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2.1. Clonatge i caracteritzacio del cDNA sencer muri de Oatp1

Dels clons parcials diferencialment expressats per accié dels androgens a ronyé identificats
préviament al laboratori [133], un d’ells —designat com a 7.1RDA— passa seguidament a ocupar el nostre
interés, convertint-se en el nou candidat a ser clonat. Uexploraci6é de les bases de dades disponibles
aquell moment va revelar que el clon no coincidia significativament amb cap cDNA conegut encara a
ratoli, pero alhora si que presentava una elevada homologia (83% a nivell de nucleotids) amb un cDNA
de rata, I’ Oatpl. Aquest gen de rata, identificat i clonat inicialment pel grup de P. Meier i col-laboradors
(Jacquemin et al., [190]), corresponia a un membre de la familia de transportadors d’anions organics,
proteines transportadores expressades en molts teixits —entre ells el rony6, i de les quals es coneixien

també alguns representants en humans (OATP-A, PGT).

2.1.1. Procés de clonatge

A fi de clonar i caracteritzar aquest possible homoleg muri del Oafp1 de rata (o si mes no, un nou
membre de la familia), es va escometre el screening d’una llibreria de cDNA de ratoli (la mateixa utilitzada

per el gen Cyp4bl, veure apartat RESULTATS 1.4).

Screening d’una llibreria de cDNA

La sonda amb la qual es rastreja la llibreria fou el fragment PstI-Spel de ~0,3 kb extret del clon
7.1RDA, i que en constitueix la totalitat del seu insert. En total es rastrejaren aproximadament uns 100.000
clons independents. El screening primari va retre 2 positius candidats, dels quals només s’aconsegui
conservar-ne un en les successives rondes de screening (fins a un total de quatre rondes realitzades).

El fet de que el clon isolat (anomenat oatp 9/8) fos impossible de seqiienciar des de cap dels dos
extrems i que al digerir-lo preliminarment van apareixer varies bandes d’intensitats desiguals, com si es
tractés d’'una mostra contaminada amb varies poblacions de plasmidis, va suggerir-nos de que es podia
tractar de una mostra no homogenia. Lestrateégia que es va seguir llavors va ser identificar mitjangant
Southern-blotles bandes digerides, que contenien el fragment de DNA responsables de I’hibridacié positiva,
per tal d’intentar subclonar-les a continuaci6 i facilitar-ne I'analisi. Es va retallar una banda de unes 3 kb
obtinguda digerint el clon amb EcoRI+Xbal (veure figura 49, pag. segiient) que hibridava fortament amb
la sonda 7.1RDA (no es mostra). Es va procedir a subclonar a continuacié aquest fragment en el vector
pBluescriptll (obert per EcoRl/Xhol) per tal de poder-lo analitzar millor. Un cop subclonat (rebatejat com
a clon 3o0atp/BS) es procedi a seqiienciar-lo integrament; la seqtienciaci6 inicial dels dos extrems del insert
va confirmar que s’havia clonat un cDNA altament homolega I’Oatp1 de rata, probablement el seu ortoleg
de ratoli o si més no un nou representant de la familia de transportadors d’anions organics, encara no
descrit en aquesta darrera espécie.

Degut a les dificultats inicials que es presentaren en la manipulaci6 i ’analisi del clon positiu oatp 9/8,
es va repetir el screening de nou. Es plaqueja la llibreria de cDNA novament i es repeti el procés de manera
ideéntica, amb la mateixa sonda 7.1RDA utilitzada en el previ. Dels 4 nous positius que van apareixer en la
primera ronda, 3 van ser descartats en repetides tandes d’hibridaci6, fins a quedar-se finalment amb un de
sol —el oatp SY— d’unes 1,4 kb de grandaria; l'insert rescatat d’aquest clon també va ser subclonat a pBSII

per facilitar-ne la seqiienciacié. La comparaci6 del clon oatp9/8 amb aquest dltim oatp SY, comfirma
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que ambdos eren representatius del mateix cDNA, pero diferint en la llargada de 'extrem 3’-UTR, molt

més extens en el primer clon; d’altra banda, en cap cas es va lograr identificar una pauta de lectura

suficientment gran per pensar que ja es disposava del cDNA complet en qualsevol dels dos clons. En la

figura 49 es representen esquematicament els diferents clons isolats de la llibreria i les seves dimensions en

relacié amb el que finalment esdevindra el full-lenght, descrit en les linies segiients.

’-RACE

Com que cap dels diferents clons aillats contenien un ORF sencer, calgué realitzar una aproximacié

de 5’-RACE per tal d’estendre i completar el fragment més llarg aconseguit de 3 kb (que provenia del clon

oatp 9/8). A tal efecte es varen dissenyar primers antisense dins d’una regié d’aproximadament 300 pb a

B~ A M anaans MRNA d
< — — —<qOatp GSP-3
< Oatp GSP-2
< Oatp GSP-1
< Oatp-RT

1 321 351 447 592
"' ____________ cDNA full-lenght
‘ 77

5'-RACE amplificats

2

& ~350pb
< ~370pb

Fic 48. Il-lustracié esquematica del 5’-RACE realitzat per completar el cDNA de Oatp1 muri. A la part esquerre de la figura es mostren
el disseny i les posicions dels primers utilitzats en el 5-RACE, aixi com els productes amplificats; també s'indica la mida relativa del clon
parcial oafp 9/8 i del cDNA full-lenght. A la part dreta de la figura es mostra el gel d'agorosa corresponent a la segona netsd-PCR del 5'race;
en el carril 1, la banda obtinguda utilitzant com a primer especific el 0atp-GSP3 i en el carril 2, la banda obtinguda utilitzant el oatp-GSP2
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Fic 49. Esquema dels diferents clons de cDNA obtinguts en el procés de clonatge del cDNA complert de Oatp?. Es mostren
tan les mides i caracteristiques més rellevants dels clons aillats de la llibreria renal com els productes obtinguts amb el 5-RACE, tots
ells utilitzats per consrtuir el cDNA full-lenght final. També s'indica la posicié relativa de la sonda 7.1RDA utilitzada en el screening
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Pextrem 5’ de la seqiiencia del clon conegut. Es segui el protocol de RACE partint de RNA poly(A)* renal
i realitzant varies PCR amb primers interns, per tal d’augmentar 'especificitat.
A la figura 48, s’il-lustra esquematicament I’estrategia utilitzada i les bandes que es varen obtenir amb els

corresponents primers GSP2 i GSP3, que varen ser subclonades i seqiienciades.

Composicid del clon sencer definitiu

La construcci6 del ¢cDNA definitiu de Oatpl que inclogués la totalitat de llur seqtiencia
codificant, es va realitzar fusionant en un sol clon —per restricci6 i lligacié— els dos fragments obtinguts
independentment: per una banda el segment de 3 kb (derivat de la llibreria) i per laltra el segment
corresponent a 'extrem més 5 del cDNA (obtingut per 5-RACE); amb aquesta estratégia va quedar
constituit el cDNA full-lenght de Oatpl definitiu (Fig. 49).

El clon obtingut es va seqiienciar en la seva totalitat per les seves dos cadenes per comprovar
I’abséncia d’errors i per establir la seqiiéncia definitiva del nou cDNA de ratoli clonat (Genbank™" accession
n° AF223067).

Caracteristiques del cDNA de Oatpl

En la figura 50 (pag. segiient) s’exposa la seqiiencia complerta dels 3227 nucleotids, 3267 si s’hi
afegeix la cua poli(A), que composen el cDNA sencer de Oatpl clonat a partir de ronyé muri, amb la
corresponent seqiiencia aminoacidica derivada. El cDNA isolat, esta composat per unes regions no
codificants 5°-UTR i 3’-UTR de 161 pb i 1057 pb de longitud, respectivament; en aquest tltim segment
es localitzen varies senyals putatives de poliadenilacié (AAUAAA), concretament en les posicions 2293,
2996, 3023 i 3174, fet que suggereix la possible existencia de variabilitat en la mida dels extrems 3’ dels
transcrits d’Oatpl. L'evidencia que durant el screening de la llibreria s’identifiqués un clon positiu parcial
d’Oatpl, dotat d’'un extrem 3’-UTR de mida reduida (165 pb) amb la corresponent cua poli(A) (veure
figura 49), afegit al fet esmentat de la identificacid en la seqiiencia de cDNA de multiples llocs putatius
de poliadenilacid, pot reforcar la idea d’'una possible coexisténcia de transcrits amb longituds variables
d’aquesta regio.

sonda7.1RDA ~ Sonda 3“UTR

Lanalisis per northern-blot va revelar que la hibridaci6 distal

de RNA renal amb el ¢DNA clonat, provocava ‘
.. . . . . — 5Kb
Paparici6 de varies especies de mRNA d’intensitats 9 ;

i grandaria diferent, similar al que succeeix amb

altres representants de la familia dels Oatps [190, 201, — 3,5 Kb
205]. Una possible interpretacié d’aquest fet podria — 32Kb
consistir en la cross-hibridacié inespecifica amb altres W

membres de la familia expressats també en el teixit, i “ — 2,5Kb

amb qui podria compartir una homologia significant.

Per aclarir aquesta questio 1 per resoldre si la Fic 51. Multiplicitat de transcrits i diferents llargades de 3'UTR.

variabilitat a ’extrem 3’-UTR contribuia a la diversitat Analisi per northern-blot d'un filtre de RNA poli(A)* renal hibridat con-
secutivament amb la sonda 7.1RDA (nt 936-1274) i la sonda 3-UTR
distal (nt 2796-3101), respectivament. Notar la desaparicié de la
banda inferior (~2,5 kb) en el northern hibridat amb la segona sonda.

de mides, es va hibridar consecutivament el mateix
filtre de RNA renal muri amb una sonda central,
situada dins de la regi6 codificant (nt 930-1260) i una
altra representativa de I'extrem més 3’ del clon full-lenght de ~3,2 kb (sonda 3’-UTR distal, nt 2796-3101);
s’observa que amb la sonda més distal -3’ desapareixia el transcrit més petit (de ~2,5 kb), detectat per la

sonda més interna (veure figura 52). Per tant, es pot inferir que la banda de ~2,5 kb correspondria a un
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missatger d’Oatpl amb una regié 3’ no traduida curta. Aquest resultat indicaria que com a minim algunes
de les varies especies de mRNAs que apareixen en els assaigs de northern-blot corresponen a transcrits
d’oatpl de mida variable en llur extrems 3’ no traduits, més que a altres membres de la familia dels oatps

murina o a diferents llargades dels ORFs.
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2199 catgaatggaatgtacacttcactttctttgaatcatgagagatatagtaggaatcctca

2259 tctttaaggacctcaacaattattttttactcataataaaaaacaattactgatagcatg

2319 tttcagaacattaaggtactacttcagattttctcagattagacatctacggtgacgcac

2379 acactgaactttaaagcttccttcattttcacatggcattttctecttttaactcaatcaa

2439 ggggagttgtgtttcctacatatcttcaaatgggtttaaagttttcctattcctgaaaca

2499 gcattcaattctactgaatttatccttcaatgttggaggtatttagaactgaaaatatgce

2559 attcttggttgggacacattgaaaaagttatcttttctatgttcaagatgtctgcatagg

2619 tctatatctaggagttttcaattttttattattttagacatgagtttctaggattagaca

26198 EcEEECECagEgEicatcEEcEgtEtEcagEctcEceEEEgEEEdgeceEgiEcacacalls

2739 tgataattttgtttagagcactgacaaattagtcgggttattaaaaatcacattgcaage

2799 ttgttggacccattttccctagcaactcaaagtcgttcatgaaaatctttttcaaagcaa

2859 ctatttgagaaagccagttatttcaaaggttctcttgtaaagatgtagttgttcctcage

2919 tgtacaatgattgcctagcatgtgtgcaaccctgcattgaaccaaaaggtagagtagact

2979 actgacaataatgacaaaataaagtaaaataagaaataaatgaaaataaatcagagctgg

3039 atgcagtagaagatattctcaaagactactttcttatactcaggatgcctctgactcagt

3099 ggtcatttttttcatgtgtcctcagaacacatgaataaaatgatacatatttaaaagtat

3159 aactataaattttataataaattataataaagttataaatttacaattaaaattaaacta

3219 taactgaat

Fic 50. Seqiiéncia corresponent al cDNA muri de Oatp1. L'esmentada seqiiéncia ha estat dipositada al GenBank™ amb el nimero d’accés
AF223067. S'indica la corresponent sequiencia protéica deduida a partir del cDNA. L'asterisc (+) simbolitza el codé de terminacié o de stop

La major pauta de lectura identificada en el cDNA defineix un ORF de 2010 pb, que s’extén des de
I’ATG en la posici6 161, fins a la posicié 2170 on trobem dos codons de stop consecutius en fase. Aquest ORF

codifica per una proteina deduida de 760 aa, amb un pes molecular calculat de 74 kDa (Fig. 52).
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A continuacié s’ilustra esquematicament el cDNA complet del Oatpl muri, amb les regions
no traduides (UTR’s), la regié codificant (ORF) i la proteina derivada per traduccié6 d’aquest ORF

—representada en el dibuix en forma de proteina de membrana politopica.

Oatp1 227
161) cDNA 3 nt 2170)
ATG stop 3227
Bliss AAA| ---3’
PaNy PaNy
5 ATARA ATARA &3
EcoRI (278) A

Proteina: 74 kDa

Fic. 52. llHustracié de I'estructura del cDNA muri de Oatp1. Representacio esquematica del cDNA complert de ratoli del gen Oatp?, amb
el seu ORF (open reading frame) corresponent (en verd), i un dibuix aproximat de la proteina integral de membrana codificada pel mateix.
També es mostren els trets més rellevants com els codons d'iniciacio i terminacio, els putatius llocs de poliadenilacio i les regions UTR (en groc)

En un estudi incial, la nova proteina murina deduida presentava una maxima homologia del 81%
amb I'Oatpl de rata [190] i de un 68% amb I'OATP-A huma [226]. Dins de la familia de transportadors
d’anions organics existeix una variable homologia entre els diferents membres presents en rosegadors i
humans, segons el grau de conservacié i la correspondencia entre gens no ortolegs (veure figura 53, que
mostra l'arbre filogenetic dels Oatps murins). La taula XXV sumaritza les identitats globals (en aminoacids)
entre Oatpl muri —identificat en aquest treball- i alguns Oatps escollits d'humans, rata i ratolins (a partir

de les seqiiencies disponibles actuals).

Ist-1

Oatpd
Oatpl

Oatp3
Oatp?2 et
Pgt

Oatp-d

Taura XXV. Homologies entre Oatp1 de ratoli
i altres membres de la familia dels Oatp’s. taula
circular que mostra els percentages d’homolgia
(en aminoacids) entre diferents representants dels
transportadors d’anions organics i 'Oatp1 muri

Fic. 53. Arbre filogenétic radial del Oatp1 de ratoli. Representacié
del dendrograma resultant de la comparacié filogénica de varis mem-
bres de la familia murina dels Oatp’s. S’ha construit utilitzant el pro-
grama PHYLYP <http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html>

Finalment, la figura 54 compara les seqiiencies d'aminoacids en forma d'alineament multiple entre Oatp1

iles proteines OATP-A i Oatp1 de rata, utilitzant 'algoritme CLusTALW.
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mouse_oatpl
rat_oatpl
human_OATP-A

HRR

MEETEKK\JATQEGRIGF SKMKVFLIYSLTCAMLINK SLSGVYMNSMLTQIERQFEGIPTSVVGEF
IMEETEKKIATQEGRMFSKMKVFLLSLTCA[Y TKSLSGVYMNSMLTQIERQFDIETSVEGL
IMEETEKEII I TESEAR (&3AS KK TIF L LESIT CA)AFKINL SGE[YMNSMLTQIERQFINIPTSAVGF)
mouse_oatpl [P T GSFEIGNLLLIVFVSYFGRKLHRPIMIGYGCVVMGLGCFLMEJPHFLMGRY)|4YETTIS|
rat_oatpl (¥ NGSFEIGNLEHIVFVSYFGTKLHRPIAYIGIGCVEMGLGCALMSLPHFEMGRYEYETTIS
human_OATP-A [P INGSFEIGNLLLIJFVSYFGTKLHRPIUWIGIGCVVMGLGCFLIdSLPHF LMY EYEE]TS|
mouse_oatpl P BRNP TEINLSSNSFLCMENRTQTLKPTQDPpY IKSLMWIYVLEGNR§IRGIGETPIUPLGI
rat_oatpl EPF- TGNLSSNSFLCMENRTQTLKPTQD PR KSLMWIEVIIVGNIMRGIGETPINPLGI
human_OATP-A P ERRTEIGNL SSNSFLCMEN[ETQNLEPTQDPH T KSLMWYVLVGNI\YRGUGETP IMPLGI|
mouse_oatpl PR BRNS Y IEDFAKSENSPLYIGILEMGKI\GPIIGLLLGSF|JAllVYVDIGSVNTDDLTITPTDTR]|
rat_oatpl PR BN SYIEDFAKSENSPLYIGILEMGK AGPIEGLLLGSECAQIYVDIGSVNTDDLTITPEDTR
human_OATP-A PR BRNSYIEDFAKEGENSPLY IGIAYERGIIMGPHIGLLLISFCANVYVDRGEVNTDDLITPTD TR

mouse_oatpl PYS MW VGAWWIGFLVCAGVNILTSIPFFFIgPKTLPKKL Q) i H RERNIEE
rat_oatpl PLS MWV GAWWIGFLVCAGVNILTSIPFFFLPKELPKKGEQ} D G} Y GGQLIRE}|3pe]
T I}INEINED

human_ OATP-A 241 LANLFNINIF(EIPAT(e)NABVIRARSIPPIRINIPHIUE (AR T} QKEEVKKEKYG
mouse_oatpl kXM T TKDFLPFMKSLECNPIYMLFELTSVLQp ERYFTFLPKYLEQQYGKSTSEANYFLIGY
rat_oatpl 301 ITKDFLEFMKELFCNPIYMLFILTSVLQ I KFTFLPKYLEQQYGKSTBEAIFLIGV
human_ OATP-A ELBERT TKDFLPFMKSLECNPIYMLF ILYSVEQIY FFTPKYLEQQYGHSESHA I FLIUIGH
mouse_oatpl XN Y SLPP)YCLGYLIEGFIMKKFKITVKKAAYIAFELSLE F I Y| F P

rat_oatpl 361 YSLPPICLGYLIGGFIMKKFKITVKKAAYEAFCLS F| [H| Al

human_OATP-A EX MR YNLPPICHGYMIGGHMIMKKFKITVKMAAEI[EGYL S LA [YFLS]| [ENYS S IN|

mouse_oatpl 421 IJL Y[EEISIVLADCNTRCS CHTTWD PVCGDNGLAYMSACLAGCEKSVGTGTNMY|
rat_oatpl 421 OLEVESSVLADCNTRCS CHTITWDPVCGDNGAYMSACLAGCHEKEVGTGTNMY)
human_OATP-A 421 ElGHEPIL Y vERINEA D C NI $WD PV CGUNG LE YSACLAGCERSHG T GHNMY]
mouse_oatpl X FFONCSCI[gSSGNSSAVLGLCKKGPECKINISLOYFLISS\#3SSFIjSLAATPGYMVLLRCVK|
rat_oatpl X F W F ORlCSCIQSMGNS SAVLGLCKKGPECENELOYFLILEpS$ISFIYSLEAIPGYMVELRCVK|
PPN o B WP F Ml - ON C S CIQHSGNSSAVLGLCEKGPRICEANLOYFLILSIMISSFIYSLAAIPGYMVLLRCIK]
mouse_oatpl XSS EEK SpGVGLHLYFIJI RIBAAGI PAPVYFGALIDRTCLEWGTLKCGQIJGACRMYD INIFRHI
rat_oatpl EZSMSEEKSLGVGLHTFCIRVFAGIPAPVYFGALIDRTCLEWGTLKCGQRIGACRMYD INEJFRET
P PR B WP S Bl S EEK SLGVGLHETFCHRVFAGIPAPHYFGALTIDETCLEWGTLK CGiFEGA CRiY DERRYF RF{T
mouse_oatpl [ L FM Y L.GLPAARGSSFLPAYFILILMRKFHFPGDIfIS| WEKE S ECTD V(&S P4V
rat_oatpl [LFM v 1.GLPHALRGS SFLPA}FILILMRKFSFPGDI) DHT| [€EKES EFTDViz{els eV
human_OATP-A 601 pRIBFVNRIEEFIV)FL TheBSdL)IICELIZIENALE]G T TEVK GLSNIKIT Y OK S T)Y

mouse_oatpl 661 ERPIESIAESIA
rat_oatpl [ X FENDGELKTKL
human_ OATP-A 661 LKPNDIBNGSER

Fic 54. Alineament entre les proteines Oatp1 (ratoli), OATP-A (huma) i Oatp1 (rata). Comparaci6 entre la seqliéncia d’aminoacids
predita per Oatp1 muri amb les seqiiencies peptidiques dels transportadors OATP-A i Oatp1 d’humans i de rata, respectivament.
Els residus ressaltats amb negre indiquen les posicions identiques entre les tres proteines, mentre que els ressaltats amb gris
corresponen a substitucions conservatives. L'alineament s’ha realitzat utilitzant el programa CustaLW disponible als servidors del EBI.

2.1.2. Traducci6 in vitro mitjangant lisats de reticulocit

El cDNA clonat d’Oatp]I es va sotmetre a una traducci6 in vitro amb el sistema de reticulocit de
conill, per tal de verificar la funcionalitat de la seva regi6 codificant. Es va utilitzar un kit comercial (TnT)

de la casa PROMEGA, que permet partir directament de DNA plasmidic realitzant-se simultaniament en

un sol tub les reaccions de transcripci6 i traducci6 in

vitro de manera acoblada. La preseéncia a la barreja de «Da Mk _1 2
metionina marcada radioactivament amb Sofre-35, 175 |

al incorporar-se al polipéptid naixent, possibilita la WO

posterior deteccié de la proteina generada de novo. A 62 | — < Oatp1
la figura 55 es mostra el resultat dels experiments de 41,5 w—— ~56 kDa
traducci6 in vitro realitzats sobre el clon corresponent al 32,5 | wom—

c¢DNA sencer de oatpl com a motlle. Com es pot apreciar 55 | e

a la figura, en presencia de la seqiiencia codificant, es

sintetitza un polipeptid d’'una grandaria aparent de ~56 | —

kDa (carril 2) que no apareix en el corresponent control
Fic 55. Traduccio in vitro del cDNA de Oatp1. S'ha utilitzat

el sistema dels lisats de reticulocit de conill, amb traduccié
La utilitzacié de microsomes en la reaccié de traduccié  acoplada a la transcripcio. En el carril 2 sha utilitzat com

negatiu (carril 1), on s’ha obviat de incloure el cDNA.

no va aportar diferéncies significatives en els productes 2 Motle ¢l cDNA donat de Qalpt, mentre que en el car-

. ril 1 s’ha substituit per H,O (correspon al control negatiu)
obtinguts (no es mostra).

—~ 180 —~



Resultats

2.1. Expressio del mRNA de Oatp1 en els teixits de ratoli

La distribuci6 tissular de Oatpl s’estudia qualitativament per RT-PCR a partir de RNA de
diferents teixits murins adults, extrets de ratolins mascle de la soca 129/Sv]. La reacci6 s’optimitza per tal
d’aconseguir la maxima especificitat en 'amplificacié pel gen Oatpl (taula XXVI) utilitzant els primers
descrits a METODES, corresponents a la regié 351-1234 del cDNA. La identitat dels productes obtinguts
es verifica per seqiienciacié. Com a gen de referéncia amb una expressié constitutiva en tots els teixits
s'utilitza la ciclofilina A (mCypA). A la figura 56 s’observa el patré d’expressié obtingut de Oafp1, detectant
una banda tnicament a fetge i a rony6. Per corroborar aquest patr6, es transferi el gel de la RT-PCR a
una membrana de nild i es realitza un “RT-PCR/Southern-blot”, hibridant el filtre amb una sonda del
c¢DNA de OatpI (no es mostra). Aquesta técnica ofereix una major sensibilitat encara que la PCR podent
arribar a detectar quantitats infimes d’expressid. els resultats de 'experiment foren els mateixos: només
apareixia senyal a fetge i a rony, refor¢ant la idea de que principalment es tracta d’un gen d’expressié

renal i hepatica .

TauvrLa XXVI. Caracteristiques i condicions de la RT-PCR

primers (5—>3) Amplico Motlle Condicions (abreujades)
mOatpl 10f - GAAACCTTTTGTTGATTGTATTCG 0.9 kb 500 ng de RNA, RT @50°C , PCR @58°C ;
mOatpl 6r - CCTATGAGGAATACTGCCTC ’ ratoli & 129/Sv] 40 cicles
& oo
(; K. v od
> 090 g & ,;o" ©

S & &
S & & ¢ E S &y & e

Fic 56. Expressio de Oatp1 a diferents teixits de ratoli. Patro d’expressio de Oatp? en diferents teixits murins adults,
analitzats per RT-PCR. 500 ng de RNA total dels teixits indicats (H.O: control negatiu de la reacci¢), van ser transcrits
inversament i amplificats utilitzant els primers especifics per oatp1 10f/ oatp1 6r. Com a gen de referéncia s’han usat primers per
la ciclofilina A de ratoli (mCypA). (veure METODES); els productes d’amplificacio obtinguts es varen resoldre en un gel d'agarosa
al 2% i visualitzats amb EtBr.

4 Oatpl1

<4mCypA

2.4. Regulacio de I'expressié de Oatp1

Regulacio androgenica de Oatpl a ronyo

Per analitzar la possible existencia de diferencies sexuals d’expressid, i per determinar si els
androgens estan implicats en la regulacié de Oatp1 en aquests teixits, es va examinar a continuacié Pefecte
de la castraci6 i el restabliment androgenic farmacologic sobre els nivells d’expressié del mRNA d’Oatp1,
mitjangant implants subcutanis alliberadors de dihidrotestosterona (DHT).

Es va preparar RNA poli(A)* a partir de fetge i de ronyé d’animals control (intactes), animals
castrats 1 d’animals castrats tractats amb DHT durant vuit dies, analitzant-se expressié de Oatpl
mitjancant assaigs de northern-blot. Com pot observar-se a la figura 57, la gonadectomia resulta en una
abolicié de I'expressié del mRNA d’Oatpl a rony6 , mentre que a fetge la seva expressié es manté (amb un

lleu davallada apreciable a nivell qualitatiu). En els animals castrats administrats amb el potent androgen
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no aromatitzable DHT, s’observa una restitucié dels nivells renals d’expressié d’Oatpl presents en els

animals control, mentre que provoquen un efecte minim en els nivells hepatics.

Cal dir que aquesta sobreregulacié induida pels androgens aixi com la perdua d’expressi6 renal

suscitada per eliminaci6 dels androgens circulants amb la castracio, afecta tot els transctits observats de

manera coordinada, sense que prevalgui el guany o la davallada d’intensitat de cap banda en particular.

&

Fic 57. Influéncia dels androgens en I'expressio Fetge Ronyo
d’Oatp1 a fetge i ronyé mitjangant analisi per northern- Q

blot. Els RNAs poli(A)* renals i hepatics de ratolins mascle :
C57BL/6 castrats, castrats i tractats amb DHT i, ratolins

intactes, van ser separats electroforéticament i transferits

a un filtre de nil 16, sotmetent-se a hibridaci6 amb una

sonda corresponent al cDNA d'Oatp? muri (Oatp1), tal

com es descriu a METODES. La sonda corresponent al gen

de la gliceraldheid-3-fosfat-deshidrogensa (GPDH) es va

3 Bl

O/‘ d(:DHT

Fetge Ronyo Fetge Ronyo

‘ At

Oaip1

utilitzar com a control intern d'integritat i carrega del poli(A)* o . L . e . GPDH

Analisi en diferents soques murines

Donat que poden existir diferencies d’expressio entre espécies i —dins del ratoli— entre soques diferents,

per avaluar si el dimorfisme sexual observat en 'expressi6 renal de Oatpl a C57BL/6 era extensible a d’altres

soques murines, ratolins mascle adults (7-8 setmanes) de les soques consanguinies BALB/c 1 129/Sv (juntament

amb la C57BL/6) varen ser gonadectomitztats i, un cop recuperats de I'operacio, es va aillar el RNA total a

partir dels seus ronyons aixi com el d’animals control intactes. Un northern-blot d’aquests RNAs va ser hibridat

amb una sonda corresponent al segment 3’-UTR del cDNA de Oatpl, per examinar la davallada d’expressi6

corresponent.

Com es pot observar a la figura 58, en els animals control apareixen varis transcrits (amb un de majoritari

d’unes ~5 kb, veure fig. 31, pag. 92) la intensitat dels quals decau considerablement en els animals castrats fins

a nivells aparentment indetectables. La normalitzacié de carrega s'indica amb la banda corresponent al RNA

C57BL/6 129/Sv BALB/c

Fic. 58. Dependéncia androgénica de I'expressio
renal de Oatp1 en varies soques murines. Analisi per
northern-blot del mMRNA de Oatp1, en el rony6 de tres
soques consanguinies. 15 ug d'RNA total de rony6 (dos
animals per situacio) de mascles intactes i castrats, de
les soques C57BL/6, 129/Sv i BALB/c, van ser sotmesos
a electroforesi en un gel de formaldehid i transferits a
membranes de nilé. La hibridaci¢ va realitzar-se amb
el cDNA (nt’s 1994-2575) de Oatp? marcat amb 2P
sota les condicions descrites al corresponent apartat
dels METODES. Varis transcrits (d’entre 5 i 2,5 kb) es
detecten en els mascles control intactes, mentre que
son inapreciables en els ronyons dels mascles castrats.
La senyal d'hibridacié va ser normalitzatzada amb el
control intern de ciclofiina A (mCypA). Es mostra
també la banda del RNA ribosomal 18S (tenyida amb
EtBr previa transferéncia, com indicador de carrega

ribosomal 18 S, captat al transiluminador préviament a la transferencia del gel. Si comparem entre les diferents

soques, es pot apreciar qualitativament que els nivells basals d’expressi6 renal de Oatp1 del mascle C57BL/6 sén

inferiors que els corresponents als mascles BALB/c i 129/Sv] (que mostren nivells proxims entre ells), pero en
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tots tres casos I'absencia d’androgens provoca una davallada practicament complerta en la seva expressio.

2.4 Identificacié temptativa de la seva regié 5’ adjacent

Mitjangant un exhaustiu analisi de les bases de dades dedicades al projecte de seqiienciacié
complerta del genoma de ratoli —el qual s’ha completat amb exit recentment, es van identificar una
serie de seqiiencies “traga” (trace) solapades entre elles que s’alineaven amb I’extrem més 5° del cDNA
de Oatpl. Amb aquestes seqiiencies genomiques es va reconstruir per computacié la putativa regi6
5’ del gen Oatpl; aquesta regié gendmica immediatament adjacent al principi del gen és la candidata
a allotjar el seu promotor proximal, i on podrien residir elements reguladors de llur expressié. Es va
obtenir un contig virtual de 3 kb upstream respecte la zona putativa d’inici de la transcripcié. A la
figura 59A s’esquematitzen les seqiiencies trace —extretes de les bases de dades publiques— utilitzades
per inferir la seqiiencia gendomica corresponent a la pressumpte regi6é 5’ proximal del gen Oatpl. La
primera kilobase d’aquesta regié es mostra a la figura 59B; com que desconeixem el punt exacte on
comenga el promotor, la numeraci6 a ’esquerra de la seqtiéncia és orientativa, prenent com a referencia

(nt “17) la primera base del cDNA clonat per nosaltres (tot i que existeixen ESTs que s’estenen més 5’

A B -1001 AGAATATCTTTAACATTGCCAAAGAATCAGCATAGATTTTTGTGTTTGCT

L i | -951 TTTTCAATAGAAATCAAACAAATCCAATCTTACCTGATGCAGTTATTTAT

-901 AAGGTTAGTCAGAGTAAATAAAAAACAAAAAGAAAAAAAAACAGAAAAAA

-851 AAACCTCAAAACAAAAACTGCCTGGATATTTTTATAACATTTCAGTAACT

smme (GT)nmne
-801 GGTTAAATTACTCCTATTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG

21387968
i
Horachee 43353211 =751 TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGGATTTGTCTGTCCATAAGTA
53684239
24524563 =701 TGTGTGCAGGTGTACATGTAAACATGTGCAATTACAGAAGCCAGAAGTCA

1244188

- Sense

AR -651 ATGCTGAATGTCTTCCTGTAGGATGTTCTTTNTGATGTTCTATGATGGGG

455012 -601 TCTCTTCATTCAGTTTCTTGGTGGTTAACGTGATTAGAATGCCAGATTGG

16230577

60383224 -551 CGCACTGCAGTGATCCTGTTCTTTGGGTCTTCCCAGTGATGGGCTTACAG
-501 GCATGTGAAGAGAAGCCTAGCTCTTTTACTTGCCTGGTAATAATTAAAAG
F1c 59. Promotor putatiu del Oatp1. Determinacio de la seqliéncia -451 TCAGGGCCTCAAGCTTAAAAAAAATCAAACACTTTACCACTGAACCACCA

5' flanquejant del gen Oatp1 muri, determinada per alineament de -401 CCTCCCTATCTGTGCTGGACAGTTTTATATGAATTTGACATTCACTAGAG
sequecies genomiques trace. (A): esquema dels clons alineats amb

els corresponents nimeros identificatius. (B): nucleotids de la primera
kilobase de promotor, la numeracio és orientativa; en micuscula, S0 e e L e T I N I s O N E D ER

-351 TAATTTGGGAAGAGTGGCCTTCTGTTGAGAAAAATGTCCAAATGAGATTG

regio equivalent al 5'UTR del cDNA de Oatp1 muri. S'indiquen les -251 AAGGTCTAGCACATGGTAGGTGGGTCTTGTTTGGTAGGTAGTCCTGGGTT

putatives caixes TATA (subratllades) i la regi6 repetitiva (en taronja)
-201 GTATAAGAAGGTCAAGCAAGTCTTGAGGAGCAGAGCTGGAAGCAGCATTC

=151 CTCCTTGGTTTTTGCATTGACTCCAGCATCCAGGTTGCTGCTTTGGGCTC

> TN .
d aqueSt punt) ' Subratllades en la SequenC1a -101 CTGTCCTGACTTTCCTCAGCAATGAAGTTAATAAACAACTGTGAGCTARA

5. . . ST
S 1nd1quen pOSSIbleS HOCS amb 51m1htud -51 ATAAACCCTTTCCATTTCATTTCTCTTTGGTCCTGGTATTTTGTCACAAC

amb la Caixa TATA’ tot 1 que per ara no 1 aatagaaactctgactaaggcactctatccttaagagagattttttgggg
sabem qUina d’elles (o potser d’altres 51 ggatgactcgttacagttcagaaaataatttatttaacagctttctctga
elements) exercirien la seva funcié tipica. 101 gaaagacagcagtaggacttttaaagcaaagaaactggaaacatttgaag
Donada la limitacié de dades experimentals 151  aacaccATGGAAGAAACAGAGARAAAGGTTGCAACACAAGAAGGCAGATT

M E E T K K V A T Q E G R F F
en aquest cas, no hem indicat els llocs

d’'unié putatius a factors de transcripcié
existents en la seqiiencia, els quals caldra definir i verificar en futurs experiments. Com a peculiaritat
destacar element repetitiu situat aproximadament entre els nucleotids -725 i -825, corresponent a un

dinucleotid GT (present en un total de 29 copies en tandem), del qual també desconeixen si exerceix
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algun tipus de funci6 reguladora.

No disposem d’informacié sobre el punt (o punts) exactes de iniciaci6 transcripcional del gen,
amb que es podria definir acuradament la regié promotora, ni tampoc si aquesta regié pot conferir
activitat a un gen reporter en experiments de transfeccié transitoria, com els duts a terme amb el cas del

promotor del gen Cyp4bl.

2.5. Estudi funcional de Oatp1: expressié i assaigs de transport en oocits de Xenopus

Les caracteristiques funcionals de I’ Oatp1 muri referents a llurs capacitats de transport, van ser
estudiades en un sistema heteroleg d’expressié utilitzant les tecniques d’expressié en oocits de Xenopus
laevis.

NOTA. Tots els experiments relatius als estudis funcionals de transport realitzats en odcits (tan de Oatpl i Oatp-D/MJAM),
han estat duts a terme pel doctorant al laboratori del professor Peter Meier a Ziirich, Suissa, sota la supervisié dels Drs. Bruno
Hagenbuch i Bruno Stieger.

El cDNA del Oatpl muri es va expressar funcionalment en oocits, mitjan¢ant microinjeccié
en els mateixos del corresponent cRNA sintetitzat in vitro. Les activitats de transport degudes a Oatpl
van ser llavors monitoritzades a traves de la mesura de la incorporacié de substrats escollits marcats
radioactivament (indicats a la taula XXVII). La captacié basal/inespecifica es va mesurar igualment en

oocits injectats amb H,O esteril. La captaci6 o uptake, es va realitzar en un medi sense ions Na* i a pH

Taura XXVII. Substrats. Especificitat de substrat per Oatp1

H,0 Oatpl RaTtiO

E,178G (0,2 uM) 189 + 39 2570 * 466 14
PGE, (25 nM) 0,6 0,1 58+1,3 10
DHEAS (0,2 uM) 4,3+0,8 266 * 43 60
E3S (0,5 uM) 152 980 + 76 67
Testosterona (40 nM) 72 + 44 73 +24 1

Cortisol (30 nM) 16 £3 2710 1,7
Aldosterona (10 nM) 3,6 +0,6 5,8+0,8 1,6
Melatonina (60 nM) 11£2 10£2 1,1

Els experiments de uptake s’han realitzat a les concentracions de substrat indicades durant 30 min a 25°C. Els valors
representen les mitges + S.D. de 8-12 determinacions; (conc.), concentracions.

7,5, per un periode de 30 min, tot plegat en les condicions descrites a materials i metodes.

La captacié i transport (en les concentracions indicades) dels segiients substrats: E,I178G,
DHEAS, PGE, i E3S, va resultar considerablement superior en els oocits injectats amb el cRNA que en
els injectats amb H,0O, mentre que amb la resta de substrats testats (testosterona, aldosterona, melatonina,

cortisol) les diferencies van ser minimes o nul-les.

D’acord amb aquests resultats, I'expressié del transportador muri Oatpl facilitaria la captacié dels
conjugats esteroidals anionics estradiol-17f-glucuronid (E,178G) i del sulfat de dihidroepiandrosterona
(DHEAS), en addicié al sulfat d’estrona (E3S), préviament reportat ([240]). En contrast amb
aquests substrats avidament incorporats dins 'o0cit injectat amb Oatpl, els esteroides neutres sense
conjugar, com la testosterona i el cortisol, o 'hormona pineal indolica melatonina, no son transportats

significativament. Pel que respecta al eicosanoide prostaglandina E, (PGE,), que no és substrat de
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Tauvra XVIIL. Comparacié de les K, aparents (uM) entre I Oatpl de rata [191]’ s'observa que el seu transport

Oatp1 de ratoli i de rata, per varis substrats seleccionats, es 10 vegades superior que en els oocits control.

determinades en o0cits de Xenopus laevis Si bé les propietats de transport entre 'Oatpl

Substrat Oatpl (ratoli) Oatpl (rata) de rata i el de ratoli sén forga similars (veure taula
Taurocolat 12 [240] 50 [143] XVIII), unit al fet que ambdds accepten com a
E;S 5 [240] 4,5 [268] substrat al gadoxetat —no transportat per els altres
DHEAS 8! 5 [269] membres de la familia en rata—, llur caracteristiques
E,178G 4,9! 3 [268] d’especifitat i afinitat no sén completament
Walors determinats en aquest treball extrapolables (notar les diferencies de K, aparent

entre els dos pel substrat taurocolat,—taula XVIII- o el

cas esmentat del transport diferencial de la PGE, ). Aquestes inconsistencies poden advertir-nos de que,

tot i ser possiblement gens ortolegs, no comparteixin el 100% de substrats i que hagin desenvolupat o
s’hagin adaptat funcionalment de manera matitzadament diferent en les dues especies de rosegadors.

La caracteritzacié funcional va prosseguir pels substrats E,17BG, DHEAS i PGE,, pels quals es

va seguir el comportament de la seva captacié al llarg del temps (en un periode de 30 min), trobant-

que pels tres casos a concentracions baixes de substrat, I uptake s’incrementava paulatinament seguint

un comportament lineal. Pel E,178G ila DHEAS, també es va enregistrar a concentracions elevades de

substrat, observant-se un comportament similar, sense arribar-se a la saturacié en aquell interval de

temps considerat (veure figura 60 corresponent). Constatat el fet que durant els primers 30 min —i per les

concentracions indicades— el transport inicial dels dos substrats anteriors no es saturava, es va passar a
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FI16 60. (Continua a la pag. segiient).
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PGE, 10 nm
254
P Fic 60. (Continuacio). Cinética temporal
E & // (time-course) per varis substrats de Oatp1.
Q
T‘\: - P Time-course del transport de diferents substrats
£ o en oocits de Xenopus injectats amb H,0 (O) o
% 101 // cRNA d'oatp1 (@), a les concentracions indicades;
) // substrats: DHEAS (A), E,17G (B) i PGE, (C)
5] /?
C B - R s
y 5 10 15 20 25 30
temps (min)

realitzar un estudi cinetic del transport dels dos conjugats hormonals mediat per I’ Oatp1 muri.
Finalment, a la figura 61 es descriu graficament la captacié saturable dependent de

la concentracié de E,178G i de DHEAS, mediada per Oatpl; ambdues corbes exhibeixen un

comportament michaelia amb unes constants K,, aparents respectives de ~4,9 uM i ~8,2 uM.

500

Fic 61. Cinétiques del transport de E, 178G (A)
i de DHEAS (B) mediat per Oatp1 en oocits de X.
laevis. Analisi cinétic del transport independent de Na*

Uptake (fmol/odcit/min)

per part de l'oatp1 de ratoli, dels substrats indicats
. Els experiments d' uptake inicial (30 min), van ser
realitzats amb oocits injectats amb H,0 (QO) o injectats
amb el cRNA de Oatp! muri (@), en preséncia de
80 concentracions creixents dels substrats tritiats. Cada
[E,176] (uM) punt de individual de la grafica, representa la mitja
+ S.D. de 8-12 determinacions. La Linia continua

>

representa |'uptake especific un cop feta la subtraccié
400

del valors corresponents als odcits control. S'indiquen
les constants de Michaelis-Menten aparents (K,) per
cada substrat, estimades a partir de la regressi¢ no-lineal

Uptake (fmol/oocit/min)

110

[DHEAS] (pM)
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