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|. MATERIALS

l.1. Els ratolins transgénics per la SHBG/ABP de rata

El ratoli és vadesenvolupar mitjancant la microinjeccio pronuclear d’ un fragment de
5.5 Kb de DNA genomic de rata, que contenia 1.5 Kb de laregié promotorali 4 Kb de
regio codificant (Reventds, J. et al. 1993). Els ratolins transgénics es van identificar per la
tecnica de PCR a partir de DNA genomic de cua, utilitzant primers especifics pelsexons 1 i

7 (Reventos, J. et al. 1993), o0 bé per latécnica de Southern Blot (Southern, E.M. 1975).

[.1.1. RT-PCR

Esvan utilitzar 0.02 ng de DNA genomic per ser amplificat en un volum final de
reaccié de 50 m, amb la presencia de 2 U de EcoTag polimerasa (Ecogen, Barcelona,
Espanya), 0.05 mM de Tag Buffer, 0.05 mM de MgCl,, 10 mM de cadascun dels
nucleotids, i 0.1 mM dels primers pelsexons 1i 7. Les amplificacions es van fer amb un
termociclador Perkin Elmer model 2400 (Cupertino, CA, USA). Les condicions
d’ amplificacio van ser: 94° C — 3 min.; 30 ciclesde 94° C — 15 seg., 65°C—-30 seg., 72°C -
45 seg.; 72 ° C — 10 min. Sota aquestes condicions s amplifica un fragment de 2.5 Kb.

1.1.2. Southern Blot

Vaconsistir en unadigestio de 10 ng de DNA genomic amb I’enzim EcoRI (0.4 U/m)
en un volum final de 100 m a 37° C durant 3 hores. Es van separar els diferents fragments
de DNA en un gel d’agarosaal 0.8% i es van transferir auna membrana de Nylon. Es va
utilitzar com a sonda un fragment complementari alaregid 5 min. del DNA genomic de
SHBG/ABP de ratainsertat, marcat amb **P-dATP amb terminal transferasa (TdT) (1.4
U/m) (Boehringer Mannhein) en presenciadel tampé delaTdT i CoCl, (4.4 mM) a37°C
durant 1 h. La sonda es va precipitar amb 0.3 M d’ acetat sodic i etanol absolut fred,
desnaturalitzar i utilitzar per hibridar la membrana a 65 °© C durant una nit. A continuacio es
van fer 3 rentats a temperatura ambient de 15 min. amb SSPE 2X, SSPE 1X i SSPE 0.1X.
Esvaexposar I’ autorradiografia durant unanit i el seu revelat va permetre detectar a banda
de5.5Kbh.
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Per tal d’ estudiar els problemes de fertilitat descrits en aquest ratoli transgenic ales
anteriors publicacions, es van fer creuaments continuats dels ratolins transgenics amb
ratolins normals de les soques CD1 i C57BL/6. Per dur aterme els experiments es van
utilitzar ratolins homozigots, heterozigots i normals (germans dels no transgenics). Els
animals transgenicsi no transgeénics de la mateixa ventrada es van sacrificar al’ hora sempre
que va ser possible. Els animas van ser sacrificats per didocacié cervica abans de la
recol.leccio delsteixits.

Tots els experiments van ser portats a terme segons les normes estandards
ingtitucionals, que estableixen e govern espanyol i la Comunitat Europea (BOE 67,
3/18/88, Real Decreto 223/1988, i BOE 256, 10/25/90).

|.2. Els ratolins transgénics per la SHBG/ABP humana

Es van generar dues linies diferents de ratolins transgénics per a la SHBG/ABP
humana, una linies de ratolins transgenics que contenia 11 Kb de DNA genomic de
SHBG/ABP humana (shbgl1l) i els que contenen 4.3 Kb de DNA genomic de SHBG/ABP
humana (shbg4). Totes dues linies contenen els 8 exons que codifiquen per ala SHBG/ABP
humana, pero els shbgll contenen 6 Kb de DNA 5 min. Flanquejant i €ls shbg4 només 0.9
Kb. Els animals transgénics van ser detectats també per Southern Blot, el DNA genomic de
lacuaesvadigerir amb EcoRI, els fragments de DNA separats en un gel d’ agarosa van ser
transferits a una membrana de Nylon. La membrana va ser hibridada amb una sonda
complementaria als exons 6-8 del cDNA de la SHBG/ABP humana, que va ser marcada

també amb **P-dATP. Els animals van ser sacrificats per dislocacio cervical.

[.3. Linies cel.lulars
S han fet servir diferents linies cdl.lulars, CHO, PC3, LNCaP, CAHPV-10, PZHPV?7.

Les caracteristiqueslinies cel.lulars son:
= PC3: (ATCC CRL —1435). Liniade cél.lules epitelials que prové d’ una metastasi osea

d’ un adenocarcinoma d’ un home de 62 anys. Aquestes cel.lules son tumurogeéniques en

ratolins nude. El medi de cultiu va ser DMEM  (Gibco-BRL, Bethesda, MD)
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complementat amb 10% de serum bovi fetal (FBS), aminoacids essencias i

penicil.lina/estreptomicina. Les condicions del cultiu van ser 37° C i 4% de CO..

LNCaP: (ATCC CRL —1740). Liniade cel.lules epitelials que prové d’ un nodul linfatic
amb metastasi provinent d’ un carcinoma prostatic d’un home de 50 anys. Son cél.lules
tumorogeniques en ratolins nude. El medi de cultiu va sss DMEM  (Gibco-BRL,
Bethesda, MD) complementat amb 10% FBS, aminoacids essencials i

penicil.lina/estreptomicina. Les condicions del cultiu van ser 37° Ci 4% de CO,.

CAHPV10: (ATCC CRL - 2220). Linia de céd.lules epitelials que prové d'un
adenocarcinoma de prostata d’ un home de 63 anys, pero que han estat transfectades
amb Papilomavirus 18 huma (HPV-18). Aquestes cel.lules no sdn tumorogeniques en
ratolins nude. ElI medi de cultiu que es va utilitzar per a creixer les cdl.lules va ser
Keratinocyte-Serum Free Medium (Gibco-BRL, Bethesda, MD) complementat amb 5
ng/ml d' EGF recombinant humanai 0.05 mg/ml d’ extracte pituitari bovi. Les condicions

del cultiuvan ser 37°Ci 4% de CO..

PZHPV7: (ATCC CRL —2221). Liniade cél.lules epitelials que prové d’ una prostata
normal d’un home de 70 anys. Les cel.lules van ser transformades amb Papilomavirus
18 huma (HPV-18). Aquestes cél.lules no sdn tumorogeniques en ratolins nude. EI medi
de cultiu que es va utilitzar per acreixer les cel.lules va ser Keratinocyte-Serum Free
Medium (Gibco-BRL, Bethesda, MD) complementat amb 5 ng/ml d’ EGF recombinant
humanai 0.05 mg/ml d’ extracte pituitari bovi. Les condicions del cultiu van ser 37°Cii
4% de CO..

CHO: (ATCC CCL —61). Linia de céd.lules epitelials que provenen d una biopsia
d’ ovari de hamster xinesa adulta. El medi de cultiu que es va utilitzar per a creixer les
cel.lulesvaser DMEM (Gibco-BRL, Bethesda, MD) complemntat amb 10% FBS,
aminoacids essenciasi penicil.lina/estreptomicina. Les condicions del cultiu van ser 37°
Ci 4% de CO..
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[.4. Mostres Humanes

l.4.1. Mostres de prostata

Es van obtenir mostres de prostata de donants i de pacients amb cancer de prostata.
Aquestes mostres es van recollir a quirdfan durant la recollida d' organs en € cas dels
donantsi durant |a prostatectomiaradical en el cas dels pacients amb cancer. Les mostres
del tumor es van recollir seguint lesindicacions del cirurgiai amb lainformacié de labiopsia
Esvan incloure en OCT i seguidament en nitrogen liquid.

Posteriorment es van fer talls de 15 nm — 20 nm amb €l criostat, que es van fixar amb
PF 4%, i després de rentar-los amb PBS es van deshidratar amb concentracions creixents
d’ etanol. Les seccions es van portar a la patdloga per que les anaitzés i confirmés la

presencia de tumor en elstalls amb cancer.

1.4.2. Mostres d’esperma total, liquid seminal i espermatozous

Es van obtenir mostres d’ espermactotal i liquid seminal de diferents pacients normals.
A més es va obtenir liquid seminal d'un pacient vasectomitzat. Pel que fa as
espermatozous, provenien tant de pacients normals com de pacients amb problemes de
fertilitat. Els espermatozous es van obtenir després de la prova de swim-up, és adir, que

estaven rentats, i es van resuspendre en PBS.

1.4.3. Mostres de testicle, epididim i vesicules seminals

Es van obtenir mostres congelades de testicle, epididim i vesicula seminal de donants.
A meés, es van obtenir mostres de testicle de biopsies testiculars de pacients amb problemes
defertilitat.
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Il. METODES

Il.1. Técniques en biologia cel.lular
[1.1.1. Extraccio de cel.lules de Sertoli

Esvan sacrificar elsratolinsi se’'ls van extreure els testicles, posant-los en 10 ml de
medi de cultiu complementat amb penicil.lina-streptomicina (5 ng/ml) i anfotericina (5

ng/ml) (PSA). Unavegada ala campanade cultius es va procedir a

1. Descapsulacio dels testicles. Fer dos rentats dels testicles amb e medi de cultiu
suplementat amb PSA. Descapsular els testicles utilitzant dues pincesi un bisturi. Una
vegada descapsulats posar els testicles a una placa de petri amb 5 ml de medi de cultiu

amb PSA.

2. Disgregacio delstubuls amb Colagenasa. Incubar els testicles descapsulats amb una
soluci6 de Colagenasa (0.9 mg/ml) en medi de cultiu amb PSA, en un volum final 50 ml,
a33° Ci en agitacié durant 10-15 min.. Acabar de disgregar els tlbuls amb una pipeta de
10 ml. Posar els 50 ml en un tub i centrifugar a 800 rpm durant 10 min. Descartar €l
sobrenadant i resuspendre el pellet en 50 ml de medi amb PSA per inverso. A
continuacié deixar sedimentar durant 15 min., els tlbuls es depositen a fons, i les
cel.lulesde Leydigi altres cel.lules intersticials es queden a sobrenadant. Eliminar el
sobrenadant i fer una segona sedimentaci6 afegint altre cop 50 ml de medi amb PSA. Un
cop eliminat el sobrenadant, resuspendre €l pellet en 3 ml de medi amb PSA.

3. Aillament deles cél.lules dels tubuls amb Colagenasa. Segona digestié de les mostres
amb Colagenasa (0.8 mg/ml) a 33° C durant 15 min. Tot seguit centrifugar a 800 rpm
durant 10 min. Descartar el sobrenadant i resuspendre el pellet en 5 ml de medi amb
PSA. Acabar de dispersar les cél.lules amb una xeringai dos tipus d’ agulles (19Gx 1 1/2
i 21Gx1 1/2) durant 10 min.

4. Comptatge de nimero total de cél.lules. Barrgjar 5 m de lamostraamb 5 m de Trypan-

blue que tenyeix de color blau les cél.lules amb la membrana plasmatica trencada que

87



MATERIALS | METODES

durant I’extraccié esdevenen necrotiques. Calcular la viabilitat i el nimero total de

cd.lules.

5. Cultiu deles cél.lules de Sertoli. El medi de cultiu de les cd.lules de Sertoli va ser

complimentat amb els reactius que apareixen ala segient taula:

Concentracio Stock | Concentracio Treball [ Quantitat per 50 ml
Insulina 10 mg/ml 10 ng/ml 50 mi
Transferrina 20 mg/l 10 ng/ml 25 m
VitaminaC 2x10° M 10* M 25
VitaminaE 20 mg/l 10 mg/ml 25m
Testosterona 1 mgl 10" M 1.44 i
Acid Retindic 10° M 0.33 MV 16.4 m
Retinol 10° M 0.33 nM 16.4 i
Piruvat 1M 1 mM 50 m
FSH 10 ng/ml 10 ng/ml 0.5
Penic. - Strep. 10000 [U/ml 100 IU/ml 500 mi
Nistatina 10000 [U/ml 10 IU/m 50 m

Les condicions pel cultiu que es van fer servir van ser de 37° C i 4% de pressio de

CO,, canviant € medi de cultiu cada dos dies.

I1.1.2. Aillament de céel.lules germinals

Pel quefaalaliniade ratolins transgenics per la SHBG/ABP derataesvan dillar les
cel.lules germinals de 3 ratolins no transgenics, 4 heterozigotsi 3 homozigots, tots de 3
mesos d’ edat. També es van aillar cél.lules germinals de testicles provinents de lalinia de
ratolins transgenics per I'SHBG/ABP humana, concretament de 6 ratolins transgénics
shbgl1l, 6 ratolins transgenics shbg4, i 3 ratolins no transgenics.

El protocol que es va utilitzar per extreure les cel.lules germinlas va ser el métode

descrit per Weiss et a. (Weiss, M. et a. 1997). El protocol consisteix en:
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1. Extraccio delstesticlesi descapsulacié. Extreure elstesticlesi rentar-los amb PBS 1X
complimentat amb PSA (PBS*). Descapsular i tallar durant 5 min. A continuacio

incubar en 100 ml PBS* durant 8 min.

2. Digestio amb Tripsina. Descartar €l sobrenadant, i digerir els trossos del testicle amb
tripsina (80 mg/ml) / PBS* a 33 ° C durant 10 min. Aturar lareaccio afegint 25 mg/ml
d’'inhibidor de tripsina. Tot seguit afegir 5-10 ml de deoxiribonucleasa (0.4 mg/ml) i

incubar atemperatura ambient durant 5 min.

3. Tadlati filtracio. Tallar elstdbuls allats en una placa de petri durant 30 min. i filtrar de
manera sequéncial amb filtre de nylon de 100 nm de porus, fibra de vidre, i filtre de

nylon de 20 nm de porus. Centrifugar la soluci6 recuperada a 800 rpm durant 10 min.

4. Cultiu de 6h. Resuspendre €l pellet en 15 ml de medi de cultiu DMEM/NUT mix F-12
(Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD) complementat amb 10% de FBS. Incubar la
suspensio de cd.lules en flascons a 37° C i 4% CO, durant 6 hores. Recollir el
sobrenadant, que esta lliure de cél.lules de Sertoli, i centrifugar a 800 rpm durant 10 min.
Resuspendre el pellet en citrat sodic 0.4 M pH 2.35, i després d’ una incubacio de 24
hores, centrifugar a800 rpm durant 10 min. i resuspendre €l pellet en citrat sodic 0.4 M
pH 4.5 a una concentracio final de 1x 10° c&l lules/m.

El protocol va ser canviat en I’ extraccio de cél.lules germinals de 3 ratolins transgenics
shbgll jaque no esvaredlitzar € filtrat amb fibra de vidre, obtenint-se per tant cél.lules

germinals "més espermatozous.
[1.1.3. Extraccio6 de cel.lules peritubulars
Esvan extreure elstesticles, i esvan posar en PBS*. A continuacié es van seguir els

seglients passos:

1. Descapsulacio dels testicles. Rentar dos cops els testicles en PBS*, i descapsular-los

segons el protocol habitual.
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2. Digestié amb Colagenasa. Incubats els testicles en medi de cultiu amb PSA i Colagenasa
(0.9 mg/ml) a33° C durant 15-20 min.

3. Sedimentacio. Disgregar bé els tubuls amb una pipeta de 10 ml. A continuaci6 barrejar
béi deixar sedimentar 10 min. Tot seguit descartar € sobrenadant i afegir 50 ml de medi
de cultiu amb PSA. Repetir 4 vegades, i a final resuspendre en 5 ml de medi de cultiu
amb PSA.

4. Disgregacio dels tubuls. Col.locar elstibulsen una placa de petri i tallar amb dos

bisturis durant 30 min. fins a obtenir trossos molt petits.

5. Digestio amb Tripsina. Col.locar els tubuls en un erlenmeyer amb 45 ml de medi amb
PSA, i afegir 5ml de Tripsina2.5% i 250 m de DNAasa, i incubar a 33° C durant 30

min.

6. Aillament de cél.lules peritubulars. Passar |la mostra a un tub de 50 ml i centrifugar a
800 rpm durant 10 min.. Després de descartar el sobrenadant per eliminar la Tripsina,
resuspendre el pellet en 50 ml de medi de cultiu amb PSA. Barrrejar bé per inversio i
deixar sedimentar durant 15 min. Es descarta el pellet on hi hales cél.lules de Sertoli. Es
recull el sobrenadant on hi hales cél.lules peritubulars i les cd.lules germinas. Tot
Seguit es passa la mostra per un filtre de 100 mm i es centrifuga a 800 rpm durant 10
min., descartant el sobrenadant. Resuspendre el pellet en 15 ml de medi amb 10% FBSI
PSA. Les cél.lules peritubulars es posan a créixer en condicions normalsa37° Ci 4.5%

de CO..

I1.1.4. Elutriacio de cel.lules germinals

Esvan extreure els testicles dels ratolins i es van rentar amb PBS*. Esvan aillar les
cél.lules germinals segons e protocol descrit préviament. Durant el protocol es van
preparar les seglients solucions:

» Soluci6 A: PBS1.25X pH 7.5

» Solucio B: 0.65gCaCl,, 0.5gMgCl,i 238gHepesen 1| d'aiguapH 7.4
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= Solucié C: 0.9 g Glucosa, 15 g BSA i 1.98 g Piruvat en 600 ml Solucio B
= Solucié PBS+: 50 ml Solucié B i 600 ml Solucié A

L’elutriador és un aparell que consisteix en un rotor gque Sadapta a una
microcentrifugai que esta connectat a una bomba de succucio. Segonslaforcade succidi la

velocitat alaque girae rotor es van obtenint diferents fraccions de cél.lules.

Velocitat Fraccio Succié (ml / min) Volum (ml)
A 214 250
Elutriador B 260 100
2000 rpm C 300 100
D 365 125
Elutriador O rpm post D 410 100

Es van fer unes preparacions rapides en portaobjectes per tal de confirmar el tipus

cel.lular de cadascuna de les fraccions:

» Fraccio B: esvan obtenir paquitens mitjansi reduccions mei otiques.

= Fracci6 C: es van obtenir paquitens mitjans, reduccions meiotiques i cd.lules
plurinucleades.

» Fraccio D: esvan obtenir paquitens gransi moltes reduccions meiotiques.

=  Fraccié post D: esvaobtenir e mateix que lafraccio D.

Lafraccio A esvarepartir en 5 tubs de 50 ml que es van centrifugar a 800 rpm durant
10 min. Després de descatar el sobrenadant, es van ajuntar els pellets i es van resuspendre
junts. Aquesta fraccié es vatornar a passar per |’ elutriador, pero canviant els parametres,

tant de velocitat com de forca de succi6 de labomba.

Velocitat Fraccio Succié (ml / min) Volum (ml)
Elutriador E 128 250
2500 rpm F 210 100
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G 250 125
post G 300 100

Elstipus cel.lulars que es van obtenir en les noves fraccions van ser identificats de la

mateixa manera

» Fraccid E: no hi haviacd.lules.

» Fraccié F: es van obtenir espermatides rodones.

» Fraccio G: no esvapoder determinar |’ origen cel.lular.

» Fraccio post G: es van obtenir paguitens, espermatides alargades i cd.lules

multinucleades.

A partir delesfraccions B i C esvan obtenir els paquitensi a partir de lafraccio F es
van obtenir les espermatides rodones. Aquestes cél.lules es van utilitzar per dur aterme els

co-cultius amb les cdl.lules de Sertoli.

I1.L1.5. Co-cultius de ceél.lules de Sertoli/paquitens i cél.lules de Sertoli/
espermatides rodones

Primer es van posar a punt les condicions de cultiu de les cél.lules de Sertoli adultes
(3-4 mesos) deratoli, ja que fins al moment, només s’ havia aconseguit cultivar cél.lules de
Sertoli de 21 dies, ésadir d animals immadurs. Totes les proves prévies al’ experiment es
van realitzar amb cél.lules de Sertoli de ratolins CD1 de 3 mesos d’ edat. En primer lloc, es
vaintentar cultivar-les directament sobre el pou atres densitats diferents (0.5 x 10° cél., 1 x
10° cdl., 2 x 10° cdl.) i dos medis de cultiu diferents (2% FBS i 10% FBS). L’ adheréncia de
les cél.lules de Sertoli ala superficie del pou va ser molt deficient. Per tal de millorar aquest
aspecte, es van provar tres tipus de superficies diferents, que es van provar amb cadascuna

de les densitats cel.lularsi tipus de medis anteriors. Les tres superficies van ser:
1. Cél.lules peritubulars de rata. Es van cultivar 7 dies, durant aquest temps aquestes

cél.lulesvan fer lalaminabasal per tal d’ adherir-se ala superficie del pou. A continuacié

esvan lisar les cél.lules quedant Unicament lalamina basal.
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2. Liniacel.lular de peritubulars TRM. Amb aquesta superficie es va seguir € mateix

protocol que amb les cél.lules peritubulars de rata.

3. Matrigel. Es unamatriu extracel.lular sintética de composicié desconeguda. Es lamés
rapida d’ utilitzar, ja que es liquida. Es van col.locar 100 M per pou i es va dexar

assecar atemperatura ambient.

Les millors condicions en les que van créixer les cél.lules de Sertoli van ser en la
superficie de Matrigel a una densitat cel.lular de 1 x 10° cél.lulesi amb medi de cultiu
suplementat amb 2% de FBS. Una vegada decidides les condicions, es va realitzar
I’ experiment amb les cél.lules de Sertoli extretes de dos ratolins transgénicsi les cél.lules de
Sertoli de dos ratolins no transgenics de la mateixa ventrada, com a controls. Es van fer les
dues extraccions per separat i les cél.lules de Sertoli obtingudes es van cultivar durant dos
dies en les condicions ja descrites. Es van omplir 66 pous amb cd.lules de Sertoli
transgeniques i 66 pous amb cél.lules de Sertoli no transgeéniques. Als dos dies de cultiu, es
van sacrificar 11 ratolins CD1 de 3 mesos d' edat, als quals se'ls van extreure les cel.lules
germinas. Les cél.lules germinas es van passar per |’elutriador, per tal d obtenir les
diferents fraccions. Es van dillar les poblacions de paquitens i espermatides rodones per tal
de redlitzar els co-cultius. Aixi, es van aegir a 22 pous tant de cd.lules de Sertoli
transgeniques com no transgeniques 300.000 cdl.lules en paquite, i igualment amb les
espermatides rodones, quedant 22 pous de Sertoli transgeniques i no transgeéniques soles.
Les cél.lules es van poder co-cultivar durant 5 dies. En elsdies 1, 31 5 esvan rascar 6 pous

de cada condicio per tal d’ extreure e mRNA.

[1.1.6. Transfeccions

Es van realitzar transfeccions estables i transitories en cél.lules CHO, utilitzant el
protocol LipofectAMINE PLUS Reagent (Gibco-BRL). Les cdl.lules ales que es varedlitzar
latransfeccio estable se les va cultivar amb medi que contenia Geneticina (G418) per tal de
seleccionar només les que haguessin incorporat el plasmid, ja que aguest conté resistéencia
pel toxic. Van ser transfectades de manera estable amb plasmids d’ expressio que contenien,
laSHBG/ABP deratai laSHBG/ABP deratoli. D’ altra banda es va fer una transfeccio
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estable i unatransitoriaamb el plasmid pCDNA 3.1 que contenia un cDNA obtingut a

partir de leslinies cel.lulars de cancer de prostata PC3 i LNCaP. El protocol va consistir en:

1. El diaabans delatransfeccid tripsinitzar les cél.lulesi sembrar per que al dia seguient

estiguin entreun 50 i 75 % de confluencia.

2. A I’'endema, per cada una de les transfeccions preperar 4 tubs, dos tubs amb 800 i de
medi sense serum as quals se’ls afegeix 25 m de LipofectAMINE. | dos tubs amb 800 mi
de medi sense serum a un dels quals se li afegeix el DNA plasmidic (9.6 ng) i 25 i de
Reagent PLUS, i al’altre només el Reagent PLUS. Barrgar €ls dos tubs i deixar a

temperatura ambient durant 30 min.

3. A continuacio6 agafar les cél.lulesi treure el medi, afegint medi nou pero sense serum
que conté els aproximadament 1.6 ml amb e DNA plasmidic i la LipofectAMINE.
Incubar a37° Ci 4% de CO, durant 5 h.

4. Tot seguit afegir igual volum de medi que conté un 20% de FBS per tal de deixar-lestota
la nit amb medi a 10% FBS. A I'endema ja es pot comencar la seleccio per les

transfeccions establesi € cultiu amb medi sense serum de la transfecci6 transitoria.

I1.1.7. Mesura de I'index de DNA per citometria de flux

El DNA cd.lular va ser tractat amb ribonucleasa A (RNase; 0.1 mg/ml; Roche
Molecular Biochemicals) a 37 ° C durant 30 min., i marcat amb iodur de propidi (IP; Sigma,
St. Louis, MO) a 100 ng /ml, i guardats a 4°C, per ser analitzades 12 hores després (Mys-
Hoopes, L.L. et al. 1995). Una part de cada mostra va ser tractada igual perdo sense la
incubacio amb RNasa i analitzada simultaniament. La fluorescencia va ser recollida
utilitzant un citometre de flux EPICS XL (Coulter Corp., Hialeah, FL) equipat amb un laser
d’ argd a 488 nm. Lafluorescenciavermella (620 nm) del IPi ladispersié delallum (light
scatter) van ser mesurats de forma simultaniai enfrontats en una grafica. Els agregats de
cél.lules van ser eliminats definint una finestra de pas del tamany equivalent aunacel.lula

L’analis de DNA en histogrames de fluorescencia van ser realitzats utilitzant el software de
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Multicycle (Phoenix Flow Systems, San Diego, CA). Un minim de 12000 cél.lules van ser

analitzades per mostra.

11.1.8. Concentracio del medi de cultiu

Per tal de concentrar el medi de les cél.lules es van fer servir les columnes Ultrafree-
15 centrifugal filter device (Millipore Corporation, Bedford, MA). Es vatractar Unicament
d’ afegir els 10 0 15 ml de medi de les cel.lules ales columnesi centrifugar 15 min. a 2500

rpm, obtenint-se un volum final de 1 ml.

II.2. Técniques de biologia molecular
I1.2.1. Extraccié de DNA genomic de baix pes molecular

El DNA genomic de baix pes molecular de dos ratolins transgénics per la SHBG/ABP
deratai dos ratolins no transgenics de la mateixa ventrada, de 6 mesos d’ edat, va ser extret
utilitzant el Apoptotic DNA ladder kit (Roche Molecular Biochemicals) seguint les
instruccions del kit. Es van correr 0.5 ng de DNA de baix pes molecular de totes quatre
mostres i un marcador de pes molecular de 100 pb en un gel d’ agarosa a 1.8% amb bromur
d’etidi, que va ser visualitzat en un transil.luminador d’ UV, i capturat amb el Sistema de
Gel Doc fent servir el software de Molecular Analist/Macintosh (Bio-Rad Laboratories,

Inc., Hercules, CA).

[1.2.2. Extraccio de RNA

Es vaextreure RNA total i mMRNA. EIl mRNA es va extreure quan es disposava de
poca quantitat de mostra.

En el cas dels ratolins transgénics per la SHBG/ABP de rata es va extreure mRNA, ja
gue es van utilitzar els mateixos animals que van ser utilitzats pels estudis morfologics i
andlis de TUNEL. Tambeé es va extreure e mRNA de cdl.lules de Sertoli aillades de ratolins
transgenics per laSHBG/ABP de rata, concretament, 2 ratolins homozigots, 5 ratolins
heterozigotsi 3 ratolins normals. Pel que faal’ extraccio de mRNA a partir de cél.lules
germinals aillades, aquestes provenien de 3 ratolins homozigots, 3 heterozigotsi 3 controls

no transgenics. Aquesta extraccio de MRNA esvarealitzar utilitzant el Quickprep mRNA
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purification kit (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Es vafer servir el mateix protocol per

extreure mRNA de leslinies cel.lulars de prostata, texits de prostata, testicle, epididim i

vesicula seminal humana. El protocol consisteix en el's seglients punts:

1.
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Triturar les mostres provinents dels teixits amb nitrogen liquid i un morter fins areduir-
ho a pols. Afegir 400 nml de Extraction Buffer ala pols del teixit i als pellets de les
cel.lulesi pipetejar bé per tal d' acabar de trencar les cel.lules. Afegir 800 m de Elution

Buffer, i barrgjar per inversio.

Posar 1 ml d’Oligo dT Solution per cada una de les mostres. Tant aquests tubs com els
gue contenien les mostres es van centrifugar a 12000 rpm durant 1 min. Descartar el
sobrenadant del tub amb Oligo dT i aaquest pellet d’ Oligo dT afegir-li 1 ml de lamostra.

Barrgjar els tubs per agitacio durant 5 min. i centrifugar a 12000 rpm durant 1 min.

Rentats amb High Salt Buffer. Barrejar bé i centrifugar a 12000 rpm durant 1 min.,
descartar €l sobrenadant i afegir 1 ml de High Salt Buffer, barrejar bé per inversio els

tubs durant 3 min. i tornar a centrifugar a 12000 rpm durant 1 min. Repetir 5 cops.
Rentats amb Low Salt Buffer. Afegir 1 ml de Low Salt Buffer, barrejar bé per inversio els
tubs durant 3 min. i centrifugar a 12000 rpm durant 1 min. Repetir 2 cops. Resuspendre
en 300 nl de Low Salt Buffer i passar ales columnes del kit.

Fer 2 rentats més amb 500 mi de Low Salt Buffer descartant €l liquid del tub col.lector.
Eluir els mRNAs amb 400 i de Elution Buffer escalfat previament a 65° C.

Precipitar els mMRNAs afegint 10 i de glicogen, 40 m d’ acetat potassic i 1ml d’ etanol

absolut fred a—20° C durant tota la nit. A I’endema centrifugar a 12000 rpm durant 30
min., descartar € sobrenadant, i eluir en 100 M H,O DEPC.
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En el cas dels ratolins transgenics per la SHBG/ABP humana es va extreure RNA
total a partir de cél.lules de Sertoli allades (de 3 controls, 3 heterozigots shbgll, i 2
heterozigots shbg4), cél.lules germinals aillades (pool de 6 ratolins heterozigots shbgll,
pool de 6 ratolins heterozigots sbhg4), cél.lules germinals més espermatozous aillades (pool
de 3 ratolins heterozigots shbgl1l), i de teixits com el ronyo0, el fetge, el teixit adipos, el
cervell i I'epididim (ratolins no transgénicsi ratolins heterozigots shbgl1).

Per tal dextreure aguest RNA total es va fer servir e Trizol (Gibco-BRL). El

protocol va consistir de manera breu en :
1. Afegir alamostra 1 ml de Trizol. En el cas dels teixits disgregar la mostra amb el
politron. Vortex de totes les mostres durant 5 min. Centrifugar a 12000 rpm durant 5

min.

2. Agafar 1 ml del sobrendant i posar en un tub nou amb 200 m de cloroform. Barregjar bé

per inversio durant 2 min. i centrifugar a 12000 rpm durant 10 min.

3. Col.locar lafase aguosa en un atre tub que contingui 500 m d’isopropanol. Precipitar a

4° C durant 10 min. i centrifugar 212000 rpm durant 15 min.
4. Descartar el sobrenadant i rentar el pellet amb 1 ml d’ etanol 70%. Centrifugar a 12000
rpm durant 15 min. i descartar el sobrenadant. Resuspendre el pellet en 200m H,O

DEPC.

Pel que fa ales mostres dels pacients amb cancer de prostata es va fer servir el kit de
RNeasy Midi / Maxi (QIAGEN). Aquest protocol va consistir en:

1. Homogenitzaci6 del teixit. Col.locar en 4 ml de Buffer RLT entre 130 —250 mg de mostra

i homogenitzar amb € politron.

2. Centrifugar les mostres a 3000 rpm durant 10 min., descartar €l pellet.
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3. Afegir a sobrenadant 4 ml d’ etanol 70° a cada mostrai barrejar vigorosament.

4. Col.locar les mostres ales columnesi centrifugar a 3000 rpm durant 5 min.

5. Rentar lacolumnaamb 15 ml del Buffer RW1 centrifugant a 3000 rpm durant 5 min.
6. Afegir 2.5 ml del Buffer RPE i centrifugar a 3000 rpm durant 2 min. Repetir un cop

més.

7. Eluir elsRNAstotals en 200 m d’ aiguaRNase-free del kit.

11.2.3. Expressio per RT-PCR

Utilitzant 200 U de transcriptasa inversa Superscript 11 H (Life Technologies) 0.25
ng de MRNA van ser transcrits inversament en un volum final de 20 m en preséncia de 25
ng/ml d’'Oligo dT 15 (deoxitimidina), first strain Buffer (50 mM Tris-HCI, 75 mM KCI i 3
mM MgCl,), 0.01 M DTT i 1 mM de cada un dels dATP, dCTP, dGTP i dTTP. El
MRNA i I’Oligo dT van ser barrgjats i escalfats a 70° C durant 10 min., refredatsa4°C, i es
van afegir els altres reactius. Latranscripcio inversa es varealitzar a 42° C durant 50 min.
Un microlitre del DNA complementari (cDNA) resultant va ser amplificat en un volum
final dereaccio de 50 i en presencia de 2 Ude Taq polimerasa (Ecogen, Barcelona, Spain),
0.05 mM MgCl,, 0.2 mM de cadascun delsdNTPsi 0.1mM dels primers especifics (Anex
). Es va escollir e mRNA de la ciclofilina A (CypA) com a control de I’expressio.
L’ amplificaci6 esvafer amb un termociclador (model 2400, Perkin-Elmer Corporation,

Perkin EImer Applied Bioystems, Foster City, CA). El programava ser:

1. Desnaturalitzacio: 94° C durant 3min.

2. Cicled’amplificacio: 94° C durant 15 seg., latemperatura d’ anneling va variar entre 54°
Ci 65°Cdurant 30 seg., i I'’extensio esvafer a72° C durant 45 seg. El niUmero decicles

vaoscilar entre 30 i 45 segons el gen aamplificar (Anex).

3. Extensi6fina: a72° C durant 10 min.
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Els productes de la PCR van ser separats en gels d’ agarosa del 1.8% i quantificats
amb el software de Molecular Analist/Macintosh (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA).

I.2.4. Especificitat dels primers de SHBG/ABP de rata i ratoli

El producte amplificat amb els primers de SHBG/ABP de rata (rABP) va ser de 954
pb, mentre que el producte amplificat amb elsprimers de SHBG/ABP de ratoli (mABP) va
ser de 955 pb. Els productes de I’ amplificacié van ser purificats utilitzant el QIAquick PCR
Purification Kit (Quiagen, Hilden, Germany). Els productes purificats van ser digerits amb
dos enzims de restriccio, un especific per la SHBG/ABP derata (Accl) i I'dtre per la
SHBG/ABP deratoli (Hhal). El volum final de digestié va ser de 50 m, a 45 m del
producte purificat de PCR seli van afegir 5 m del Buffer 10X de cadaun delsenzimsi 1 ni
del’enzima37° C durant 1 h. Tot seguit esvaafegir 1 mM mésd enzim i esvan deixar a 37°
C durant totala nit. Els fragments de la digestio van ser separats en gels d’ agarosa del 2%.
A més amés, productes de PCR purificats amb cada una de les dues parelles de primers

van ser sequenciats utilitzant un analitzador genétic ABI Prism 310 (Perkin-Elmer Corp.).

[1.2.5. Expressio diferencial

Latécnica de Differential Display permet identificar i separar els cDNAS que estan
diferencialment expressats entre dues condicions (Liang and Pardee, 92). Latécnica es basa
en |’ extraccié dels mRNAS de |es dues condicions, laretrotranscripcio dels mateixosi la
seva posterior amplificacio a baixa estringénciaamb un primer escollit al’ atzar i un Oligo
dT. Aquesta amplificacio donara lloc a un conjunt de bandes de cDNA de molts tamanys
diferents. La seva separacio en un gd desnaturalitzant permet identificar la diferencia
d’ expressié d’ alguna d’ aquestes bandes de cDNA, jasigui per un augment d’ expressio o
una disminucio. El conjunt de cDNAs obtinguts dependra del primer escallit, axi que
|’ atzar juga un paper important en aquesta técnica.

Per tal d'aillar el mRNA esfaservir e Quickprep mRNA purification kit (Amersham
Pharmacia Biotech, Arlington Heights, IL). Per redlitzar I’ andlisi de |’ expressio diferencia
esvadutilitzar el mRNA Differential Display System kit (GenHunter, Neshville, USA). Per la
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retrotranscripcié es van fer servir 0.02 ng d mRNA, tamp0 per I’ enzim, barreja de dNTPs
(20 M), Oligo dT15 (0.1 M) i I’enzim MMLYV transcriptasainversa (5 U/m). Es van
escalfar tots els components a 65° C durant 5 min., excepte I’ enzim, tot seguit a 37° C
durant 10 min., i a4° C durant 2min., esvaposar |I’enzim i lareaccié es vadur aterme a 37°
C durant 50 min., per acabar aturant lareaccié a 75° C durant 5 min..

La PCR esvafer apartir de 2 m del producte de la RT, amb el tamp6 de PCR,
dNTPs (2 nM), Oligo dT i un primer aleatori proporcionat pel kit (0.2 nM), ¥P dATP, i
0.1 U/m d AmploiTaq (Perkin-Elmer). Les condicions de d’amplificacié van ser, 94° C
durant 3min.; 40 cicles a 94° C durant 30seg., 40° C durant 2 min., 72° C durant 30seg.; i a
72° C durant 5 min..

Esva preparar un gel de poliacrilamidaa 6% + 7M ureaen el qual es van separar per
electroforesi 3 m de cada una de les mostres barrejades amb 2 ml de tamp6 de carrega
préviament escalfades a80° C a1400 V. El gel resultant es va assecar fent servir |’ assecador
de gelsa 80° C durant 1-2h. Un film va ser exposat durant 12h i esvarevelar.

Un cop revelat el film, es van seleccionar les bandes que presentaven una expressio
diferencial mésgrani esvan retallar del gel assecat. Les bandes retallades es van diluir en 50
m d’aigua destil.lada a 65° C durant 2h. Després es van precipitar amb acetat sodic (0.3M),
glicogen i etanol absolut fred, a—20 © C durant 24h. Les mostres es van centrifugar a 12000
rpm durant 30min., el pellet es varesuspendre en 10 m d'aigua destil.lada. Per tal de fer les
reamplificacions, esvapartir de 4 m de cada mostra, en un volum final de 50 i on hi havia
tampo de PCR, dNTPs (20 niM), Oligo dT (0.2nM), el primer aeatori (0.2mM), i 0.1 U/mi
d’ AmpliTag (Perkin-Elmer). Les condicions de la reamplificacio son les mateixes que les de

I"amplificaci6 anterior.
11.2.6. Purificacio del producte de PCR
Aquesta purificacio es va fer amb el QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN,

Hilden, Germany). Aquest protocol vaconsistir en:

1. Afegir 5volumsde Buffer PB a volum de reaccio dela PCR. Esadir, si e volum va ser

de 50 m esvan afegir 250 m de PB.
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2. Col.locar tot el volum ben barrejat en la columna de purificacio del kit, centrifugant a

12000 rpm durant 1 min.

3. Descartar d liquid del tub recol.lector i afegir 750 m del Buffer PE, centrifugant a 12000

rpm durant 1 min.

4. Centrifugar un atre cop a 12000 rpm durant 1 min. per buidar bé la columna de liquid

derentat i afegir 50 m d'H,O pH 8.5 per eluir, centrifugant a 12000 rpm durant 1 min.
[1.2.7. Purificacio de banda del gel d’agarosa
L’ extraccio de banda del gel d' agarosaesvafer amb el QIAquick Gel Extraction Kit

(QIAGEN). Esva procedir a

1. Pesar €l tros de gel que contenialabanda a purificar. Col.locar en un tub i afegir 3

volums de Buffer QG per cada volum de gel (100 mg ~ 100 ).

2. Incubar les mostres a 50° C durant 10 min. fent vortex cada 2-3 min., durant aquesta

incubacio e gel d’ agarosa es vadissoldre.

3. Afegir un volum (respecte els mg de mostra) d'Isopropanol. Barrejar bé per inversio i

col.locar ala columna. Centrifugant 1 min. a 12000 rpm.

4. Descartar €l liquid i afegir ala columna 500 M més de Buffer QG. Centrifugar les

mostres a 12000 rpm durant 1 min.

5. Descartar el liquidi rentar amb 750 m de Buffer PE, deixar 5 min. a temperatura

ambient, centrifugant a 12000 rpm durant 1 min.

6. Centrifugar una segonavegadai eluir anb 50 m d'H,O pH 8.5.
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11.2.8. Extraccio rapida de DNA plasmidic de bacteri

Aquesta extraccio rapida de DNA plasmidic de bacteri, es varealitzar amb els cultius
crescuts de bacteris que havien estat transformats amb plasmids que contenien diferents
inserts. Aixo esvafer per tal defer Minipreps exclussivament del cultius que interessaven.

El protocol va consistir en:

1. Agafar 50 m del cultiu crescut i centrifugar a 12000 rpm durant 10 min. Descartar €l
sobrenadant.

2. Eluir € pellet de bacterisen 50 d’'H,O i bullir durant 5 min.

3. Centrifugar a 12000 rpm durant 10 min, passar €l sobrenadant a un tub nou.

Aquest sobrenadant contenia DNA plasmidic dels bacterisi es va utilitzar per realitzar
una PCR amb primers M 13 especifics del vector, aixi es va coneixer el tamany de I’ insert
gue contenia cadascun del cultius.

11.2.9. Extraccio de DNA plasmidic de bacteri
L’extraccio de DNA plasmidic de bacteri a petita escda es va fer utilitzant el

WIZARD PLUS SV Minipreps DNA Purification System (Promega), que va consistir en:

1. A partir de 3 ml del cultiu crescut fer un pellet de bacteris, centrifugar a 12000 rpm

durant 10 min. Descartar el sobrenadant.

2. Resuspendre el pellet afegint 250 i de Cell Reuspension Buffer i utilitzar €l vortex.

3. Afegir 250 m de Cell Lysis Buffer, invertir els tubs 5 cops i deixar-los reposar a

temperatura ambient durant 5 min.

4. Afegir 10 m deAlkaline Protease Solution, invertir elstubs 5 copsi deixar-los reposar a

temperatura ambient durant 5 min.
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5. Afegir 350 ni de Cell Neutralization Buffer, invertir elstubs 5 copsi centrifugar a 12000

rpm durant 10 min.

6. Col.locar els 850 m de sobrenadant a la columna de purificacié del kit. Centrifugar a

12000 rpm durant 1 min. Descartar €l liquid del tub col.lector.

7. Fer dosrentats amb el Wash Buffer, € primer de 750 m i e segon de 250 m. Centrifugar
el tubs a 12000 rpm durant 2min., per tal d’ acabar d’ eliminar tot el Wash Buffer.
8. Eluir els DNAs plasmidics de les columnes amb 50 ml d’ aigua estéril del kit centrifugant

a 12000 rpm durant 1 min.
[1.2.10. Purificacio de la fraccié d’lgGs del sérum
Esvapurificar lafraccio d’' 1gGs del serum de conills immunitzats amb la proteina de

la SHBG/ABP humana. El protocol va consistir en:

1. Rentar un cop la columna de sefarosaamb el Buffer 100 mM Tris-HCI pH 8 i 150 mM
NaCl.

2. Passar per lacolumnal ml de Proteina A, i tot seguit rentar amb 1 ml del Buffer anterior
de pH 8.

3. Barrgar 1 ml de serum dd conill i 1 ml del Buffer pH 8 i passar-los per la columna.

4. Rentar lacolumnaamb un total de 20 ml del Buffer pH 8.

5. Eluir lafraccio d'1gG que ha quedat a la columna passant una solucio d acid citric i

Citart Nagz apH 4. Es van recollir 7 aliquotes en tubs que contenien 200 i de Tris-HCI

1M pH 9 per tal de neutralitzar el més aviat possible la solucié on esrecollial’ anticos.
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[1.2.11. Purificaci6 de I'anticos anti-SHBG/ABP humana de sérum immune de

conill

Esvan fer servir unes columnes de 1 ml HiTrap NHS-activated. Primer de tot es van

fer elsBuffers necessaris per a protocol. Van consistir en:

Buffer A: 0.5 M etanolamina, 0.5 M NaCl pH 8.3
Buffer B: 0.1 M acetat, 0.5M pH 4

Buffer C: 1 mM HCI

Buffer D: 0.2 M NaHCOs, 0.5 M NaCl, pH 8.3
Buffer E: 0.2 M acid acétic pH 2.5

El protocol vaconsistir en:

1. Obrir lacolumnai posar una gota del Buffer C fred per tal d’eliminar les bombolles.

Rentar la columna 3 cops amb 2 ml del Buffer C fred.

2. Diluir laproteina SHBG/ABP humana purificada en €l Buffer D, i incubar atemperatura

ambient durant 30 min. Rentar 3 cops amb amb 2 ml del Buffer C fred.

3. Barrgjar 0.5 ml de serum de conill amb 0.5 ml del Buffer D, i incubar ala columna a

temperatura ambient durant durant 30min.

4. Rentats que consisteixen en:
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3 cops 2 ml Buffer A
3 cops 2 ml Buffer B
3 cops 2 ml Buffer A
Deixar la columna atemperatura ambient durant 30 min.
3 cops 2 ml Buffer B
3 cops 2 ml Buffer A
3 cops 2 ml Buffer B



MATERIALS | METODES

5. Eluir I'anticos amb 2 ml del Buffer E, i recollir aliquotes de 0.5 ml en 100 mi de 1 M
Tris-HCI pH 9.

6. Dialitzar els 500 m d’ anticos purificat barrejats amb 500 m del Buffer D que conté 10
nM de DHT.

[1.2.12. Clonatge

Esvan clonar els productes de PCR i les bandes purificades a partir de gel d’ agarosa i
de gel de poliacrilamida (Differential Display). La clonaci6 es va dur a terme utilitzant el
TOPO TA Cloning Version K2 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). El protocol va ser
el seglent:

1. Reaccio de clonacié. Afegir de 0.5 a4 m del producte a clonar, 1m de Salt Solution,
aiguafinsaunvolum de5m i 1 m de TOPO vector [conté el vector pCR 2.1- TOPO
(que té el ORF per resistenciaaampicil.lina) i lalligasa] atemperatura ambient durant 5

min.

2. Preparacio de les cél.lules, que son E. coli TOP10 que no necessiten IPTG per la
seleccio blau/blanc. Afegir 2 m de lareaccio delligacié ales cél.lulesi deixar en gd

durant 30min.

3. Transformacié de les cél.lules. Incubar les cél.lules a 42° C durant 3 seg., tot seguit
posar-les en gel durant 2 min. Afegir 250 M de medi SOC i posar acreixer a225rpmi a
37°C durant 1 h.

4. Sembradelescé.lules. Dels 300 m que hi haal tub sembrar 75 i en una placa d’ agar

amb ampicil.linai X-Gal. Posar acreixer les plaques a 37° C durant totala nit.
[1.2.13. Northern Blot

Els RNAs (total i missatger) van ser separats en un gd dagarosa a 1.5%

desnaturalitzant que contenia formaldehid. EIs RNAs van ser transferits a unes membranes
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de Nylon per capil.laritat. EIs RNA van ser fixats ala membrana per radiacio ultraviolada
(UV Stratalinker 1800, Stratagen). Les diferents sondes utilitzades eren productes de PCR
purificats, bé amb el QIAquick PCR Purification Kit o bé, amb el QIAquick Gel Extraction
Kit. Les sondes van ser marcades amb ¥P dCTP mitjancant el Random Primer kit
(Promega, Madison, WI). Les membranes van ser hibridades amb les sondes en una solucio
que contenia formamida a 42° C durant tota la nit. Després de diferents rentats amb
solucions gque contenien concentracions decreixents de SSC i SDS. Les membranes van ser
exposades a films d’ autorradiografia, que un cop revelats, van ser escangjats i analitzats

utilitzant el software de Molecular Analist/Macintosh (Bio-rad Laboratories).

11.2.14. Western Blot

L’ extracciO de proteina es varealitzar digerint els teixits amb RIPA Buffer [ 50 mM
Tris-HCI pH 7.7; 150 mM NaCl; 0.8% Trit6 X-100; 0.8% Deoxicolat Sodic; 0.08% SDS,;
10 mM Tetraacetat d'etilendiamina; 100 M NaVO,, 50 mM NaF, 0.3 mM
fenilmetilsulfonilfloride; 5 mM acid iodoacétic] a4° C durant 12 h. Els homogenats van ser
centrifugats a 12000 rpm durant 10 min., descartant el pellet. Les concentracions de
proteina de les mostres van ser mesurades utilitzant el Bio-Rad Dc Protein assay (Bio-Rad

Laboratories). Per redlitzar el Western Blot es van seguir els seglients passos:

1. Electroforesi. 50 ng de proteina de totes les mostres es van escalfar a 95° C durant 10
min. i esvan carregar en un gel al 10% SDS-poliacrilamidai van ser separades sota

condicions reductores aproximadament a 40-50 mA durant 2h.

2. Transferencia. Tot seguit les proteines van ser transferides del gel de poliacrilamida a
una membrana de PVDF (Schleicher & Schuell, Dassel, Germany) a 400 mA durant 1h

15 min.
3. Bloqueig d’unions inespecifigques. La membrana va ser incubada en una solucié de

blogqueig que va consistir en 5% de llet, 0.01% Tween-20 en PBS, a temperatura

ambient i en agitacié durant 2 h.
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Incubacié amb I’ anticos primari. La membrana va ser incubada en la mateixa solucié de
bloqueig pero que contenia un anticos policlonal de cabra contra el receptor d’ estrogens

betaderatoli (MERD) (3 ng/ml) (Santa Cruz Biotechnology) a4° C durant totalanit.

Rentats. Després d’ atemperar |la membrana a temperatura ambient durant 1h es van fer
tres rentats amb 0.01% Tween-20 en PBS a temperatura ambient i en agitacié de 15

min. cadascun.

Incubacié amb |’ anticos secundari. Les membranes van ser incubades amb la solucié de
blogueig que aquest cop contenia |’ anticos secundari, gue era un anticos policlonal de

cavall HRP contra cabra ( 1/2000) atemperaturaambient i en agitacié durant 1 h.

Rentats. Es van fer tres rentats amb 0.01% Tween-20 en atemperatura ambient i en

agitacio de 15 min. cadascun.

Detecci6 del marcatge. L es bandes immunoreactives es van visualitzar amb e Enhanced

Chemiluminiscence (ECL kit, Amersham Pharmacia Biotech).

Quantificacio. El film que va ser escangjat i analitzat utilitzant el sistema d' analis

d’ imatge de Bio-rad.

[1.2.15. Fluoroimmunoassaig a temps de resoluci6 (DELFIA)

Aquesta técnica és un fluoroimmunoassaig a temps de resolucio (DELFIA). Aquests

assajos utilitzen com a marcador un metall lantanid quelant, que és I’ Europi. Aquest metall

té unes propietats fluorescents tniques. Un cop s ha produit I'immunoreaccid i s afageix la

solucio intensificadora (Enhancement Solution), el quelat es dissociai I'io d’ Europi forma

un nou quelatamb els components de la Enhancement Solution dins d'una mice.la

protectora. Protegit per les molecules d'aigua, aquest nou quelat resulta atament

fluorescent (laflourescénciade I’ europi és multiplica per un milié de cops).

Aquest metode s utilitza per a detectar proteines en forma nativa en extractes

proteics. Es va redlitzar amb extractes protéics que provenien de cél.lules de Sertoli i
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germinals aillades tant de ratolins controls, com ratolins transgenics de laliniashbglli dela
linia shbg4, aixi com d’ epididim de ratoli control i transgenic shbgll, i de medi concentrat i
extracte proteic provinent de cé.lules PC3 i PZHPV7. Per tal de dur a terme aguest
protocol es van necessitar dos reactius comercials, DELFIA Assay Buffer i DELFIA

Enhancement Solution (Wallac Oy, Turku, Finland). El protocol va consistir en:

1. Preparacio de les mostres. En una placa de 96 pous posar 100 m de lafraccio d' 1gG
purificada a partir del sérum de conill immunitzat amb proteina SHBG/ABP humana.
Diluir /50 lafracci6 d'IgG en el Buffer que consisteix en 20 mM Tris-HCI pH 8, 150
mM NaCl. Incubar a4° C durant totalanit.

2. Bloquieg d unions inespecifiques. Treure lafraccio d' IgG dels pousi afegir 300 i de 1
% BSA en 20 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl. Incubar a temperatura ambient
durant 3-4h.

3. Rentats. Rentar 3 cops els pous amb 300 m de Wash Buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM NaCl, 0.01% Tween-20).

4. Incubacié de I'extracte protéic. Es va diluir cada una de les mostres a la mateixa
concentracié amb el Buffer 20 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, posar 100 ni de

I’ extracte proteic a cada pou, incubant-los a4° C durant tota la nit.

5. Rentats. Rentar 3 cops els pous amb 300 i de Wash Buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM NaCl, 0.01% Tween-20).

6. Detecci6. Incubar amb un anticos European Labeled diluit en el Assay Buffer 1/500,

posant 100 m acada pou, i incubant-ho a temperatura ambient durant 2 h.

7. Rentats. Rentar 3 cops els pous amb 300 i de Wash Buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM NaCl, 0.01% Tween-20).
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8. Afegir 100 ml de la Enhancement Solution a cada pou i deixar a temperatura ambient

durant 10 min.

[1.2.16. Sequenciacio
Les reaccions de sequéncia van ser fetes amb e DNA Sequencing Kit BigDye

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, Warrington, UK).

= ReacciO de sequencia. Es va partir de 900 ng de plasmid (provinent de miniprep), 1 mi
de primer (5 pmols/m), 4 M de BigDye i esvaafegir H,O finsa 20 m de volum final. El
programa standard utilitzat va ser: 94° C durant 3 min.; 25 ciclesa 96° C durant 10seg.,
50° C durant 5seg., 60° C durant 4min.

= Precipitacio delaseqguencia. Als20 m delareaccid seli van afegir 16 m d’ H,O i 64 ni
d’ etanol 95°, i esvadeixar reposar atemperatura ambient durant 10 min.. Tot seguit es
van centrifugar a 12000 rpm durant 20 min. Esvarentar el pellet amb etanol 70°i esva

assecar a 37° C durant una mitja hora.

Elsprimers més utilitzats per ala sequienciacio van ser:

Primer Sequléncia Annealing
M13 Forward GGTTTCCCAGTCACGAC 50°
M 13 Reverse CAGGAAACA GCT ATGAC 50°
T7 TAAAACCCTCACTAAAG 55°
T3 ATTAACCCTCACTAAAG 45°

I1.3. Técniques en histologia
[1.3.1. Histologia i TUNEL

En lalinia de ratolins transgenics per la SHBG/ABP de rata es van fer servir un total
de 15 ratolins controlsi 17 ratolins transgenics. Pels estudis morfol ogics el's ratolins control

van consistir en 6 ratolins CD1 (3 ratolins de 3 mesosi 3 de 6 mesos), 6 ratolins C57BL/6
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(3 ratolins de 3 mesos i 3 de 6 mesos) i 3 ratolins no transgenics (3 mesos d’ edat). Els
ratolins transgenics incluien 7 homozigots (3 de 3 mesos, 3 de 6 mesosi 1 de 12 mesos) i 10
ratolins heterozigots (3 dels quals tenien 3 mesosi 7 de 6 mesos).

Elstesticles van ser fixats en paraformaldehid 4% (PF4%) durant 24 horesi inclosos
en parafina. Seccions seriades de 5 nm van ser utilitzades per I’ estudi de la morfologia
després de tenyir-les amb Hematoxilina-Eosina (H&E), i per redlitzar latécnicadel TUNEL
o marcatge dels extrems 3 lliures del DNA fragmentat de les cé.lules que pateixen
apoptosi.

Aquestatécnicade TUNEL esvarealitzar d’acord amb €l protocol original (Gavrieli,
Y. eta. 1992) pero amb algunes modificacions:

1. Desparafinitzacio i rehidratacio. Les seccions van ser desparafinades amb rentats en
Xile (3 vegades, 15 min. cadascuna), i rehidratades amb concentracions decreixents
d etanol.

2. Permeabilitzacié de membranes. Es van incubar les seccions amb 20 ng/ml de Proteinasa

K en PBS, atemperatura ambient durant 15 min.

3. Blogueig activitat peroxidasa endogena Es va fer incubant les seccions en peroxid

d hidrogen al 3% en aigua destil.lada.

4. Marcatge. Després de rentar les seccions en aigua destil.lada, van ser incubades amb el
Buffer de laterminal deoxinucleotidiltransferasao TdT ( 25 nM Tris-HCI pH 6.6, 200
mM a&cid cacodilici 200 mM KCI) atemperatura ambient durant 15 min. Posteriorment
amb 0.05 U/m de TdT (Roche Molecular Biochemicals, Mannhein, Germany) i 0.5 nM
de biotina-16-deoxy (d)-UTP (Roche Molecular Biochemicals) en el Buffer dela TdT a
37° C durant 90 min.

5. Paradadel marcatge. Es van incubar posteriorment les seccions amb 300 mM NaCl i 30

mM de citrat sodic atemperatura ambient durant 15 min.
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6. Rentats. Les seccions van ser rentades en aigua destil.lada i incubades en 2% de BSA

durant 10 min., i rentades en aigua destil.ladai PBS.

7. Deteccié del marcatge. Finalment les seccions van ser incubades amb e complexe
avidina-biotina (ABC, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA), diluit 1:25, a37°C
durant 45 min., i lareaccié de la peroxidasa va ser visualitzada amb diaminobenzidinai

peroxid d” hidrogen.

8. Quantificaci6. Va ser reditzada mitjancant el comptatge de cé.lules individuals
marcades com a minim en tres seccions per mostra. Per tal de coneixer la quantitat total
de cd.lules marcades per testicle i la distribucié de les cé.lules positives, es van
analitzar dos parametres diferents, per una banda el nimero de cél.lules marcades per
tabul marcat, i per I’altrael nimero de tdbuls marcats per nimero total de tubuls

andlitzats.

Les fotografies de les seccions d H&E i TUNEL van ser fetes amb microscopi
Olympus BX50 equipat amb una camara digital i analitzades utilitzant el software C-2.1
WO5E. Després van ser escanegjades amb el Scan-Makerlll (Microtek) amb unaresolucié de
300 dpi. Lacomposicio de lesimatges es va portar aterme amb el Photoshop 1V (ADOBE)

I van ser impresses amb una impressora FUJIX pictography 3000.

[1.3.2. Immunohistoquimica

Pels estudis d'immunohistoquimica en la linia de ratolins transgénics per la
SHBG/ABP de rata es van utilitzar seccions de testicle de 6 ratolins no trangenics, 6
ratolins heterozigots i 6 ratolins homozigots. Es van utilitzar diferents anticossos, un
policlonal de conill contralaregié amino terminal de !’ AR deratoli (sc-816, Santa Cruz
Biotechnology), un policlonal de conill contralaregio carboxi terminal de I’ ERa de ratoli
(sc-542, Santa Cruz Biotechnology), un policlonal de cabra contralaregié amino terminal
del’ERb deratoli (sc-6821, Santa Cruz Biotechnology) i un policlonal de conill contraels
residus aminoacidics 55-70 de I’ ERb deratoli (PA1-311, Affinity Bioreagents Inc., Golden,
CO).
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Pel que fa a la linia de ratolins transgenics per la SHBG/ABP humana les
immunohistoquimiques es van realitzar en seccions de testicle de 3 ratolins no transgenics,
3 ratolins transgenics shbgll, 3 ratolins transgenics shgb4. Aixi com en extensions
d’ espermatozous provinents de ratolins transgenics shbgll i shbg4 i epididim de ratolins
trangenics shbgll. Es va utilitzar un anticos policlonal de conill contra la SHBG/ABP
humana.

En les immunohistoquimiques en les que I’ anticos primari era de conill, es va utilitzar
el sistema EnVision-Plus-HRP System (Dako Corporation, Carpinteria, CA) seguint les

instruccions de la casa comercial. El protocol utilitzat va ser e seguient:

1. Desparafinitzacio i rehidratacio. Les seccions es van desparafinar amb xilens (3 vegades,
15 min. cadascuna) i es van rehidratar amb concentracions decreixents d' etanol (2

vegades, 5 min. cadascuna).

2. Exposicio d’ epitops. Les seccions provinents del ratoli transgénic per la SHBG/ABP
de rata van ser incubades en tampd citrat pH 6, a 95° C durant 2 min. 30 seg. Mentre
gue les seccions del ratoli transgenic per la SHBG/ABP humana van ser incubades en
tampo citrat pH 9.9, a 95° C durant 12 min. en el cas de les seccions de testicle i a
temperatura ambient durant 1h per les seccions amb espermatozous. Totes les seccions

van ser refredades a temperatura ambient durant 10 min.

3. Bloqueig de I’ activitat peroxidasa del teixit. Les seccions van ser tractades amb peroxid

d  hidrogen a temperatura ambient durant 7 min.

4. Incubacié amb I’ anticos primari. Les seccions van ser incubades amb els anticossos
policlonals de conill contral’ AR (2 mg/ml) i I'ERa (3ng/ml) de ratoli (els dos de Santa
Cruz Biotechnology), a temperatura ambient durant 30 min. Els anticossos policlonals
de conill contral’ ERb (3ng/ml) (Santa Cruz Biotechnology) i I'ERb (3 ng/ml) (PA1-
311) de ratoli (Affinity Bioreagents Inc.) i la SHBG/ABP humana (1/50) van ser

incubats a 4° C durant totalanit.
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5.

Incubacié amb I'anticos secundari. Les seccions van ser incubades amb €l Rabbit
EnVision-Plus Peroxidase reagent, que conté immunoglobulines de cabra contra conill
conjugades a peroxidasa, marcada amb un polimer de dextra en un Buffer amb Tris-HCI,

atemperatura ambient durant 30 min.

Rentats i revelat. Després dels rentats en PBS (3vegades, 5 min. cadascuna) les seccions
van ser incubades en una solucié que contenia e substrat cromogenic, peroxid
d’ hidrogen i DAB. Esvaaturar lareaccio de revelat i les seccions van ser contratenyides

amb hematoxiling, i van ser deshidratadesi montades amb DPX.

En laimmunohistoquimica en la que es va utilitzar un anticos primari de cabra, és a

dir el policlonal de cabra contra e mERb (sc-6821, Santa Cruz Biotechnology) es va

realitzar seguint un altre protocol. Que va consistir en:

Desparafinitzacio i rehidratacio. Les seccions es van desparafinar amb xilens (3 vegades,
15 min. cadascuna) i es van rehidratar amb concentracions decreixents d’ etanol (2

vegades, 5 min. cadascuna).

Exposici6 d’ epitops. Les seccions van ser incubades en tampo citrat pH 6, a 95° C

durant 2 min. 30 seg.

Bloqueig de |’ activitat peroxidasa del teixit. Les seccions van ser tractades amb peroxid

d’ hidrogen, a temperatura ambient durant 7 min.

Bloqueig unions especifiques. Es van incubar les seccions amb 3% de serum normal de

conill durant 2 h atemperatura ambient.

Incubacié amb |’ anticos primari. Tot seguit es van incubar amb |’ anticos policlonal de

cabra contraratoli ERb (3 ng/ml), a4° C durant totalanit.
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6.

Incubacié amb I’ anticos secundari. Després dels rentats amb PBS (2 vegades, 5 min.
cadascuna), les seccions van ser incubades amb |” anticos secundari que va consistir en
IgG biotinilades de conill contra cabra (Vector Laboratories Inc.), atemperatura ambient

durant 30 min.

Amplificacio del senyal. A continuacio les seccions es van tractar amb una solucio que
contenia complexes avidina-biotina (Vectastain ABC kit, Vector Laboratories Inc.) a 37°

C durant 45 min.

Revelat. Finalment |es seccions es van revelar utilitzant 0.01% peroxid d hidrogen i
0.05% DAB en PBS. Es va aturar la reaccio de revelat, i les seccions es van

contratenyir, deshidratar i montar.

11.3.3. Immunohistoquimica d’ ERp i TUNEL amb 2 marcadors fluorescents

Aquestes dues técniques es van realitzar una a continuacio de I’ altra en la mateixa

secci6 de testicle. Es van fer servir seccions de ratolins transgenics per la SHBG/ABP de

rata. El protocol va consistir en:

Desparafinitzacio i rehidratacio. Les seccions es van desparafinar amb Xxilens (3 vegades,
15 min. cadascuna) i es van rehidratar amb concentracions decreixents d’etanol (2

vegades, 5 min. cadascuna).

Permeabilitzaci6 de les membranes. Les seccions es van tractar amb Proteinasa K (20

ng/ml) atempratura ambient durant 15 min.

Exposici6 d’ epitops. Les seccions van ser incubades en tampo citrat pH 6, a 95° C

durant 2 min. 30 seg. i refredades atemperatura ambient durant 10 min.

Bloqueig unions especifiques. Es van incubar les seccions amb 3% de serum normal de

conill durant 2 h atemperatura ambient.
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10.

Incubacié amb I” anticos primari. Les seccions van ser incubades amb I’ anticos de cabra

contrael mERD (7.5 ng/ml) (sc-6821, Santa Cruz Biotechnology) a4° C durant 16 h.

Incubacié amb I’ anticos secundari. Després dels rentats amb PBS (2 vegades, 5 min.
cadascuna), les seccions van ser incubades amb 1gG de conill conjugades amb Rodamina
contra cabra (Pierce Chemicad Company, Rockford, IL), diluit /75 en PBS a

temperatura ambient durant 1 h 30 min.

Preincubacio dels Buffer dela TdT. A continuacié es van rentar les seccions amb PBS (3
vegades, 5 min. cadascuna) i es van incubar amb el Bufferdela TdT a temperatura

ambient durant 30 min.

Tot seguit es van incubar amb 0.05 U/m de TdT (Roche Biochemicals) i 0.5 nM de
Fluoresceina 12 dUTP (Roche Biochemicals) en el TdT Buffer a 37° C durant 90 min.

Lareacci6 es va aturar incubant les seccions en 300 mM NaCl i 300 mM de citrat sodic

atemperatura ambient durant 15 min.

Finalment, les seccions van ser rentades en PBS i muntades en Immuno-Fluore
Mounting Medium (ICN Pharmaceuticals, Inc., Costa Mesa, CA). El marcatge
fluorescent va ser analitzat utilitzant un Leica Laser Scanning Confocal Microscope
DMIRB/E. La Rodamina va ser exitada a 568 nm i la Fuoresceina a 488 nm. Es van

analitzar plans simples consecutius seguint I’ eix Z del confocal.
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. ANEX
Gen Diana | N° Accés del Seqiiencia primers 5 min.—3’ Longitut del| T° anniling | n° cicles
Gen Bank prod. ampl. °C
rABP M38759 GAGAAGGGAGAGGTGGCCT 954 pb 65 40
GCTCAAGGCTACTTTGAATAC
mABP U85644 GGAGAAGAGAGACTCTGTGG 953 pb 55.5 40
GCTCAAGACCACTTTGACTC
mAR NMO013476.1 | GGAAGCCATTGAGCCAGGAGTG 214 pb 54.5 40
GGCAAATACGATCAGTCCCATCC
mMERa M38651.1 | CTGCGCAAGTGTTACGAAGTGGG| 1.093Kb 59.8 35
CAGAACCTTTCGGGGAGCCTGGG
MERf U81451.1 GAGGGGAAGTGCGTGGAAGG 399 pb 58.2 45
NMO010157.1 | CCCGAGATTGAGGACTTGTACCC
mFSHR NM013523.1 CGCTGGCTTTTTCACTGTC 682 pb 55.3 30
AF095642.1 GGGATTCTTTCTGGAGTGG
mP450 NMO007810.1 TCAATACCAGGTCCTGGCTA 766 pb 53.7 35
aromatasa GTATGCACTGATTCACGTTC
mTf J03299.1 ATCTGGGAGATTCTCAAACTG 347 pb 545 30
TCAATGCAGTCCTCAGTGGT
mStar L36062.1 GGAAGAAGGAAAGCCAGCAG 1.064 Kb 57.4 35
GGAAGTCGGCACAATGATGG
mCypA X52803 CAGATGGGGTAGGGACG 569 pb 54 - 65 30
ATGGTCAACCCCACCACCGTG
mVIM NMO011701 GTACGAGGAGGAGATGCGGG 379 pb 55 40
AGGGCAGCAGTGAGGTCAGG
mTnP1 NMO009407 | CCAGCCGCAAGCTAAAGACTCATGC 199 pb 55 40
AGCTCATTGCCGCATCACAAGTGGG
SHBG/ABP
humana X05403 TGTCATGACCTTTGACCTCACC 1061 59.3 40
108Up AGGGGGGTTCTTAGGTGGAGC
1148 Low
SHBG/ABP
humana X16351.1 TTCAAAGGCTCCCCCGCAGTGC - 59 40
Exo Al
hERp AF051427 GGGAGCCACACTTCACCATTC 300 58 40
ATCGCCAGTTATCACATCTGTAT
hERfcx ABO006589 CTCAGCTGTTATCTCAAGACATGG 715 57.5 40
GAGTTGATTAGAGGGTCACTGC
hP450 M28420 CAAGCTGTCACTCCCCATACCCC 623 57 40

aromatasa

ACCAGTGCAGAATCCCACAGCTC
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hAR

NMO000044 [ CCGGATGTACAGCCAGTGTGTCC 643 57 40
ATGGGAGGGTTAGATAGGGAGG
hERa XM045966 | CGGCCATGAGTTCCAGATTAGGG 271 58 40
TCCAGCAGCAGGTCATAGAGGGG
hCypA XM004890 ATGGTCAACCCCACCGTG 663 55-60 30
TGCAATCCAGCTAGGCATG
hS14 XM042550.1 | GGCAGACCGAGATGAATCCTCA 242 55-60 30

CAGGTCCAGGGGTCTTGGTC
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RATOLI TRANSGENIC PER L’ABP DE RATA

Estudis de fertilitat

Per tal de realitzar aquest estudi es van creuar €ls ratolins transgenics per I’ ABP de rata
amb ratolins C57BL/6 normals. Durant € primer any de vida per tal de servir de
controls, també es van tenir diferents parelles de ratolins CD1 i C57BL/6 creuant-se. Els
ratolins CD1 va tenir un niUmero de cries per ventrada de 14.7 + 2.5, mentres que les
parelles de C57BL/6 van ser de 7.1 + 1.6. Es van creuar diferents ratolins transgenics
heterocigots per I’ ABP de rata amb famelles C57BL/6 normals i aparenment tenien yna
fertilitat normal, les cries per ventrada eren de 7.64 + 1.86, aguests ratolins es
mantenien fértils fins als nou mesos de vida (9.42 + 1.37 cries per ventrada). A partir
d aquesta edat van esdevindre infertils, mentres els ratolins controls eren feértils encara a

I"any de vida.

Analisi Morfologic

En les seccions tenyides amb hematoxilina-eosina de ratolins transgénics homocigots de
3, 61 12 mesos d'edat, es van poder observar tots els estadiatges de I’ espermatogenesi
(Fig.1 a). Tot i aixi es van poder observar alguns tubuls on no existien tots els
estadiatges posteriors a la primera divisio meidtica (Fig.1 b). A més amés, en d'altres
tubuls es va poder observar un acimul de paquitens i espermatocits en metafase (Fig. 1
d), algun dels quals semblava tenir una morfologia i localitzacio6 anormal. De manera
freqlent també es van trobar tdbuls amb presencia de cél.lules picnotiques tant alallum
del tubul com dins de I'epiteli seminifer (Fig.1 ¢). En alguns tlbuls en estadiatge
concret es va poder observar la manca d un tipus cel.lular especific de I’ estaditge, aixi,
per exemple, en els tibuls amb acumulacid d’ espermatocits en paguité no s observen
espermatides ellongades (Fig. 1 ).

Es van analitzar també ratolins transgénics heterocigots de 3 i 6 mesos d’ edat. Aquests
presentaven una gran variabilitat pel que fa a les ateracions morfol dgiques, que anaven
des d'una certa normalitat fins a presentar les mateixes alteracions que €els ratolins
transgenics homocigots.

Pel que fa as controls, van ser analitzats ratolins no transgenics, ratolins CD1 i ratolins
C57BL/6 de 31 6 mesos d’ edat. Les seccions presentaven una espermatogénesi normal,
tot i que en agun tdbul de manera molt aillada es va poder detectar la preséncia
d’alguna cél.lula picndtica en e lumen de I’ epiteli seminifer. La preséncia d’ aquestes

cél.lules picnotiques era meés fregient en les seccions dels ratolins no transgenics i
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C57BL/6 gque no pas en les dels CD1, aixo pot ser degut a que la soca de CD1 no son
ratolins inbred.
IMATGE

Analisi de la fragmentaci6 del DNA
Per tal d’esbrinar si la perdua de cél.lules germinals era degut a I’ apoptos i per tal
d'identificar € tipus cel.lular que es perdia, es van realitzar les tecniques de Tunel i
extraccid de DNA i electroforesi en gel d’ agarosa.

L’ electroforesi en gel d agarosa del DNA de baix pes molecular extret del

testicle de dos ratolins transgenics per I’ ABP de rata, va revelar la presencia
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d’uns fragments de DNA de 180 pb i multiples d’'€ell, que corresponen a
fragments internucleosomals que es generen durant € procés d apoptos,
anomenat ladder (Fig. 2). Els ratolins no transgenics de la mateixa ventrada que
€l's transgenics no presentaven els fragnments aquests de ladder, presentant una
banda més intensa de 90 pb.

IMATGE

L’analisi de Tunel es va reditzar en seccions de testicle de ratlins transgenics
homocigots i heterocigots de 3 i 6 mesos dedat. Aquestes seccions van
presentar un increment del numero de cél.lules marcades per tubul marcat i el
numero de tubuls marcats per total de tubuls comparan-les amb les seccions del
ratolins controls (Taula 1). Aquest increment va ser meés evident en els ratolins
transgenics homocigots, mentres que els ratolins transgénics heterocigots van
presentar uns valors més variables (Taula 1). Les cél.lules marcades es van

trobar localitzades en alguns tubuls, aixi que es van trobar tubuls sense cap
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mena de marcatge (Fig.3 b). Es van observar aquests tubuls amb cél.lules
marcades a més augment, i es va poder observar que les cél.lules que s estaven
morin eren espermatocits en paquite i en metafase (Fig.4), a més a més algunes
espermatides rodones i espermatogonies també presentaven marcatge. No es va
observar cap mena de marcatge en espermatides ellonagades.

Pel que als controls, es van utilitzar ratolins no transgénics, CD1 i C57BL/6 de
3i 6 mesosd edat. En I’analisi de les seccions es va poder observar que existien
cel.lules marcades en I’ epiteli seminifer de manera aillada en alguns tdbuls
(Fig. 3 8). En les seccions del ratolins C57BL/6 de 6 mesos d' edat es va poder
detectar un increment del nimero de cél.lules marcades per tdbul comparant
amb els CD1 (Taula 1). A I'analitzar les seccions del ratolins controls a més
augment es va poder observar que la majoria de cél.lules que es morien eren
espermatocits primaris, es va observar també marcatge en alguna espermatida
rodona, espermatogoniai espermatida ellongada.

IMATGES
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IMATGES
Edat

Animals n (mesos) CM/TM TM/TT
CD1 3 3 146+ 0.07 0.030 + 0.005
CD1 3 6 1.95+0.05 0.050 + 0.007

C57BL/6 3 3 142+0.24 0.026 + 0.009

C57BL/6 3 6 2.01+0.09 0.135 + 0.020
-/- 3 3 254 +0.29 0.036 + 0.010
+/- 3 3 4.05+0.55 0.097 + 0.030
+/- 3 6 462+ 1.23 0.220 + 0.025
+/+ 3 3 7.26 +0.28 0.146 + 0.020
+/+ 3 6 7.01+0.63 0.350 + 0.020
+/+ 1 12 7.41 0.300

Taula 1. Contatges de les seccions testiculars analitzades per Tunel de ratolins
CD1, ratolins C57BL/6, ratolins no transgeénics (- / - ) , ratolins transgenics per
I”’ABP de rata heterocigots ( + / - ) i ratolins transgénics per I’ABP de rata
homocigots ( +/ + ). CM / TM correspon a numero de cél.lules marcades per
tubul marcat, i TM / TT correspon a nimero de tlbuls marcats per total de

tdbuls.

Expressio d’ABP

Per tal de veure s la quantitat d’ apoptosi que presentava cada ratoli transgenic era
deguda a la sobreexpressié de I’ ABP de rata, es van analitzar els nivells d’ expressio a
testicle de mMRNA d ABP de rata comparant-los amb els nivells d expressié de la
Ciclofilina A per RT-PCR. Per reditzar aix0 es va extreure mRNA de testicle dels
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mateixos animals que es van analitzar er Tunel. Els ratolins transgenics homocigots van
presentar uns nivells ats i constants d’'expressi6 de mRNA d ABP de rata (ratio
rABP/CypA 1.16 + 0.019), els ratolins heterocigots van presentar uns nivells més
baixos perdo amb una variabilitat més gran (ratio rABP/CypA 0.77 + 0.16), mentres que
els ratolins controls no transgenics no van presentar expressio de mRNA per I’ ABP de
ratacom erad esperar (Fig.5).

Es va poder trobar una corelacio positiva en els ratolins trangenics heterocigots entre
els nivells d expressio de mRNA d'ABP de rata i €l nimero de cél.lules apoptotiques
per tabul marcat (Fig.5).

IMATGES
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Per tal d esbrinar els nivells d’ Abp endogena dels ratolins, es va analitzar també els
nivells d’expressié d' ABP de ratoli. Es va poder observar que €ls nivells d' expressio
d’ABP de ratoli seguien un patré6 molt similar a de I’ABP de rata. aixi, €la ratolins
transgenics homocigots presentaven nivells alts d’ expressio (ratio mABP/CypA 1.76 +
0.064), els ratolins heterocigots uns nivells més baixos i variables (ratio mABP/CypA
1.35+ 0.127) i s ratolins no transgenics uns nivells més baixos encara pero detectables
(ratio MABP/CypA 1.18 + 0.047) (Fig.5).

Degut a que tenien un patr6 molt semblant i que els gens de ratoli i rata sdn molt
semblants, va caldre comprovar |’especifitat dels primers utilitzats per amplificar el
MRNA d'ABP deratai ratoli. De manera que, productes de PCR d’ ABP de rata i ratoli
van ser purificats i digerits amb enzims de restriccio especifics de cada cDNA. Aixi, €l
cDNA d’ABP de rata va ser digerit per I’enzim Acc | i no digerit amb I’enzim Hhall,
mentres que €l cDNA d’ ABP de ratoli va ser digerit per I’enzim Hha | i no digerit per
I’enzim Acc | (Fig.6). D’atre banda, aguests cDNA’s van ser sequenciats, demostrant-
se que només hi havia un producte amplificat en cada cas. EIl cDNA amplificat de rata
va resultar idéentic al transcript d’ ABP de rata introduit al GenBank (nucledtids 36-990
sequencia M31179) i el mateix va passar amb el cDNA amplificat de ratoli (nucleodtids
9-964 sequiencia U85644).

IMATGES
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Analisi del contingut de DNA per citometria de fluxe

Per determinar si la distribucié de les diferents poblacions de cel.lules germinals dels
ratolins transgenics per I’ABP de rata era diferent a la dels ratolins controls, es va
mesurar €l contingut de DNA per citometria de fuxe de cel.lules germinals marcades
amn lodur de Propidi (Pl). En els ratolins no transgenics es va detectar tres pics en
I"histograma (Fig.7 A i B) i tres arees de cél.lules diferents en € dot blot (contingut de
DNA respecte €l light-scatter) (Fig.7 C).Tant els pics com les arees van correspondre a
les cél.lules haploids ¢ (espermatides rodones i ellongades), cél.lules diploids 2c
(espermatogonies, espermatocits primaris en preleptotens i espermatocits secundaris) i
cél.lules tetraploids 4c (espermatogonies, leptotens, zigotens i espermatocits primaris en
paquité). Unareplica de les mostres va ser tractada amb RNasa A, tant els pics com les
arees es van desplacar cap a la dreta, fenomen que ja havia estat descrit per altres (26) i
gue es degut a gue les mostres tenen menys contingut de DNA (de fet es va eliminar €l
RNA).

IMATGES
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L’analisi del ratolins transgenics va revelar I'ateracio dels percentatges de les
poblacions de cél.lules germinals, amb una reduccié del pic de cél.lules haplids i un
increment del pic de cél.lulestetraploids (Fig. 7 D i G, Taula 2). Els ratolins transgenics
homocigots, aixi com algun ratoli transgénic heterocigot presentaven una disminucio
del nimero de cél.lules haploids ¢ més gran, i un increment maor de cél.lules
tetraploids 4c. A més a més, apareixia un nou pic de cel.lules aneuploids, que tenien un
contingut de DNA lleugerament inferior a de les cél.lules tetraploids 4¢c quan no es va
fer servir RNasa (Fig.7 D i G, asteriscs), pero que era proper a 3¢ quan les mostres van
ser tractades amb RNasa (Fig.7 E i H, asteriscs). Pel que fa a dot blot dels ratolins
transgenics, |I'area que correspon a pic aneuploid va apreixer respecte a |’area de
cél.lules 4c més baixa i desplacada cap a I’esquerra (Fig.7 F i |, asteriscs), que es

I" ubicacio classica de cél.lules apoptotiques d’ una pobl acio.

Genotip n c 2c Aneuploid 4c
-/- 3 64.80 + 3.5 1550+ 29 179+16 12.26 + 0.7
+/- 4 55.35+ 3.9 1220+ 1.8 980+21 11.80+ 1.7
+/+ 3 53.10+1.0 10.23+ 2.5 15.08+ 2.1 16.96+ 1.2

Taula 2. Les dades estan presentades en % de cél.lules haploids (c), diploids (2c),
aneuploids i tetraploids (4c) corresponents a ratolins no transgenics ( - / - ), ratolins
transgenics per I’ ABP de rata heterocigots ( + / - ) i ratolins transgenics per I’ ABP de
rata homocigots (+/ +).

IMATGES

Expressio genica en el ratoli transgenic per I’ABP de rata

La proteina transportadors d’androgens o ABP té una gran afinitat per les hormones
esteroidees sexuals. ES va estudiar basicament I'expressi6 de gens directa o
indirectament relacionats amb els esteroids, tot i que s’ en van mirar d’ altres. L’ analisi es
va fer per RT-PCR d'mRNA extret de testicle total, de cel.lules de Sertoli + cél.lules
germinals o de cél.lules germinals aillades. Es va voler veure si els canvis en |’ expressio
d aquests gens podien estar implicats en |’aturada meidtica i la mort per apoptos de
cél.lules.

En € testicle total no es va poder detectar cap canvi en |'expressié del receptor

d’ androgens (AR) o de Steroidogenic Acute Regulatori protein (Star) comparant
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I’expressié en ratolins no transgenics, i ratolins transgénics per I’ABP de rata
heterocigots i homocigots. En els ratolins transgenics heterocigots i homocigots es van
detectar uns nivells elevats d’ expressio del receptor d FSH (FSHR), d’ aromatasa P450
scc i de receptor d estrogens beta (ERD), aixi com una disminucié dels nivells de
receptor d’ estrogens alfa (ERa).

Al conjunt de cél.lules aillades de Sertoli i germinas es va poder observar que als
ratolins transgeénics heterocigots i homocigots hi havia un augment de |’ expressio de
I”aromatasa P450 scc i del receptor de FSH (FSHR). | una disminucié en els nivells
d’ expressio de Star i transferrina (Tf), quant s€'ls va comparar amb els ratolins no
transgénics.

A les cél.lules germinals aillades dels ratolins transgenics heterocigots i homocigots es
va poder detectar un augment d’ expressio del ERD.

Es pot resumir que els ratolins transgenics per I’ABP de rata no presenten canvis
d’ expressio en € AR, tenen uns nivells elevats d’ expressio de I’aromatasa P450 scc,
ERb i FSHR, i unadisminucio de I’expressio del ERa i Tf. Pel que faal’ expressio de
|’ Star, en principi estava descrit que s expressava ales cél.lules de Leydig i de Sertali, si
tenim en compte que a nivell de testicle total no hi ha canvis en |’expressio, i que ales
cél.lules de Sertoli transgéniques hi ha uns nivells més baixos, podem deduir que les
cél.lules de Leydig dels ratolins transgenics tenen uns nivells més elevats d’ expressio
d’ Star respecte de les cél.lules de Leydig dels ratolins no transgenics.

GRAFIQUES
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Immunohistoquimiques
Per tal de confirmar els resultats de les RT-PCR pel que faas AR, ERb i ERa, es van

realitzar les immunohistoquimiques en 4 ratolins no transgenics, 6 ratolins transgenics

heterocigotsi 6 ratolins transgenics homocigots.

En I’immunohistoquimica del AR no es van veure diferencies entre els ratolins
no transgenics i els transgenics. Es va observar el marcatge tipic a I'interstici
corresponent a les cél.lules de Leydig, i € marcatge a la base de I’ epiteli
seminifer corresponent ales cél.lules de Leydig.

IMATGE

En I'immunohistoquimica del ERa, tampoc es van trobar diferencies en el
marcatge entre €ls ratolins no transgenics i els transgenics. El marcatge es va
localitzar a les cdl.lules de Leydig i a les cél.lules germinals de I’ epiteli
seminifer.

En I’ immunohistoquimica del ERb es van fer servir dos anticosos diferents.
Amb I’anticos de Santa Cruz as no transgenics no va apareixer marcatge,
mentres que als ratolins transgenics va apareixer marcatge a les espermatides
ellongades i als espermatocits en paquité. Pel que fa a I’anticos de PA es va
poder observar marcatge en els ratolins no transgenics, concretament a les
cel.lules de Sertoli i espermatides ellongades. En €els ratolins transgenics a part
del mateix marcatge que € no transgénics es va obtenir marcatge as

espermatocits en paguite al’igual que I’ atre anticos.
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Els espermatocits en paquite que es margquen en els ratolins transgenics semblen
morfologicament el mateix tipus cel.lular que es mor per apoptosi. A I'igua que
en e Tunel les cél.lules que es marquen per ERb es troben agrupades en
determinats tabuls.

IMATGE

Immunohistoquimica d’ERf i Tunel en seccions consecutives

Aquestes dues técniques es van realitzar en seccions consecutives per tal d esbrinar si
les cél.lules que es marcaven per immunohistoquica d' ERb i per Tunel eren les
mateixes. No es van poder identificar cél.lules que estiguessin marcades en les dues
seccions, tot i aixi es va aprofitar I’ experiment per tal de determinar I’ estadiatge de les
cél.lules que es marcaven a I'immunohistoquimica d ERb i les cél.lules que es
marcaven en el Tunel.

Aixi, en els ratolins transgéenics homocigots es va poder observar que les cél.lules
apoptotiques es localitzaven en els estadiatges I-111 i X11-XIV. De lamateixa manerales
cél.lules germinals marcades en immunohistoquimica per ERb es van localitzar en els
mateixos estadiatges I-111 i XI1-XIV, veient-se un marcatge lleu en I’ estadiatge V1.
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IMATGE

Expressioé d’ ERp en les cel.lules germinals apoptotiques

Aquestes dues técniques es van tornar a fer, perd aquest cop per tal d assegurar si es
tractaven de les mateixes cel.lules es van fer sobre la mateixa seccié i amb anticosos
fluorescents.

En els ratolins no transgeénics es va poder veure alguna cél.lula apoptadtica aillada (A),
gue alavegada es marcava per ERb al’immunohistoquimica (B), i es va poder observar
la colocalitzaci6 de les dues senyals (C). Pel que fa a's ratolins transgénics homocigots
en els Tunel es va poder observar I'increment de cel.lules marcades que es trobaven
agrupades en determinats tubuls (D). Aquestes mateixes cél.lules presentaven un fort
marcatge per ERb al’immunohistoquimica (E), i clarament es van colocalitzar les dues

senyals (F).
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IMATGE

Northern Blot

Per tal de confirmar aguest augment de I’ expressio d' ERb observat en les RT-PCR es
va redlitzar el Northern. Amb una sonda especifica de 300 pb per ERb es van detectar
dos transcripts diferents. Un transcript petit, d’ aproximadament 1.4 Kb, i que coresponia
al tamany esparat, i transcript gran d’aproximadament 2.6 Kb. Els dos transcripts
estaven sobreexpressats en el ratolins transgenics homocigots i heterocigots quan els
comparem amb els normals, tot i que el transcript petit tenia una diferéncia més gran
d expressio comparant amb €l gran.

IMATGE
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Western blot

Els resultats obtinguts a |I’immunohistoquica suggerien un augment a nivell de proteina
del receptor d' ERDb, per confirmar-ho es va fer el western blot. L’anticos va detcetar
dues proteines de diferent tamany, una de 80 KDa i una de 55 KDa. La proteina de
tamany esperat va ser de 55 KDa, i al’igua que passava amb €l northern blot, la banda
de 55 KDa era sobreexpressada als ratolins transgenics homocigots i heterozigots,
corroborant perfectement els resutats per immunohistoquimica. Pel que fa a la banda
superior de 80 KDa no existien digferencies significativas entre els ratolins transgenics i
elsratolins normals.

Per tal de comprovar |’ especificitat de |’ anticos es varealitzar estudis de preabsorcié de
I’anticos amb €l péptid contra el que havia fet. Es va poder observar com les dues
bandes que es detectaven en el western desapareixien.

IMATGE
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Cocultius de cél.lules de Sertoli i Paquitens o Espermatides rodones
Primer de tot es va comprovar per RT-PCR |’expressié d’ ABP de rata en totes les
mostres i condicions dels dies 1 i 5. Es va poder observar que I’ABP de rata es
sobreexpressava en totes les condicions de cocultius que tenien cél.lules de Sertoli
transgeniques quan les comparaves amb les que tenien cél.lules de Sertoli no
transgeniques, tant €l dia 1 de cocultiu com e dia 5. També es va poder observar que
I’expressié d’ ABP de rata disminuia amb el pas del dies, aixi, els nivells d’ expressio
eren mésaltsel dial de cocultiu que e diab.

Es va redlitzar € diferential display comparant les cdl.lules de Sertoli transgeniques
amb les no transgéniques, i e scocultius de cel.lules de Sertoli amb paguitens
transgeniques i no transgeniques. Es van obtenir uns patrons d’ expressio molt diferents.
IMATGE
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Es va comencar pels patrons de cél.lules de Sertali, i es van retallar un total de 12
bandes diferencials, tant disminuides com augmentdes a les cdl.lules de Sertoli. Van
rebre els noms de G4B1, 2, 3, .... , G4B12. Es van comencar a analitzar les 4 bandes
diferencias, que van ser G4B1, 2, 3i 12. Es van retalar del gel, reamplificar, clonar i
sequenciar. De la banda G4B1 es van obtenir 3 seqiencies diferents, G4B1.1, 1.2 1.3.
Mentres que de les altres 3 bandes es van obtenir dues, G4B2.1, G4B2.2, G4B3.1,
G4B3.2, G4B12.1i G4B12.2 (anex I1).

Aquestes bandes es van introduir a les bases de dades i van ser analitzades, perd no es
vatrobar cap similitut. El problemava ser que aquetes bandes corresponien aregions 3’
UTR dels mRNA, i en molts casos aquetes sequiencies no estan introduides a les bases
de dades. D’ dltre banda, es va intentar fer RACE 5’ per tal d’alargar la seqliéncia, perod
degut a que eren sequiencies riquesen A i T tots els primers utilitzats van alargar altres
MRNA delallibreria de testicle que es va utilitzar.

Aquest experiment es va tornar a repetir pero aquest cop es fer amb RNA’s de testicle
total de ratolins transgénics i no transgeénics, aquets cop es van obtenir cONA’s més
llargs per que fos més facil I’identificacié. Es van obtenir XXXX bandes i tal i tal.
SEQUENCIES.
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Aixi, cada 2-3 mesos es van consultant les bases de dades i tornant a anilitzar les
sequiencies. Fins ara s ha obtinguit:
SEQUENCIES.
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RATOLI TRANSGENIC PER L’'SHBG HUMANA

Northern

Es fer una menbrana amb RNA'’s de cervell, ronyo, fetge, teixt adipés i epididim de
ratolins transgenics shbgll i ratolins no transgeénics, per tal de veure on s expressava
I”SHBG humana.. Es va hibridar aquesta menbrana amb una sonda especifica de 556 pb
delaregio 3 del cDNA del’SHBG humana. Com a resultat es va obtenir que I’ SHBG
humana s expressava al fetgei rony6 dels ratolins transgenics shbgl1.

IMATGE

D’ altre banda es van fer menbranes amb RNA'’s extrets de cél.lules de Sertoli ailladesi
cél.lules gerimnals aillades provinents de ratolins no transgenics, ratolins transgenics
shbgll i shbgd. Es van hibridar les menbranes amb tres sondes diferents, una sonda
especifica de 556 pb de la regio 3' del cDNA de I’'SHBG humana, una sonda
especificade I’ ABP de ratoli de laregié 3' del cDNA i una sonda especificadel’exo 1
aternatiu de I’SHBG humana (ex6 1 Alternatiu o exd A).
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Pel que al’ SHBG humana amb la sondade laregié 3' esvaveure que S expressava tant
ales cé.lules de Sertoli com ales cél.lules germinals dels ratolins transgenics shbgll, i
no s expressava ni a les cel.lules de Sertoli ni a les cél.lules germinals de ratolins
controlsi ratolins transgeénics shbg4.

IMATGE

El patr6 d’ expressio que es va poder veure amb |a sonda especifica corresponent al’ exd
A del transcript alternatiu de I’ SHBG va ser el mateix.
IMATGE

140



RESULTATS

Respecte a sonda especifica per I’ ABP de ratoli es va veure marcatge a les cel.lules de
Sertoli tant de ratolins controls, com transgenics shbgll i shbg4. No es va veure
marcatge a les cél.lules germinals dels ratolins shbg4, i si ales cél.lules germinals dels
ratolins transgénics shbgl1.

IMATGE

Per tal de comprovar €l grau de contaminacié de cada una de les extraccions de
cél.lules, aguestes menbranes es van hibridar amb sondes especifiques per cadascun dels
tipus cel.lulars. Aixi, es van fer servir sondes per la Vimentina, que S expressa
anicament a cél.lules somatiques, i que per tant la trobarem només expressada a
cél.lules de Sertoli. | d altre banda, una sonda per TP1, que és una proteina de transicio i
que s expressa Unicament ales cél.lules germinals. Es va poder observar que I’ extraccié
de cél.lules de sertoli no era molt pura, i que existia una contaminacié important de
cél.lules germinals. Mentres que I’ extraccio de cél.lules germinas era molt pura i no

tenia cap contaminacié de cél.lules de Sertali.
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IMATGE
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Immunohistoquimica

Es va redlitzar en seccions de testicle de ratolins no transgenics, ratolins transgenics
shbg4 i ratolins transgenics shbgll. Les seccions testiculars dels ratolins controls no
presentaven cap tipus de marcatge. Els ratolins transgenics shbg4 presentaven un
marcatge intens a tots els intersticis, marcatge que corresponia a I’'SHBG plasmatica,
perd a dins de |’ epiteli seminifer no hi havia cap tipus de marcatge. Les seccions del
ratolins transgeénics shbgll presentaven € mateix marcatge a nivell intersticial que les
seccions dels ratolins shbg4, perd a diferencia d'aguests presentaven marcatge a
I"interior dels tlbuls seminifers. El marcatge estava localitzat a les cél.lules germinals,
meés concretament, ales céel.lules germinals durant tots el's estadiatges de I’ elongacio, de
I’estadiatge IX fins a XII. El marcatge estava a |’acrosoma, per tant es va poder
localitzar ales espermatides rodones on es comenca aformar |’ acrosoma (estadiatge 1 X)
fins que s acaba de formar I’ espermatozou (estadiatge XI1). El marcatge es va poder
veure fins que s aliberen els espermatozous (estadiatge V1I).

IMATGE
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Es van reditzar també immunohistoquiques de seccions d epididim i extensions
d esperma provinents de ratolins transgeénics shbg4 i shbgll. | com era d’ esperar es va
poder veure Unicament marcatge al's espermatozous dels ratolins transgenics shbgl1.
IMATGES
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Delfia

Es van utilitzar els extractes protéics de cél.lules de Sertoli (2 extractes de dos animals
diferents) i cel.lules germinals de ratolins no transgenics i ratolins transgenics shbg4 i
shbgll, i d’epididim de ratolins controls i transgeénics shbgll. Totes les mostres tenien
una concentracio de 7 ng/m, i van ser utilitzades per |’assaig a una dilucié 1/50. Els

valors obtinguts van ser els seguents:

WT SC: WT GC: 2775 WT EP: 753

2905 + 89
shbg4 SC: shbg4 GC:
C-: 3521 + 1474 2876
2766 + 314 shbgll SC: shbgl1GC: shbgll EP:
13120 + 5564 6567 14630
shgbll GC+S:
10005

Es va detectar la preséncia de proteina a's extractes del ratoli transgénic shbgll, tant de
cél.lules germinals, com de Sertoli i epididim. Els extractes de ratolins no tansgenics i
transgenics shbg4 tenien nivells de deteccio semblants als del control negatiu de la

técnica

Especificitat de I'anticos anti-SHBG humana

Per tal de coprovar que I’anticos no tenia cap tipus de crosreaccio amb la proteina de
ratoli o de rata, es van transfectar de manera estable cél.lules CHO amb contructes que
expressaven la SHBG/ABP de rata, i la SHBG/ABP de ratoli. Es van fer extractes
proteics d’ aquestes cél.lules i posteriorment es van fer dos Westerns corrent un extracte
proteic d’ epididim de ratoli transgénic shbgllcom a control. En un Western es va
utilitzar un anticos anti-ABP de ratoli que només va detectar |a proteina a |’ extracte de
cél.lules CHO que expressaven la proteina de ratoli. | I’ altre Western es va hibridar amb
I”anticos anti-SHBG humana, que només va detectar |a proteina a I’ extracte d’ epididim

de ratoli transgenic shbgl1.
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lIl. TESTICLE | ESPERMA HUMA

l1.1. RT-PCR

Es va utilitzar per aguesta técnica una mostra de testicle normal i dues mostres de
testicle de pacients amb problemes de fertlitat. La biopsia testicular va demostrar que no
tenien cel.lules germinals a testicle i nomeés hi havia cél.lules de Sertoli. Els cDNAs
d’ aguestes mostres van ser amplificats amb primers especifics per a la SHBG/ABP
humana (ex6 2-8) i com agen control es vaamplificar laCypA humana (Figura 26).

N Test. Sert. On1 Sert. On2

hSHBG

hCypA

Figura 26. Expressi6é del mRNA de la SHBG/ABP humana
(hSHBG) i la Ciclofilina A (CypA) analitzats per RT-PCR,
en mostres de testicle huma normal (N Test.) i de testicles
de pacients que només contenen cél.lules de Sertoli (Sert.
Onli Sert. On2).

Es va detectar la preséncia d’un transcript al testicle corresponent a la SHBG/ABP
humana, mentre que en les mostres dels dos pacients no es va amplificar res.

[1l.2. Immunohistoquimica

Es va redlitzar en seccions de testicle huma normal utilitzant |’anticos anti-
SHBG/ABP humana i un anticds secundari fluorescent. Es va poder detectar marcatge a
I"interior dels tabuls seminifers a nivell dels espermatozous (Figura 27B). També hi havia
marcatge a nivell dels intersticis, pero aguest marcatge també va ser vist en e control
negatiu de la técnica, aixo pot ser degut a que les cél.lules de Leydg son autoflorescents
(Figura27A i B).
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Figura 27. Immunolocalitzacié de la SHBG/ABP humana en seccions testiculars normals (B).
La seccid testicular de control negatiu no es va incubar amb I'anticds primari (A).

[11.3. Western Blot

Es va redlitzar aquesta técnica amb extractes protéics de testicle, d’epididim i de
vesicula seminal. En totes les mostres es van poder detectar dues bandes que corresponien
a la SHBG/ABP humana, els tamanys eren aproximadament de 52 i 48 KDa, que
correspondrien a la proteina SHBG/ABP plasmatica |1 possiblement una forma
desglicosilada de la mateixa proteina. Per tal de comprovar |’ especificitat de la banda, es
van realitzar assgjos de blogueig amb proteina recombinant humana purificada. Aquestes

bandes van resultar ser especifiques (Figura 28).

HT EP VS HT EP VS

hSHBG  (5:B - s

_— 33 .
a-hSHBG a-hSHBG bloquejat

Figura 28. Expressio de la proteina SHBG/ABP humana (hSHBG) (panel esquerra)
i assaig de bloqueig amb proteina recombinant (panel dreta) en mostres de testicle
huma (HT), epididim (EP) i vesicula seminal (VS), mitjangant Western Blot.
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Es va redlitzar un Western Blot amb un extracte proteic de testicle total i un extracte
protéic d’ espermatozous, es van detectar les dues bandes corresponents ala SHBG/ABP a
testicle, i es va detectar una banda al's espermatozous que era lleugerament meés petita a la
banda de 48 KDa del testicle (Figura 29).

HT ESP

hSHBG

Figura 29. Expressi6 de la proteina SHBG/ABP humana
(hSHBG) en mostres de testicle huma (HT) i espermatozous
(ESP), mitjangant Western Blot.

També es van realitzar Western Blot amb extractes proteics d’ espermatozous
humans, liquid seminal sense cel.lulesi semen total de diferents donants. Com a control es
va correr un extracte de testicle total. Pel que fa ales mostres d’ espermatozous, en els dos
pacients féertils es va poder detectar la banda propera as 48 KDa A la mostra
d’ espermatozous del pacient infértil no es va detectar la proteina. Pel que fa als extractes
de proteina obtinguts de liquid seminal sense cél.lules dels pacients fertils es van detectar
la banda corresponenet a la SHBG/ABP plasmatica, igual a la de testicle, perd no es va
poder detectar a liguid seminal del pacient infertil ni a liquid seminal del pacient
vasectomitzat. Pel que fa a la mostra de semen total també va apareixer la banda de la
SHBG/ABP plasmatica. Es van fer també els assgjos de blogueig amb la proteina
recombinant per tal de veure si eren especifiques 0 no les bandes detectades. Es va poder
observar com es bloquegjaven tant les bandes de SHBG/ABP del testicle, d’ espermatozous,

de liquid seminal i de semen total. Les bandes inespecifiques del liquid seminal i semen
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total no es van bloequejar. Pel contrari les bandes de tamanys diferents de liquid seminal i

semen no es van bloquejar (Figura 30).

HT Es1 Es2 Es3 L51LS52 L53 LSV Sem1i

TR TN Ty

' i _— '

u-SHBG oy e N ! o Il

; Fras Uy o L, -

o '- LY l ‘. 1]

. “T T T 1 - LI
a-aHBG
Bloguejat

= -

Figura 30. Expressio de la proteina SHBG/ABP humana (hSHBG) (panel
superior) i assaig de bloqueig (panel inferior) en mostres de testicle huma
(HT), espermatozous (Es) i liquid seminal depacients fertils (1 i 2) i infértils
(3), liquid seminal d'un pacient vasectomitzat (LS V) i semen total (Sem).

[1.4. DELFIA
Esvarealitzar aquesta técnica amb extractes proteics de testicle (HT), epididim (EP),
vesicula seminal (VS) i espermatozous (ESP). Les mostres estaven a una concentracié de

proteinade 3 ng/m i esvan diluir 1/10. Els resultats van ser:

C-:1652 HT : 6142 EP: 8976 VS: 4632 ESP: 4208

Es va detectar proteina de SHBG/ABP a totes les mostres, els nivells més alts es van

detectar al’ epididim, després testicle total, vesicula seminal i espermatozous.
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IV. PROSTATA

IV.1. Linies Cel.lulars
IV.1.1. RT-PCR

Es van amplificar cDNAs provinents de cél.lules PC3, LNCaP, CAHPV10 i
PZHPV7, amb primers especifics per la SHBG/ABP (ex6 2-ex0 8), per la SHBG/ABP
alternativa (ex6 A-ex6 8), I'AR, I'ERa, I'ERD, I'ERbcx, € P450 aromatasa i la CypA.

Com aresultat es va obtenir:

» Lescéd.lules PC3 expressaven 3 formes de SHBG/ABP que s amplificaven amb els
primers de I'exd A i I'ex6 8, van ser clonats i sequenciats. D’altra banda,
expressaven I'AR i nivells molt baixos d' ERa, mentre que expressaven uns nivells
atsd' ERb, d’ ERbcx i de P450 aromatasa (Figura 31).

» Les cél.lules LNCaP expressaven les mateixes formes de SHBG/ABP aternatives
que les PC3. Es va detectar una expressio d’' AR, més baixa de P450 aromatasa, molt

baixad ERa i d' ERD, i no es vadetectar expressio d’ ERbex (Figura 31).

= Lescél.lules CAHPV10 no expressaven les formes de SHBG/ABP alternatives, ni
d' AR i d’ERbcx. Mentre que expressaven nivells baixos d' ERa, d ERb i de P450

aromatasa (Figura 31).

» Les cé.lules PZHPV7 no expressaven cap forma de SHBG/ABP alternativa.
Expressava nivells baixos d’ERa i no es va detectar expressio d'AR, d ERDb,

d ERbcx ni de P450 aromatasa (Figura 31).
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PC3 LNCaP CAHPV10 PZHPV7

Figura 31. Expressié dels mRNAs de la SHBG/ABP humana
(hSHBG), de diferents receptors d’hormones esteroidals sexuals,
de P450 aromatasa i la Ciclofilina A (CypA) en les linies cel.lulars
derivades de prostata humana: PC3, LNCaP, CAHPV10 i
PZHPV10, mitjangant la técnica de RT-PCR.

Com aresultat de la sequienciaci6 de les tres bandes expressa a les cél.lules PC3 i

LNCaP es van obtenir aquestes sequéncies:

Transcript 1 (majoritari)

TTCAAAGGCTCCCCCCCAGT GCTTTTTAAATTGACATATGCAGT GATAACCT GCT TTAGCCT CAGGCT CACT CACCCGCCCAGACCCT
GCGTAAGCCTTAAGACCCTCAGCTCTGAAAGCTGT TTCCTGCAGCTCTTGAGT AGCAAGAGT TGT CT GAGCCGCCGAGT GGACAGT GG
CTGATTATGGAGAGCAGAGGECCCACT GGCTACCT CGCGCCTGCTGCTGT TGCTGCTGT TGCTACTACT GCGT CACACCCGCCAGGGAT
GGGCCCTAAGACCT GT TCTCCCCACCCAGAGT GCCCACGACCCT TCGECTGT CCACCT CAGCAAT GGCCCAGGACAAGAGCCTATCCGC
TGTCATGACCTTTGACCT CACCAAGAT CACAAAAACCTCTCTCTTTGAGGT TCGAACCT GGGACCCAGAGCGAGTGATTTTTTATGGEG
GATACCAACCCTAAGGATGACT GGGT TATGCT GGGACT TCGAGACGGECAGGCT GAGATCCAACT GCACAAT CACT GGGCCCAGCTTAC
GGTGGEGT GCTGGACCACGNT GGAT GAT GGGAGAT GGCACCAGT GGAAGT AAGAT GGAGGEGEGEGACT CTGT GCTTGCTGAGGT GGATTGG
GGGGAT....TCTTGCCCCCACTAGCCT CAGAAGCT GTGATGT AGAAT CAAAT CCCGGGATAT TTCTCCCTCCAGGACT CAGCCAGAAT T
CAATCTCGAGACATTTCCCCAGCCT CATGCAGAGCCCTGGECCTTCTTCTTGGACCT GGACT CAAGCAGGCAGCAGGECTCAGCCACCTC
CTTGCTCTTGGACACCAGAGAACCCATCTTGGCTCAGT CTCCACCTCCAAGATCAAAAGGTGGTGT TGTCTTCTGGEGT CGEGEGECCAGG
GCTGGATCTGCCCCTGGT CTTGGGACT CCCTCTTCAGCT GAAGCT GAGT AT GT CCAGGGT GGT CTTGAGCCAAGGGT CGAAGATGAAG
GCCCTTGCCCTGCCTCCCT TAGGCCT GGCTCCCCTCCT TAACCT CTGGGCCAAGCCT CAAGGGCGT CTCTTCCTGGGEGEGECT TTACCAG
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GAGAAGACTCTTCCACCTCTTTTTGCCTGAATGGCCT TTGEGCACAAGGT CAGAGGECT GGAT GT GGACCAGGCCCT GAACAGAAGCCA
TGAGATCTGGACT CACAGCT GCCCCCAGAGCCCAGGCAAT GGCACT GACGCT TCCCAT TAAAGCT CCACCTAAGAACCCCCT

Transcript 2 (falta I’ex6 7)

TTCAAAGGCTCCCCCGCAGTGCTTTTTAAATTGACATATGCAGT GATAACCT GCT TTAGCCT CAGGCT CACT CACCCGCCCAGACCCT
GGAGT GCCCACGACCCT TCGGCT GT CCACCT CAGCAAT GGCCCAGGACAAGAGCCTATCGCTGT CATGACCT TTGACCT CACCAAGAT
CACAAAAACCTCTCTCTTTGAGGT TCGAACCT GGGACCCAGAGGGAGTGATTTTTTATGGGGATACCAACCCTAAGGATGACTGGGT T
ATGCTGCGACT TCGAGACGECAGGECT GAGAT CCAACT GCACAAT CACT GGGCCCAGCT TACGGT GGGT GCTGGACCACGNT GGATGAT
GGGAGATGGCACCAGT GGAAGT AAGAT GGAGGEGEGEGACT CTGT GCT TGCT GAGGT GGAT TGEGEGEGEAT . ... TCTTGCCCCCACTAGCCTC
AGAAGCT GTGATGTAGAATCAAAT CCCGGGATATTTCTCCCTCCAGGACT CAGGCAGAAT TCAATCTCGAGACATTTCCCCAGCCTCA
TGCAGAGCCCTGGECCTTCTTCT TGGACCT GGACT CAAGCAGGCAGCAGGCTCAGCCACCT CCTTGCT CTTGGACACCAGAGAACCCAT
CTTGGCTCAGT CTCCACCTCCAAGAT CAAGAGAAGACTCTTCCACCTCTTTTTGCCTGAATGGCCT TTGGEGECACAAGGT CAGAGECTG
GATGT GGACCAGGCCCT GAACAGAAGCCAT GAGAT CT GGACT CACAGCT GCCCCCAGAGCCCAGGCAAT GGCACTGACGCTTCCCATT
AAAGCT CCACCTAAGAACCCCCT

Transcript 3 (falten els exons 61 7)

TTCAAAGGCTCCCCCGCAGTGCTTTTTAAATTGACATATGCAGT GATAACCT GCT TTAGCCT CAGGCT CACT CACCCGCCCAGACCCT
GGAGT GCCCACGACCCT TCGGCT GT CCACCT CAGCAAT GGCCCAGGACAAGAGCCTATCGCTGT CATGACCT TTGACCT CACCAAGAT
CACAAAAACCTCTCTCTTTGAGGT TCGAACCT GGGACCCAGAGGGAGTGATTTTTTATGGGGATACCAACCCTAAGGATGACTGGGT T
ATGCCTGCGACT TCGAGACGECAGGECT GAGAT CCAACT GCACAAT CACT GGGCCCAGCT TACGGT GGGT GCTGGACCACGNT GGATGAT
GGGAGATGGCACCAGT GGAAGT AAGAT GGAGGEGEGEGACT CTGT GCT TGCT GAGGT GGAT TGEGEGEGEAT . ... TCTTGCCCCCACTAGCCTC
AGAAGCT GTGATGTAGAATCAAAT CCCGGGATATTTCTCCCTCCAGGACT CAGGCAGAAT TCAAT CTCGAGGAGAAGACTCTTCCACC
TCTTTTTGCCTGAATGGCCTTTGGGECACAAGGT CAGAGGCT GGAT GT GGACCAGGCCCT GAACAGAAGCCATGAGATCTGGACTCACA
GCTGCCCCCAGAGCCCAGGCAATGGCACTGACGCT TCCCATTAAAGCTCCACCTAAGAACCCCCT

Exon A

Part of intron at the end of exon A
Part of intron before exon 1

Exon
Exon
Exon
Exon
Exon
Exon
Exon
Exon
3" end

W N O o~ W NP

IV.1.2. Northern Blot
Es va fer una membrana amb els RNAs procedents de cél.lules PC3, LNCaP i
CAHPV 10, es va hibridar amb una sonda especifica per SHBG/ABP (ex6 2-ex6 8). A

les cél.lules PC3 i LNCaP van aparéixer tres bandes similars a les obtingudes per RT-
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PCR. A les cdl.lules CAHPV 10 s'insinuava la banda més gran. Es va normalitzar amb

una sonda especifica pel gen S14 huma (Figura 32).

PC 3 LNCaP CAHFYVAO

nSHEBG
Exc2 *

RCyph B

Figura 32. Expressié del RNA de la SHBG/ABP
humana (hSHBG) i la Ciclofina A humana
(hCypA) en les linies cel.lulars PC3, LNCaP i
CAHPV10, mitjancant Northern Blot.

Com es pot observar, lalinia cel.lular tumoral PC3, a normalitzar amb I’ expressio
del gen control, té uns nivells molt més ats dels transcripts per la SHBG/ABP humana
que les LNCaP.

IV.1.3. Transfeccio transitoria i estable

Per tal de confirmar que e cDNA més gran sequienciat coresponiaaun RNA que
donava lloc a la SHBG/ABP secretada (igual que la plasmética), agquest transcript
majoritari es vaclonar en el vector pCDNA 3.1. Aquest constructe va ser transfectat tant
transitoria (TT) com establement (TE) a cél.lules CHO. Paral.lelament, com a control,
es van créixer cél.lules CHO a les que només se'ls havia introduit lipofectamina (CT).
Trancorreguts uns dies de cultiu, es van creixer amb medi sense serum. Aquest medi va
ser recollit després de tres dies i es va concentrar. Amb aguests medis es va redlitzar el
DELFIA per tal de detectar la proteina SHBG/ABP humana. Els resultats van ser els
seglents:
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C-:1652 CT: 3142 TT : 42308 TE : 38602
Com es pot veure, en el medi de les cél.lules transfectades, tant transitoriament

com de manera estable els nivells de proteina van ser molt elevats.

IV.1.4. DELFIA

Es va realitzar aquesta técnica amb medis concentrats provinents de les linies
PC3 i PZHPV7 cultivades tant amb medi RPMI com Keratinocyte. Com a controls es
van utilitzar els medis RPMI i Keratinocyte sols. A més a més, es van fer servir
extractes protéics d aquestes cél.lules cultivades amb els dos medis. Els resultats

obtinguts van ser:

Medi PC3 PZHPV7
Concentrat | Medi Conc. | Extrac. Prot. | Medi Conc. | Extrac. Prot.
RPMI 2710 3380 3412 1646 2664
Keratinocyte 2160 3056 3620 2086 2508

Com es pot observar alataula, si restem e soroll de fons que donen els medis, les
Uniques mostres on es detecta la proteina SHBG/ABP son les de la linia PC3. Aquesta
linia cel.lular secreta proteina a medi i té proteina intracel.lular. A més a més el fet de
cultivar les cél.lules amb un altre medi no canvia gaire els resulats, fet que suggeria que

el medi no influencial’ expressio de la SHBG/ABP.
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IV.1.5. Western Blot
Es va redlitzar e Western Blot amb extractes de proteina de les cdl.lules PC3,
LNCaP i CAHPV 10, a més d’'un extracte proteic de testicle com a controls. Es va fer

servir un anticos anti-SHBG/ABP humana (Figura 33).
o
4
> cﬁ &
& & 3 F

52 HDa e
hSHBG 5 ”

Figura 33. Expressio de la proteina de la SHBG/ABP humana
(hSHBG) en extractes protéics de testicle huma (HT) i de les
linies cel.lulars PC3, LNCaP i CAHPV10, mitjancant la técnica
de Western Blot.

A testicle es van poder detectar les dues formes de SHBG/ABP en € tedticle,
mentre que a les cél.lules PC3 i LNCaP es va detectar la banda de 52 Kda i a les
CAHPV10 també, perd en molta menys quantitat. També es van detectar unes bandes
de tamany més petit a I'extracte de les PC3 que podrien correspondre a les formes
alternatives de la SHBG/ABP.

Es va redlitzar € Western Blot amb els mateixos extractes, pero utilitzant un

anticos contrala part amino-terminal de I’ ERb (Figura 34).

PC3 LNCaP CAHPV10

55 KDale 60 KDa
51 KDap ‘ “ 457 KDa

Figura 34. Expressio de la proteina d’ERb humana en les
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linies cel.lular PC3, LNCaP i CAHPV10, mitjangant la
técnica de Western Blot.

A les cel.lules PC3 es van poder detectar dues bandes de 51 i 55 KDa que es
correspondrien als tamanys descrits per I’ ERbcx (Ogawa, S. et al. 1998). A les cel.lules
CAHPV 10 es van detectar dues bandes corresponents a I’ ERb de tamanys 57 i 60 KDa
(Ogawa, S. et al. 1998).

IV.2. Mostres Humanes
IV.2.1. RT-PCR

Es van utilitzar 2 mostres de prostata de part periférica de donants i 6 mostres
tumorals de pacients amb cancer de prostata, les quals es van amplificar amb els
primers especifics per la SHBG/ABP (ex6 2-ex6 8), per I'ERDb, pel P450 aromatasa i €l
S14 com acontrol. En tots els pacients es van detectar expressié de P450 aromatasa. En
3 dels pacients es va detectar expressio de la SHBG/ABP i ERb. Un quart pacient

presentava expressio d’ ERb pero no presentava expressio de SHBG/ABP (Figura 35).

D1 D2 CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6

hsHBG 2-8

hERB

piso e -

hS14 MR S e S S S - .

Figura 35. Expressio dels mRNAs de la SHBG/ABP humana (hSHBG),
'ERb huma (hERDb), el P450 aromatasa huma (hP450) i el S14 huma
(hS14) en mostres de prostata de donants (D1 i D2) i mostres de cancer
de prostata (CP1, CP2, CP3, CP4, CP5 i CP6), per la tecnica de RT-
PCR.
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Les bandes obtingudes d' un dels pacients amplificant la SHBG/ABP van ser
clonades i seqlienciades, comprovant-se que eren transcripts de SHBG/ABP humana. El

transcript majoritari era el segient:

Transcript 1 de cancer prostata 37 CP 32 108U-1184L sencera

CACAAAAACCTCTCTCTTTGAGGT TCGAACCT GGGACCCAGAGGGAGT GATTTTTTATGGGGATACCAACCCTAAGGATGACTGGGT T
ATCCTGCGACT TCGAGACGGECAGCECT GAGAT CCAACT GCACAAT CACT GGGCCCAGCT TACGGT GGGT GCTGGACCACGNT GGATGAT
GGGAGATGGCACCAGT GGAAGT AAGAT GGAGGEGGGACT CTGT GCT TGCTGAGGT GGAT TGGGEGEGEEAT ... TCTTGCCCCCACTAGCCTC
AGAAGCT GTGATGTAGAATCAAAT CCCGGEGATATTTCTCCCTCCAGGACT CAGGCAGAAT TCAATCTCGAGACATTTCCCCAGCCTCA
TGCAGAGCCCTGGCCTTCTTCT TGGACCT GGACT CAAGCAGGCAGCAGGCT CAGCCACCT CCTTGCTCTTGGACACCAGAGAACCCAT
CTTGGCTCAGT CTCCACCT CCAAGAT CAAAAGGTGGTGT TGTCTTCT GGGT CGGGGECCAGGEGECT GGATCTGCCCCTGGT CTTGGGACT
CCCTCTTCAGCTGAAGCTGAGT ATGT CCAGGGT GGT CT TGAGCCAAGGGT CGAAGAT GAAGGCCCTTGCCCTGCCTCCCTTAGGECCTG
GCTCCCCTCCTTAACCT CTGGECCAAGCCT CAAGGGECGT CTCTTCCTGEGEGEGECT TTACCAGEAGAAGACT CTTCCACCTCTTTTTGCC
TGAATGGCCT TTGGECACAAGGT CAGAGCCT GGAT GT GGACCAGGCCCT GAACAGAAGCCAT GAGAT CTGGACT CACAGCT GCCCCCA
GAGCCCAGGCAAT GECACT GACGCT TCCCATTAAAGCT CCACCTAAGAACCCCCT
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|. LA SHBG/ABP DE RATA | L’'ESPERMATOGENESI

I.1. Apoptosi de cél.lules germinals en el ratoli transgénic per la SHBG/ABP
de rata

Els resultats obtinguts demostren que la sobreexpressio de la SHBG/ABP de rata al
ratoli transgénic provoca problemes de fertilitat, causats per una aturada de
I’espermatogenesi durant la primera divisié meiotica i un increment de la degeneraci6 de
cel.lules germinals. Segons les troballes morfologiques i les de la técnica de TUNEL, en el
ratoli transgenic els tipus cel.lulars més afectats son els espermatocits en fase de paquite i
les cél.lules en metafase. La presencia de DNA fragmentat internucleosomal en gel
d’agarosa revela que la mort d’aquetes cél.lules segueix un mecanisme de mort cel.lular
programada o apoptosi.

La mort cel.lular programada ha estat molt ben descrita per criteris morfologics i
bioquimics en molts tipus de cél.lules somatiques i el mecanisme és comu en totes elles
(Kerr, J.F.R. et al. 1984; Wyllie, A.H. et al. 1980). En canvi, la degeneracio de cel.lules
germinals presenta fets diferencials depenent de I’estadiatge de maduracio al que afecti
(Kerr, J.F.R. et al. 1984; Brinkworth, M.H. et al. 1995; Blanco-Rodriguez, J. and Martinez-
Garcia, C. 1996). Des del punt de vista morfologic, per exemple, les cél.lules somatiques
que pateixen apoptosi presenten condensacio de la cromatina i una marginacié al voltant de
la membrana nuclear. En canvi, els espermatocits en meiosi que degeneren per apoptosi
presenten una condensacio de la cromatina al voltant dels eixos dels cromosomes, com
s’ha demostrat a les rates adultes tractades amb estradiol (Blanco-Rodriguez, J. and
Martinez-Garcia, C. 1996). Aquests investigadors suggereixen que la marginacié de la
cromatina no es pot dur a terme a les cel.lules meiotiques degut a que els parells de
cromosomes estan ancorats a la membrana nuclear per les seves regions telomeriques.
Tenint en compte el tamany cel.lular, s’ha demostrat la preséncia de paquitens que moren
per apoptosi i que presenten un augment del tamany cel.lular i una cromatina homogeénia i
descondensada, tant de manera espontania com en animals tractats amb antagonistes de la
GnRH (Brinkworth, M.H. et al. 1995). En el ratoli transgenic, es demostra per la técnica de
TUNEL que la majoria de cel.lules marcades son espermatocits en fase de paquité i
cel.lules en metafase. Quan s’observen aquestes cel.lules al microscopi optic algunes
d’elles s6n aparentment normals, perd d’altres presenten evidéncies clares d’estar patint un
procés apoptotic, ja que presenten un increment del tamany cel.lular, una condensacio de la

cromatina per sobre dels eixos cromosomics, una disposicié anormal de la cromatina i una
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pérdua dels contactes intercel.lulars. En el nostre model també es poden observar cel.lules
que pateixen un augment del tamany cel.lular perd que tenen la cromatina descondensada i
homogeénia.

El marcatge d’espermatocits en fase de paquite i cél.lules en metafase aparentment
normals no sembla ser procducte de marcatge no especific de la técnica de TUNEL
(Brinkworth, M.H. et al. 1995), ja que s’ha fet servir una concentracid6 molt baixa de
Terminal Transferasa (TdT) i aquest marcatge és present perd en un nimero de cel.lules
molt inferior en els ratolins controls.

En quan a I’eliminacié de les cél.lules que degeren, es demostra la preséncia de
cél.lules picnotiques en els testicles dels ratolins transgénics, aixi com la preséncia de
cossos residuals picnotics. Aquests son indicadors dels ultims passos de I’apoptosi i son
comuns en la mort cel.lular programada de cél.lules somatiques i cél.lules germinals (Kerr,
J.F.R. et al. 1984). En el ratoli transgénic es demostra I’existéncia de dos mecanismes que
eliminen aquestes cél.lules apoptotiques. S’ha observat la preséncia de cossos residuals
marcats per la tecnica de TUNEL a la base d’alguns tabuls, fet que demostra la fagocitosi
per part de les cel.lules de Sertoli. Per altra banda es demostra la presencia de les cel.lules
germinals marcades a I’epididim, posant de manifest la seva eliminacié per la llum de
I’epididim.

L’evidencia bioguimica de I’apoptosi a cel.lules germinals ha estat demostrada per la
fragmentacié que pateix el DNA genomic en fragments de 180 pb (internuclesomals) i
multiples de 180 pb i que s’observa mitjancant I’electroforesi d’aquest DNA en un gel
d’agarosa (Billing, H. et al. 1995). Amb [I’extracci6 de DNA genomic de ratolins
transgenics i la seva posterior separacié en un gel d’agarosa, s’evidencia I’existencia d’una
banda de 180 pb i d’altres bandes de tamany més gran multiples de 180 pb. En els ratolins
no transgenics es va poder detectar una banda de 90 pb. Aquesta banda ha estat trobada
també en DNA aillat de rates adultes tractades amb antagonistes de GnRH i rates tractades
amb acid metoxiacétic (Brinkworth, M.H. et al. 1995). Els autors suggereixen que aquests
fragments s’originarien per la degeneracié de cél.lules que presenten uns tamanys
internucleosomals diferents, que serien fruit de la substitucioé d’algunes histones per altres
nucleoproteines durant I’espermatogénesi (Brinkworth, M.H. et al. 1995). Tot i que els
ratolins no transgenics presenten apoptosi d’algunes espermatides en els seus testicles
creiem que el ndmero de cél.lules que degeneren no és suficient com per donar lloc a

aguesta banda.
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I.2. L’apoptosi com una consequéncia del bloqueig meiotic

Els estudis morfologics han demostrat que els espermatocits en fase de paquité i les
cel.lules en metafase dels ratolins transgenics son les cel.lules més susceptibles a patir o
entrar en apoptosi. Per altra banda, I’increment del nimero d’espermatocits en paquite i de
cel.lules en metafase, juntament en la disminucio i fins i tot I’abséncia de cel.lules en els
ultims estaditges de maduracid, va suggerir I’existencia d’una aturada parcial durant la
primera divisio meidtica. Per tal de confirmar aquesta hipotesi, es va dur a terme I’analisi
per citometria de flux de les cél.lules germinals marcades amb iodur de propidi (PI).
Aquesta tecnica va permetre detectar que en el ratoli transgénic hi havia una disminucio
del ndmero de cél.lules haploids, un augment del ndmero de cél.lules tetraploids, i
I’aparicio d’una nova poblacié de cél.lules germinals amb una ploidia inferior a la de les
cel.lules tetraploids. Esta descrit que les cel.lules apoptotiques marcades amb PI es separen
de la poblacié de la que provenen, detectant-se per citometria de flux més a baix i cap a
I’esquerra, ja que degut a la condensacié de la cromatina no incorporen tant Pl (Sherwood,
S.W. et al. 1995). El pic aneuploid que apareix en els ratolins transgenics més a baix i cap
a I’esquerra de la poblacid de cél.lules tetraploids, representaria a les cél.lules apoptotiques
d’aquesta poblaci6. Tot i que, per citometria de flux, es va observar un pic hipohaploid, el
namero d’espermatides rodones marcades per TUNEL era molt baix i no es van veure
espermatides allargades ni espermatozous marcats. Es possible que la gran condensacio de
la cromatina que tenen aquestes cél.lules no permetés la incorporacié de nucleiotids
marcats per la tecnica de TUNEL, tenint en compte, a més, la baixa concentracié de TdT
utilitzada. Aquests resultats ens permeten especular que en el ratoli transgénic per la
SHBG/ABP de rata, els espermatocits en paquite i les cél.lules en metafase en molts dels
tubuls afectats aturarien la seva diferenciacio i degenerarien per apoptosi.

La disminucio del numero d’espermatides com a causa dels problemes de fertilitat
del ratoli transgénic per la SHBG/ABP de rata ja va ser descrita per Joseph, D.R. et al.
(Joseph, D.R. et al. 1997). EI mecanisme proposat per aquesta disminucié va ser la
degeneracio d’aquest tipus cel.lular. El fet de que no s’hagi trobat apoptosi en la poblacié
haploid per la tecnica de TUNEL, excepte en alguna espermatida rodona, ens suggereix, en
contraposicio amb el mecanisme proposat per Joseph, D. et al. (Joseph, D.R. et al. 1997),
que la disminucié en el numero d’espermatides és més deguda a I’interrupcié de
I’espermatogenesi que no pas a la degeneracio d’espermatides.

Molts estudis han demostrat I’existencia d’apoptosi durant I’espermatogenesi normal
(Kerr, J.F.R. et al. 1984; Brinkworth, M.H. et al. 1995; Billing, H. et al. 1995; Tapanainen,
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J.S. et al. 1993; Troiano, L. et al. 1994; Callard, G.V. et al. 1995; Henriksen, K. et al.
1995). La perdua espontania de cél.lules germinals té lloc durant la primera divisid
mitotica de les espermatogonies, la divisio meiotica dels espermatocits i durant la
espermiogenesi. En general, els problemes de fertilitat i les alteracions en
I’espermatogeénesis observades en diferents linies de ratolins transgenics sén produits per la
pérdua de gens especifics que regulen I’espermatogénesi (Huckins, C. 1978; De Rooij,
D.G. and Lok, D. 1987; Allan, D.J. et al. 1992). En concret, la profase de la primera divisio
meiotica i el nimero d’espermatocits primaris que entren en meiosi esta regulat per
apoptosi (Stephan, H. et al. 1996). Durant la meiosi, a I’igual que la mitosi, el dany en el
DNA es detectat en checkpoints especifics, proporcionant a la cél.lula mecanismes de
control que provoquen una aturada del cicle cel.lular (Elledge, S.J. 1996; Sassone-Corsi, P.
1997; Braun, R.E. 1988; Odorisio, T. et al. 1988) que condueix finalment a la inestabilitat
genomica i/o mort cel.lular (Rubin, LL. et al. 1993; King, K.L. and Cidlowski, J.A 1995).
Gran part del coneixement sobre aquests gens que controlen la meiosi prové de I’estudi del
cicle cel.lular en llevats mutats (Elledge, S.J. 1996; Paulovich, A.G. et al. 1997). El
desenvolupament de diferents models de ratolins transgenics ha estat util per a estudiar la
regulacié de la meiosi en els mamifers (Sassone-Corsi, P. 1997; Reventos, J. and Munell,
F. 1997). Entre els gens que la seva mutacio o eliminacié provoca una aturada meiotica hi
ha BAX, PMS2, CREM, MLH-1, ATM i HSP70 (revisat en Sassone-Corsi, P. 1997; Six,
D.J. et al. 1996). Un fenotip similar s’ha descrit en la sobreexpressid d’alguns gens, com el
c-myc (Kodaira, K. et al. 1996). Totes les proteines anteriors han estat localitzades a les
cel.lules germinals entrant en meiosi en el ratoli normal. El cas de la SHBG/ABP, tot i que
no s’ha trobat expressié en espermatocits primaris, si que s’ha demostrat la seva
internalitzacio a les cel.lules germinals de rata i mono (Gerard, H et al. 1994; Gerard, A. et
al. 1992). Es possible que la quantitat de SHBG/ABP en el ratoli normal sigui molt baixa
per ser detectada per immunohistoquimica, pero que el ratoli transgenic per la SHBG/ABP
de rata tingui una quantitat suficient com per ser detectada. En el ratoli transgenic s’ha
detectat per immunohistoquimica la preséncia i acumulacié de SHBG/ABP de rata en els
espermatocits en fase de paquité i en les cél.lules en metafase, que son les mateixes
cél.lules que s’acumulen en els tubuls que presenten I’aturada de I’espermatogénesi
(Esteban, C. et al. 1997). Aix0 suggereix que I’excés de SHBG/ABP causaria aquesta
aturada en meiosi i degeneracio cel.lular. Alternativament, degut a que s’ha observat un

augment de la SHBG/ABP endogena del ratoli, podria ser que la SHBG/ABP de rata no fos
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activa en el ratoli i que antagonitzés amb la SHBG/ABP del ratoli, el que voldria dir que el
responsable de I’interrupcié de I’espermatogenesi seria la falta de SHBG/ABP i no I’excés.

Tot i que en aquest estudi només s’ha analitzat una Unica linia de ratolins transgenics,
hi ha diferents evidencies que donen suport al fet de que és la sobreexpressid de la
SHBGABP de rata la causant del desordre en I’espermatogenesi i que aquest no es causat
per una mutacio insercional. En primer lloc, esta demostrat que una altre linia de ratolins
per la SHBG/ABP de rata té una fertilitat reduida, i que un dels founders no va deixar
descendéncia ja que no era fertil (Reventos, J. et al. 1993; Larriba, S. et al. 1995). En segon
lloc, el grau d’apoptosi que presenten les cél.lules germinals durant la meiosi ha estat
correlacionat amb la quantitat de mMRNA de SHBG/ABP de rata que presenten els ratolins
heterozigots. En tercer lloc, els nivells de SHBG/ABP endogena presenten un patr6
similar als nivells de SHBG/ABP de rata i el grau d’apoptosi de cél.lules germinals. En
quart lloc, la SHBG/ABP de rata s’acumula en els espermatocits en fase de paquité en

molts dels tubuls afectats.

I.3. Mecanisme d’accié de la SHBG/ABP de rata durant I’espermatogenesi

En els Gltims anys s’ha demostrat que una falta de testosterona produeix apoptosi a
espermatocits en fase de paquité, a espermatides rodones i allargades (Henriksen, K. et al.
1995; Sharpe, R.M. et al. 1988). Per tant una disminucio6 en la testosterona lliure podria
explicar la mort dels paquitens i les espermatides rodones que té lloc en el ratoli transgenic.
No es coneix el mecanisme pel qual aquesta deprivacié d’androgens provoca la mort
cel.lular programada d’aquestes cél.lules, ja que aquests tipus cel.lulars no expressen
receptor d’androgens (Vornberger, W. et al. 1994 ). El fet de (a) que no s’observin canvis
en els nivells de testosterona en plasma total ni en extractes del testicle dels ratolins
transgenics per la SHBG/ABP de rata (Joseph, D.R. et al. 1997), (b) que no s’hagin trobat
diferencies en els nivells d’expressié d’AR per RT-PCR en els testicles dels ratolins no
transgenics i trangenics, (c) que a nivell immunohistoquimic s’hagi vist marcatge
unicament a nivell d’interstici a les cél.lules de Leydig i dins dels tubuls a les cél.lules de
Sertoli, com ja estava descrit previament (Bremer, W.J. et al. 1994; Vornberger, W. et al.
1994), i que no s’han observat diferéncies entre els ratolins no transgeénics i transgenics, fa
pensar que els problemes de fertilitat i la mort cel.lular programada que pateixen les
cel.lules germinals del ratoli transgénic per la SHBG/ABP de rata sigui deguda per a una

falta de testosterona en el testicle.
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En els Gltims anys s’ha demostrat que els espermatocits primaris expressen P450
aromatasa i ERDb (Levallet et al, 1998; Saunders et al., 1998). Si la SHBG/ABP transporta
la testosterona a les cel.lules germinals de I’animal transgenic i aquesta testosterona es
converteix en estrogens en els paquitens, existiria la possibilitat de que els nivells
d’estrogens intratesticulars estiguessin augmentats en els transgenics. Ja que s’ha
demostrat que I’administracio d’estradiol provoca apoptosi a les cel.lules germinals
(Blanco Rodriguez y Martinez-Garcia, 1996), aquest mecanisme podria contribuir en el
fenotip testicular del ratoli transgenic per la SHBG/ABP de rata.

Per altra banda, diverses dades suggereixen que els estrogens tenen un paper en la
induccié de la progressio de la meiosi. Per exemple, s’ha demostrat recentment que
I’administracié d’estradiol aconsegueix normalitzar completament I’espermatogenesi del
ratoli hipogonadal (hpg) que pateix una parada espermatogénica a nivell de paquité per
I’abséncia congenita de gonadotrofines (Ebling et al., 2000). Els autors suggereixen que
I’estradiol actuaria augmentant els nivells de FSH. De tota manera, també s’ha demostrat la
capacitat de I’estradiol d’inhibir I’apoptosi de les cel.lules germinals induida in vitro com a
consequencia de la incubacio de segments de tabuls seminifers humans sense factors de
supervivencia (Pentikainen et al., 2000), i, en aquest cas, el paper de I’estradiol no pot anar
mitjancat la FSH. Encara que no s’hagui demostrat que la SHBG/ABP testicular uneixi
estradiol al testicle, el fet de que I’estructura de la proteina sigui la mateixa que la
plasmatica fa molt possible aquesta hipotesi. Si aquest és el cas, seria possible que, en
I’animal transgenic per la SHBG/ABP de rata, I’excés de SHBG/ABP comportés una
reduccio dels nivells d’estradiol lliures, i si I’estradiol es necessari per la progressié de la
meiosi, la falta d’estradiol podria ser la causa del bloqueig meiotic que s’observa en aquest
model animal. Per testar aquesta hipotesi, es van mesurar, en el ratoli transgénic per la
SHBG/ABP de rata, els nivells de RNA missatger d’ERa i d’ERb, de P450 aromatasa, del
receptor de la FSH, de I’enzim Star i de la Transferrina com a gen diana de FSH a cel.lules
de Sertoli, tan a testicle total com a diferents tipus cel.lulars testiculars.

Pel que fa a ’ERD, s’ha descrit la seva expressié al nucli de les cél.lules de Sertoli,
de les espermatogonies i d’espermatocits en fase de paquite aixi com al citoplasma
d’espermatocits entrants a la segona divisid6 meiotica (Pelletier, G. et al. 2000). Altres
autors han trobat I’ERb a espermatocits en meiosi i espermatides allargades (Pentikainen,
V. et al. 2000). Estudis més detallats han detectat expressié d’ERb en espermatocits en

fase de paquité en els estadiatges VII-XIV i a espermatides rodones en els estadiatges I-
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VIII (Ans, M.M. et al. 1999). La generacio del ratoli knock-out per ERb no ens ha ajudat a
esbrinar la possible funcié d’aquest receptor a I’espermatogeénesi ja que no s’han realitzat
estudis exhaustius a nivell del testicle, tot i que no sembla que tingui problemes de fertilitat
(Krege, J.H. et al. 1998). Els nivells d’ERb al ratoli transgénic homozigot per la
SHBG/ABP de rata sén elevats tant si es mira a testicle total com a cél.lules germinals
aillades. Per tal de confirmar els nivells elevats d’expressié d’aquest receptor es va
realitzar el Northern Blot, i es van detectar dos transcripts. EI més petit era el que
correspon a I’ERb estava augmentat respecte els ratolins no transgenics. Aixi mateix, els
nivells de proteina d’ERDb en el testicle del ratoli transgénic homozigot també es van trobar
elevats per Western Blot. Mitjancant aquesta técnica es van detectar dues bandes
corresponents a dos tamanys de proteina de 55 KDa i 80 KDa, tal i com havien demostrat
altres autors (Lavallet, J. et al. 1998). Les dues bandes van resultar especifiques, ja que no
es van detectar quan es van realitzar els assajos de bloqueig amb el peptid corresponent.
Al realitzar la immunohistoquimica per I’ERDb en seccions testiculars del ratoli transgénic i
no transgenic es va poder detectar marcatge a les cél.lules de Sertoli i espermatides
allargades com ja estava descrit. Pero en el ratoli transgénic també es va evidenciar un
marcatge intens en determinats tabuls, a les cél.lules germinals amb caracteristiques
mofologiques d’apoptosi. Mitjancant la microscopia confocal es va poder localitzar la
proteina de I’ERDb en el citoplasma de les cél.lules marcades per TUNEL. Aquestes dades
suggereixen que I’ERb juga un paper important en I’apoptosi d’aquestes cel.lules
germinals del ratoli transgenic per la SHBG/ABP de rata, ja sigui per que el seu acimul en
el citoplasma d’aquetes cel.lules posi de manifest la manca d’estrogens i la impossibilitat
de seguir progressant en I’espermatogenesi, el que fara que entrin en el programa de mort
cel.lular programada o apoptosi, 0 bé que tingui un paper actiu a citoplasma, diferent del
nuclear i que participi en el desencadenament de la mort cel.lular programada.

Els nivells elevats de Star i de P450 aromatasa al testicle total dels ratolins
transgenics, juntament a la previament demostrada hiperplasia de les cél.lules de Leydig
(Esteban et al., 1997 b), suggereix que la esteroidogenesi és molt activa en aquest animals i
que part de la testosterona resultant es convertida a estradiol. Aquestes dades recolzen la
hipotesi de que els estrogens jugarien un paper en les alteracions testiculars d’aquests
animals. Per altra banda, el fet de que els nivells d’expressio del receptor de FSH estiguin
augmentats i que els nivells de dos gens diana d’aquest receptor a les cel.lules de Sertoli

com son la transferrina i la Star (Gregory, C.W. and DePhilip, R.M. 1998) estiguin
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disminuits, fa pensar que els nivells de FSH estarien disminuits en aquests transgénics. Si
tal com s’ha comentat, I’estradiol és capac de regular I’expressié de FSH (Ebbling et al.,
2000), les dades obtingudes en el ratoli transgenic recolzarien el fet de que I’estradiol actiu
(Iliure) estaria disminuit i aquesta podria ser la causa de la parada meiotica i de la induccio
d’apoptosi.

En quan al paper d’ERa durant I’espermatogenesi, s’ha descrit que el ratoli knock-
out per aquest receptor és infertil i I’analisi del seu esperma mostra una disminucid del
numero d’espermatozous a I’epididim, amb una concomitant reduccio de la motilitat i la
capacitat de fertilitzacio (Eddy et al., 1996). Degut a que les cel.lules germinals d’aquest
ratoli es desenvolupen normalment quan es transplanten al ratoli salvatge i a la dilatacio
evident de la Ilum dels tubuls seminifers, es creu que I’alteracio és deguda a la falta de
reabsorcid de liquids en el tubuls efferents (Eddy et al., 1996; Mahato et al., 2000). En
aquest ratoli, a més, s’ha demostrat un augment dels nivells de LH i testoterona plasmatica
junt a signes d’hiperplasia de cél.lules de Leydig i uns nivells normals de FSH (Eddy et al.,
1996; Lindzey et al, 1998). Per altra banda, en quan a I’expressié d’ERa en el testicle
normal, la majoria d’autors coincideixen en que estaria confinada a I’interstici testicular,
concretament a les cél.lules de Leydig (Pelletier, G. et al. 2000), encara que també s’ha
descirt la seva expressi0 a espermatocits en meiosi i a espermatides allargades
(Pentikainen, V. et al. 2000). Als testicles del ratoli homozigot per la SHBG/ABP de rata
es va trobar que els nivells d’expressié d’aquest receptor per RT-PCR estaven molt
disminuits, el que va suggerir que aquesta fos la causa de la disminucio de la fertilitat. Pero
la demostracié ja esmentada de que les cél.lules germinals del ratoli knock-out d’ERa no
necessiten aquest receptor per al seu desenvolupament i posterior funcié de fertilitzacid
(Mahato et al. 2000), juntament amb el fet de que en el ratoli transgénic per la SHBG/ABP
de rata no es va poder amplificar I’'ERa procedent de les cél.lules germinals aillades i de
que no s’observessin diferencies a nivell immunohistoquimic, van fer descartar aquesta

hipotesi.
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ll. LA SHBG/ABP HUMANA | L'ESPERMATOGENESI

Tal i com s’ha explicat a la introduccio, la SHBG/ABP és la proteina secretada
encarregada de transportar els diferents esteroids per la circulacio i a I’huma es secretada
pel fetge mentre que a la rata i ratoli és secretada per la cel.lula de Sertoli. La funcié de
I’SHBG/ABP a rata i ratoli a nivell testicular ha estat ampliament estudiada i s’ha
demostrat que aquesta proteina es I’encarregada de portar la testosterona fins a I’epididim
per a la correcta maduracié dels espermatozous i que una petita part de I’'SHBG/ABP va a

la circulacié per a transportar esteroids.

Il.1. Ratoli transgenic per ala SHBG/ABP humana

Per tal d’aprofundir en el coneixement de les accions de la SHBG/ABP humana es
van generar els dos tipus de ratolins transgenics per la SHBG/ABP humana. L’estudi
d’aquests models ha posat en evidéencia que transcripts de la SHBG/ABP humana que
contenen I’exo 1 s6n molt abundants al ronyo6 i al fetge de les dues linies, shbg4 i shbgll.
Mentre que els transcripts alternatius de la SHBG/ABP humana, que contenen I’exo A,
Unicament s’expressen en el testicle en els ratolins transgénics shbgll. La possibilitat
d’aillar les cel.lules germinals i cél.lules de Sertoli del testicle d’aquests ratolins i de
relitzar Northern Blots, ha permés evidenciar que sén les cel.lules germinals les que
expressen els transcripts de la SHBG/ABP alternativa. Aquests resultats han estat
confirmats gracies a les tecniques d’immunohistoquimica realitzades en els testicles dels
ratolins transgenics de la linia shbg11. S’ha localitzat la proteina a I’interior de les cel.lules
germinals i més concretament a nivell de I’acrosoma. La proteina comenca a apareixer a
les cél.lules germinals a I’estadiatge VII, que es el moment en que s’inicia I’etapa
d’elongacio de les cél.lules germinals i quan es comenca a formar I’acrosoma. La proteina
és visible durant tota I’etapa d’elongacié fins I’estadiatge XII. La proteina encara es
detectable en els espermatozous tant en els etadiatges previs a I’alliberacio a la llum del
tubul com a nivell de I’epididim. Per técniques d’immunohistoquimica realitzades en
extensions d’esperma epididimari dels ratolins transgenics de la linia shbgll també s’ha
detectat la presencia de la proteina a I’acrosoma dels espermatozous. Finalment, fent servir
la tecnica de DELFIA en extractes de cél.lules germinals del ratoli transgénic shbgll
també s’ha pogut detectar la presencia de la proteina SHBG/ABP en aquestes cél.lules. Les

dades obtingudes en la linia de ratolins transgénics shbgll ha permés conéixer que la
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SHBG/ABP humana s’expressa a les cél.lules germinals del testicle i no a les cél.lules de
Sertoli com esta descrit en la rata o en el ratoli. A més a més, els transcripts de la

SHBG/ABP que s’expressen son els transcripts alternatius.

[1.2. La SHBG/ABP en el testicle huma

La possibilitat de treballar amb mostres humanes de testicle i espermatozous, ha
permés coneixer que els resultats obtinguts en el ratoli transgénic de la linia shbgll sén
extrapolables a I’huma. A nivell del testicle huma normal s’ha pogut detectar I’expressio
del mRNA de la SHBG/ABP. En canvi, no s’ha pogut detectar la seva expressié en
testicles patologics de pacients en els que només hi havia cél.lules de Sertoli. Aquests
resultats suggereixen que son les cél.lules germinals les que expressen aquesta SHBG/ABP
i no les cellules de Sertoli. Aquest fet s’ha pogut confirmar amb técniques
d’immunohistoquimica en seccions testicular normals, ja que s’ha detectat la presencia de
la proteina en els espermatozous. A més a més, per la técnica de Western Blot també s’ha
detectat la proteina SHBG/ABP en extractes proteics de testicle total i d’espermatozous.
L’especificitat d’aquestes bandes ha estat confirmada gracies al assajos de bloqueig
realitzats amb proteina recombinant humana purificada. Per la técnica de DELFIA en
extractes de testicle total normal i d’espermatozous s’ha confirmat I’existencia de la
proteina SHBG/ABP.

S’han utilitzat també mostres d’epididim, vesicula seminal i espermatozous humans.
A nivell d’epididim i vesicula seminal no s’ha pogut detectar I’expressié del mMRNA de la
SHBG/ABP, pero en canvi per les técniques de Western Blot i DELFIA, s’ha detectat la
preséncia de la proteina. Si no s’esta produint en aquests teixits, el més provable és que o

bé es capti de la circulacié sanguinia, o bé que procedeixi del testicle.

lll. LA SHBG/ABP HUMANA | LA PROSTATA

Durant aquests Ultims anys, s’han aportat evidéncies de I’existéncia d’un receptor de
membrana plasmatica per a la SHBG/ABP i de que la transduccié de la senyal que
activaria aquest receptor estaria acoplada a proteina G (Nakhla, A.M. et al. 1999; Rosner,
W. et al. 1999). Per tal d’esbrinar si realment existia aquest receptor o no, varem posar a
punt la tecnica de doble hibrid en llevats, utilitzant una llibreria de prostata humana. La

comprovacio inicial de I’expressi6 de mMRNA de SHBG/ABP a la llibreria va donar lloc,
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sorprenentment, a la troballa de diversos transcripts de SHBG/ABP a la prostata humana.

Aquests resultats han desencadenat tot el treball que s’ha realitzat a la prostata.

[ll.1. Linies cel.lulars de prostata humana

Durant els ultims anys diversos estudis han intentat determinar els efectes de la
SHBG/ABP en diverses linies cel.lulars de prostata, ja sigui per comprovar els seus efectes
sobre el creixement cel.lular (Damass, D.A. et al. 1991; Nakhla, A.M. et al. 1996) o per
evidenciar I’activacidé de senyals com a conseqiiencia de la seva interaccié amb el seu
hipotétic receptor de membrana (Nakhla, A.M. et al. 1999; Rosner, W. et al. 1999).

El treball presentat en aquesta tesi s’ha realitzat amb linies cel.lulars de prostata
humana tumorals i normals. Utilitzant les técniques de RT-PCR i Northern Blot s’ha pogut
observar que les dues linies tumorogéniques expressen tres transcripts de la SHBG/ABP.
L’amplificacié d’aquests tres transcripts amb I’ex6 A demostra que son transcripts
alternatius. La sequenciacio ha demostrat que el transcript majoritari conté tant I’exd A
com I’ex6 1, el que suggereix que aquest transcript donaria lloc a una proteina que seria
secretada, mentre que els altres dos transcripts, en els quals no hi ha exé 1, donarien lloc a
unes proteines que serien intracel.lulars. S’ha pogut detectar la presencia de la proteina
SHBG/ABP a nivell de les cel.lules PC3 i LNCaP. A la linia CAHPV10 també s’ha
detectat, pero en menys quantitat. Cal dir que aquesta linia cel.lular és considerada com
normal ja que, tot i que proveé d’un adenocarcinoma de prostata no es tomurogenica a
ratolins nude. La transfeccié tant estable com transitoria del transcript majoritari en
cel.lules CHO, i la posterior realitzacié del DELFIA utilitzant els medis d’aquestes
cel.lules, aixi com la utilitzacio de medi provinent de les cél.lules PC3 i LNCaP, ha permés
demostrar que aquestes linies tumorals estan produint SHBG/ABP i I’estan secretant al
medi.

El fet de que les dues linies tumorals utilitzin per créixer el medi RPMI i les dues
linies normals el medi Keratinocyte va fer pensar que algun factor del medi podia induir o
inhibir I’expressié de la SHBG/ABP a les cel.lules. Analitzant els medis i extractes
proteics de les cél.lules PC3 i PZHPV7 cultivades en els medis RPMI i Keratinocyte,
mitjancant la técnica de DELFIA s’ha comprovat que la induccié o inhibicié de I’expressio
de la SHBG/ABP no esta influenciada pel medi de cultiu.

Per una altra banda s’han analitzat els nivells d’espressio dels diferents receptors

d’esteroids i de P450 en les quatre linies cel.lulars, per tal de veure si existia alguna
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diferencia d’expressié entre les linies cel.lulars derivades de prostata normal i les linies
cel.lulars tumoral LNCaP (depenent d’androgens) i PC3 (independent d’androgens).

Pel que fa a I’AR, mentre que les dues linies cel.lulars normals no expressaven
nivells detectables del receptor, les linies cel.lulars tumorals si I’expressaven. Aquestes
dades suggereixen que els androgens a través del seu receptor juguen un paper en el
creixement de les linies cel.lulars LNCaP i PC3. S’ha demostrat que els androgens
participen en el creixement i la producci6 de secrecions a nivell de la prostata (Riegman,
P.H.J. et al. 1991; Cuhna, G.R. et al. 1996; Liu, X.M. et al. 1993; Virkkunen, P. et al.
1994), tot i que cal tenir en compte que les PC3 son androgen independents.

Els nivells d’expressiéo de P450 es van trobar molt elevats a les PC3, encara que
també es va trobar expressio a les LNCaP i a les CAHPV10. L’activitat incrementada
d’aquest enzim permetria a aquestes cél.lules produir per aromatitzacid dels androgens uns
nivells considerables d’estradiol. S’ha demostrat que els estrogens també incrementen el
creixement de les cél.lules de prostata en cultiu (Nakhla, A.M. et al. 1996).

L’espressio d’ERa va ser detectable a les quatre linies, tot i estar molt més expressat
a les linies cel.lulars normals. Altres autors tambeé han detectat nivells d’expressié d’ERa a
les linies cel.lulars tumorals LNCaP i PC3 (Lau, K.M. et al. 2000).

Es van detectar uns nivells molt alts d’expressio d’ERb a la linia cel.lular PC3 i
baixos a la linia cel.lular CAHPV10. La impossibilitat d’amplificar el transcript utilitzant
un lower primer especific de I’extrem carboxi-terminal, va fer pensar que es podia estar
expressant una isoforma amb una regi6 carboxi-terminal diferent. L’ERb que s’expressava
era I’isoforma cx que té la regi6 carboxi-terminal diferent. Aquest fet va ser confirmat per
la técnica de Western Blot amb extractes protéics de les linies cel.lulars PC3, LNCaP i
CAHPV10, ja que utilitzant un anticos contra la part amino-terminal de I’'ERb es van poder
detectar a la linia cel.lular tumoral PC3 dues bandes corresponents al ERbcx, del tamany ja
descrit (Ogawa, S. et al. 1998), i a la linia cel.lular normal CAHPV10 dues bandes
corresponents a I’ERb. Aquests tamanys de proteina per I’'ERbcx i per ’ERb han estat
detectats per la tecnica de Western Blot per altres autors (Ogawa, S. et al. 1998). S’ha
demostrat que aquest ERbcx no és capag d’unir-se a I’element de resposta a estrogens i que
heterodimeritza amb alta afinitat amb I’ERa, amb el que el ERbcx actuaria de dominant
negatiu de I’activitat de I’ERa (Ogawa, S. et al. 1998). El fet de que la linia cel.lular

tumoral PC3 expressi nivells alts de P450 aromatasa, nivells baixos de I’ERa i nivells alts
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de I’ERbcx suggereix que aquests factors juguen un paper important en el creixement

cel.lular amb independéncia d’androgerns.

[1l.2. Mostres de prostata humanes

En mostres de prostata humanes de donants i pacients amb cancer de prostata s’ha
estudiat per RT-PCR I’expressio de SHBG/ABP, d’ERDb, de P450 aromatasa i de S14, el
que ha permes observar que el teixit normal prostatic no expressa cap transcript de
SHBG/ABP i en canvi, el teixit tumoral expressa tres transcripts diferents de SHBG/ABP.
També s’ha pogut comprovar per aquesta técnica que tots els pacients amb cancer de
prostata expressen uns nivells molt alts de P450 aromatasa i que els pacients en que s’ha
detectat I’expressio de la SHBG/ABP expressen també I’ERDb.

Els patrons d’expressiéo del diferents receptors i els tipus de transcripts de
SHBG/ABP expressats en les linies cel.lulars tumorals i en les mostres humanes indiquen
que les linies LNCaP i PC3 son un bon model per estudiar els efectes de la SHBG/ABP al

cancer de prostata huma.
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1. En el ratoli transgenic per la SHBG/ABP de rata, la sobreexpressio d’aquesta proteina
en el testicle provoca una aturada parcial de la primera divisié meiotica de les cél.lules

germinals.
2. En el ratoli transgénic per la SHBG/ABP de rata, la sobreexpressié d’aquesta proteina
en el testicle provoca la mort per apoptosi de les cél.lules germinals. Els tipus cel.lulars

majoritaris que es moren sén espermatocits en fase de paquité i metafase.

3. Les cel.lules germinals del ratoli transgénic per la SHBG/ABP de rata que moren per

apoptosi sobreexpressen el receptor d’estrogens beta.

4. En la linia de ratolins transgenics per la SHBG/ABP humana, el mRNA de la
SHBG/ABP alternativa s’expressa a les cél.lules germinals del testicle. La proteina a
que dona lloc es localitza a I’acrosoma dels espermatozous.

5. El testicle huma expressa el mMRNA de la SHBG/ABP.

6. En el testicle huma, les cél.lules germinals contenen la proteina SHBG/ABP humana.

7. Els espermatozous humans contenen la proteina SHBG/ABP humana.

8. En els testicles de pacients que només contenen cél.lules de Sertoli no s’expressa el
MRNA de la SHBG/ABP humana.

9. Les linies tumorals derivades de cél.lules epitelials de prostata humana PC3 i LNCaP,
sobreexpressen tres MRNAs de la SHBG/ABP: un majoritari que conté I’exd A i I’exd

1, i dos minoritaris que contenen I’ex6 A.

10. El transcript majoritari que expressen les linies tumorals PC3 i LNCaP dona lloc a la
proteina SHBG/ABP que és secretada.
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11. La linia tumoral de cél.lules epitelials de prostata humana hormono-independent PC3
perd I’expressio del MRNA i de la proteina del receptor d’estrogens beta, sobreexpressa
el MRNA i la proteina de la isorforma cx del receptor d’estrogens beta, i sobreexpressa

el mMRNA de la P450 aromatasa.

12. Els pacients amb cancer de prostata sobreexpressen el mRNA de la SHBG/ABP,

juntament amb el mMRNA del receptor d’estrogens beta i P450.
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