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INTRODUCCIO

No quiso desayunarse don Quijote,
porque, como esta dicho,
dié en sustentarse de sabrosas memorias.



OBJECTIUS

...; Yy asi, con estos tan agradables pensamientos,
lIlevado del extrafio gusto que en ellos sentia,
se did6 prisa a poner en efecto lo que deseaba.



MATERIAL 1 METODES

---, se arm6 de todas sus armas, subidé sobre Rocinante, ...,
embrazé su adarga, tomé su lanza y
por la puerta falsa de un corral

salié al campo con grandisimo contento y alborozo...



RESULTATS

La ventura va guiando nuestras cosas
mejor de lo que acertaramos a desear;...



DISCUSSIO

A la sombra del arbol estaba, como se ha dicho,
y alli, como moscas a la miel,
le acudian y picaban pensamientos.



CONCLUSIONS

-Cada dia, Sancho -dijo don Quijote-,
te vas haciendo menos simple y mas dicreto.



BIBLIOGRAFIA

Entraron dentro todos y el ama con ellos,
y hallaron mas de cien cuerpos de libros grandes,
muy bien encuadernados y otros pequefios;...
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1. EL RONYO

Els ronyons sén els organs principals del sistema urinari de vertebrats.
Mitjancant la filtracié de la sang i la formaci6 de l'orina, aquest organ contribueix a
I'nomeostasi de I'organisme.

Entre les diferents funcions del rony6 trobem:

Regulaci6 de la composicid ionica de la sang, de la seva osmolaritat i el seu
volum; el rony6 controla la reabsorcid i la pérdua d'aigua i dels diferents ions.
Contribucio a la regulacié de la pressié sanguinea, no només regulant el volum
de sang sind també amb la secrecio6 de renina i el control de la resisténcia renal.
Regulacio del pH sanguini.

Producci6 d'hormones. La forma activa de la vitamina D (calcitriol) que regula
I'nomeostasi del calci, i I'eritropoietina que estimula la produccié d'eritrocits,
son ambdues d'origen renal.

Contribucié a la regulacio dels nivells sanguinis de glucosa, donat que el rony6
és capac¢ d'utilitzar precursors gluconeogenics per sintetitzar glucosa; la
glucosa produida al rony0 va a parar al corrent sanguini.

Excrecio amb l'orina de substancies alienes o de desfeta: Amoni i urea
procedents de reaccions de desaminacio, bilirrubina originada en el
catabolisme de I'hemoglobina, creatinina d'origen muscular, acid uric provinent
del catabolisme d'acids nucleics i altres. Tambe s'excreten a I'orina els farmacs

i les toxines d'origen divers.

1.1. Origen embrionari del ronya.

El desenvolupament embrionari del rony6 es caracteritza per la formacio
successiva de tres organs excretors embrionaris diferents: el pronefros, el mesonefros i
el metanefros (Saxén, 1987 i Vize et al. 1997). El pronefros i el mesonefros sén
presents, nomeés de manera transient, durant les primeres etapes del desenvolupament
embrionari dels mamifers, aixi, el ronyd definitiu es desenvolupa a partir del
metanefros. En peixos i amfibis, en canvi, el pronefros és completament funcional i
indispensable durant la vida larvaria; a la vida adulta, el pronefros pateix un procés de
regressio i apoptosi, essent funcionalment substituit pel mesonefros que esdevé el ronyé

definitiu.
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Tots tres ronyons comparteixen una organitzacié estructural similar, diferint
principalment en el nombre i distribucio espaial de les nefrones, unitats funcionals del
ronyé de vertebrats. Aixi, mentre el pronefros tipic d'amfibis i peixos conté entre 1 1 3
nefrones, el metanefros huma pot tenir més d'un milié d'aquestes unitats funcionals.

El desenvolupament del metanefros muri s'inicia el dia 11 embrionari, quan una
estructura epitelial (el primordi uretral) sobre-surt del conducte de Wolffian envaint el
mesénquima metanefritic i induint la condensacié de les cél-lules d'aquest mesénquima.
Aquests condensats es diferencien en cel-lules epitelials polaritzades, formant de
manera eventual les primeres nefrones. Per la seva banda, el mesenquima indueix la

ramificacid del primordi uretral que dona lloc al sistema de conductes col-lectors.

Fig. I-1: llustracid esquematica del desenvolupament inicial de la nefrona. A, el
creixement del conducte de Wolffian indueix la formacié del condensat cel-lular. B, el primodi
uretral envia senyals que indueixen la formacio dels agregats mesenquimatics pretubulars.
CiD, les cel-lules es polaritzen i diferencien en cel-lules epitelials. E, les cél-lules endotelials
son reclutades per formar part de la nefrona. F, glomerulogénesi.
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Mitjancant el marcatge de cél-lules mesenquimatiques metanefritiques no
diferenciades s'ha pogut estudiar I'origen dels diferents tipus cel-lulars renals. Aixi, es
troben cel-lules procedents d'una mateixa cel-lula progenitora a tots els segments d'una
nefrona i de les seves adjacents. Només entre un 5 i un 10% de les cel-lules d'una
nefrona son originaries de la mateixa progenitora (Koseki, 1991). Aix0 suggereix la
necessitat de diferents cél-lules mare per tal de formar una nefrona. Per altra banda, si el
mesénquima metanefritic ja s'ha diferenciat, la progenie que se'n deriva queda
restringida a un unic segment de la nefrona (Herzlinger, 1992).

La nefrogénesi es completa durant el periode perinatal. En humans, la formacio
de nefrones finalitza entre la setmana 28 i la 36 de gestacio. Al ratoli el
desenvolupament morfologic d'aquestes nefrones immadures finalitza cap al dia 17 de la
vida embrionaria. En la rata, en canvi, la nefrogenesi finalitza el 8¢ dia de vida post-
natal.

Evidencies experimentals suggereixen que el nombre de nefrones esta
predeterminat. Aixi, si es realitza una nefrectomia unilateral en rates joves, el ronyé
contralateral duplica la seva mida. Aquest increment de pes provocat per processos de
hipertrofia i hiperplasia no comporta, en canvi, un augment en el nombre de nefrones
(Aperia, 1980).

Diversos estudis demostren que la diferenciacio de les cél-lules epitelials dels
tabuls renals continua després del naixement. En el periode post-natal, aquestes cel-lules
apareixen subdesenvolupades com a epiteli transportador, tant pel que fa a a molecules
de transportadors com als sistemes de regulacio de I'esmentat transport (Evan, 1993). El

ronyé huma no es considera madur fins a 1 o 2 anys després del naixement.

1.2. Anatomia del ronyé.

Els ronyons de mamifer son organs parells retroperitoneals situats a la part
posterior de I'abdomen, un a cada costat de la columna vertebral.

Una Unica artéria renal principal porta la sang al rony6, ramificant-se en diversos
conductes al seu interior; un cop filtrada, la sang surt del ronyo per la vena renal.
Conjuntament amb l'intricat sistema vascular, hi trobem un complex sistema limfatic
aixi com terminacions nervioses, tot inclos en un esquelet de teixit intersticial. En
intima connexié amb el sistema vascular trobem les unitats funcionals renals, les

nefrones.
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Fig. I-2: llustracio del ronyé de mamifer on s'indiquen les regions principals.

1.2.1. La nefrona

La nefrona és la unitat funcional del ronyd dels vertebrats. EI nombre de
nefrones varia segons les espécies; aixi, el ronyé huma conté al voltant d'un mili6 de
nefrones i el de rata aproximadament 30.000. Els components essencials de la nefrona i
el tub col-lector s'especifiquen a la figura I-3.

El rony6 esta format per dues poblacions de nefrones, segons presentin una
nansa de Henle llarga o curta. Aquesta llargada és depenent de la posicié del glomeérul;
aixi, les nefrones amb glomeéruls més corticals presenten nanses de Henle curtes que es
pleguen abans d'arribar a la medul-la interna. En canvi, les nanses de les nefrones amb

glomeruls juxtamedul-lars son més llargues i formen part de la medul-la interna.
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Capsulafibrosa Tdbul distal contorngat  Tibul proeimal contorne)a

Corpusde renal cortical
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Fig. I-3: La nefrona, els diferents segments funcionals.

Segons la posicio dels diferents segments de la nefrona, la zona medul-lar es
divideix en:

Medul-la interna: Conté el segment prim ascendent i descendent de la
nansa de Henle aixi com el tub col-lector.
Zona interna de la medul-la externa: Conté el segment prim descendent, el
segment gruixut ascendent de la nansa de Henle i el tub col-lector.
Zona externa de la medul-la externa: Conté el segment terminal de la pars
recta del tabul proximal, la pars recta del tabul distal i el tub col-lector.

A la regio cortical es troben els glomeéruls, els segments contornejats dels tabuls

proximals i distals, la pars recta d'aquests tubuls i els tubs col-lectors.
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El corpuscle renal

El corpuscle renal és responsable de la ultrafiltracié del plasma. Esta format per
una xarxa de capil-lars (el glomeérul) rodejats per un conjunt de cél-lules endotelials,
mesangials i epitelials. La sang penetra al glomérul per l'arteriola aferent, travessa la

xarxa de capil-lars i surt per l'arteriola eferent.

Fig. I-4: Imatge de microscopia electronica
d'un glomeérul. S'indica l'arteriola eferent (E) i
I'arteriola aferent (A). (Brenner, 1996).

Les cél-lules mesangials produeixen prostaglandines i presenten un complex
sistema de microfilaments, aixi com activitat contractil i fagocitica, proporcionant
suport estructural a la xarxa de capil-lars glomerulars (Michael, 1980; Schlondorff,
1987; Kriz, 1990).

Fig. I-5: El corpuscle renal.
S'indiquen les ceél-lules endotelials
(E), mesangials (M), epitelials
viscerals (V) i epitelials parietals (P).
També es pot observar la macula
densa (veure aparell
juxtaglomerular). (Brenner, 1996)
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La superficie de les cél-lules endotelials esta carregada negativament per la
presencia d'una glicoproteina polianionica, la podocalixina (Kerjaschki, 1984).
Tanmateix, I'endoteli presenta estructura fenestrada, a manera de filtre, i representa la
barrera inicial en el pas de substancies de la sang al filtrat glomerular. Aixi, ni eritrocits,
ni leucocits ni plaquetes superen aquesta barrera.

Una segona barrera la constitueix la lamina basal glomerular, formada per la
lamina densa, la lamina rara externa i la lamina rara interna. Aquesta membrana és una
barrera selectiva tant pel que fa a la mida com a la carrega. Per tant, la membrana basal
restringeix el pas de les molecules carregades negativament aixi com les de mida
superior a la de lI'albimina (Brenner, 1977; Renke, 1977; Renke 1978).

Finalment, I'dltima barrera la constitueixen els podocits ramificats amb
estructura de filtre laminar que embolcallen els capil-lars glomerulars. Aquest filtre
cel-lular només és travessat per molecules de mida inferior a I'albumina.

Les cél-lules epitelials parietals formen una estructura anomenada capsula de
Bowman. Aquesta capsula engloba el glomeérul i el conjunt de cél-lules associades i

recull el filtrat glomerular previament al seu pas al tub proximal contornejat.

El tubul proximal

Com a continuacio del glomerul trobem el tubul proximal. Una de les principals
funcions del tabul proximal és la reabsorcié de Na*, HCOs', CI', K*, aigua, glucosa i

aminoacids. Per a tot aixd compta amb un epiteli polaritzat i altament especialitzat.

A nivell morfoldgic s'hi distingeixen tres segments: Sy, S, i S3 que comprenen la

pars convoluta i la pars recta del tubul (Brenner, 1996).

El segment S; correspon a la porci6 inicial del tabul proximal contornejat.
Les cél-lules epitelials que el formen presenten un brush border alt i un
sistema vacuolar i lisosomal ben desenvolupat. La membrana basolateral
conté mdaltiples invaginacions i processos laterals i, com és caracteristic en
els epitelis implicats en processos de transport actiu, els mitocondris se

situen tambeé en aquesta regio.
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Fig. 1-6: Imatge de microscopia electronica d'una cél-lula epitelial S; del tdbul
proximal renal de rata. (Brenner, 1996)

El segment S, conté la resta del tubul proximal contornejat i la part inicial
de la pars recta. Es estructuralment similar al S;, amb un brush border

més curt, menys invaginacions basolaterals i mitoncodris de mida inferior.

Fig. I-7: Imatge de microscopia electronica d'una cél-lula epitelial S, del tdbul
proximal renal de rata. (Brenner, 1996)

10
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Al segment S; les invaginacions i els processos laterals son practicament
absents, amb mitocondris petits i distribuits aleatoriament; la mida del
brush border és altament variable segons les especies: llarg en rata i curt
en conill. El peroxisomes, presents al llarg de tot el tubul, son

especialment prominents en aquest segment.

Fig. 1-8: Imatge de microscopia electronica d'una céllula epitelial S; del tabul
proximal renal de rata. (Brenner, 1996)

Com a epiteli eminentment transportador s'hi han descrit diversos sistemes de
transport a nivell del tabul proximal renal; bona part d'aquests sistemes es basen en la
creacio d'un gradent de carrega i/o de concentracié que permet a la cél-lula epitelial

proximal la reabsorcio d'ions i altres substancies:

11
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Fig. 1-9: Esquema simplificat dels mecanismes de transport a nivell del tabul

proximal renal.
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Intercanviadors de Na® i H" (NHE) apicals i basolaterals: Es troben 3
tipus d'intercanviadors: el NHE1 i el NHE2 s'activen només quan el pH
intracel-lular disminueix, essent inactius en condicions fisiologiques. El
primer es localitza a nivell basolateral a tot el llarg de la nefrona, el segon
és present a la membrana apical del tabul proximal i la nansa de Henle.
Per la seva banda el NHE3 es localitza a la mebrana apical, secreta H" a la
[lum tubular i esta regulat per PKA, PKC, dexametasona i T3.

Bomba apical de protons: ATPasa apical responsable del 20-35% de la

reabsorcio proximal de Na* i HCO3'.

12
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Co-transportadors apicals de Na': Encarregats del transport de glucosa,
fosfat i aminoacids. Les cel-lules epitelials renals transporten glucosa
eficientment mitjangant el gradent creat per la bomba de Na’. S'han
descrit 2 transportadors apicals (Na': glucosa) SGLT1 a S3i SGLT2 a S;.
A nivell basolateral la glucosa surt per difusio passiva facilitada o per els
transportadors GLUT1 (S3) i GLUT2 (Sy).

Co-transportadors de H* apicals: Responsables del transport de di i
tripéptids a nivell de S; i S3, aixi com alguns antibiotics.

Bomba Na* K" basolateral: Constituida per les subunitats a (conté els
llocs actius per a Na*, K™ i ATP), b i d (subunitats reguladores). Cada una
d'aquestes subunitats té diferents isoformes que es distribueixen al llarg
dels segments tubulars de manera especifica. Té una estequiometria de
transport de 3 Na* per 2 K*, generant-se un gradent de carrega.

Canals de K" basolaterals i apicals: Indispensables per al bon
funcionament de la bomba de Na* i K.

Co-transportadors (HCO3™: Na") basolateral: Encarregat de mantenir el pH
cel-lular, es troba ancorat al citoesquelet de manera que canvis en el
volum cel-lular controlen I'exposicio del transportador a la membrana.
Intercanviador anionic basolateral: Intercanvia anions organics o
inorganics excloent-hi CI.

Transportadors de CI” basolaterals: Per una banda el bescanviador (CI" x
HCO3) i també el cotransportador ClI': K*.

Aguaporinal (apical i basolateral): Canals d'aigua.

D'aquesta manera, en el tubul proximal es déna la reabsorci6 del 80 % del filtrat

glomerular, ja sigui mitjangant mecanismes d'absorci6 passius o actius.

La nansa de Henle

Entre el tabul distal i el tabul proximal trobem el segment prim de la nansa de

Henle. En el cas de les nefrones juxtamedul-lars, aquest segment es troba formant part

de la medul-la interna i és de llargada considerable. En les nefrones corticals és molt

més curt i es localitza a la regio interna de la medul-la externa.

13
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Segons les caracteristiques ultraestructurals i la localitzacié de les cél-lules

d'aquest segment, s'han descrit quatre tipus diferents d'epitelis:

Fig. I-10: Diferents epitelis del segment prim de la nansa de Henle. (Brenner, 1996)

L'epiteli tipus I es troba exclussivament en el segment prim de la nansa de Henle
de les nefrones corticals. L'epiteli tipus Il forma el segment descendent de les nefrones
juxtamedul-lars situat a la medul-la externa, i esdevé epiteli tipus Ill en entrar a la
medul-la interna. Finalment I'epiteli tipus 1V forma el gir de la nansa de Henle aixi com
tot el segment prim ascendent.

El segment prim de la nansa de Henle juga un paper important en la regulacio de
la concentracid de l'orina gracies a la seva diferent permeabilitat a cada tram. Aixi, el
segment descendent és permeable a l'aigua i poc permeable a Na* i CI” la qual cosa
permet la concentracié del fluid tubular. Per altra banda el segment ascendent és
impermeable a l'aigua perd molt permeable a Na* i CI” permetent que la sal difongui del
tabul.
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El tubul distal

A nivell morfologic es diferencien tres segments al tubul distal: EI segment
gruixut ascendent de la nansa de Henle, la macula densa (veure aparell juxtaglomerular)
i el tubul distal contornejat.

Les cél-lules del segment gruixut ascendent de la nansa de Henle es caracteritzen
per presentar abundants invaginacions en la membrana plasmatica basolateral, aixi com
interdigitacions entre cel-lules adjacents, amb nombrosos mitocondris perpendiculars a
la membrana basal. Aquest segment del tabul distal esta implicat en el transport actiu de
Na® i CI des del lumen a l'interstici. Aquest epiteli és altament impermeable a l'aigua i
la reabsorci6 de sals contribueix a la dilucio de I'orina. L'activitat en aquest segment del
tibul distal esta regulada per multitud d'hormones, incloent-hi la vasopressina,
I'hnormona paratiroidal i calcitonina, totes elles via I'activacio del sistema de I'adenilat

ciclasa.

Fig. I-11: Imatge de microscopia electronica del tGbul distal. Segment gruixut
ascendent. (Brenner, 1996)

El tabul distal contornejat esta cobert de nombroses microprojeccions. Es tracta
d'un epiteli ciliat amb nombroses invaginacions a la membrana basolateral i
interdigitacions entre cél-lules adjacents. Aquest segment del tubul distal presenta
I'activitat Na*: K* ATPasica i Ca**: Mg*" ATPasica més elevada de tota la nefrona,

proporcionant energia per al transport ionic.
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Fig. 1-12: Imatge de microscopia electronica del tabul distal contornejat. (Brenner,
1996)

L'aparell juxtaglomerular

L'aparell juxtaglomerular representa un dels principals components del sistema
renina-angiotensina. Es localitza a la regié vascular del glomeérul, on una porci6 del
tubul distal de la nefrona entra en contacte amb el seu glomeérul parental. Aixi, en funcid
de la composicio del filtrat que arriba al tabul distal, I'aparell juxtaglomerular modula
I'activitat a nivell glomerular; és, doncs, un sistema d'autorregulacié per a la nefrona.

Hi trobem les cél-lules granulars juxtaglomerulars, localitzades principalment a
les parets de les arterioles aferents i eferents glomerulars. Aquestes cel-lules son
responsables de la sintesi de renina i angiontensina Il (Deschepper, 1986).

La porcié del tub distal que forma part de l'aparell juxtaglomerular s'anomena
macula densa. Aquestes cel-lules, pero, no presenten les caracteristiques tipiques de
tubul distal, ni a nivell morfologic ni a nivell funcional i exerceixen un paper

senyalitzador en el control de la secrecio de renina.

Fig, [-13: L'aparell
juxtaglomerular.  S'assenyalen les
cél-lules de la macula densa MD) i
cél-lules mesangials extraglomerulars
(EM) (Brenner, 1996).
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Aguesta secrecid de renina per part de les cel-lules granulars juxtaglomerulars
respon a l'activitat nerviosa renal, la pressié arterial (i més concretament a la pressio a
l'arteriola aferent) i també al balan¢ de sodi de l'organisme. Alguns dels factors
responsables d'aquesta secrecid han estat identificats, com ara neurotransmissors,
angiotensina Il, prostaglandina E,, prostaciclina i 0xid nitric; en canvi es desconeixen
els mediadors del senyal pel que fa al balang de Na®, a la pressio arterial 0 a un hipotétic

factor de la macula densa (Kurtz, 1999).

El tub col-lector

El tub col-lector recull el filtrat del tabul distal contornejat i travessa el cortex i
la medul-la renal. Les caracteristiques de I'epiteli varien a cada tram i aixi podem
distingir entre el tub col-lector cortical i el medul-lar. Dos tipus cel-lulars s'han descrit al
tub col-lector de mamifers: les cel-lules principals i les cel-lules intercalades (A i B),
aquestes ultimes van disminuint en nombre en avancar al llarg del tabul essent absents
al segment medular intern del tub col-lector.

L'epiteli del tub col-lector és relativament impermeable a l'aigua en abséncia de
vasopressina. Aquesta hormona es lliga a receptors especifics de la membrana
basolateral activant la produccioé de AMPc i el transport d'aigua a la membrana apical a

través de canals especifics de tub col-lector.

1.3. Regulacié de la funci6 renal

Sistema renina-angiotensina

La renina és un enzim proteolitic secretat a la sang per les cél-lules granulars de
I'aparell juxtaglomerular. Al corrent sanguini catalitza la conversio d'angiotensinogen
d'origen hepatic en angiotensina I. L'hormona convertidora d'angiotensina elimina dos
aminoacids de l'angiotensina | per donar lloc a I'angiotensina I, forma activa de I'enzim.
El control de la secrecid de renina esta exercit per les propies cél-lules granulars que
detecten canvis en el volum vascular, per la macula densa, pels nervis simpatics renals i
per la mateixa angiotensina Il que inhibeix la secrecid de renina per part de les cél-lules
granulars. L'angiotensina Il és un vasoconstrictor potent, sobre tot a nivell de les
arterioles eferents. Contreu les cél-lules mesangials glomerulars i augmenta la

reabsorcié de sodi a nivell del tabul proximal.
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Aldosterona

Hormona produida per la glandula suprarenal, estimula la reabsorcio de sodi en
el tub col-lector i en les principals cél-lules dels conductes col-lectors corticals.
L'aldosterona exerceix el seu efecte combinant-se amb receptors intracel-lulars i
estimulant la sintesi d'activadors de l'obertura de canals de Na'. La seva secrecid es
regula per angiotensina 1l, concentraci6 plasmatica de Na* i K" i hormona

adrenocorticotropa.

Prostaglandines

El rony0 produeix basicament prostaglandina E; i prostaglandina 1, amb efectes
vasodilatadors sobre les arterioles aferents, contrarestant I'efecte vasoconstrictor dels
nervis renals i de I'angiotensina Il. Un augment d'alguns d'aquests dos factors esmentats

estimula als ronyons a sintetitzar i alliberar les prostaglandines.

Péptid natriurétic auricular

Segregat per les cél-lules auriculars del cor, augmenta I'excrecié de sodi en orina
en incrementar el filtrat glomerular i inhibir la reabsorcio de sodi, principalment a nivell
dels tubuls col-lectors medul-lars. També pot inhibir la secrecid de renina i d'aldosterona
contribuint de manera indirecta a l'excrecio del sodi. La seva secrecio s'estimula per

distensio de l'auricula com a conseqiiéncia d'un augment en el volum plasmatic.

Nervis renals

Estimulen la secrecio de renina mitjancant la vasoconstriccio de les arterioles
aferents, aixo provoca l'estimulacié dels baroreceptors renals i els receptors de la
macula densa. Per altra banda també té un efecte directe sobre la reabsorci6 tubular del

sodi.

1.4. Efecte dels androgens al rony6

El rony6 dels mascles és més gran que el de les femelles en moltes espécies
animals. Juntament amb aquest efecte macroscopic, els androgens son responsables
directes o indirectes d'altres diferéncies (morfologiques o moleculars) que donen lloc al
dimorfisme sexual renal.

Les diferencies de grandaria del ronyd entre ratolins mascles i femelles és
deguda a processos d'hiperplasia i hipertrofia postnatals, ja que al naixement no hi ha

diferencies entre els dos sexes (Jean-Faucher, 1987). En canvi, el tractament de femelles
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amb testosterona provoca un augment de mida del ronyd (hipertrofia) pero no del
nombre de cel-lules (hiperplasia) (Bardin, 1978).

El dimorfisme anatomic va meés enlla de les diferéncies de grandaria. Aixi, s'han
descrit diferéncies entre ratolins mascles i femelles de diverses soques pel que fa al
diametre del glomerul i al percentatge de corpuscles renals amb cel-lules cuboides
(‘Yabuki, 1999).

A nivell ultraestructural les diferéncies sén evidents al llarg de tot el tubul
proximal renal muri, perd de manera més pronunciada a les cel-lules S; i S (Koenig,
1980). A les femelles, els mitocondris de les cél-lules epitelials del segment S, s6n
allargades i electrodenses. El contingut dels lisosomes és basicament granular i els
vaquols autofagics son relativament infreqlients; el reticle endoplasmic i el Golgi es
presenten dispersos. Als mascles, en canvi, els mitocondris del segment S, son més
grans i els lisosomes més nombrosos amb el Golgi i el reticle endoplasmic clarament
més prominents.

Els androgens exerceixen també el seu efecte a nivell renal mitjancant
I'expressié diferencial de gens de diversa indole: b-glucuronidasa (Bardin, 1978),
ornitina decarboxilasa (Pajunen, 1982), RP2 (Berger, 1981), SA, citocrom P450 4B1, i

transportadors d'anions organics (Melia, 1998).

2. LA KIDNEY ANDROGEN-REGULATED PROTEIN (KAP)

La recerca de proteines regulades per androgens al rony6 muri va portar a la
identificacid, per traduccié in vitro, de la Kidney Androgen-regulated Protein (KAP)
(Toole, 1979). Es va descriure inicialment com una proteina de 20.000 dalton,
codificada per un mRNA relativament abundant (entre el 4 i el 5% del mMRNA de ronyo
de ratoli mascle) que presentava un clar dimorfisme sexual en la seva expressié. Aixi, el
maxim d'expressio es troba en mascles intactes seguits per les femelles i finalment els
mascles castrats amb els nivells d'expressié més baixos. El tractament amb testosterona
d'aquests dos Ultims grups recupera els nivells d'expressid, equiparant-los als dels

mascles intactes.

2.1. El mRNA de KAP i la proteina deduida.

El cDNA de la KAP es va obtenir a partir de mRNA de ronyo de ratoli femella
(soca A/J) tractada amb testosterona (Meseguer, 1989). La sequencia de nucleotids es

detalla a la figura:
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1 atttctttctcctgttcactggttgccttaaccctactaaagc
44 atgatgcttttcaaggtcctggtgatcactgtcttctgtggtctg
M ML F KV LV I TV FCGL
89 actgtggctttccccctgtcagaattagtttcaatcaataaagaa
T VvV AFPLSEULV S 1T N K E
134 ctacagaattcaatcattgacctactaaactcagtctttgaccaa
L Q NS 1T I DLL NSV FDQ
179 ctgggatcatacagagggacaaaagctcctctagaggattataca
L 6 SYRGTI KA APULETDYT
224 gatgatgatttaagcactgactctgagcagatcatggacttcacg
bbbL STDSE~QI MDFT
269 ccagccgcaaacaaacagaattctgagttctctactgatgttgag
P AANIKQNSEF S TD V E
314 acagtctcctccggctttctggaagaattcactgagaacacagac
T Vv S S G F L EEFTENTD
359 atcacagtgaaaattccattagctgggaatccagtctcccctact
I T v K1 PLAGNWPVSPT
404 tcctgagaagactccaactttgaaataaacctgcgactgccattc
S *
aggatattgtctttgtagaaaatgatataaatctaagatgctccc
agcaaagaagaaagaacgaggaagtgatcctggatgagaaatgct
gtgccaggcatctctaagctctacccttactctgtgtgggtttaa
gaaataaacgttcatttgaattgc

Fig. lI-1: Sequeéencia nucleotidica del cDNA de la KAP i proteina deduida (GenBank
M22810).

Aquest cDNA de 607 nucledtids presenta una regio 5' no codificant de 43
nucleotids que conté dos codons de stop a 5' del primer ATG, i una regié 3' no
codificant de 198 nucleotids que inclou el senyal de poliadenilacié a 23 nucleotids 5' del
lloc de poliadenilacié.

Els autors identifiquen, a partir de la seqliéncia de 121 aminoacids deduida del
cDNA, un possible peptid senyal que compren els residus 1-18, aixi com regions PEST

relacionades amb degradacio de proteines.

2.2. Estructura del gen de la KAP i localitzacio cromosomica.

L'estructura genomica de la KAP ha estat igualment subjecte d'estudi. Identificat
com a gen de copia Unica (Toole, 1979), el gen de la KAP obtingut a partir de BALB/c
conté un total de 3.807 nucleodtids estructurats en 4 exons (de 120, 177, 63 i 251
nucleotids respectivament) i 3 introns (de 1450, 126 i 1620 nucleotids) (Niu, 1991).

S'ha especulat sobre el possible significat de la presencia d'introns llargs, apuntant-
se que aquests es troben en gens que codifiquen per a proteines de funcid important,
constituint regions possibles de recombinacio genica i, per tant, protegint als exons de

possibles recombinacions.
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Les unions entre introns i exons presenten les sequéncies canoniques consens de
splicing dels transcrits primaris eucariotics. EI primer intré6 conté dos regions de DNA
repetitiu (ag)ss entre les posicions 674 - 739 i (gt)1s entre els nucleotids 1013-1044.

3 ni i

146D nk “ 126 nt 1620 mt

Fig. II-2: Estructura del gen de la KAP. S'assenyalen els 4 exons i els 3 introns.
GenBank M63703.

L'estudi dels polimorfismes dels fragments de restriccio en comparar el gen de la
KAP de C57BL/6 i de BALB/c indica un elevat polimorfisme entre les dues soques
(Niu, 1991).

Segons l'analisi de la localitzacié cromosomica del gen de la KAP, aquest mapa
al cromosoma 6 de ratoli, entre els gens de la GAPD i Kras-2 (Melanitou, 1991), estudis
posteriors discriminen una regié més petita, actualment s'ha acotat la localitzacié del

gen de la KAP a la posicié 63,7 cM del cromosoma 6 de ratoli.

2.3. Homolegs de KAP a altres espécies.

Homoleqg de rata: EI KAP de rata (GenBank U25808) presenta una

baixa homologia amb el KAP muri, com s'indica a la figura:

BELPF - [ LY T FCES TVAF RN SR ] F=i=

rELPF | [SEVLYITYF I:'F: TVAFF AR | 19

mELF 50 HGTE T OELE 1 FgFRANE g

TRAP 51 mraroleliedroRsne - orSuTinans oo Beo ERTHS

aKAF 100 FEMTOI E;E" FUEFES -
FEAP E ¥ EEE TTTFEaTR

Fig. II-3: Alineament rKAP (KAP de rata) i mKAP (KAP de ratoli).
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Les dues sequiencies presenten un 82% d'homologia a nivell nucleotidic.
L'analisi d'homologies a nivell aminoacidic, en canvi, revela una
homologia inferior: 54% d'identitat i 67% de positius, essent la regid
corresponent al péptid senyal la que presenta més gran homologia.
L'organitzacio genomica, en canvi, és idéntica a la de ratoli. L'expressio
esta igualment restringida al rony6, on es regula pels mateixos factors
hormonals que la KAP murina, i a l'iter (Niu, 1996).

Homoleg huma: A finals dels anys 90, amb I'augment exponencial de

seqliencies introduides a la base de dades de est (expressed sequence
tags), van apareixer sequéncies obtingudes a partir de llibreries
d'expressio humanes, amb elevada homologia (98-100%) a la KAP de
ratoli. Posteriorment es va advertir que hi havia indicis de que les
esmentades llibreries estaven contaminades amb cDNA muri.
Recentment, dues noves entrades humanes 100% homologues al KAP de
ratoli han aparegut a la base de dades GenBank: (AF319957) Homo
sapiens FKSG22 (FKSG22) mRNA, i (BC008576) Homo sapiens, kidney
androgen regulated protein, clone MGC:18182. Aquestes dues seqliencies
so6n 100% homologues a la KAP murina, tant pel que fa a la proteina com
a la seqiiéncia nucleotidica codificant.

Isoformes a ratoli : Mitjancant traduccio in vitro de mRNA de rony6 de

ratolins de diferents especies (Melanitou, 1992), s'ha observat I'aparici6 de
diferents formes de la KAP caracteritzades per petites variacions en el seu
pes molecular. En el cas de la soca OF1 de ratoli, apareixen dues formes
amb mobilitats electroforétiques lleugerament diferents. La seqlienciacid
dels cDNAs obtinguts a partir d'aquesta soca, confirma la presencia de
dues formes de la proteina. Aquestes dues formes alleliques es
diferencien en 3 nucleotids que donen lloc als dos canvis aminoacidics

responsables de les diferencies migratories.

2.4. Abundanciai distribucio tissular de la KAP.

Des de la seva identificacié (Toole, 1979) el MRNA de la KAP s'ha considerat
una especie considerablement abundant al rony6 de ratoli mascle. L'aplicacio de les
noves tecnologies d'analisi a gran escala , SAGE (serial analysis of gene expression),

SADE (SAGE adaptation for downsized extracts) i comparacio de perfils d'expressio
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genica (expression profile), han confirmat I'abundancia del mRNA de KAP al ronyo
muri (EI-Meanawy, 2000; Virlon, 1999 i Takenaka, 1998).

Mitjancant hibridacio in situ, Meseguer i col-laboradors (Meseguer, 1987)
demostren la presencia del mRNA de la KAP a les cél-lules d'alguns tabuls corticals
renals, essent negatius per a la hibridacio els glomeruls, altres tabuls corticals i tots els
tibuls medul-lars. Els autors utilitzen la reaccié de l'acid periodic de Schiff per
demostrar que son les cél-lules epitelials del tabul proximal renal les que efectivament
estan expressant el mMRNA de la KAP.

Pel que fa a l'especificitat tissular, Toole i col-laboradors (Toole, 1979) no
observen nivells d'expressio significatius a fetge, melsa, cervell, glandula submaxilar ni
a vesicula seminal. Mitjangant Northern blot no s'observa expressio de KAP a: fetge,
cor, pulmd, cervell, teixit adipos bru, teixit adipds blanc, glandula submaxil-lar, melsa,
teixit esqueletic, diafragma, glandula adrenal, aorta o testicle (Ding, 1997). La
utilitzacio de RT-PCR confirma I'abseéncia de KAP en alguns d'aquests teixits (Cebrian,
2001) figura:

KaAP

& » b o
Lo s qﬁqp aé{*&i*& c&qfﬁgﬁ“ﬁu@g

Fig. lI-4: RT-PCR a partir de mRNA de diferents teixits de ratoli (C57BL/6).

L'Gter és I'Unic teixit extrarenal on s'ha descrit la preséncia del mMRNA de KAP
(Kasik, 1993); en el cas del ratoli, el mMRNA és present Unica i exclussivament en els
uters de femelles gestants durant els 3 dies previs al part. Aixo es demostra per Northern
blot (Kasik, 1993) i per RT-PCR (Cebrian, 2001). No hi ha expressio de KAP a la
placenta, ni tampoc a Uter fora dels dies esmentats.
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Liber Placaenta

np 1@ 13 16 19 16 19

Fig. II-5: RT-PCR a partir de mRNA
d'uter en diferents dies de gestacid. np: no
gestant.

I8

P-actina

En el cas de la KAP a rata, la seva presencia a Uter també ha estat estudiada, tant
a nivell de mRNA com de proteina (Runic, 1996). El mRNA de KAP és abundant a
I'Gter de rates no gestants, disminuint de manera drastica la seva expressié a partir del
dia 1 de gestacid. Els autors observen un pic d'expressié el dia 5, per tornar a disminuir
fent-se gairebé indetectable entre els dies 11 i 15 de gestacid. A partir del dia 19 i de
manera previa al part (dia 22) els nivells de mRNA de la KAP augmenten fins al valor
inicial.

Aixi mateix, els autors han obtingut anticossos policlonals contra la KAP en
injectar conills amb la fussié6 GST-KAP expressada de manera heterologa en E. coli.
Aquests anticossos reconeixen la KAP de rata en assaigs d'immunohistoquimica. La
KAP es localitza tant a I'epiteli glandular i luminal de I'endometri com a la musculatura
llisa circular i longitudinal del miometri de rata. Durant la gestacio, ambdds
compartiments (miometri i endometri) veuen reduit el seu contingut de KAP,

principalment les cel-lules epitelials de I'endometri (Runic, 1996).

2.5. Regulacio hormonal.

Tant I'especificitat tissular com la regulacié per androgens van fer de la KAP un
molt bon model per estudiar els mecanismes de regulacié hormonal teixit-especifics.
Des de la seva identificacio, han estat moltes les aproximacions a l'estudi de la regulacio
hormonal de la KAP: diferents tractaments quirdrgics, tractaments farmacologics aixi
com la utilitzaci6 de trangenics i soques de ratoli deficients per a una o altra hormona,

han fet possible el coneixement actual de la regulacié de la KAP.
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2.5.1. El promotor de KAP.

La regi6 promotora de la KAP ha estat clonada i analitzada per a la preséncia
d'elements de resposta a diferents factors de transcripcié (Niu, 1991). A l'extrem 5' es
troba la caixa TATAAA (nucleotids -28 a -23) aixi com la seqiencia CCAAC
(nucleotids -69 a -65), aquesta distribucié dels elements TATA i CAAT és tipica de
molts gens eucariotics que son transcrits per la RNA polimerasa Il. Hi ha repeticions
d'aquests elements al llarg de la seqiiencia de DNA, localitzats més a 5' de l'inici de
transcripcio, pero no presenten l'orientacio correcta ja sigui entre ells o respecte a l'inici
de transcripcid. S'han identificat altres seqiiéncies que poden funcionar com a elements
reguladors en cis. Entre elles es troba un element de resposta a androgens (ARE), situat
al nucleotid -39 i solapat amb la caixa TATAAA, un possible element de resposta a
hormona tiroidal a -609, un putatiu lloc d'uni6 per a C/EBP a -64 i un lloc d'uni6 per a
AP-2 a -261. També s'han descrit mitjos elements de resposta a estrogens als llocs -604
i -264.

taggaatttc ataaattcat tctttttaat

ccacattttc

agctgagtag tactccattg tgtagatgta

tattat aaat
atcttctgga
ttttctgagg
acaat ggagg
tttgatctta
tccttggtaa
cgaaat ggct
ctgcttttge
aat gcgt aca
atctttgggg
gat ct ggt gg

tgtatccatt
aaggctgct a
tatatgccca
aaccgccaga
agtgttcctc
gccattctga
at gt ggagtt
act gct aggc
aat gagcagt
tgaggttttt
t gcagaaaag

cctctgttga
t gaacat agt
ggagaggt at
ctgatttcca
tttctccaca
ct at aaccca
at caactctc
tactgttgag
tcttcactgt
ccttagagta
actagctcta

agt agat gac ccctggccat

ggggcatcta
ggagcat gt g
tgctggatcc
gagt ggt t gt
tccacgccag

ggttctttcc
tccttcttac
tccggt agt a
acaagcct gc
catctgct gt

tgttcttgac cccattgtac

aaccttcaac
aat cacat gg
tctccagcaa
aaacagt cca
gcct agagga
t agagggt aa

ctceccgetgg
tctggcactt
tct gccagga
ttttttttgg
caaagaacag
t ggt gct aat

agcttctgge
cagt t gggge
ctat gt ccaa
aat cccacca
cacct gaat t
agagccagca
ggaaacgggg
ct agat agt t
t gaggact ct
acacaaaacc
caat gggggt
ggcaat gggt

ggt gcacct a
gtttttctta
ccctceecge
gggt acagga

gtcagacttt ctcctacccc
acttccttct gggtgcattc
cccetttttt ttcctctcca
t gt at aaaag cccaggagga

agattctatt gtttctatgg
tttaatagtt cataaaggtc

gccaact gtlg gaaajaccacc
ctctttttgg

ttcctagtta
cttcccaaac
tt cagggaga

Fig. lI-6: Estructura del promotor de KAP. ARE, TRE, 1/2 ER, AP-2,|C/EBP

2.5.2. Regulacié per androgens i estrogens a ronyo.

La KAP es va identificar en base a la seva regulacio per androgens (Toole,
1979). Mitjancant cinétiques d'hibridacid, els autors assignen una concentracio de
MRNA de KAP en mascles BALB/c 10 vegades superior que en femelles i 200 vegades
superior que en mascles castrats. Tanmateix, I'analisi d'una altra soca de ratoli, C57BL/6

demostra que, mentre els mascles intactes de les dues soques presenten valors semblants
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de mRNA de la KAP, els castrats C57BL/6 contenen només 20 vegades menys mRNA
que els mascles intactes.

Diferencies dels nivells d'inducci6 entre soques murines s'han descrit tambeé per
a altres gens controlats per androgens, com l'ornitina descarboxilasa (ODC) i la b-
glucuronidasa (Catterall, 1986; Melanitou, 1987).

El tractament de femelles i mascles castrats amb androgens provoca un augment
de I'expressio del mMRNA de la KAP fins als valors descrits en mascles intactes. Aquesta
induccid és evident a les 6 hores d'iniciar-se el tractament i assoleix el seu maxim a les
24 hores (Watson, 1984; Catterall, 1986). Estudis posteriors (Watson, 1988) de la taxa
de sintesi del mMRNA de la KAP, suggereixen una elevada estabilitat del seu mRNA, ja
que la seva concentracié apareix desproporcionadament elevada en comparacié amb la
seva taxa de sintesi; ara bé, I'estudi també demostra que l'augment en I'expressié del
MRNA de KAP en resposta als androgens és d'origen transcripcional i no degut
exclussivament a I'estabilitzacié del missatger.

Segons uns estudis inicials amb ratolins deficients per al receptor d'androgens
(Tfm), la testosterona augmenta l'expressio de la KAP en abséncia del seu receptor
(Watson, 1984). Posteriorment es va evidenciar que no es tractava d'un efecte directe
dels androgens; al ronyd la testosterona es pot aromatitzar a estrogen i activar
I'expressio de KAP en abséncia d'un receptor d'androgens funcional als ratolins Tfm. La
no activaciéo de l'expressio de la KAP en utilitzar DHT (metabolit androgénic no
aromatitzable) en ratolins Tmf, conjuntament amb [l'activacié obtinguda en tractar
aquests ratolins amb b-estradiol (Catterall, 1989) demostra la implicacié dels estrogens
en la regulacié de KAP. Aixi, els estrogens també augmenten l'expressid de la KAP,
encara que amb menor intensitat que els androgens, en mascles, femelles i castrats
(Meseguer, 1992).

La utilitzacio de la técnica d'hibridacié in situ ha aportat informaci6 valuosa per
a la comprensié de la regulacio homonal de la KAP. Aixi s'ha demostrat (Meseguer,
1987; Meseguer, 1989) que els androgens controlen la distribucid cel-lular del mRNA
de la KAP.
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Mascla .[:-astrat Femella

Fig. 1I-7: Distribucio del mRNA de la KAP al ronyé de ratoli mascle, femella i castrat.
Hibridacio in situ. (Imatge cedida per la Dra. Esther Solé).

Els mascles castrats i les femelles expressen el mMRNA a les cél-lules epitelials de
lar regid juxtamedul-lar (zona externa de la medul-la externa, o segment S3). Els mascles
intactes presenten, a més, un clar marcatge cortical (segment S;/S,). El tractament de
femelles i mascles castrats amb androgens provoca l'aparicié de senyal cortical en les
hibridacions in situ dels ronyons d'aquests animals (Meseguer, 1990).

Els estrogens, en canvi, afecten només a I'expressié de la KAP en el segment
juxtamedul-lar tant en femelles, com en mascles intactes, com en mascles castrats
(Meseguer 1992).

2.5.3. Regulacio per hormones tiroidals a ronyo.

Si la preséncia d'androgens és la responsable de I'expressio del mRNA de la
KAP per part de la céel-lula epitelial de la regio cortical, I'expressié a la regid
juxtamedul-lar no és depenent d'androgens, ja que l'extirpacié de les gonades i les
glandules suprarenals no elimina I'expressié de la KAP al segment S (Meseguer, 1990).
L'absencia d'expressid a Sz en animals hipofisectomitzats (Meseguer, 1990) apunta la
participacié d'algun factor hipofisari. La utilitzacié de ratolins deficients en diferents
hormones hipofisaries va indicar que I'expressio a la regié juxtamedul-lar depén de la
presencia de Ts. La implicacié directa de la T3 es demostra amb els assaigs amb ratolins
Hyt/Hyt (que presenten hipotiroidisme congénit) i amb animals tiroidectomitzats o
tractats amb perclorat sodic (impedint-se I'entrada de iode a la tiroide i la formacié de
T3). En aquests animals desapareix completament el senyal juxtamedul-lar de les
femelles i els mascles castrats, recuperant-se amb el tractament amb T3 (Solé, 1994;
Solé 1996).
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2.5.4. El ratoli transgenic KAP-HAGT.

L'absencia de linies cel-lulars renals murines que responguessin a androgens va
limitar I'analisi del promotor de la KAP a la generacid de ratolins transgenics. Aixi, es
va obtenir una linia de ratolins transgénics on 1542 parells de bases del promotor de la
KAP dirigeixen I'expressid de I'angiotensinogen huma (Ding, 1997).

L'estudi de I'expressio del transgen en aquests ratolins demostra que el fragment
de 1542 parells de bases conté la informacié necessaria per determinar I'especificitat
tissular de I'expressié renal de KAP, aixi com la seva regulacio per androgens (Ding,
2001). Aquesta regulacié androgenica és encara més marcada per al transgen que per a
la KAP endogena; ja que en el trangenic, l'angiotensindgen huma no s'expressa ni en
mascles castrats ni en femelles. Aquests resultats indiquen que els elements
responsables de la regulacié per hormona tiroidal es troben fora dels 1542 parells de

bases utilitzats en la construccio del trangenic.

2.5.5. Regulacié a uter.

La regulacié hormonal de I'expressié de la KAP a uter s'ha estudiat en el model
de rata (Runic 1996), observant-se una clara dependéencia dels estrogens. Per una banda,
els autors han avaluat els nivells de mRNA de la KAP al llarg del cicle estrogénic de la
rata, identificant-se una lleugera disminucio6 durant el diestre.

Tanmateix, els estrogens indueixen I'expressié uterina del mRNA de KAP en
femelles ovariotomitzades, mentre que un inhibidor de I'accid estrogénica (tamoxifen)

inhibeix I'expressid uterina, tant en femelles gestants com en no gestants.

3. LES CICLOFILINES

Les ciclofilines son proteines ubiqgules, altament conservades al llarg de
I'evolucid. Es troben en bacteris, fongs, plantes i vertebrats i son expressades per un

ampli ventall de teixits (revisio en Gothel, 1999).
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Fig. llI-1: Alineament de les ciclofilines A, B, C i E de ratoli.
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Fig. lll-2: Alineament de les ciclofilines B de diferents espécies.

Agquestes proteines es caracteritzen per presentar activitat peptidil-prolil cis-trans

isomerasa, aixi com per ser els lligands de I'immunosupressor CsA (Schreiber, 1991).
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3.1. Activitat Peptidil-prolil cis-trans isomerasa (PPiasa):

La major part dels enllagos peptidics adopten la configuracio trans durant la
biosintesi proteica al ribosoma; aquesta conformacid és la que trobem en I'estructura
nadiua de la major part dels enllacos peptidics (Ramachandran, 1968). En el cas de la
prolina, en canvi, I'enllag que precedeix a aquest aminoacid en la cadena polipeptidica
pot adoptar tant la configuracio trans com la cis. La isomeritzacié cis-trans d'aquest
enllag és un canvi conformacional que juga un paper important en el plegament de
proteines (Schmid, 1978) i suposa un pas limitant en aquest procés (Brandts, 1975;
Fischer, 1990; Schmid, 1993).

Fig. IlI-3: Cis-trans isomeritzacié de I'enllac peptidic.

L'any 1984 es va aillar la primera peptidil-prolil cis-trans isomerasa (Fischer,
1984). Aquest enzim catalitza el gir de 180° al voltant de I'enllag peptidic precedent a la
prolina sense que hi hagi trencament de la cadena polipeptidica ni formacié d'enllacos
covalents. Sorprenentment, aquesta PPiasa va resultar ser idéntica a la ciclofilina,

descrita com a lligang de I'immunosupressor CsA.

3.2. Les diferents ciclofilines:

3.2.1. Ciclofilina A (CyPA):

Es el membre prototipic de les ciclofilines. Es va descobrir originalment com el

lligand intracel-lular de la ciclosporina A (Handschumacher, 1984), i de manera
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independent, per la seva activitat PPiasa (Fischer, 1984). Localitzada principalment al
citoplasma, la CyPA, amb un pes molecular de 18 KDa, s'expressa abundantment a les
cel-lules de mamifer, representant fins a un 0,4 % de la fraccid proteica citosolica
(Harding, 1986). Per altra banda se li han descrit fins a 4 pseudogens al genoma huma
(Willenbrink, 1995).

L'analisi cristal-lografica de la CyPA revela una estructura de barril amb 8
lamines b i una butxaca hidrofobica que serveix de lloc actiu per a l'activitat PPiasa, aixi
com de lloc d'uni6 per a la CsA (Ke, 1991; Mikol, 1993).

Mitjancant assaigs de doble hibrid es va identificar la interaccio de la CyPA amb
la proteina GAG de la capside del virus d'immunodeficiencia humana (HIV-1) (Luban,
1993), la preséncia de la CyPA durant I'ensamblatge dels virions ajuda a la posterior
desestabilitzacié de les capsides necessaria per a una infeccié completa (Luban, 1996;
Braaten, 1997; Endrich, 1999).

Tanmateix s'ha descrit la homologia de la CyPA amb una nucleasa NUC18, aixi
com l'activitat nucleasa de la mateixa CyPA (Montague, 1994; Montague, 1997). Altres
estudis apunten el requeriment de la CyPA en I'homo-oligomeritzacid (pero no hetero-
oligomeritzacid) d'alguns receptors nicotinics i de serotonina (Helekar, 1997), aixi com
la secrecio de la ciclofilina per part de la cél-lula endotelial i com a resposta a I'estrés
oxidatiu (Liao, 2000).

3.2.2. Ciclofilina B (CyPB):

Va ser el segon membre de la familia a identificar-se (Price 1991). Es
essencialment homologa a la CyPA, pero es caracteritza per presentar extrems amino i
carboxi-terminals especifics. Aixi a I'extrem amino-terminal trobem un peptid senyal de
25 aminoacids que dirigeix la proteina a la via secretora mentre que l'extrem carboxi-
terminal s'ha identificat com el responsable de la retencié de la CyPB al reticle (Arber,
1992). En cel-lules en cultiu la proteina es localitza principalment al reticle, al complexe
de Golgi, a la membrana cel-lular i també al medi de cultiu.

Per altra banda també s'ha descrit la preséncia de la CyPB en serum (Allain,
1994) i en llet (Spik, 1991; Mariler, 1996). Aquests resultats han portat a la recerca i
identificacid de llocs d'uni6 per a la CyPB a nivell de membrana de limfocit T (Allain,
1994; Allain 1996; Denys, 1998(a); Denys, 1998(b)). Aquests llocs d'unié s'han
classificat com a tipus | (depenent de receptor, porta a la internalitzacié de la CyPB) o

tipus 11 (interacci6 de la CyPB amb els glicosaminoglicans de la mebrana del limfocit) i
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no comprometen l'activitat isomerasa ni la unié amb l'immunosupressor CsA. El
complexe CyPB-CsA és eficientment internalitzat mitjancant receptors tipus I, la CsA
s'acumula a l'interior cel-lular, el receptor es recicla a la membrana i la CyPB és
degradada.

Al igual que la CyPA, tambeé s'ha identificat la seva interaccié amb la proteina
GAG del virus HIV-1, i també amb el SIV-1; en comparacié amb la CyPA presenta una
més alta afinitat per la proteina virica (Endrich, 1999).

L'analisi de l'estructura 3D de la CyPB confirma la homologia amb CyPA
(Mikol, 1993) mentre els extrems terminals queden Illuny del centres d'activitat

isomerasa o d'unié a CsA.

Fig. lll-4: Representacio 3D de la ciclofilina B.

La CyPB s'ha implicat en processos de plegament de proteines especifiques, aixi
s'ha descrit la seva interacci6 amb procolagen i Hsp47 (Smith 1995), prolactina
(Rycyzyn, 2000) i una proteina implicada en la mobilitzacio del calci al limfocit T, la
CAML (Bram, 1994). Tanmateix, també se li ha descrit activitat nucleasa (Montague,

1994) i implicacio en processos d'estres oxidatiu (Liao 2000)

3.2.3. Ciclofilina C (CyPC):

Al igual que la CyPB, la CyPC (23 KDa) es caracteritza per presentar extrems

terminal unics, i per la presencia d'un peptid senyal amino-terminal. Un primer estudi de
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la distribucio tissular de la proteina va indicar una certa especificitat d'expressio renal
(Friedman, 1994; Otsuka, 1994). Estudis posteriors, en canvi, van demostrar que la
CyPC s'expressa igualment i amb la mateixa abundancia a altres teixits, com muscul

esquelétic, pancreas, cor, pulmo i fetge (Schneider, 1994).

3.2.4. Altres ciclofilines:

Amb el temps s'han anat clonant diferents membres de la familia de les
ciclofilines de diferents especies (Rahfeld, 1994; Hayano, 1991; Goéthel, 1996). Alguns
presenten localitzacions cel-lulars especifiques com la CyPD, especifica de mitocondri;
la majoria presenten una molt baixa afinitat per la CsA i no es consideren implicats en
immunosupressio. Altres han divergit prou com per especialitzar-se, com la CyP40 que
forma part de receptors hormonals (Kieffer, 1993) o la ciclofilina NinaA de Drosophila
melanogaster, responsable del correcte plegament i translocacié de la rodopsina de I'ull
de l'insecte (Stamnes, 1991; Collei, 1991).

4. LA CICLOSPORINA A

L'aillament de la CsA a partir de cultiu del fong Tolypocladium inflatum i la

identificaci6 de les seves propietats immunosupressores (Borel 1976) ha tingut

repercussions cliniques importants.

Fig. IV-1: Estructura tridimensional de I'undecapéptid immunosupressor, CsA.
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Al comencament dels 80s i gracies a la CsA, entre el 70 i el 80% dels
trasplantats renals toleraven a l'empelt durant el primer any; actualment aquesta
percentatge és del 85-90%. La ciclosporina no nomes ha revolucionat el camp del
trasplantament d'organs, sind que també s'utilitza amb éxit en el tractament de malalties

autoimmunes (Kaham, 1993).

El mecanisme pel qual la CsA exerceix el seu efecte immunosupressor sobre el

limfocit T s'esquematitza a la figura.
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Fig. IV-2: Mecanismes d'activacio del limfocit T

L'activacio del limfocit T depen de I'activacio del receptor de cél-lula T (TCR) i
de la uni6 d'una molécula co-estimuladora (generalment CD28) activant-se aixi dues
vies de senyalitzacié independents que convergeixen en la produccié de IL-2 (Revisio a
Bubeck-Wardenburg, 1999; Clements, 1999).

Quan el TCR reconeix I'antigen s'activen varies vies de senyalitzacio a través de
la cua citoplasmatica de CD3. Una d'aquestes vies porta a l'activacié de la PLCg,
produint-se diacilglicerol (DAG) i IP3. EI DAG activa la PKC mentre que I'lP3 contacta
amb els receptors de membrana del reticle endoplasmatic obrint-se els canals de calci
(Weber, 1992; Gilliland, 1992; Rhee, 1997; Ebinu, 2000).
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Aquest alliberament de Ca*™ porta a l'activacio tant de la calmodulina com de la
kinasa depenent de calmodulina i aixi s'arriba a I'activacié de la fosfatasa calcineurina
(Revisio a Rusnak, 2000).

La calcineurina és una serin-treonin-fosfatasa que, al limfocit T, defosforila el
factor de transcripcio6 NFAT (per Nuclear Factor of Activated T cell); aquesta
defosforilacio exposa el senyal de localitzacid nuclear, el NFAT es trasloca a nucli i
s'uneix al promotor de IL-2 (Crabtree, 1994, Jain, 1995).

Per a l'activacié de I'lL-2, perd, no n'hi ha prou amb I'NFAT. La uni6 de CD28
porta a l'activacio de la IP3 kinasa que promou el pas de IP2 a IP3 activant-se les INK
kinases (Pages, 1994; Eder, 1998). La fosforilacio de c-Jun i I'heterodimeritzacio amb
fos formant AP1 completa el mecanisme d'activacio del limfocit T i porta a I'expressio
de I'lL2 (Jain, 1992a; Jain, 1992b; Boise, 1993; Chen, 1995).

La ciclosporina A (CsA) exerceix el seu efecte immunosupressor en unir-se a la
ciclofilina i inhibint la calcineurina, impedint que defosforili el factor NFAT (Liu, 1991,
Clipstone, 1993). Només el complexe CsA-CyP pot inactivar la calcineurina, i no totes
les ciclofilines presenten la mateixa afinitat per CsA ni la mateixa eficiéncia en inhibir
la fosfatasa. L'afinitat relativa de la CyPC per CsA és dues vegades inferior a la de la
CyPA i aquesta és 10 vegades inferior a la de la CyPB (Schneider, 1994). Aixo0 es
tradueix en una més eficient inhibicio de la calcineurina per part de la CyPB (Swanson,
1992).

4.1. Nefrotoxicitat per CsA

Malgrat la seva utilitat com a immunosupressor en els trasplantaments d'organs i
els tractaments de malaties autoimmunes, la utilitzacié de la CsA es veu limitada pel seu
principal efecte secundari: la nefrotoxicitat. Aquesta es pot presentar com a
nefrotoxicitat aguda o cronica.

La nefrotoxicitat aguda apareix durant les primeres setmanes o mesos de

tractament, es caracteritza per una davallada en la funci6 renal de manera dosi-depenent
i es considera consequéncia de l'alteracié dels nivells de vasoconstrictors i
vasodilatadors a nivell renal (Wolf, 1995). Es una patologia reversible, de manera que la
reduccié de la dosi recupera la funcié renal.

La nefrotoxicitat cronica porta a la fallada renal irreversible aixi com fibrosi

intersticial. Conjuntament amb alteracions en I'hnemodinamica renal, es caracteritza per

presentar vacuolitzacié citoplasmatica, augment del volum del reticle endoplasmic de
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les cél-lules Sz del tabul proximal (Mihatsch, 1986), fibrosi intersticial i engruiximent
de la membrana basal de les cel-lules del tubul (Myers, 1984). Sovint apareix
tubulopatia i hipertensio associades.

Aixi podem parlar dels efectes vasculars i dels efectes cel-lulars de la toxicitat
per CsA, sense que s'hagi establert una relacié clara entre amdos tipus de patologia ni
relacions de causalitat entre elles.

A nivell hemodinamic s'ha descrit I'efecte del tractament amb CsA tant sobre els
sistemes vasoconstrictors (eix renina-angiotensina (Lee, 1997), produccié d'endotelina,
sistema nervios simpatic, nivells d'adenosina i de tromboxa A2) com sobre els sistemes
vasodilatadors (produccio d'oxid nitric i sistema kalicreina-kinina) (revisié en Ader,
1998).

Els mecanismes que provoquen la fibrosi intersticial mediada per CsA no es
coneixen en profunditat, perd s'ha demostrat la implicacié de TGF-b en aquest procés
aixi com I'efecte del tractament amb CsA sobre els nivells de TGF-b (Wolf, 1995).

Entre els efectes de la CsA descrits especificament a nivell de la cel-lula del
tabul proximal renal trobem tant necrosi com apoptosi (Healy, 1998; Shihab, 1999),
disminucio de Il'activitat gluconeogenica (Morris, 1992), alteracions en la concentracio
de calci lliure (Gordjiani 2000) i també aturada del cicle cel-lular (Lally, 1999).

Diversos estudis amb variants no immunosupressores de la CsA, demostren que
la toxicitat renal esta intimament lligada a I'efecte immunosupressor (Sigal, 1991).
Encara que es desconeix el mecanisme cel-lular exacte de toxicitat a nivell de tdabul
renal, la desaparicié dels efectes toxics en absencia d’immunosupressio suggereix que
ambdds mecanismes actuen a través de la mateixa via. La diana final de la CsA, el
NFAT, era considerat un factor especific del limfocit. Posteriorment s'ha evidenciat la
seva preséncia en teixit muscular (Hoey, 1995), aixi com la seva implicacié en
hipertrofia cardiaca (Molkentin, 1998). A nivell renal, en canvi, només s'ha identificat el
MRNA de NFAT3 i NFAT4 (Hoey, 1995), sense que hi hagi evidencies de la preséncia
de la proteina ni de la seva activitat.

Per altra banda, la calcineurina, responsable de la defosforilacié del NFAT i
diana directa de la CsA, si és present al teixit renal. La calcineurina és un complexe
proteic heterotrimeric composat per una subunitat a catalitica, una subunitat b
reguladora, i calmodulina (Rusnak, 2000). Es principalment citoplasmatica, perd també
es localitza a nucli associada amb altres proteines com la CK2 (Shibasaki, 1996).

L'associacio de la calcineurina amb el citoesquelet també ha estat descrita (Ferreira,
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1993), co-localitzant en aquest compartiment amb alguns dels seus substrats, incloent-hi
tau, tubulina i la proteina associada a microtubuls 2 (Goto, 1985; Kayyali, 1997). Al
cervell, és la principal proteina d'unié a calmodulina i té una funcié essencial en la
transmissid sinaptica. La calcineurina o protein fosfatasa 2B (PP2B), és Unica entre les
serin-treonin fosfatases donada la seva dependencia de calci i calmodulina (Stewart,
1982). Al rony0 de rata, lI'activitat calcineurina maxima es detecta al tabul proximal, en
comparacié amb els altres segments de la nefrona (10 vegades superior) (Tumlin, 1995).

Es desconeix el paper fisiologic exacte de la calcineurina al ronyd pero s'ha
demostrat la seva implicaci6 en la regulacié basal de I'ATPasa Na/K de I'epiteli renal
(Tumlin, 1993; Lea, 1994), aixi com en l'activacié depenent de receptor d'aquesta
ATPasa (Aperia, 1992; Middleton, 1993). Igualment s'ha identificat la seva implicacio
en senyalitzacid via receptors adrenergics i dopaminergics, de glucocorticoides i de

mineralocorticoides (Tumlin, 1997).
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Objectius

La Kidney Androgen-regulated Protein (KAP) es caracteritza per I’especificitat
tissular de la seva expressio, I’abundancia relativa del seu mRNA, i per I’abséncia

d’homologies amb proteines de funci6é coneguda.

Amb el treball descrit en aquesta tesi s’inicia un projecte adrecat a la identificacio
de la funcié de la Kidney Androgen-regulated Protein (KAP), aixi com la seva possible

implicacio en fisiopatologia renal.

A tal efecte, i donat el desconeixement gairebé absolut que en el seu moment es

tenia de la proteina, es van plantejar els seguients objectius concrets.

Obtencio i caracteritzacié d’anticossos monoclonals especifics contra la Kidney
Androgen-regulated Protein (KAP). Assaig d’aquests anticossos per técniques de
Western blot, immunoprecipitacio, immunohistoquimica i immunocitoquimica. La
consecucio d’aquest objectiu ens permetra:

» La caracteritzacid bioquimica de la Kidney Androgen-regulated
protein (KAP). Estudi de les possibles modificacions post-
traduccionals de la proteina.

» Lalocalitzacio a nivell tissular i cel-lular de la KAP.

Identificacid de proteines que interactuin amb la KAP al rony6 muri mitjancant la
tecnica del doble hibrid en llevat. Descripcio de la rellevancia funcional d’aquestes
interaccions.

Establiment d’un model cel-lular d’expressio controlada de la KAP, el qual permeti
contrastar i verificar ex-vivo els resultats obtinguts al rony6 de ratoli i en el model de

llevat.
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1. ANIMALS

S'han utilitzat ratolins de la soca C57BL/6 mascles i femelles adquirits a IFFA
CREDO (L’ARBESCLE, FRANCE) a les 6 setmanes d'edat. Els animals varen ser
estabulats a 22 °C amb periodes de llum de 12 hores i amb aliments i aigua ad libitum.
Els ratolins es van sacrificar per dislocacio cervical un cop finalitzat el tractament. Tots
els experiments s'han realitzat d'acord amb I'establert per la Comunitat Europea (real
decreto 223/1988: B.O.E. n° 67, 18/3/88 i B.O.E. n°® 256, 25/10/90).

2. LINIES CEL-LULARS

PKSV-PCT: Linia cel-lular epitelial de tabul proximal renal muri, procedent de
ratoli (Mus musculus) transgeénic per als antigens T gran i t petita del virus SV40 sota el
control de la regié reguladora del gen de la piruvat kinasa tipus L (L-PK) de rata i
obtinguda per microdisseccié de la regi6 contornejada proximal (Cartier, 1993, Lacave,
1993).

CHO-AA8-LUC: Linia cel-lular originada mitjancant una doble transfeccid estable
utilitzant el sistema Tet-Off. Aquestes cel-lules expressen el gen de la luciferasa en
abséncia de tetraciclina. La linia parental CHO prové de biopsia d’ovari de hamster
adult (Cricetulus griseus) i presenta caracteristiques epitelials. Disponible a I'American
Type Culture Collection (ATCC) (http://www.atcc.org/) amb el nimero CCL-61.

MDCK: Linia cel-lular epitelial obtinguda per S.H. Madin i N.B. Darby a partir de

rony6 de femella adulta cocker spaniel (Canis familiaris). Disponible a 'ATCC amb el
numero CCL-34.

HEK?293: Linia cel-lular epitelial derivada de cultiu primari de ronyé huma
embrionari transformat amb DNA de I'adenovirus 5 huma. Disponible a 'ATCC amb el
numero CRL-1573.

3. LLEVATS I BACTERIS

3.1. Llevat:

YRG-2: Mata ura3-52 his3-200 ade2-101 lys2-801 trpl-901 leu2-3112 gal4-542
gal80-538 LYS2::UASgaL1-TATAGaL1-HIS3 URA3::uascAL4 17MER5(X3)-TATAcy01-IacZ.
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3.2. Bacteri:

XL1-Blue MRF": D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac [F' proAB lacl9ZDM15 Tn10(Tet")].

XLOLR: D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl thi-1 recAl gyrA96 relAl lac
[F' proAB lacl®ZDM15 Tn10 (Tet")] Su™ I ®.

JM109: (el4’) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl D(lac-proAB) [F'
traD36 proAB™ lacl? ZDM15].

DH5-a: F endAl recAl hsdR17 (r. mg+) deoR thi-1 supE44 gyrA96 relAl A"
XL1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB lacl%ZDM15
Tn10(Tet")].

4. EINES BIO-INFORMATIQUES

S'han utilitzat diferents webs i servidors, tant per a I'analisi de seqliencies com en la
prediccié d'estructura. En cada cas concret s'especifica quina o quines han estat les
pagines web utilitzades. Com a paquet d'analisi hem fet servir 'TOMIGA® 2.0 de GCG

(Genetic Computer Group, A subsidiary of Pharmacopeia, Inc. http://www.gcg.com/). Una

bona compilacié de bases de dades la trobem al web de biologia molecular EXPASy

(Expert Protein Analysis System) http://www.expasy.ch/.

5. REACTIUS QUIMICS

Els productes quimics utilitzats provenen principalment de les cases Boehringer-
Manheim-Roche (http://www.roche.com/), Fluka (http://www.sigma-aldrich.com/fluka),

MERCK (http://www.merck.com/), Panreac (http://www.panreac.es/) i Sigma Chemical

Co (http://www.sigma-aldrich.com/).
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6. APARELLS

Assecador de gels: Slab Gel Dryer SGD-
4050 Savant
Autoclau: MATACHANA
Bany: THERMOMIX?® MM B. BRAUN
Campanes de cultius:
» TELSTARBIO II-A
» TELSTAR AV-30/70
= TELSTARBIO II-B
Centrifugues:
= SORVALL RT 6000 D
» SORVALL RC5C
= HERAEUS Sepatech
Congeladors i neveres:
= REVCO (-80)
= LIEBHERR (-20)
Contenidor de nitrogen liquid: BR2100
CRYO DIFFUSION (LERY-FRANCE)
Criostat: Bright Instrument Company
LTD., Huntingdon, United Kingdom.
Cubetes electroforesi:
= ECOGEN (diferents mides)
= BIO-RAD MINI-SUB? CELL GT
= BIO-RAD SUB-CELL? GT
Espectrofotdmetres:
= GeneQuant Il. Pharmacia
= Beckman DU 70
Estufes:
* MEMMERT
» HERAEUS
Fonts d'electroforesi:
= Pharmacia LKB-GPS 200/400
» Pharmacia EPS 500/400
= BIO-RAD POWER PAC 300
Incubadors de CO,: FORMA-SCIENTIFIC
Lector de plaques d'ELISA: Anthos ht 11

Luminometre:Labsystem Luminoscan RS
Maquina de gel: SCOTSMAN AF20
Microfugues:
» SIGMA 112
= BECKMAN Microfuge E°
Microscopi confocal: Leica DMIRB
Microscopi optic: Olympus BX40
Plaques calefactores / agitadors magnétics:
= HEIDOLPH MR 2002
= THERMOLYNE NUOVA I
Stirplate
Politron: Politron® KINEMATICA AG.
LITTAU-LUZERN. Swiss
Reveladora: CURIX 60. AGFA
Sequenciador: ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer
Sistemes de purificacio d'aigua:
*=  MILLI-RO?* MILLIPORE
*  MILLI-Qpws MILLIPORE
Sonicador: SONIFIER 250 BRANSON
Speed-Vac: Savant SC 100
Termoblock: TEMBLOC P Selecta
Termocicladors:
= GeneAmp PCR System. Perkin
Elmer 2400
= GeneAmp PCR System. Perkin
Elmer 9600
= PTC-100 MJ Research, Inc
Vortex: HEIDOLPH REAX 2000
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7. MEDIS | TAMPONS

= 20xMOPS

0,4 M MOPS
0,1 M Acetat sodic
0,01 M EDTA

Ajustar apH 7,0

Esterilitzar per filtracid.

= 1xPBS

137 mM NaCl
2,5 mM KCI

10 mM Na;HPO,
1,4 mM KH,PO,

Autoclavar
= RIPA

0,1% SDS
0,5% Deoxicolat sodic (DOC)
1% NP-40
en 1x PBS

Esterilitzar per filtracio.
Abans d'utilitzar afegir:

leupeptina (10 ng/ml)
aprotinina (10 ng/ml)
PMSF (1 mM)

ortovanadat sodic (0,1 mM)

= Solucié A+B

50 mM Tris-HCI pH 8,0
50 mM EDTA pH 8,0
7,5 % sucrosa

0,05% Triton X-100
Autoclavar

= Soluci6 de lisi per miniprep de llevats:

2% (v/v) Triton X-100
1% (w/v) SDS

100 mM NaCl

10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA

Guardar a temperatura ambient.

= Solucié D

4M Tiocianat de guanidina

25 mM Citrat sodic pH 7

0,5% N-Lauroil Sarcosina (Sarcosil)
en H,O DEPC

Abans d'utilitzar afegir b-mercaptoetanol (720 m /
100 ml Sol.D)
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= 20xSSC

3 M NaCl
0,3M Citrat sodic

Autoclavar
Ajustarel pHa 7.0

= 10xTAE

24,2 g Tris base

5,71 ml acid acétic

3,72 g Na, EDTA 2H,0
H,0 fins a 1 litre

Autoclavar

= 10xXTBE

890 mM '[ris base
890 mM Acid boric
20 mM EDTA pH 8,0

Autoclavar

= TBS/Ca

50 mM Tris base
150 mM Na ClI
1 mM CacCl,

AjustarelpHa 7,4
Autoclavar

= TE

10 mM Tris-HCI pH 7,5
1 mM EDTA pH 8,0

Autoclavar
« Z-Buffer

60 mM Na,HPO,
40 mM NaH,PO,
10 mM KCI

1 mM MgSO,

Autoclavar
Abans d'utilitzar afegir b-mercaptoetanol (50 mM ) i
X-Gal (1 mg/ml)

=  Medis de cultius bacterians

LB

10 g NaCl

10 g Triptona (Difco)

5 g yeast extract (Difco)
H20 fins a 1litre
Ajustar pHa 7,0

Autoclavar
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Quan l'experiment ho requereix, el medi LB
sha suplementat amb els seguents
antibiotics:

Ampicil-lina 50 mg/I

Kanamicina 50 mg/I

Tetraciclina 12,5 mg/I

LB agar

Afegir 20 g d'agar per cada litre de LB
Autoclavar

Refredar a 50°C

Afegir (si s'escau):

I'antibiotic per a la seleccio

IPTG (20 ng/ml)

X-Gal (20 mg/ml)

Repartir en plaques de 10 o 15 cm de
diametre

NZY

5 g NaCl

2 g MgSO,: 7TH,0

5 g yeast extract (Difco)

10 g hidrolisat de caseina (Difco)
H,0 fins a 1 litre

Ajustar pHa 7,5

Autoclavar

NZY agar

Afegir 15 g d'agar per litre de NZY
Autoclavar

Repartir en plaques de 10 o 15 cm de
diametre

NZY top agar

Afegir 0,7 % agarosa al medi NZY
Autoclavar

2XYT

10 g NaCl

10 g yeast extract
16 g triptona
H,0 fins a 1 litre
Ajustar pHa 7,5
Autoclavar

Medis llevat

YPD

20 g peptona

10 g yeast extract
H,0 fins a 950 ml
Ajustar pH a 5,8
Autoclavar
Refredar a 55°C

Afegir 50 ml de glucosa esteril al 40%
(concentracio final de glucosa: 2%)

YPD agar

Afegir 15 g d'agar per 950 ml de YPD
(sense glucosa)

Autoclavar

Afegir 50 ml de glucosa esteril al 40%
(concentracio final de glucosa: 2%)
Repartir en plaques

SD

1,7 g yeast nitrogen base

5 g Sulfat amonic

182,2 g D-sorbitol

H20 fins a 850 ml

Ajustar pH a 5,8

Autoclavar

Afegir 100 ml de solucié 10x d'aminoacids
esteril

Afegir 50 ml de glucosa esteril al 40%
(concentracid final de glucosa: 2%)

SD agar

Afegir 15 g d'agar per 850 ml de SD
Autoclavar

refredar a 55°C

Afegir 100 ml de solucié 10x d'aminoacids
esteril

Afegir 50 ml de glucosa estéril al 40%
(concentracio final de glucosa: 2%)

Repartir en plaques

10 x aminoacids

Aminoacid mg / litre
L-Isoleucina 300
L-Valina 1500
L-Adenina hemisulfat 200
L-Arginina HCI 200
L-Histidina HCI monohidrat 200
L-Leucina 1000
L-Lisina HCI 300
L-Metionina 200
L-Fenilalanina 500
L-Treonina 2000
L-Triptofan 200
L-Tirosina 300
L-Uracil 200
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Autoclavar i guardar a 4°C

El medi no contindra alguns d'aquests
aminoacids quan es vulgui seleccionar la preséncia
dels plasmids pAD-GAL4 (sense L-leucina), pBD-
GAL4 (sense L-triptdfan) o per a la interaccié (sense
L-histidina HCI monohidrat).

= Medis linies cel-lulars:

Medi PCT/PR
DMEM 50%
HAM’S F12 50%
HEPES 20mM
Glutamina 2mM
D(+)-GLUCOSA -------=-=mnmmmmm- 12,5mM
Transferrina 5ng/ml
Insulina 5ng/ml
Dexamatasona 5.10% M
Ts 10°Mm
EGF 10ng/ml
Selenium 60nM
Serum bovi fetal ----------------—--- 2%
Antibiotic/Antimicotic------------- 1%

DMEM complet (HEK293, CHO i
MDCK)

Minimum essential medium Eagle

2 mM L-glutamina

0,1 mM aminoacids no essencials

1 mM Piruvat sodic

10% sérum bovi fetal.

Medi de marcatge metabolic
MEM Eagle W/ Earle’s salts
w/o met
2mM L-glutamina
2% serum bovi fetal.
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