc -102/-37 del promotor de GLUT1 marcat

radioactivament, i amb un excés deIs oligonucleótids indicats (lO.OOOx per a
1'1, 50, 200 i 500x per al 11, 200 i 500x per al Ill). S'indiquen els complexes
que modificaven la seva unió per la presencia del competidor. Es mostra

l'autoradiografia d'un experiment representatiu.
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Figura 52: Extractes nuclears procedents de cel.lules C3HIOT1/2
transfectades establement amb MyoD i mantingudes en medi 10% de serum, es
van incubar amb el fragment -102/-37 del promotor de GLUT1 marcat

radioactivament, i amb la presencia o no d'un excés deIs oligonucleótids I
(lO.OOOx), II (50, 200 i 500x) i III (500x). Amb fletxes s'indiquen els
complexes que modifiquen la seva unió per efecte de la incubació amb
l'oligonucleotid sense marcar.
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Figura 53: Extractes nuclears de cel.lules C3HIOTl/2 transfectades
establement amb MyoD i mantingudes set dies en medi de diferenciació, es van
incubar amb el fragment del promotor de GLUT1 -102/-37 marcat

radioactivament, i amb o sense o excés dels oligonucleótids 1 (lO.OOOx), TI (50,
200 i 500x) i JII (50 i 200x). Amb fletxes s'indiquen e1s complexes que
modifiquen la seva unió per la presencia de I'oligonucleótid, Es mostra

l'autoradiografia d'un gel representatiu.
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Sol8 cells

MB MT
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Oligo competitor: 111 I 111

Figura 54: Extractes nuclears de cel.lules Sol8 en l'estat de mioblast (MB) o

miotub (MT) es van incubar amb el fragment -102/-37 del promotor de
GLUT1 marcat radioactivament, i amb un excés o no dels oligonucleotids I

(lO.OOOx) o III (500x) sense marcar. S'indiquen els complexes que modifiquen
la seva unió per la presencia dels oligonuclotids sense marcar. Es mostra

l'autoradiografia d'un experiment representatiu.
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Figura 55: Extractes de mioblasts (MB) o miotubs de set dies de diferenciació
(MT) de cel.lules SoI8, es van incubar amb el fragment -102/-37 del promotor
de GLUT1 marcat radioactivament, i amb la presencia o no d'un excés (500x)
de l'oligonucleótid TI sense marcar. Amb fletxes s'indiquen els complexes que
modifiquen la seva unió per la presencia de l'oligonucleotid sense marcar. Es
mostra l' autoradiografia d'un experiment representatiu.
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Figura 56: 20 ug d'extractes nuclears de cel.lules C3H10T1/2 salvatges (WT)
o transfectades establement amb MyoD i mantingudes en medi 10% de serum
(MB), es van carregar en un gel del 7,5% de poliacrilamida. A continuació es

va realitzar un assaig de "westem blot" utilitzant un anticos específic per a la
protelna SP 1.
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DISCUSSIO

1. EFECTE DE LA mPERGLUCEMIA SOBRE EL TRANSPORT DE
GLUCOSA EN LES CEL'LULES ENDOTELIALS ECV304.

Com ja s'ha comentat a l'apartat d'Introducció, un deIs efectes més

generals provocats per les altes concentracions de glucosa és la disminució en

el transport de glucosa (Klip i col., 1994). Aquest és un fet general per a tots
els models cel-lulars estudiats en cultiu, des de fibroblasts, mioblasts i miotubs,
adipocíts, cel-lules endotelials de microvasos del cervell, neurones, etc. EIs
mecanismes pels que té lloc aquesta disminució depenen del model cel-lular,
pero l'efecte final és el mateix: el control nutricional de l'aport de glucosa (Klip
i col., 1994). L'excepció d'aquest efecte general són les cel-lules endotelials de
macrovasos. EIs nostres resultats amb la línia derivada de cel-lules endotelials
de vena de cordó umbilical huma, i els resultats obtinguts en cel-lules
endotelials d'aorta bovina (Kaiser i col., 1993), van en el mateix senti: la
inexistencia de modificacions en el transport de glucosa ni en l'expressió del

transportador de la fanu1ia GLUT expressat, GLUT1.

Com hem vist, la línia endotelial ECV304 pot considerar-se un bon model
de cel-lula endotelial de macrovasos. Així, a més d'altres marcadors típics de

l'endoteli, com l"'angiotensin-converting enzyme", resposta a la lectina UEA-I
i a l'anticós PHM5, provocar neovascularització "in vivo" en el test de la
córnea de conill (Takahashi i col., 1990) o la producció d'activadors del

plasminogen del tipus u-PA (Takahashi i Sawasaki, 1991), hem detectat en

aquestes cel-lules la presencia d 'un dels marcadors més classics de l'endoteli,
com és el factor de von Willebrand, i l'expressió de la integrina aVJ33, proteína
que participa en l'angiogenesi induída per l'FGF (Fiedlander i col., 1995). A
més, pel que fa a l'expressió de transportadors de glucosa, només expressa
GLUT1, característica també de les cel-lules endotelials de macrovasos. En

aquest sentit, cal destacar que no hem pogut detectar la presencia de GLUT3,
proteína per la que sí s 'ha descrit la seva expressió en cel-lules endotelials deIs

microvasos de la retina (Knott i Forrester, 1995). La proteína GLUTl que hem

detectat té el pes molecular esperat per a la proteína típica de cel-lules

endotelials, amb una glicosilació heterogenia qur fa que es detecti com una

banda ampla d'entre 60 i 50 kDa, amb un pes molecular més elevat que la

proteína detectada en membranes totals de cervell. Aquests resultats

coincideixen amb els descrits per a cel-lules endoteliaIs procedents deIs

microvasos de cervell (Devaskar i col., 1991; Maher i col., 1993; Maher i col,
1994).
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Com ja hem comentat, les cel-lules ECV304 no responen a la

híperglucemia modificant el transport de glucosa (assajat com a transport de
l'analeg 3-0-Metilglucosa), ni modificant la quantitat d'mRNA, de la proteína,
o la localitzaci6 subcel·lular de GLUT1. El mateix resultat va ser obtingut per
Kaiser i col. (Kaiser i col., 1993), utilitzant cel-lules endotelials d'aorta bovina.
La diferencia amb aquests autors, és que Kaiser i col. tampoc troben cap
diferencia en la captaci6 de l'análeg de la glucosa 2-deoxiglucosa, analeg que
sí pot patir el primer pas en la metabolitzaci6 de la glucosa, la fosforilaci6 per

part del 'hexoquinasa. Els nostres resultats sí mostren una inhibici6 en la

captaci6 de 2-DOG per part de la hiperglucemia, inhibici6 que, per les dades

obtingudes de la modificaci6 en la relaci6 2-DOG-P/2-DOG, sembla ser deguda
a una inhibici6 de 1 'hexoquinasa. Aquest resultat bé confirmat pel fet que la
inhibici6 que hem trobat es deu a una modificaci6 de la Vmaxs sense canvis en

la Km. Aquest catalitza la formaci6 de gluosa 6-fosfat (o 2-DOG-P) a partir de
glucosa i ATP, i és ben conegut que és inhibit alostericament per la glucosa 6-
fosfat. El mecanisme que provoca la disminuci6 de l'activitat en les cel.lules
ECV304, és, fins el moment, desconegut. Que sigui una inhibició directa per
un augment en la concentraci6 de glucosa 6-fosfat sembla difícil, ja que la
inhibici6 no es d6na clarament fins a les 6 hores de preincubació en el medi
amb alta concentració de glucosa, i sembla difícil que una inhibici6 per augment
deIs nivells de glucosa 6-fosfat requereixi de temps tant llargs. Desconeixem
quins s6n els isoenzims d'hexoquinasa que s'expressen a la cel-lula ECV304.
Fins el moment s'han descrit 4 isoformes d'aquest enzim diferents (HK I-IV),
codificades per gens diferents i amb diferents característiques cinetiques,
d'inhibici6, i de patr6 d'expressi6. S'ha descrit, per exemple, que la inhibició

per part de la glucosa 6-fosfat no es d6na en el cas de la isoforma IV (la també
anomenada glucoquinasa), mentre que sí s'ha descrit, per aquesta isoforma,
l'existencía d'un inhibidor proteico Per un altre costat, s'ha descrit que
l'hexoquinasa pot ser soluble, o bé associada a la membrana de la mitocondria.
Aquesta darrera és mensy sensible a la inhibici6 per part de la glucosa 6-fosfat,
i té la possibilitat d'utilitzar l'ATP generat en aquest organul, de manera que
se la considera la forma més activa. S'han descrit situacions que regulen
l'activitat de l'hexoquinasa modificant le relaci6 de l'enzim lligat a la
mitocondria respecte el soluble. Un mecanisme similar a aquest podria ser el

que es d6na a les cel.lules ECV304. De qualsevol manera, el mecanisme

responsable de la repressi6/desrepressi6 ha de ser assimetric, ja que els temps
que hem trobat als que es d6na la inhibici6 en la captaci6 de 2-DOG per la

hiperglucemia s6n molt més llargs que els temps requerits perqué desapareixi
la inhibici6 al tornar a un medi 5,5 mM glucosa, i a més, ha de ser independent
de la síntesi de proteínes, ja que la inhibici6 s'observa també quan hem incubat
les ce! ·lules en presencia de cicloheximida.
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Un altre punt a tenir en compte, és la dosi resposta que hem trobat per
a la inhibici6. Com es pot apreciar a la Fig.?, la inhibici6 de la captaci6 de 2-
DOG no es d6na fins a concentracions molt altes de glucosa en el medi (entre
20 i 30 mM). En canvi, no hi ha cap inhibici6 al passar d'un medi sense

glucosa a un amb una concentraci6 de 2-10 mM. Aquesta forma de la corva és
completament diferent de la que s'acostuma a trobar en altres models cel·lulars,
com per exemple, a les cel.lules de la glia (WaIker i col., 1988), a mioblasts
L6 (WaIker i col., 1989) o en adípocits 3T3-Ll (Tordjman i col., 1990).
Sembla, dones, que les cel-lules endotelials deIs macrovasos s6n menys
sensibles a petits canvis en la concentraci6 de glucosa, pel que fa a la
modificaci6 del transport de glucosa. Podria ser que aixo fos degut a

l'exposici6, per part d'aquestes cel-lules a les condicions canviants de glucosa
en els vasos.

2. TRANSPORT DE GLUCOSA 1 EXPRESSIO DE TRANSPORTADORS
ENCEL·LULES MUSCULARS SOL8. EFECTEDELAWORTMANINA.

Com hem vist, les cel.lules Sol8 mimetitzen perfectament, pel que fa a

l'expressi6 proteica de transportadors de glucosa, el que s'observa en el múscul
esqueletic, Així, expressen només el transportador GLUTl en l'etapa de

mioblasts, de manera idéntica al que fa el múscul fetal (Caste1l6 i co1., 1993).
Amb la diferenciaci6, comencen a expressar l'mRNA i la proteína per a

GLUT4 de manera gradual, fins arribar a un máxim amb el maxim de
diferenciaci6 que hem assolit. També en aquest aspecte coincideix aquest
compotament perfectament amb l'increment en l'expressi6 observada en múscul
de GLUT4 amb el desenvolupament (Santalucía i co1., 1992). Fins el moment,
només s 'havia descrit un altre model cel·lular de múscul esqueletic que
expresses GLUT4 amb la diferenciaci6. Es tracta de la línia cel·lular L6.

Aquesta, pero, té la particularitat d'expressar també GLUT3, transportador que
no esta cIar si disminuiria o mantindria la seva expressi6 amb la diferenciació
(Xia i co1., 1993; Bilan i col., 1992). Per un altre costat, tampoc esta cIar si

l'aparici6 de GLUT3 és el reflexe d'una expressi6 real en algun moment del

desenvolupament del múscul, o si es tracta merament d 'un artefacte del cultiu
"in vitro". Malgrat haver-se clonat a partir d'una llibreria de múscul esqueletic
fetal huma (Kayano i co1., 1988), mai s'ha pogut detectar la seva presencia ni
en múscul adult (Kayano i co1., 1988; Haber i co1., 1993; Shepherd i co1.,
1992), ni en múscul fetal (Caste1l6 i Zorzano, dades no publicades).
Curiosament, mioblasts de fetus de rata de 19 dies en cultiu primari expressen
transitoriament GLUT3: la seva expressi6 és baixa en mioblasts de fetus, puja
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al fusionar-se les cel-lules per formar miotubs, i disminueix en els miotubs
contráctils (Guillet-Deniau i col., 1994). Aquest resultats semblen indicar que
si GLUT3 realment s'expresses en el múscul, seria alllarg d'un periode molt
concret del desenvolupament. Les cel-lules Sol8 no mimetitzen el comportament
observat en el múscul "in vivo" en el desenvolupament pel que fa a l'mRNA
de GLUTl. Així, mentre que en el múscull'mRNA disminueix (Caste1l6 i col.,
1993), en les cel.lules Sol8 no ho fa, manté els nivells estables. Aixo implica
que han d'existir mecanismes altematius, a nivell de l'estabilitat de la proteína
GLUT1, que provoquin la clara disminuci6 observada amb la diferenciaci6.
Mecanismes d'aquest tipus ja s'ha postulat que existirien per tal d'explicar les
diferencies entre la proteína i l'mRNA pel que fa a GLUT4 i el dejuni en
múscul vermell (Camps i col., 1992), o pel que fa a GLUTl i la transformació
cel-lular (Shawver i col., 1987).

BIs resultats obtinguts de mesurar la captaci6 de 2-deoxiglucosa en

mioblasts o miotubs So18, indiquen que amb la diferenciaci6, el transport basal
de glucosa disminueix. Aixo esta d'acord amb el fet que la proteína encarregada
del transport basal, GLUT1, disminueix la seva expressi6, i esta d'acord amb
els resultats obtinguts en cel-lules L6 (Mitsumoto i col., 1991). La diferencia
esta quan s'evalua l'efecte de la insulina. Així, com hem vist, la insulina
estimula la captaci6 de 2-deoxiglucosa a les cel-lules So18, pero curiosament ho
fa tant en mioblasts com en miotubs, i amb un efecte molt similar en tots dos
casos. L'efecte és petit, pero és del mateix ordre que el trobat en les L6. Per
un altre costat, que la insulina també estimuli el transport de glucosa en els

mioblasts, implica que l'únic transportador expressat en aquests, GLUT1, ha
de ser el responsable. Quin pot ser el mecanisme encara és desconegut, pero ja
s 'ha descrit que la insulina estimula la seva translocaci6 en adipócits de rata

(Zorzano i col., 1989), i en adipocits 3T3-Ll (Gould i col, 1989; Calderhead
i col., 1990; Verhey i col., 1995), en fibroblasts 3T3-Ll (Harrison i col.,
1990), en cel.lules CHO (Hara i col., 1994) i en mioblasts L6 (Robinson i col,
1993), de manera que molt possiblement en els mioblasts Sol8 podria passar
quelcom similar, encara que efectes de la insulina sobre l'activitat intrínseca del
transportador no es poden descartar.

Com ja hem comentat, en l'acci6 de la insulina estimulant el transport de
glucosa s'ha implicat l'activitat de la fosfatidilinositol 3'quinasa (PI3K) (Hara
i col., 1994; Clarke i col., 1994; Cheatham i col., 1994; Okada i col., 1994).
Aquesta estimulaci6 es deu tant a la translocaci6 de GLUT4 (Cheatham i col.,
1994, Herbst i col., 1995), com de GLUTl (Hara i col., 1994). Donat que en

el nostre cas, tant els mioblasts com els miotubs Sol8 responien a la insulina
incrementant el transport de glucosa, i l'estimulaci6 era del mateix ordre, ens
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várem preguntar si aquest efecte podia ser també depenent de l'activitat de la
PI3K. Com hem pogut observar (Figures 24 i 25), tant en el cas deis mioblasts,
com en el deIs miotubs, l'acci6 de la insulina és completament bloquejada per
l'acci6 de la wortmanina, un inhibidor molt específic de la PI3K (Ui i col.,
1995). Aquest resultat implica també en el cas deIs mioblasts i miotubs Sol8 a

la PI3K en la via de transenyalitzaci6 que acaba portant al'estímul del transport
de glucosa. Paral-lelament a aquest estudi, altres grups van descriure la

implicaci6 d'aquest enzim en aquesta mateixa via en miotubs L6 (Berger i col.,
1994; Tsakiridis i col., 1995) i en múscul esqueletic. S'han descrit diferents
isoformes de la PI3K. La isoforma implicada en la via de senyalitzaci6 a partir
del receptor de la insulina seria el dímer format per la subunitat p85 reguladora,
i la subunitat p11O catalítica. Aquest dímer interacciona amb el receptor de la
insulina i amb el seu principal substrat, la proteína IRS-l, mitjancant la
subunitat reguladora p85, a través de interaccions entre la zona SH2 d'aquesta
i les fosfotirosines del receptor i d'IRS-1. Treballs recents, pero, demostren que
l'activaci6 de la isoforma p85/pll0 de la PI3K seria necessária pero no

suficient perqué es dongui l'activaci6 de la translocaci6 de GLUT-4, ja que
aquesta estimulaci6 mai es d6na per part d'altres receptors que sí estimulen
l'activitat de la PI3K o de la seva interacci6 amb IRS-1 (Isakoff i col., 1995),

Com es pot observar en els nostres resultats (Figures 24 i 25), tant en el
cas deIs mioblasts com en el dels miotubs, la wortmanina a més de disminuir
l'acci6 de la insulina, també disminueix la captaci6 basal de glucosa, més del

60% en tots dos casos. Aquesta disminuci6 del transport basal de glucosa era

sorprenent, i només havia estat descrita en adipocits 3T3-L1 a I'utilitzar un altre
deIs inhibidors de la PI3K, el LY294002 (Cheatham i col., 1994). Donada la

importancia de l'efecte, es va voler comprovar mitjancant experiments
d' immunofluorescencia si s'afectava a la distribuci6 subcel·lular de GLUT1.
Con s'ha pogut observar (Figura 26), l'efecte de la wortmanina, en els

mioblasts So18, és degut a que provoca el segrest de GLUTl dins de la cel.lula,
disminuint molt la seva presencia a la membrana plasmática. Aquest efecte és

específic, ja que l'inhibidor no modifica la distribuci6 de dues proteínes típics
marcadors de membrana plasmatica, com s6n la Bl-integrina i la subunitat al
de la Na+-K+-ATPasa. Un efecte d'aquesta mena només es pot deure a una

inhibici6 de l'exocitosi (sense modificacions en l'endocitosi) o a un increment
en la velocitat d'endocitosi (sense modificacions en la velocitat d'exocitosi).
Resultats posteriors del grup de Holman en adipócits 3T3-L1, han demostrat

que la PI3K afecta a la velocitat d'exocitosi tant de GLUT1 com de GLUT4,
disminuint-Ia la incubaci6 amb wortmanina i sense canvis aparents en la

velocitat d'endocitosi (Yang i col., 1996). Així, la PI3K estaria implicada, no
només en l'estimulaci6 de l'exocitosi de GLUT4 per part de la insulina, sin6
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a més, en l'exocitosi constitutiva de determinades proteínes, com els

transportadors de glucosa. Un efecte en el mateix sentit s'ha observat també en

el cas del receptor de la transferrina, en que també es bloqueja la seva

exocitosi, sense efectes en l'endocitosi, per part d'inhibidors de la PI3K

(Shepherd i col., 1995). No seria aquest l'únic paper de la PI3K en el control
del tráfic de membranes. Així, s 'ha implicat la existencia d 'una isoforma de la

PI3K controlant l'arrivada d'enzims hidrolítics (Brown i col., 1995; Davidson,
1995) o de proteínes endocitades (Joly i col., 1995) als lisosomes. A més, en
llevats s'ha trobat una isoforma de la PI3K, la proteína VPS34, que és essencial

per al trafic de proteínes a les vacuoles (Schu i col., 1993), un procés
equivalent al trafic de proteínes des del trans-Golgi als lisosomes que té lloc a

les cel-lules dels mamífers. Una isoforma de la PI3K amb característiques
semblants a les de la VPS34 ha estat clonada en mamífers, encara que la seva

funció no esta encara clara. Si una isoforma de la PI3K d'aquest tipus, esta

implicada o no en la inhibició per la wortmanina de l'exocitosi de GLUT1 en

les cel-lules Sol8 esta, encara, per demostrar.

3. REGULACIO DE L 'EXPRESSIO GENICA DE GLUTl EN
CEL·LULES L6E9. EFECTE DE LA DlFERENCIACIO SOBRE
L'EXPRESSIO DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIO SPl.

Com hem vist, les cel-lules L6E9 són un fidel reflexe, des del punt de
vista de l'expressió de transportadors de glucosa, de la línia cel·lular de la que
es van originar, les L6. Així, a l'igual que passa en aquestes cel-lules, les L6E9
expressen en l'estat de mioblast GLUT1 i GLUT3 (Mitsumoto i col., 1991;
Bilan i col., 1992; Xia i col., 1993). Amb la diferenciació, l'expressió de
GLUT1 i de GLUT3 disminueix, encara que no esta clar si també passar el
mateix en les cel-lules L6 (Bilan i col., 1992; Xia i col., 1993), mentre que
l'expressió de GLUT4 incrementa, com té lloc en les L6 (Mitsumoto i col.,
1991). La disminució que té lloc en els nivells d'mRNA amb la diferenciació
es va fer pensar en la seva utilitzaci6 per al'estudi deIs mecanismes implicats
en aquesta repressió. En aquest mateix sentit, es va estudiar si altres factors (en
aquest cas, hormonals) que ja s'han descrit que afecten a l'expressió de GLUT1
en ce-lules L6, o en altres models cellulars, afectaven la producció d'mRNA
per a GLUTl. Com s'ha pogut observar, tant la insulina com I'analeg de

l'AMPc, eI8-bromo-AMPc, incrementen els nivells de l'mRNA per a GLUTl.
Aquests resultats estan d'acord amb dades obtingudes en adipocits 3T3-Ll
(García de Herreros i Bimbaum, 1989; Tordjman i col., 1989), en adipocits de
rata en cultiu primari (Hajduch i col., 1992) i en miotubs L6 (Walker i col.,
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1989; Wang i col., 1989) pel que fa al tractament cronic amb insulina, i en
adipócits 3T3-Ll pel que fa al tractament amb AMPc. Aquest efecte és el
contrari a l'observat per GLUT4, en que el tractament amb tots dos factors

provoca una disminuci6 en els seus nivells. Aquests resultats indiquen que les
variacions en els nivells d'AMPc podrien ser les responsables deIs efectes
observats en els nivells de transportadors de glucosa per part de la denervaci6
del múscul esqueletic (Coderre i col., 1992; Castell6 i col., 1993). Així, s'ba
descrit que, amb la denervaci6, els nivells d'AMPc augmenten, el que sabem
que en cel-lules L6E9 provoca l'augment en els nivells de GLUT1, augment
identíc al' observat en el múscul denervat.

L'efecte repressor de la diferenciaci6 no es deu a modificacions en la vida

mitja de l'mRNA de GLUT1, com el que ha estat descrit per a la insulina en

cel-lules L6 (Maher i Harrison, 1990). Així, la vida mitjana que es va trobar
estava al voltant de les 5 bores, comparable al trobat per altres autors en

cellules L6 (Maber i Harrison, 1990). Es tracta d 'un temps curt si el

comparem amb el d'altres transportadors de glucosa, com GLUT4 (Ferré i
Zorzano, dades no publicades), pero esperable tenint en compte l'alt recanvi

que esperem que tingui GLUT1. Més important, en cap temps deIs assajats per
calcular la caiguda d'mRNA, es va trobar cap disminuci6 en la vida mitja de

I'mRNA, vers al contrari, fins i tot en algun punts s'observava una pujada.
Així, la caiguda en els nivells d'mRNA de GLUTl s'han de deure a una

modificaci6 de la capacitat transcripcional del gen de GLUT1.

El troc de promotor assajat, de 2106 parells de bases a 5'de l'inici de

transcripci6, i 134 parells de bases a 3' del mateix punt, ha demostrat respondre
a la diferenciaci6 i al 8-Br-AMPc de la manera esperada, és a dir, incrementant
la seva activitat amb l'analeg de l'AMPc, i disminuint la seva activitat amb la
diferenciaci6. Cal destacar que s'han descrit dues zones "enhancers" per al

promotor de GLUT1, una situada entre -3,3 i -2,7 kilobases, i l'altra dins del

primer intr6, entre + 16,7 i + 18 kilobases (Murakami i col., 1992). Aquests
"enhancers" s'han identificat com els responsables de la major resposta al

serum, a l'estimulaci6 per PDGF i a la transformaci6 per l'oncogén ras

(Murakami i col., 1992), de la resposta a la hipoxia i als inhibidors
mitocondrials (Ebert i col., 1995) i, com veurem, de la resposta a insulina
(Todaka i col., 1994). Per contra, el promotor que anomenarem "proximal", la
zona compresa entre -2,1 kilobases i l'inici de transcripci6 i amb la que hem

treballat, no respon a la hipoxia i poc a l'estimulaci6 per serum o PDFD, pero
en canvi, sí respon i més que els "enhancers" a la transformaci6 per l'oncogén
src (Murakami i col., 1992). Quan amb aquest promotor proximal hem assajat
l'efecte de la incbaci6 crónica amb insulina (24 hores), no hem detectat cap
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Com hem vist a I'analitzar el patr6 d'activitat basal de les diferents

resposta. Com es pot apreciar en els "northems blots ", la insulina estimula els

nivells de GLUTl més que no ho fa eI8-Br-AMPc (4 vegades per a la insulina,
dues vegades per a l'AMPc). Pero malgrat aquest increment, no té cap mena

d'efecte sobre el troc de promotor assajat. Com ja hem comentat, la resposta
es troba en la zona deIs "enhancers", ja que s'ha demostrat que els elements de

resposta a la insulina, en fibroblasts NIH/3T3, es troben dins d'aquests dos

fragments, sense que es doni cap resposta en la zona del promotor proximal
(Todaka i col., 1994).

Com hem vist en els experiments amb deleccions succesives del

promotor, mai hem pogut eliminar ni l'estimulaci6 provocada per l'AMPc, ni
la disminuci6 provocada per la insulina. Amb un petit troc, de només 33 parells
de bases a bans de l'inici de transcripci6 n'hi ha prou per conferir la regulació.
Amb deleccions de la zona a 3 'de I'inici de transcripci6 hem pogut descartar
també, al menys en el cas de la diferenciaci6, que es pugui donar la regulació
per elements presents en aquesta zona. Així, la disminució en la resposta
provocada per la diferenciaci6, i molt probablement I'increment en l'activitat

per part de l'AMPc, seran mitjancats per la zona de la caixa TATA. La caixa
TATA és la més coneguda de les zones consens que permeten a la RNA

polimerasa 11, l'encarregada de transcriure tots els mRNAs, unir-se a un

promotor i decidir en quina direcci6 tindrá lloc la transcripció (McKnight,
1996). La unió de la RNA polimerasa 11 al DNA vé donada per la formació
d'un macrocomplex entre la polimerasa i un conjunt de proteínes, els TFs, que
s6n els que permetran tant la uni6 al DNA, com la seva activació per part deIs
diferents factors de transcripci6. Dins deIs TFs destaca el factor TFIID, que en

realitat esta format per un conjunt de proteínes, basicament la TBP i les TAFs.
La TBP és la "TATA-box binding protein", la proteína que s 'unirá a la caixa
TATA. Una d'aquestes proteínes podria ser la responsable de la disminució o

increment de l'activitat transcripcional del promotor basal que hem analitzat. Pel
cas de l'AMPc ja s 'ha descrit un altre cas en el que va ser impossible mapar la
zona responsable de l'activaci6, i els autors acabaven referint-se a una

augmentada expressió de factors de transcripció generals (Christoffels i col.,
1995). Per un altre costat, cal recordar la ubiquitat de GLUTl i la seva

rapidíssima regulaci6 per part deIs factors de creixement o de la transformaci6
cel·lular. Podria ser que GLUTl, juntament amb altres factors, com Fos, fossin
molt depenents de factors molt generals de la maquinaria de síntesi d'mRNAs,
factors que podrien veure modificada la seva quantitat o la seva activitat en
situacions com la sortida de cicle cellular i/o la diferenciaci6. Cal més feina
per acabar de quins factors podria tractar-se.
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construccions, l'activitat transcripcional es manté constant fins arribar a una

zona entre -812 i -201, zona que quan és eliminada provoca un increment
substancial (al voltant d'un 80%) de l'activitat. Aquest fet implica l'existencia,
en aquesta zona de 611 nucleotids, d'un element repressor de l'activitat.

Aquesta pateix una petita disminució al tallar 102 parells de bases (disminució
al voltant del 15%), pero és al tallar la zona entre -99 i -33 que l'activitat es
veu reduida substancialment (reducció del 80%). Cal tenir en compte, que la
construcció -33/+134 només manté la caixa TATA i la zona a 3'de l'inici de

transcripció. Aquest resultat indica que és en la zona compresa entre -99 i -33
on es maparien les seqüencíes responsables de la principal activitat d'aquest
fragment del promotor. Analitzant aquesta zona es troben diferents seqüencies
consens per a diferents factors de transcripció molt coneguts, com són una zona
d'unió a SP1, dues zones d'unió a AP2, i una zona d'unió a factors de la
família C/EBP. Aquesta combinació d'elements SP1, caixes CAATila TATA
s'han trobat a les proximitats de l'inici de transcripció de molts gens, 1

representen els elements essencials de la resposta "basal" del promotor.

Experiments de retardament en gel han permes comprovar l'existencia de
diferents complexes que s'unirien a aquesta zona del promotor de GLUT1, i

mapar la regió on s'unirien. Podem dividir-los en tres grans famílies: una

primera són els factors de movilitat inferior (As), de més alt pes molecular

aparent i que mapen tots a la regió més a 5'del fragmento En aquesta zona és
on es troba la seqüencia consens per al factor de transcripció SPl (Kadonaga
i col., 1986). Mitjancant experiments de competició amb un oligonucleotid
comercial que contenia la seqüencia consens per a SP1, i experiments de

dependencia d'ions Zn+2, utilitzats ámpliament com a demostració de la

participació de SPl al ser un "zinc-finger" (Robidoux i col., 1992; Jensen i

col., 1995), podem arribar a la conclusió que es tracta d 'un factor de la família
SP1, encara que manquen experiments per concloure amb tota exactitut de quin
factor exactament es tracta. Per un altre costat, cotransfectant el promotor de
GLUTl amb un vector d'exressió per a SP1, s'observa una marcada estimulació
de l'activitat del promotor, una prova més de que realment SPl pot estar jugant
un paper en l'activitat d'aquesta zona. Una segona família de complexes són els
de movilitat superior, de menys pes molecular aparent i que hem mapat a la
zona intermitja del fragment, els que hem anomenat complexes Ds. La zona on

mapen coincideix exactament amb un putatiu element de resposta al factor AP2,
pero hem demostrat, mitiancant experiments de competició amb un

oligonucleotid comercial contenint la zona consens per a aquest factor de

transcripci6, que no pot tractar-se d'AP2. S'ha descrit, també en cel-lules
musculars, l'exístencia d'un factor que s'uniria a una zona molt semblant a

l'ocupada per aquests complexes Ds. Es tracta de l'anomenat factor GBF (per
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"GC binding factor"), que s'ha descrit en el promotor de la subunitat a del

receptor de l'acetilcolina, gen que pateix una regulació pel desenvolupament i
per la denervaci6 molt semblant a la que pateix GLUTl (Piette i col., 1989;
Bessereau i co., 1993). Si es tracta d'aquest factor o d'algun altre esta, encara,
per esbrinar. Per últim, el darrer grup de factors són els que mapen a la zona

mes a 3'del fragment, la zona de la caixa CAAT, i que hem anomenat

complexes Cs. Per últim, només hi ha un complex que no hem pogut mapar.
Es tracta del B, molt probablement perqué els oligonucleotids deuen trencar la

zona de reconeixement per aquest factor.

Com hem vist, el patró de retardament obtingut entre mioblasts i miotubs
és molt diferent. Així, els complexes As, que hem identificat com a pertanyents
a la família de SPl desapareixen en el cas deIs miotubs. A més, amb la
diferenciació apareix un nou complexe e, e2, a més del el, i canvia el patró
per als complexes Ds, disminuint la quantitat de complexes DI i D2, i

apareixent molt marcat el complexe D3. Per últim, la banda B, 1 'única que no

hem pogut mapar, també desapareix en els miotubs. Així, tenim una serie de

complexes típics de mioblasts (As, B, DI i D2), uns altres típics de miotubs

(C2 i D3), i un darrer compartit en tots dos estadis (C1). La importancia de
cada un en el manteniment de l'activitat transcripcional esta encara per evaluar.

Aquests mateixos complexes apareixen en altres cel.lules musculars evaluades,
com són les Sol8 i les cel-lules transfectades establement amb MyoD. Així,
apareixen complexes de mides identiques i que mapen exactament en els
mateixos llocs. A més, l'única banda identificada, les corresponents a SP1,
també són desplacades per la incubació amb altes concentracions d 'un

oligonucleotid comercial per a SPl.

Com hem vist, els complexes As corresponen a membres de la família
SPl. Amb la diferenciaci6, la capacitat d'uni6 d'aquests complexes desapareix.
S'ha descrit que la capacitat d'unió al DNA per SPl varia en funci6 del seu

acomplexament amb altres proteínes (Chen i col., 1994; Suzuki i col., 1995;
Datta i col., 1995), del seu estat de fosforilaci6 (Jackson i col., 1990; Leggett
i col., 1995) i de la seva competencia amb altres factors de transcripció per
unir-se a un mateix lloc d'uni6 en el DNA (Ebert i Wong, 1995; Bimbaum i

col., 1995). Per tal d'evaluar si la ddiferencia entre mioblasts i miotubs, pel que
fa a l'activitat deIs complexes SPl, es devia a diferencies en la capacitat d'unió,
o a diferencies en la quantitat de proteína SPl expressada, es van realitzar els
assajos de "westem blot". Aquests indiquen inequívocament que la disminució
en la uni6 es deu, al menys en part, a una clara disminuci6 en l'expressió de
la proteína SP1 en l'estat de mioblast. A més, aquesta disminuci6 es deu a

l'expressi6 de factors de la fanu1ia MyoD, ja que en cel-lules e3HI0T1I2
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transfectades establement amb MyoD pero sense diferenciar, el que podriem
anomenar mioblasts C3H10T1I2, l'expressi6 de SP1 ja es reprimeix quan la

comparem amb la de fibroblasts salvatges.

SP1 ha estat considerat sempre un factor d'expressi6 ubíqua. Aquesta idea
es té a partir deIs resultats obtinguts amb experiments realitzats amb diferents
línies cel·lulars en cultiu, pero les evidencies més directes s6n, si més no, poc
concnordants amb aquesta idea. Així, SP1 s'ha comprovat que esta regulat per
l'estadi de desenvolupament (Saffer i col., 1991), expressant-se baixos nivells
en cel-lules en un estat de diferenciaci6 alt, com per exemple en els teixits
musculars. Altres autors també discrepen d'aquesta distribuci6 ubíqua de SP1
(Robidoux i col., 1992). Pel que fa a les ce-lules musculars, no s'havia
examinat mai al nivell de l'expressi6 de la proteina la quantitat amb l'estat de
diferenciaci6, només s'havien estudiat les capacitats d'uni6 de factors que es

pensava que eren SP1, pero fins i tot per aquestes s 'havia descrit una

disminuci6 en la capacitat d'uni6 al formar-se miotubs (Gustafson i Kedes,
1989). Possiblement, SP1 podria tenir un paper més actiu en estadis d'activa

proliferació, el que estaria d'acord amb la seva expressi6 en cellules no

diferenciades i amb el seu paper activant l'expressi6 del promotor de GLUTl.
A més, s 'ha descrit la interacci6 de SP1 amb factors molt importants alllarg del
cicle cel·lular, com la proteína retinoblastoma (Chen i col., 1994) o la proteína
E2F.
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CONCLUSIONS

1. Les cel-lules endotelials ECV304 no modifiquen ni en el transport de

glucosa, ni en l'expressi6 o distribuci6 subcel-lular de GLUT1, l'unic

transportador de glucosa expressat en aquestes ce! ·lules en resposta a la

hiperglucemia. En canvi, sí es produeix una disminuci6 en la capacitat de
fosforilar glucosa en les cellules incubades en altes concentracions de glucosa,
alteraci6 provocada molt probablement per una inhibici6 de 1 'hexoquinasa.

2. Les cellules musculars SoIS expressen GLUTl en l'estat de mioblast. Amb
la diferenciaci6 s'indueix l'expressi6 de I'mRNA i de la proteína GLUT4,
mentre que l'expressi6 de la proteína GLUTl disminueix, sense canvis en la

quantitat d'mRNA. La insulina provoca un increment en el transport de glucosa
del mateix ordre tant en mioblasts com en miotubs. L'acci6 de la insulina en

tots dos models cel·lulars és inhibida per la wortmanina, inhibidor de la PI3K.
A més, la wortmanina provoca una disminuci6 en la captaci6 basal de glucosa,
disminuci6 provocada per una major intemalitzaci6 de GLUT1, el que implica
a la PI3K en el mecanisme de recanvi d'aquest transportador de glucosa.

3. Les cel-lules musculars L6E9 expressen GLUTl i GLUT3 en l'estat de
mioblast. Amb la diferenciaci6 disminueix l'expressi6 genica de tots dos

transportadors, mentre que incrementa l'expressi6 de GLUT4. Tant la insulina
com l'AMPc estimulen l'expressi6 de GLUT1 en els mioblasts, sense canvis en

els miotubs. En aquestes condicions, un fragment de 2240 parells de bases del

promotor de GLUT1 va respondre a la diferenciació disminuint la seva activitat,
i a l'AMPc incrementant-la. L'estimulació o repressi6 de l'activitat del

promotor es va mantenir al llarg de totes les deleccions practicades en el

promotor, fins arribar a un fragment de -33 parells de bases. Per un altre

costat, la máxima activitat basal del promotor es deu, majoritaríament, a la zona
compresa entre els nucleotids -99 i -33. En aquesta zona s 'ha evidenciat la unió
de diferents factors, mapats en tres zones majoritaries i que també s' expressen
en altres línies musculars. La seva uni6 es veu modificada per l'estat de
diferenciaci6. S 'ha identificat la presencia d 'un factor de la fanu1ia Sp1, factor
que estimula l ' activitat transcripcional del promotor de GLUT1.

4. El factor de transcripci6 Spl veu disminuida tant la seva expressi6 proteica
com la seva uni6 a DNA per la diferenciaci6 muscular. Aquesta disminuci6 esta

provocada per 1 "expressió de factors de la família MyoD.
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