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Fig. lll-1: Esquema dels homolegs al clon 5.6 a la base de dades non redundant.

Color Key for Alignment Scores

Fig. IlI-2: Esquema de les proteines homoles del clon 5.6

En utilitzar la base de dades  est's ( expressed sequence tags ) la regié homologa

s'amplia fins a 640 nucleotids, tots ells a la regio 3' (figura I11-3).
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Fig. 11I-3: Esquema dels homolegs de 5.6 a la base de dades de est's.
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No trobem, en canvi, homologies per a la regié 5' del clon 5.6 a cap de les bases de

dades disponibles.

3.1.2. Nivells d’expressio en ronyo de ratoli.

Les caracteristiques intrinseques de la sequéncia nucleotidica de 5.6 poden fer
pensar en la possibilitat que aquest clon contingui dues sequiencies corresponents a
cDNAs diferents. Per comprovar-ho vam utilitzar tot el clon 5.6 com a sonda en assaigs
de Northern blot amb RNA's de ronyé de ratoli. Observem una Unica banda de pes
lleugerament superior a 2000 parells de bases que s'expressa a mascles, femelles i
mascles castrats, sense que variin els nivells d'expressio en les diferents situacidns

hormonals.

Frmaliaa Cansrnim Manrimm

Fig. lll-4: Northern blot amb RNAs de ronyé de
TR E R 3 RN ratoli  hibridat amb sonda 5.6 marcada

radioactivament . La hibridaci6 amb GAPDH és un

TR N | . gappH  control de carrega i integritat del RNA.
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3.2. Positiu P5.
La digestio del plasmid pAD-GAL4-P5 amb els enzims EcoRI i Xhol fa saltar dos

fragments de DNA d'aproximadament 300 i 900 parells de bases. Aquestes dues bandes
s'han subclonat per separat en pBluescript SK. La sequéncia integra del clon P5 es

mostra a la figura 111-5.

gaattcggcacgagagagagagaactagtctcggagttttttttttttttttttttttttttttttttttttttt
Ttrttttttttttttrtrtrtrtrtrtrtrtrtrtrtrttttttcacacacacacacacacacacacacacacacacag
agaaggtctctggacttttctttatgagcacctagccttcttgcaccagagaggaagccactgccaggaaagacctcca
gaggtgccatccccgatcagactcactgatatttccctagcagaagtgaggaagagggccaagtgtecctecattetge
ctcagttgcccaataaggcctatttcttggagcagctcagctectaCtgttgggaacagctcaactctggettagecty
aggccaaggacacctgttttagaaatcacagggcaagcaaagaaggcaccagatgtttgtagcaaggaagggcatggga
ggcgacagcaggctgtggtcaggtgggaagggtcccaagcaaagcagetttcggtettgecagettgectcagagttty
gcttttattgctcctccccactgeccteecctaaattactaaccacacctcacctcagagectcetggettcecagettagat
cagcacattgccaagtttactgtatacacaaatcagagaatcttgtgaacagtccctggaagctacatgtctaacacac
tcccggaggtggtectggacgtgggttggaacatatagttaggectgacgcacccaagagtggtatattaaaaatageca
actctcttggctccctggectgaaggttceccagtgectectctgaageccccaaattettcattcactatccatagtgt
tcccaccacacacacacacacacagaattccttggectggtcaggggattgtaactgccaatctttatttcttactggt
ataaaaacactatcatacaattctagccaaaaagaagggggaaagaaccttagctttctacagctttttggaaagcaac
tatacaatgatttcctatggaacaatatatatgctattttgaagaccccactgccatggtgatggaataaactcttagg
tcaatattgccagcactgtttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Fig. 1lI-5: Sequiéncia integra del clon P5. S'indica la diana interna EcoRI que déna lloc als

dos fragments.
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3.2.1. Homologies.

La recerca d'homologies mitjancant BLASTn amb la base de dades nr no ens
informa de cap sequéncia amb homologia significativa. En canvi, amb la utilitzacié de
la base de dades d'est's s'obtenen seqiiéncies homologues que comprenen els nucleotids
(421-1113) aixi com un petit fragment corresponent a un est de rata entre els nucleotids
1741261, figura I11-6.

Color Eey for Aligneent Scores
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Fig. 11I-6: Representacio esquematica dels homolegs a P5 en la base de dades est's.

Ni P5 ni aquests est's homolegs presenten, perdo, homologies amb cap proteina
coneguda, com es demostra amb I'abséncia d'homolegs en utilitzar el programa
BLASTX.

En utilitzar els fragments de 900 i 300 parells de bases en assaigs de Northern blot,
no s'han obtingut resultats concluients, donada I'aparicié de multiples bandes de dubtosa
especificitat. Igualment, els intents de sintesi in vitro de la proteina codificada pels 900

parells de bases mitjancant reticulocit de conill, tampoc han donat resultats satisfactoris.

3.3. Positiu B3: ciclofilina B.

3.3.1. Sequencia i homologies.

La digestio del plasmid pADGAL4-B3 amb els enzims EcoRI i Xhol fa saltar un
fragment de DNA d'aproximadament 1000 parells de bases. La seqliencia de la mateixa
és 100 % homologa a la ciclofilina B de ratoli (GenBank M60456).

La ciclofilina B (CyPB) és una proteina altament conservada de 208 aminoacids,

ubiquament distribuida i que s'uneix a I'immunosupressor CsA.
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3.3.2. GST-Pulldown.
El fragment EcoRI-Xhol contingut al plasmid pAD-GAL4-B3 es va subclonar a

pBluescript SK i es va procedir a la sintesi in vitro de la proteina. L'escissio del peptid
senyal es va aconseguir mitjancant la utilitzacié de membranes microsomals canines.
Tant la CyPB nadiua com la seva forma truncada (sense el peptid senyal), es van
sintetitzar eficientment en el sistema de reticulocit. A la figura s'observa que el
processament de la CyPB per part de les membranes microsomals ha estat incomplert, ja
que coexisteixen les dues formes de la proteina. Aquest fenomen s'’ha donat en major o
menor grau en tots els assaigs realitzats i és atribuible a la perdua d'activitat en el temps
de les membranes microsomals.

i1 willro =

fn witro mesmbr. CTontrod

CyPD -—

1
=

i Fig. lll-7: Producte de sintesi in vitro
de la CyPB i tractament amb membranes

microsomals. 1m de reacci6 / pou.

Conjuntament a aquest producte de traduccid in vitro, hem expressat i lligat a resina
Sepharose 4B la proteina de fusi6 GST-KAP i s'ha procedit als assaigs de GST-
Pulldown. Com a control hem utilitzat el producte de sintesi in vitro del transportador
d'anions organics muri OATP1 i la proteina recombinant GST. Els resultats descrits a la
figura demostren en un model in vitro I'especificitat de la interaccio de GST-KAP amb

CyPB. &
S & ,&‘"i? & ffﬁ
il —_— ——

GST-HAPs CyPHE GET + CyF8 GET-KAP+ Oatpl

Fig 11I-8: Hem incubat GST-KAP o GST amb CypB o OATP1. Després de 4 rentats
analitzem, per SDS-PAGE i autoradiografia, la preséncia del producte de traduccié marcat

radioactivament en els eluits de la resina.

L'experiment reciproc no s'ha pogut realitzar donat el baix rendiment en la sintesi in
vitro de la KAP.
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3.3.3. Co-immunoprecipitacié de KAP i CypB.

La capacitat immunoprecipitadora dels anticossos abKAP1, abKAP2 i abCyPB
(Affinity BioReagents Inc. CO, USA) a partir de teixit renal és limitada, com es dedueix

dels resultats descrits a la figura 111-9.

A mxiracs I

mirpd Teiges Pulmd mired Fetge Pulmd

l'immunoprecipitat amb

| Ghemec abKAP2 (A) i abKAP1 (B) a

KAP 20 KDa

Fig. I1I-9: A'i B: Western

blot d'extracte total de rony6

de ratoli mascle (20 ng) i de

partir de 250 ng del mateix
B C extracte. C: Western blot
abacks P RERES d'extracte total de rony6 de
- — ratoli mascle (5 ng) i de
I'immunoprecipitat amb
— abCyPB a partir de 250 ng

AP - 20 KDa CyPB | Sl ==  20KDa del mateix extracte.

En comparaci6 amb els carrils corresponents a [l'extracte total, les
immunoprecipitacions presenten quantitats molt inferiors de proteina, tot i que la IP s'ha
realitzat a partir de molta més proteina inicial.

Tenint en compte aquests resultats, hem analitzar la presencia de KAP i CyPB en
els immunoprecipitats amb abCyPB i abKAP respectivament. Aquestes
immunoprecipitacions s'han realitzat en condicions que permeten conservar les

interaccions proteina-proteina. Aixi, la figura 111-10 mostra el resultat d'aquests assaigs.

IP ankAPT P abCyPE IFabkAPg P abCyPR

-
- -

Fig. 1lI-10: Detecci6 de CyPB en els

CyPl R immunoprecipitats amb abKAP1 i abKAP2.

KD T n— —
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Quan I'extracte total s'immunoprecipita amb anticos abKAP1 o abKAP2 podem
detectar sense dificultats la presencia de CyPB. En canvi l'experiment reciproc,
immunoprecipitant amb abCyPB i detectant amb abKAP1 o abKAP2, dona resultats

negatius.

3.3.4. Co-localitzacio GFP-KAP i CypB.

La interacci6 KAP-CyPB s'ha identificat en el sistema de doble hibrid en llevat i
s'ha confirmat, in vitro, amb assaigs de GST-pulldown i, en teixit, mitjancant co-
immunoprecipitacio. Per a la co-localitzacio de les dues proteines en cultius cel-lulars
hem utilitzat la transfeccid transitoria de GFP-KAP conjuntament amb
immunocitoquimica amb anticos abCyPB. Els resultats s'han visualitzat amb microscopi

confocal i es mostren a la figura 111-11.

Uwerlay

Fig. IlI-11: Immunocitoquimiques amb abCyPB (20 ng/ml) sobre ceél-lules transfectades
amb GFP i GFP-KAP. Els nuclis s'han contratenyit amb TO-PRO3.

La CyPB (en vermell) s'expressa abundantment en les cél-lules PKSV-PCT,
presenta distribucié reticular, i és en aquest compartiment on co-localitza amb la GFP-
KAP. Observem, perd, un marcatge molt evident a la membrana cel-lular on no
detectem la GFP-KAP.
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3.3.5. Identificacié dels dominis responsables de la interaccio.

Amb [l'objectiu de determinar quins sén els dominis responsables de la interacci
KAP-CyPB, hem analitzat, mijtancant assaigs de doble hibrid, diferents fragments de

cada una de les proteines. Fig I11- 12.

208 an
CyPB 5 .| 1"
CyPB1  GALY AD- ia coor
CyPB2 GAL4 AD 1eda Cog”
106 aa i
aa
CyPB4 GALY AD———C 0"

KAP Hﬁ*{m’

51 s

HA P GALY B SO0
82 aa i
KAP2 G4L4 B esssssssssssssse- - (R0

KAPS ALY B ————— (00"

Fig 1lI-12: Construccions assajades per a la interacci6. En cada cas hem enfrontat la

seqliencia sencera de una de les proteines amb cada un dels fragments de I'altra i viceversa.

Els llevats transformats amb les diferents parelles de plasmids es van créixer en

medi selectiu (Leu-, Trp- i His-) i es va assajar la seva activitat b-galactosidasa en medi

liquid.

Lau- Trp- Leu- Trp- His-

Fig 1l1-13: Creixement en
medi selectiu (A) i activitat b-
galactosidasa (B) dels llevats
trasformats amb les parelles de
la figura [1lI-11. 1: pBD-
P53+pAD-SVv40, 2: pBD-

KAP1+pAD-CyPB, 3: pBD-
- KAP2+pAD-CyPB, 4: pBD-
A KAP3+pAD-CyPB, 5. pBD-
KAP+pADCyPB1, 6: pBD-
i “ T - KAP+pAD-CyPB2, 7: pBD-
| S . = KAP+pAD-CyPB3 i 8: pBD-
- _ KAP+pAD-CyPBA4.
Nl B 1 BN .
P e e Y T S} -
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Segons aquests resultats, la interacci6 KAP-CyPB depen dels primers 92
aminoacids de la KAP; els primers 51aa no son suficients per a la interaccio, pero poden
ser necessaris. En el cas de la CyPB, la regio responsable de la interaccié es troba
situada a I'extrem carboxi-terminal de la proteina, ja que els ultims 46 aminoacids sén

suficients per a la interaccio.

4. EFECTES DEL TRACTAMENT AMB CSA

Donat que la CyPB és un receptor de I'immunosupressor CsA, ens hem plantejat
I'estudi dels efectes, a nivell renal i en referéncia a la KAP, de la CsA, tant en ratolins

com en cultius cel-lulars.

4.1. Efectes transcripcionals del tractament amb CsA.

4.1.1. Efectes sobre el rony6 de ratoli

El tractament amb 15 mg/Kg/dia de CsA augmenta significativament els nivells de
MRNA de KAP en ronyons de mascles i de femelles, mentre que els valors

corresponents als mascles castrats es mantenen invariables.

Mascles Femelles Mascles castrats

o 9000 9008 H0ks
caroH 10 B8 " ....

CsA - - + + - = 4+ 0+ - - 4+ 4
Ratio o8 07 1.7 15 1.4 1.2 49 45 06 0.7 06 0.7

Fig. IV-1: Northern blot de mRNA de rony6 de ratolins mascles, femelles i mascles castrats,
tractats durant 3 dies amb 15 mg/Kg/dia de CsA o amb vehicle. La quantitat i qualitat del mMRNA

s'ha normalitzat en hibridar amb sonda de GAPDH.

Aquest augment és ja evident a les 24 hores de tractament i assoleix el seu valor
maxim a 3 dies. Els tractaments de 7 i 21 dies no provoquen un augment significatiu del
MRNA respecte I'observat amb 3 dies de tractament. Per altra banda, els mascles
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castrats no experimenten variacions en els seus nivells de mMRNA de KAP a cap del

temps assajats.

A B
Castrais Maschas Wfﬁﬁiﬁw
AERTAs -~ B
..-..- GAPDH "I . ER N BN Y |
-k & -, - + + Cel ] * T + & + L L
Ratio 1,3 10 1B 06 16 17 id Td Hd

Fig. IV-2: Northern blot de RNA de rony6 de ratoli mascle i mascle castrat tractats durant
24 hores (A), 3, 7 i 21 (B) dies amb 15 mg/Kg/dia de CsA o amb vehicle. Normalitzat amb
GAPDH.

4.2. Efectes post-transcripcionals. Nivells i distribuci6 de la proteina
KAP.

4.2.1. Efectes sobre el rony6 de ratoli

Contrariament a I'observat als assaigs de Northern blot, I'analisi per Western blot
dels nivells de la KAP en els ronyons dels animals tractats, ens indica un clara
disminucio de la quantitat de proteina en femelles i en mascles castrats; essent, en

aquest cas, els mascles intactes els que no alteren els seu valors.

Mascis  Fomells  Bamcls cawinm Fig. IV-3: Western blot d'extractes de ronyd de

- E———— —
KAP — — = ratoli mascle(25 ng/pou), femella i mascle castrat
Cok = + = 4 = & castrat (100 ng/pou) tractats durant 3 dies amb 15

Coomassha P g mg/Kg/dia de CsA o amb vehicle. abKAP (5 ng/ml)

L'estudi mitjangant immunohistoquimica dels nivells i la distribucio de la proteina
en els ronyons d'aquests mascles tractats, posa de manifest una disminucio de la KAP a
les cel-lules corresponents al segment S; respecte de S; i S, com s'indica a la figura 1V-
4.
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Mascio
‘m-

Femedia Mascle casirat

Fig. IV-4: Immunohistoquimica de ronyons de ratolins tractats amb CsA o amb vehicle (15

+Celd

mg/kg/dia).

Aquest patr6 explicaria els resultats del Western blot. Aixi, tots els animals pateixen
una disminucio en la quantitat de proteina a nivell del segment S;. En el Western blot de
rony6 de ratoli mascle, pero, aquesta disminucié quedaria emmascarada per la proteina

dels segments S1/S,.

4.2.2. Efectes de la CsA en la secrecié de KAP

La CsA promou la secrecid de la KAP per part de la cél-lula epitelial renal murina.
Aixi ho indiquen els assaigs de pols i caca realitzats amb KAP-FLAG en preséncia o
abséncia de l'immunosupressor (1 mM); el tractament s'inicia durant els 30 minuts de
pols i es manté present fins al final de I'assaig. Com s'indica a la figura IV-5, la KAP es
detecta molt abans en el medi de les cél-lules tractades amb la CsA.
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Cel-lules Meadi

o 1 3¢ G 1200 240° 0 40 30° 600 130 24D

Kap S= o = - Cul

AP SRR —— + Caf

Fig. IV-5: Marcatge metabolic de KAP-FLAG en preséncia o abséncia de CsA (1mM). La
proteina de fusio es detecta al medi de les cel-lules PKSV-PCT transfectades amb KAP-FLAG i

tractades amb l'immunosupressor

4.3. Efectes de la CsA en lainteraccio KAP-CyPB

La possibilitat que la CsA interfereixi en la interaccio6 KAP-CyPB s'ha contrastat en
afegir CsA (25 mM i 50 mM) durant els assaigs de GST-Pulldown. A les dosis assajades,

I'immunosupressor no desplaca la interacci6 KAP-CyPB com s'observa a la figura IV-6.
-

Fig. IV-6 : Assaig de GST-Pulldown. La CsA s'afegeix a I'Glltim rentat durant 30 min.
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L'analisi densitomeétrica d'aquestes bandes no revela diferencies significatives entre
els eluits amb CsA i els eluits sense CsA.

Per altra banda la incubacié previa de la CyPB amb CsA, abans d'afegir GST-KAP,
tampoc impedeix la unié d'aquesta Gltima. La quantitat de proteina CyPB que es manté
Iligada a la GST-KAP abans d'iniciar-se els rentats, no és significativament diferent en

el grup tractat amb CsA respecte del no tractat.

Likgat s Llsgas 3
[ bl Rrrmt]  Ravilasd (4 =] Brkoinl rpfins  Ramiatd  FAeadaid (4]
- CsA + Csh

Fig. IV-7: Assaig de GST-Pulldown. La CyPB s'ha pre-incubat amb la CsA (50 niM) durant
30 min.

La co-localitzacié de GFP-KAP i CyPB, tampoc es veu afectada per la presencia de
CsA (1 M) en el medi de cultiu.
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GFP

GFP + CshA

GFP-KAP

GFP-KAP

GFP-KaAP
+ Csh

Fig. IV-8: Immunocitoquimica amb abCyPB (20 mg/ml) sobre ceél-lules transfectades amb
GFP-KAP i GFP.

4.4. Efectes toxics de la CsA.

4.4.1. Toxicitat per CsA en cél-lules en cultiu.

Un dels principals inconvenients del tractament amb CsA és I'elevada nefrotoxicitat
que produeix. Malgrat que aquest sigui el més evident efecte secundari del farmac,
també se li han descrit altres citotoxicitats, aixi com multiples efectes indesitjables. Per

tal de comprovar l'especificitat renal de la toxicitat en el nostre model cel-lular, hem
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estudiat els efectes toxics de la CsA en diferents linies epitelials renals, aixi com en una

linia epitelial no renal (CHO).

& |
Eq | = PCTE i
—o— MICH o
04 | —=— HEH-3m o
—— CHl . o
g - ' =
Z 7
B Ear -
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Concerdracid Cea

Fig. IV-10: Toxicitat per dosis creixents de CsA (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25 ng/ml)
en les linies epitelials: PKSV-PCT, MDCK, HEK-293 i CHO.

Com s'observa a la figura, la CsA produeix en les cél-lules epitelials renal una
citotoxicitat quantificable (per valoracié d'activitat LDH del medi) a partir de 15 mg/ml,
amb comportaments lleugerament diferents entre les linies estudiades. La linia epitelial
d'ovari de hamster (CHO), contrariament, no es veu afectada per cap de les dosis de

CsA analitzades.

4.4.2. Efecte de I'expressié de KAP en la toxicitat provocada per CsA en
PSKV-PCT.

Donada I'especial sensibilitat a la CsA per part de les cél-lules epitelials renal, ens
vam plantejar I'estudi de la seva toxicitat en el model cel-lular d'expressio de KAP, Tet-
Off. Aixi, els clons 3-26-37, 3-26-71 i 3-26-310 crescuts amb i sense tetraciclina, es van
tractar amb diferents dosis de CsA durant 24 hores (0; 6,25; 9,375; 12,5; 18,75; 25; 37,5

i 50 mg/ml). Com a control hem utilitzat el clon 3-26, també amb i sense tetraciclina.
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Fig. IV-11: Percentatge de mort cel-lular en els cultius dels diferents clons tractats amb
dosis creixents de CsA. *P£0,001).

A la figura es representen graficament els percentatges de mort cel-lular amb les
diferents dosis de CsA, per a cada clon amb i sense expressié de KAP.

Es confirmen els resultats previs de toxicitat cel-lular per CsA, essent evidents els
efectes toxics amb dosis superiors a 15 mg/ml . En el clon 3-26 no s'observen efectes de
la tetraciclina en la viabilitat cel-lular, descartant-se possibles efectes citotoxics de
I'antibiotic. En canvi, en els clons que expressen la KAP en absencia de tetraciclina
s'observa un clar efecte protector envers la toxicitat per CsA. Aixi, en major o menor
grau tots els clons mostren diferencies significatives pel que fa a la mortalitat, segons
s'expressi la KAP o no.
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1. KAP: LES HOMOLOGIES

La regulacié de la Kidney Androgen-regulated Protein ha estat subjecte d'estudi
des de la seva identificacio per Toole i col-laboradors I'any 1979. Malgrat els avencos en
el coneixement de la regulacio homonal de la KAP, I'estudi de la funci6 de la proteina
s'ha vist limitat, principalment, per I'abséncia d’homolegs de funcié coneguda.

La KAP de rata es va identificar posteriorment (Niu, 1996) i, tot i presentar una
estructura genica, una distribucio tissular i una regulacio equiparables a la KAP murina,
I'nomologia entre les dues proteines es pot considerar baixa. A aquest respecte, destaca
que les dues seqlencies presentin meés homologia a nivell de nucleotids (82%
d'identitats) que no pas a nivell d'aminoacids (54% d'identitats i 67% de positius); i que
la regi6 que presenta més identitat entre ambdues proteines correspon al péptid senyal,
suggerint que el gen de la KAP presenta una molt elevada taxa de mutacié. Una
duplicacio del gen ancestral K, previa a la divergéncia rata-ratoli també podria explicar
aquests resultats. Evolutivament parlant, les diferents formes d'una mateixa familia de
proteines sovint apareixen com a consequéncia de processos de duplicacidé geénica
(Ohno, 1970; Sidow, 1996). Aixi, amb la duplicacio6 es podrien haver generat K1 i K2;
una de les copies del gen conserva la funci6 original mentre que l'altre pot evolucionar
per donar lloc a noves formes. Si aixo fos cert, la KAP de rata i la de ratoli no serien
ortolegs sind6 membres diferents d'una mateixa familia, i caldria encara identificar els
homolegs de cada una d'elles a I'altre espécie.

Donada la homologia rata-ratoli, I'aparicié a les bases de dades de seqliencies
d'origen huma 100% homologues a la KAP murina, resulta, si més no, inesperada.
Homologies al 100% a nivell nucleotidic entre ratoli i huma sén poc freqlents, i propies
de sequieéncies altament conservades. Contrariament a la KAP de rata, la KAP humana
no sha obtingut a partir de teixit renal, sin6 de cultiu de cancer dovari i
d'oligodendroglioma. Tanmateix, pel que fa a l'estudi del gen del KAP huma, i
analitzant la regi6 sintenica del cromosoma 6 de ratoli (en humans cr. 12p13), no s'ha
trobat cap homologia significativa. Tenint en compte que ja s'havien descrit homolegs
de KAP humans (100% homolegs), els quals provenien de llibreries que posteriorment

s'ha evidenciat que estaven contaminades amb cDNAs murins (veure clons AA075684,
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AAQ075041 i AA131489), és licit dubtar de l'origen real d'aquests clons suposadament

humans.

1.1. Els homolegs remots

Mitjancant psi-blast hem estudiat els possibles homolegs remots de la KAP.
Només quan augmentem el valor de E fins a 0,5 apareix una sequéncia significativament
homologa, la OL-protocadherina. Un valor de E £ 0,5 significa que I'alineament descrit
es pot donar de manera aleatoria 0,5 vegades.

Les cadherines formen una superfamilia de proteines implicades en adhesié
cél-lula a cel-lula i juguen un paper clau en la morfogéenesi, proliferacio i polaritzacio
cel-lular aixi com en transduccio6 de senyal i creixement (Takeichi, 1988; Nathke, 1993;
Suzuki, 1996; revisié a Angst, 2001). Son glicoproteines transmembrana amb un
segment extracel-lular format per un nombre variable de dominis cadherina. Aquests
dominis de 110 aminoacids sén els principals responsables de Il'adhesio (Blaschuk,
1990) i s'estabilitzen en presencia de calci (Pertz, 1999). El segment transmembrana i el
citoplasmatic, per la seva banda, juguen un paper important en la interaccié amb el
citosquelet (Nagafuchi, 1993).

Les protocadherines pertanyen a aquesta superfamilia i contenen 6 dominis
cadherina al seu segment extracel-lular, mentre que el segment citoplasmatic no presenta
homologia amb les cadherines classiques. Algunes protocadherines presenten una
distribucio tissular amplia, encara que la majoria son especifiques de teixit nervios
(Sano, 1993). La regi6 homologa entre la KAP i la OL-protocadherina (clonada a partir
de teixit ofactori de ratoli, Hirano, 1999) comprén els aminoacids del 51 al 96 de la
KAP murina, i del 138 al 183 de la protocadherina, corresponent a un tro¢ del domini
cadherina del segment extracel-lular. L'homologia entre la KAP murina i la OL-
protocadherina (42% d'identitat i 55% positius) és més gran que no pas entre la KAP de
rata i la OL-protocadherina; encara que aix0 es podria explicar en base a la hipotetica
divengencia funcional entre la KAP murina i la de rata, ni la longitud del fragment
alineat, ni I'nomologia en aquest fragment, ni el valor d'E utilitzat, permeten afirmar

amb garanties que les protocadherines siguin un parent llunya de la KAP.
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1.2. Caracteristiques fisico-quimiques

S'ha suggerit que alguns grups de proteines amb funcions comunes convergeixen
pel que fa a la composicio amionacidica, pes molecular i punt isoelectric (Hobohm,
1995; Galat, 1997). No observem, pero, un patr6 funcional conservat entre les diferents
proteines amb pl i pes molecular semblants als de la KAP. Aixi, la localitzacié
d'aquestes proteines és basicament extracel-lular (Mastocytoma proteoglycan core
protein, Salivary acidic proline-rich phosphoprotein), encara que també trobem
proteines de membrana (Glycophorin HA), intracel-lulars (Oncomodulin) o nuclears
(DNA-directed RNA polimerase Il o Parathymosin). Moltes d'elles estan glicosilades,
presenten péeptid senyal i tres d'elles (Oncomodulin, Salivary acidic proline-rich
phosphoprotein i Parathymosin) Iliguen ions calci de manera especifica. Tanmateix,
mentre algunes d'aquestes proteines estan ubiquament expressades (DNA-directed RNA
polimerase 1l o parathymosin) altres presenten una certa especificitat de teixit

(Trophoblast-specific protein precursor).

2. KAP: LA PROTEINA

Malgrat els avengos en computacio i en nombre de bases de dades disponibles,
I'aproximacié "in silico" a la funcié del la KAP no ha resultat concluient. Per a
I'aproximacid "in poiata" resulta imprescindible I'obtenci6 d'anticossos especifics contra
la KAP. La utilitzacié d'aquests anticossos ens ha permés contrastar la informacio que es
tenia sobre la KAP a nivell de mRNA.

Tot i reconeéixer peptids diferents de la KAP, els anticossos abKAP1 i abKAP2 han
demostrat ser igualment utils en la localitzacié de la proteina mitjangant Western blot,
immunohistoquimica i immunocitoquimica. Donat que reconeixen péptids especifics de
la KAP, molt probablement tenen dificultat per detectar la proteina nadiua no
desnaturalitzada, explicant-se aixi la baixa eficiencia de abKAPl i abKAP2 per
immunoprecipitar la KAP. Per altra banda, cal tenir en compte que els anticossos contra
la KAP murina s'han obtingut a ratoli; aixo pot fer que el reconeixement de les cadenes
lleugeres i pesades de les immunoglobulines emmascari la deteccié de la KAP. Aquest
no ha estat el cas, ja que les immunoglobines migren segons un pes molecular de 50 i

150 KDa, mentre que la KAP presenta un pes aparent d'aproximadament 20 KDa.
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Aquest pes aparent, descrit ja des de la identificacié de la KAP no es correspon
al predit per a una proteina de 121 aminoacids (aprox. 13KDa). Tant la proteina
detectada en extractes de ronyd, com l'expressada de manera heterologa en bacteri, com
la sintetitzada in vitro en un sistema de reticulocit de conill, migren segons un pes
superior al predit. Aixi, no podem atribuir aquest augment aparent a possibles
modificacions post-traduccionals. Més aviat son les caracteristiques fisico-quimiques de
la KAP i la seva composicio aminoacidica les que condicionen aquest resultat. Ja s’havia
descrit per a la KAP (Meseguer, 1989) que l'abundancia d'aminoacids prolina, serina,
treonina, aspartic i glutamic provocaven aquesta migracio aberrant.

La presencia de modificacions co-traduccionals i post-traduccionals (eliminaci6 del
péptid senyal, glicosilacions, etc) s'ha avaluat mitjancant la utilitzacié de reticulocit de
conill (Pelnam 1976) conjuntament amb membranes microsomals canines (Walter,
1983). Destaca el baix rendiment en la sintesi in vitro de la KAP, sobre tot tenint en
compte que es va identificar com el producte de traduccié in vitro més abundant al
rony6 de mascle (Toole, 1979). En el nostre cas no hem utilitzat mRNA total de ronyd;
partim del cDNA de la KAP clonat en pBluescript-SK. Malgrat que aquest cDNA
compta amb cua de poly-A i amb 21 nucledtids de la regié 5'UTR, és possible que
I'estabilitat del mMRNA i I'eficiencia de traducci6 sigui inferior que en el mMRNA complet
de la KAP.

Per altra banda, la utilitzacié de les membranes microsomals canines disminueix
la intensitat del senyal obtingut. Si tenim en compte que la KAP nomes té 3 metionines,
i que dues delles formen part del putatiu peptid senyal, és possible que I'escissié del
mateix provoqui la disminucié d'intensitat en l'autoradiografia. L'analisi per Western
blot d'aquestes mostres, perd, detecta la KAP amb menys intensitat en els carrils
corresponents a les membranes microsomals. Aixi, o bé les membranes interfereixen en
la trascripcio i traduccio de la KAP, o bé I'escisio del péptid senyal va acompanyada
d'altres modificacions que dificulten el reconeixement de la KAP per part dels
anticossos.

La mobilitat electroforetica en SDS-PAGE de la proteina sintetitzada in vitro
sense membranes microsomals, és identica a l'observada per a la proteina detectada en
extractes de rony0 de ratoli. Una primera lectura d'aquests resultats seria que la proteina
present al teixit no ha sofert modificacions post-traduccionals; també és probable que
aquestes modificacions s'hagin donat, perd que no afectin a la migracio de la proteina.
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Cal tenir en compte que el reticulocit de conill sovint conté enzims contaminants
(principalment quinases) que poden estar modificant la proteina. Aixi, també és possible
que ambdues proteines (provinent del reticulocit i del teixit) estiguin igualment
modificades.

L'analisi exhaustiva de les modificacions post-traduccionals de la KAP
(utilitzaci6 de quinases, glicosilases, endopeptidases i altres), requereix la
immunoprecipitaci6 de la proteina. Donat que no disposem d'anticossos per
immunoprecipitar la KAP, no hem pogut dur a terme aquests assaigs a partir d'extracte
de teixit. Pel que fa al cultiu cel-lular, el model d'expressi6 optimitzat per a la
immunoprecipitaci6 (KAP-FLAG), presenta dianes per a modificacions post-
traduccionals a la sequéncia del FLAG i, per tant, no és un model valid per a aquests
assaigs. Actualment, al nostre laboratori s'esta utilitzant un model d'expressio alternatiu

per a I'estudi de les modificacions post-traduccionals de la KAP.

3. KAP AL RONYO MURI

La KAP presenta una clara especificitat de tissular. En ratoli, I'expressio del
MRNA queda restringida al rony¢ i a I'dter (durant els tres dies previs al part) (Kasic,
1993). Catterall i col-laboradors (Catterall, 1986) varen obtenir anticossos policlonals
immunitzant conills amb un fragment de la KAP murina (de I'aminoacid 86 al 96).
Aquells anticossos tenien la capacitat d'immunoprecipitar la KAP traduida in vitro, i
també detectaven la proteina en assaigs de RIA (radioimmunoassaig). Aixi van poder
detectar la KAP aronyd, a orina i també a glandula submaxil-lar. Els autors descarten la
possibilitat que la glandula submaxil-lar només acumuli la KAP i no la sintetitzi, donat
que no detecten la KAP en serum.

Resultats obtinguts al nostre i a altres laboratoris (Ding 1997) utilitzant técniques
de Nothern blot i RT-PCR, demostren, en canvi, I'absencia del mRNA de la KAP a la
glandula submaxil-lar. Aquests resultats indiquen que la deteccié de la proteina a la
glandula submaxil-lar per part de Catterall i col-laboradors, o bé és inespecifica, 0 bé és
conseqliencia de I'acumulacio de la KAP d'origen no submaxil-lar.

Pel que fa a l'orina, els nostres anticossos abKAP1 i abKAP2 no detecten per
Western blot cap proteina especifica. No descartem, pero, la possibilitat que la KAP
sigui secretada a orina. Els nostres resultats negatius podrien atribuir-se, per una banda

als anticossos utilitzats i per l'altra a la técnica de deteccid. Els anticossos abKAP1L i
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abKAP2 son monoclonals obtinguts per immunitzaci6 amb peptids diferents als
utilitzats per Catterall i col-laboradors. Tanmateix, el radioimmunoassaig representa, a
molts nivells, una técnica més sensible que no pas el Western blot.

Els resultats obtinguts amb els anticossos generats per Catterall i col-laboradors,
s'han posat en entredit pels mateixos autors (Dr. J. F. Catterall, comunicaci6 personal).
Si més no, aquests resultats no s'han pogut reproduir amb els mateixos anticossos.
Podem afirmar, doncs, que abKAP1 i abKAP2 s6n els Unics anticossos monoclonals

disponibles que, de manera consistent, reconeixen la KAP murina.

3.1. Abundanciarelativa

El mRNA de la KAP és un dels transcrits més abundants al rony6 de ratoli
mascle (Takenaka, 1998; Virlon, 1999; EI-Meanawy, 200). Per altra banda s'ha descrit
que l'estabilitat d'aguest mRNA és molt elevada (Watson, 1988). Hem demostrat
mitjancant assaigs de marcatge metabolic que, malgrat les prediccions de vida mitja de
la proteina i la presencia de regions PEST, la KAP té una vida mitja intracel-lular de
més de 8 hores. Tot aix0 suggereix que la KAP és, molt probablement, una de les
proteines més abundants al tubul proximal muri. Val a dir, pero, que els assaigs de
marcatge metabolic s'han realitzat mitjancant transfeccid transitoria de la KAP en la
linia epitelial renal murina PKSV-PCT. Aquestes cél-lules, tot i presentar les
caracteristiques propies de cél-lula epitelial proximal renal, podrien mancar de factors
especifics que condicionessin la traduccio i el processament de la KAP al ronyo.
Igualment, la sobre-expressido de la proteina en el model cel-lular pot alterar

significativament el processament normal de la mateixa.

3.2. Regulacié per androgens

El ronyo presenta un clar dimorfisme sexual, tant a nivell morfologic (Koenig,
1980) com a nivell molecular (Catterall, 1998; Melia, 1998). L'expressio del mRNA de
la KAP és un clar exemple d'aquest dimorfisme. Hem demostrat que la KAP es
distribueix al ronyd muri seguint el patro ja descrit per al seu mRNA (Meseguer, 1987).
Aixo és, a la regio juxtamedul-lar (S3) en femelles, mascles castrats i mascles intactes.
Aquests ultims, i per efecte dels androgens, també presenten la KAP a nivell cortical

(S1/S;). No hem demostrat de manera directa i mitjangant PAS que les cel-lules que
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expressen la KAP siguin cel-lules epitelials de tabul proximal, pero podem afirmar que
la distribucid dels tibuls marcats és consistent amb la localitzacio al tabul proximal. Els
diferents nivells d'expressio relativa de la proteina s'han pogut comparar mitjancant
Western blot, evidenciant-se lI'abundancia de la KAP al ronyé de ratoli mascle, amb
valors decreixents en femelles i castrats. Els androgens al ronyd sén responsables de
I'expressio diferencial d'enzims i transportadors principalment. La regulacié per
androgens de la KAP, juntament amb el fet que és una proteina de mida petita (121 aa),
va portar a alguns investigadors a suggerir que la KAP podria tenir alguna relacié amb
les feromones (Watson, 1984). Les MUPs (Major Urinary Proteins) representen el
component proteic més abundant a l'orina de ratoli i s'ha demostrat que lliguen
compostos quimics amb activitat feromona. Tanmateix també s'ha descrit activitat
feromona intrinseca per a les MUPs i altres proteines de la familia de les lipocalines
(revisat a Flower, 1996). Les MUPs es regulen per androgens pero, a diferéncia de la
KAP, son d'origen hepatic. Per altra banda, la KAP no presenta homologies de

sequencia amb elles ni amb altres membres de la familia de les lipocalines.

3.3. Localitzacio cel-lular

La localitzacié cel-lular d'una proteina pot ésser de gran utilitat en I'elucidacio de
la funcié de la mateixa. Hem utilitzat tres models d'expressio, tots ells basats en la
transfeccid de la KAP, amb o sense taq i en posicié amino i carboxi-terminal. El sistema
més complexe, el Tet-Off, permet, mitjancant una doble transfeccio estable, I'expressid
controlada de la proteina. Es tracta d'un sistema molt versatil i potent, i ofereix com a
principal avantatge la possibilitat de regular on/off I'expressié d'una proteina en una
mateixa linia cel-lular. S'eliminen aixi variables com eficiéncia de transfecci6 transitoria
o efectes inespecifics provocats pels llocs d'insercio en les transfeccions estables. Tot i
haver valorat els nivells d'induccié per RT-PCR i Western blot, no hem analitzat el
nombre de copies de cada plasmid insertades en el genoma de les PKSV-PCT. Podem
afirmar, pero, que els nivells d'expressio en el sistema Tet-Off son inferiors als que
obtenim amb els sistemes d'expressié transitoria.

Els tres models d'expressio de la KAP en cel-lules epitelials renals PKSV-PCT
coincideixen en un patrd de distribucio6 reticular citoplasmatic, més intens al voltant del
nucli pero amb abséncia de proteina a nucli i a membrana. La utilitzacio de un disruptor
dels microtubuls, el Nocodazole, provoca una certa desaparicid del patro reticular,

quedant la proteina distribuida uniformement al citoplasma de manera homologa a la
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GFP. EI reticle endoplasmic depén dels microtibuls en el trafic vesicular (Terasaki,
1986; Terasaki, 1994) i condiciona les diferencies entre les membranes basolaterals i
apicals de les cel-lules polaritzades (Parczyk, 1989; Breitfeld, 1990). L'associacio al
citoesquelet es fa evident també en la localitzacié de la KAP durant la mitosi. Aixi la
trobem formant part del fus mitotic durant metafase, anafase i telofase. Igualment es
localitza en el solc de segmentacid durant les etapes més tardanes de la divisio cel-lular.
Aquesta localitzacié ja ha estat descrita per a altres proteines (FKBP-59 (Perrot-
Applanat, 1995), E-cadherina (Bauer, 1998) o Clatrina (Okamoto, 2000)), i molt
probablement és conseqiiéncia de la reorganitzacié del citoesquelet durant la divisié
cel-lular. Es poc probable que la KAP jugui un paper cabdal en la divisio cel-lular donat
que aquest és un proces general i, en canvi, la KAP presenta una evident especificitat
cel-lular. La possibilitat que la KAP alteri de manera significativa el curs del cicle
cel-lular, s'ha descartat amb I'analisi per citometria de fluxe dels clons tet-off amb i
sense sobre-expressio de KAP, donat que no s'‘observen diferéncies entre les mostres
amb i sense tetracicina. Si observem, en canvi, diferéncies entre clons; las quals s6n
atribuibles a l'efecte insercional. En aquest assaig s'ha de tenir en compte, per una
banda, la baixa eficiéncia de sincronitzacio que fa que les poblacions no siguin 100%
homogeénies al Ilarg del cicle i per altra banda el fet que hem analitzat les cél-lules amb
periodes minims d'una hora. Aixi, si la sobre-expressid de la KAP afecta al cicle
cel-lular amb variacions de minuts o si la poblacié susceptible de I'accié de la KAP és

petita, no ho detectarem mitjangant aquesta aproximacié funcional.

4. KAP: LES INTERACCIONS

Una font important d'informacié pel que fa a la funcié d'una proteina, ens ve
donada per les proteines amb les quals interacciona. L'analisi d'interaccions proteina-
proteina es pot abordar amb diferents metodologies. En el nostre cas hem utilitzat el
doble hibrid en Ilevat com a assaig d'interaccions. Malauradament, el nombre de positius
reals ha estat baix, i la qualitat de les sequiencies en la llibreria ha demostrat ser
deficient. Bona part dels clons seqiienciats a partir de la llibreria han resultat incomplets
en I'extrem 5', fusionats amb altres cDNAs diferents, o estan en l'orientacié incorrecta.
Valguin com a exemple els dos primers positius: 5.6 i P5.

El clon 5.6 conté un fragment d'elevada homologia amb l'extrem 3' de la

uromodulina murina, en canvi, tota la regioé corresponent a 1Kb de I'extrem 5' del clon
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no té homolegs a cap de les bases de dades utilitzades. Els intents d'aillar de la llibreria
del doble hibrid un clon uromodulina sencer han estat infructuosos donada la baixa
integritat en I'extrem 5' de tots els clons obtinguts.

La uromodulina o proteina de Tamm-Horsfall és la glicoproteina més abundant a
I'orina humana (Tamm, 1950), se sintetitza exclussivament al ronyo, localitzant-se al
segment ascendent de la nansa de Henle. Encara que es desconeix el paper fisiologic
exacte de la proteina, es postula que esta implicada en el manteniment del balang
electrolitic a la nefrona i en la proteccio del rony6 en front a infeccions bacterianes
(Orskov, 1980). També se I'na implicat en patologies renals com la fallada renal aguda,
infeccions del tracte urinari i nefrolitiasi (Hoyer, 1979). Tanmateix s'ha descrit que la
uromodulina procedent de dones gestants inhibeix la proliferacio del limfocit T i lliga
IL-1i IL-2 (Tandai-Himura, 1999) amb caracteristiques immunosupressores.

Donada I'abundancia de la uromodulina, resulta plausible que, tot i haver superat
tots els controls del doble hibrid, el clon 5.6 sigui un fals positiu. També és possible que
la interaccid no estigui mediada pel fragment homoleg a uromodulina, sind pel fragment
de I'extrem 5' sense homologies. Si, pel contrari, la interaccio real vingués donada per la
uromodulina, es plantejaria el dubte de la rellevancia fisiologica de la interaccié. Donat
que la uromodulina és una glicoproteina associada a la membrana apical de les cel-lules
epitelials de tabul distal, I'Gnica possibilitat d'interaccié passa per la secrecio de la KAP
per part de les cel-lules epitelials proximals a la [lum del tabul. Aixi, com ja s'ha indicat
previament, la KAP se secretaria a orina. Donat que no hem observat per
immunohistoquimica la presencia de la KAP al segment ascendent de la nansa de Henle,
aquesta hipotetica interaccié no retindria la proteina al tabul. La utilitzacio de l'insert 5.6
com a sonda en Northern blot de rony6 de ratoli, revela una Unica banda especifica de
més de 2 Kb, que seria coincident amb la uromodulina, perd no descartem la presencia
d'altres bandes de pes molecular diferent i menor intensitat.

Per la seva banda, el clon P5 també presenta un extrem 5' anomal, on hi trobem
una cua de poly-T. Aquest fet, juntament amb la preséncia d'una diana EcoRlI interna i
I'absencia d'homologies en el moment de la seva sequienciacio, ens va fer pensar que es
tractava de la fusié de dos clons; un d'ells en la orientacié inversa. Amb l'augment de
sequiencies al banc de dades, han aparegut est's homolegs que se solapen a nivell de la
diana EcoRl, descartant la possible fusié de dos cDNAs a aquest nivell. Tot i tractar-se
de est's sense homologies conegudes i de diferent procedencia (bulb olfactori, glandula

mamaria, hipotalem i retina), la seqiiéncia alineada compren gairebé tot el clon, i fins i
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tot trobem un homoleg de rata. L'adquisicio d'un d'aquests clons homolegs de ratoli ens
hagués permés I'estudi del clon P5, de la seva sequéncia correcta i completa i de la seva
funcié. Malauradament aquests clons pertanyen al Brain Molecular Anatomy Project
(BMAP) NIH-University of lowa, i encara no s'han posat a la venda. La recerca de clons
homolegs a P5 a la llibreria de doble hibrid no va proporcionar cap sequéncia homologa,
suggerint la baixa representacio de P5 a la llibreria.

Malgrat la interaccié KAP-P5 ens sigui poc informativa pel que fa a la funcié de
la KAP, el clon P5 constitueix per si mateix una possible nova linia de recerca; quedant

encara per investigar la rellevancia de la interaccio KAP-P5.

5. KAP: INTERACCIO AMB CICLOFILINA B

L'Gnic positiu de doble hibrid amb seqtiencia completa i coneguda ha estat el
clon B3. La sequéncia del mateix és 100% homologa a la ciclofilina B (CyPB) de ratoli
i compreén la regio codificant sencera i en pauta.

La interaccio0 KAP-CyPB ha estat sistematicament confirmada amb tots els
assaigs utilitzats: doble hibrid, GST-Pulldown, immunoprecipitacioé i co-localitzacio
cel-lular, demostrant-se in vitro i in vivo la interaccio.

Mitjangant doble hibrid hem identificat els dominis implicats en la interacci6 de
cada una de les proteines. Pel que fa a la KAP, els primers 51 aminoacids no son
suficients per a la unié amb CyPB. La interaccio es fa efectiva amb un domini més gran,
que compren els aminoacids del 1 al 92. No podem atribuir la interaccié Unicament al
fragment comprés entre els aminoacids 51 i 92, donat que part o tot el domini (1-51) pot
ésser necessari. Els aminoacids del 51 al 92 de la KAP corresponen a la regio
identificada per psi-blast com a homologa a la OL-protocadherina, perd no tenim
constancia que s'hagi descrit cap interaccio entre la ciclofilina B i algin membre de la
familia de les cadherines.

Pel que fa a la ciclofilina B, el domini responsable de la interacci6 queda
restringit als Gltims 46 aminoacids de la regié carboxi-terminal de la proteina. Aquesta
regié correspén a una sequéncia especifica de la CyPB que no es troba en altres
ciclofilines. Concretament, els ultims 10 aminoacids carboxi-terminals son responsables
de la retencid de la proteina al reticle (Arber, 1992) essent els Gltims 5 aa especialment
necessaris (Mariller, 1996). Si tenim en compte que els anticossos antiCyPB utilitzats en

els assaigs de co-immunoprecipitaciéo reconeixen especificament els ultims 10
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aminoacids de la proteina, és possible que el reconeixement de la CyPB per part
d'aquests anticossos es vegi destorbat per la interacci6 amb KAP. Aixo explicaria el
resultat de la immunoprecipitacio, amb la qual no som capacos de detectar la KAP quan
co-immunoprecipitem amb I'anticos antiCyPB, pero si a l'inversa.

La interaccié entre la KAP i la CyPB no es veu compromesa per la preséncia de
CsA en els assaigs de GST-Pulldown. A les dosis assajades la CsA no desplaca la
interaccié KAP-CyPB un cop formada. S'ha descrit que, en la interaccio de la ciclofilina
D amb la translocasa de nucleotid adenina (Woodfield, 1998), la CsA no és capa¢ de
desplacar la interaccié; en canvi, la pre-incubaci6 de la ciclofilina amb
I'immunosupressor si impedeix la uni6 descrita. En les nostres mans, la incubacio previa
de la CyPB amb la CsA, a dosis superiors a les utilitzades per Woodfield i
col-laboradors, tampoc no impedeix la unié de la KAP. Aquests resultats confirmen la
identificacié del domini C-terminal de la CyPB com a regi6 responsable de la unid i,

alhora, no implicada en la interaccio amb CsA.

5.1. Altres dianes de la CyPB

Donades les caracteristiques intrinseques de les ciclofilines (activitat rotamasa i
chaperona (Fischer, 1990; Schmid, 1993)) hom pot plantejar-se la possibilitat que la
interaccio sigui inespecifica. No es considera, pero, que les ciclofilines tinguin un paper
essencial en el plegament de proteines. Aixi ho demostren Dolinski i col-laboradors
(Dolinski, 1997) en mutar totes i cada una de les ciclofilines conegudes en llevat, i
comprovant que cap d'elles és essencial per a la viabilitat cel-lular. Els autors proposen
I'existéncia d'un nombre reduit de proteines especifiques substrat de les ciclofilines. A
aquest respecte s'han identificat un seguit de proteines que interactuen de manera
especifica amb algunes ciclofilines.

Concretament, a la CyPB se li han descrit interaccions amb la calcineurina (Li,
1999), amb la proteina p24 de la capside del virus de lI'immunodeficiéncia humana
(Luban, 1993), amb la CAML (Bram, 1994), amb Hsp47, PDI, GRP78, GRP94 i
procolagen (Smith, 1995), amb elF2-b (Kainer, 2000) i amb la prolactina (Rycyzin,
2000). No s'ha descrit cap homologia de sequéncia o de funcio entre aquestes proteines,
ni tampoc un patré comu d'accié de la CyPB sobre cada una d'elles.

Aixi, la interacci6 amb la calcineurina és depenent de la interaccié de la
ciclofilina amb la CsA a nivell del que s'ha anomenat centre actiu (Schneider, 1994), i

resulta en la inhibici6 de I'activitat fosfatasa. Aquesta inhibicié és més efectiva en el cas
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de la uni6 de CyPB amb la CsA que no pas en CyPA amb CsA (Swanson, 1992).
Tanmateix, l'afinitat de la CyPB per la CsA és 10 vegades superior que la que té la
CyPA.

La interaccio amb la proteina virica p24 es dona a través del centre actiu de la
CyPB, i per tant, la preséncia de la CsA impedeix aquesta interaccié (Luban, 1993). La
CyPB humana, no només reconeix la proteina del virus de la immunodeficiéncia huma
(HIV) sin6 tambe el simi (SIV) (Endrich, 1999).

La CAML es va identificar en base a la seva interaccié amb la CyPB (Bram,
1994). Es desconeixen els dominis implicats en aquesta interaccié aixi com I'efecte de la
CsA. La CAML es troba al reticle, colocalitzant amb la calreticulina, i modula
I'alliberament de calci intracel-lular (Holloway, 1996; Holloway, 1998). Posteriorment
s'ha descrit una proteina transmembrana que interacciona amb la CAML i s'ha anomenat
TACI (Transmembrane Activator and CAML Interactor). La TACI esta implicat en
l'activacié de NFAT, AP-1 i NFk-B (von Bulow,1997) proporcionant un senyal co-
estimulador en la resposta humoral independent de cél-lules T (von Bulow, 2001).

Per la seva banda, les interaccions descrites per Smith i col-laboradors (Smith,
1995) es donen amb proteines residents al reticle amb funcidé de chaperones. La seva
interaccio i localitzacié a reticle i a vesicules intermitges pre-Golgi son indicatives del
paper important que tenen a nivell de transport i secrecié de procolagen (Smith, 1995).
Igualment es demostra que la preséncia de CsA disminueix els nivells de CyPB lligada a
colagen, reduint-se la secrecid del mateix.

Meés recentment s'ha identificat la interaccié de la CyPB amb elF2-b (Kainer,
2000) encara que no hi ha cap publicacié pel que fa a la interaccié (la informacio
apareix a l'article Kainer 2000 com a feina realitzada pels autors pero sense publicar).
L'elF2-b és part del complexe proteic elF2. Aquests és un important regulador de la
traduccid de proteines i un component central de la resposta del reticle endoplasmic a
I'estrés (Kaufman, 1999).

La prolactina interacciona amb la CyPB via I'extrem C-terminal de la ciclofilina
B, i la preséncia de la CsA augmenta la interaccid entre les dues proteines. L'efecte
d'aquesta interaccidé es tradueix en una meés gran retrotranslocacid nuclear de la
prolactina (Kainer 2000).

Consequentment amb la seva interaccié amb CyPB, moltes d'aquestes proteines,
la KAP entre elles, es localitzen al reticle endoplasmic. Alguns autors (Arber 1992;

Bram, 1993) hipotetitzen que la localitzacio reticular de la CyPB juga un paper
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important en la immunosupressio, ja que en co-localitzar amb la calreticulina podria
estar implicada en processos de mobilitzacié de calci intracel-lular. Tanmateix, la
presencia de la CyPB al reticle esta igualment associada al plegament i el transport
intracel-lular (Smith, 1995). Hem pogut demostrar mitjangcant immunocitoquimica que
la KAP co-localitza a nivell reticular amb la CyPB i que aquesta co-localitzacié no es
veu alterada en preséncia de CsA.

Al contrari que la KAP, la CyPB és una proteina ubiquament expressada. En rata
s'ha descrit la seva abundancia renal i la seva distribucio al llarg de la nefrona (Kainer,
2000). De tots els organs estudiats pels autors, els nivells de mMRNA més elevats es
troben a ronyd, amb més abundancia al tabul proximal convolut (tot i ser present a tots
els segments del tubul). EI mateix estudi identifica una sobre-expressio a nivell renal en
la soca de rates hipertenses espontanies SHR. Aquesta sobre-expressié es fa evident
quan encara no s’ha donat un augment significatiu en la pressié sanguinia d'aquestes
rates i per tant no es tracta d'un efecte secundari a la hipertensi6. Tanmateix, la
persistencia de la sobre-expressio en linies cel-lulars proximals renals obtingudes a
partir d'aquests animals, suggereix un origen genetic de la sobre-expressid. Aquests

resultats associen per primer cop la CyPB amb una patologia renal.

6. KAPILA CICLOSPORINA A

La interacci6 KAP-CypB descrita per nosaltres, la interacci6 CyP-CsA
imprescindible per a I'accié immunosupressora del farmac i la relacio entre la CsA i la
nefrotoxicitat, fan de I'analisi de la relacié KAP-CsA una aproximacio atractiva.

Hem demostrat que els nivells de proteina KAP disminueixen de manera evident
i a nivell de les cél-lules S3 amb 3 dies de tractament. Hem utilitzat immunohistoquimica
per tal de demostrar realment aquesta disminucid en Sz en mascles intactes, ja que la
presencia de proteina a Si/S; ens emmascara aquesta davallada en els assaigs de
Western blot. Per contra el tractament amb CsA augmenta el nivell de mRNA de KAP
en mascles i femelles sense afectar als mascles castrats. Resulta dificil explicar
l'augment de mMRNA com a fenomen compensatori a la disminucié de proteina, ja que
no observem aquesta compensacio en mascles castrats. Donada la marcada dependencia
de la preséncia de hormones esteroidals és més factible suposar que la CsA afecta de
manera especifica a l'activitat d'aquestes hormones. S'ha demostrat que la CsA pot

afectar a la resposta androgenica a dos nivells, per una banda activa el metabolisme
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androgénic i la conversio de testosterona en el seu metabolit més actiu, la
dihidrotestoterona (Boudou, 1990) per activacio de I'enzim 5a-reductasa. L'activacié de
la 5a-reductasa afectara al ronyé només augmentant els nivells circulants de DHT, ja
que l'activitat d'aquest enzim al ronyé és molt baixa (Anderson, 1990). Per l'altra banda,
a nivell de receptors hormonals també s'ha descrit I'activacid del receptor de
glucocorticoids (Ning, 1993) i progesterona (Tai, 1994; Renoir, 1995; Milad, 1995) en
resposta a l'immunosupressor. Els autors demostren un increment significatiu en
I'activacié per part d'un progestogen (R5020) d'un promotor sensible a progesterona
(MMTV, Mouse Mammary Tumor Virus) en cel-lules tractades amb CsA. En base a
aquests resultats, hipotetitzem per a la KAP un efecte potenciador de la CsA sobre
I'activacio via hormones esteroidals.

Segons els assaigs de immunohistoquimica, la CsA afecta disminuint els nivells
de la KAP igualment a mascles, femelles i mascles castrats, essent les cel-lules
juxtamedul-lars les dianes de I'accié de I'immunosupressor sobre els nivells de proteina;
val a dir que justament aquest segment Sz també és diana de l'accié nefrotoxica
(Mihatsch, 1986) caracteritzada per l'aparicidé de grans vacuols i l'alteracio estructural
del reticle endoplasmic.

Donat que els nivells de mMRNA de KAP son iguals o més elevats encara en els
ratolins tractats que els control, la disminuci6 de la proteina provocada per la CsA a les
ceél-lules S3 ha d'estar mediada per esdeveniments traduccionals o post-traduccionals. La
CsA ha estat implicada en processos de degradacio de proteines a nivell renal (Olbricht,
1990; Olbricht, 1994) on s'ha descrit un augment de l'activitat catepsina, encara que
restringida al segment S; del tubul proximal. A nivell traduccional, la CsA també afecta
al rony6, de manera global (Buss, 1993) i amb proteines especifiques com la IL-6
(Garcia, 1999) o la IL-3 (Nair, 1999). Ambdues possibilitats, degradacio i alteracid
traduccional, es poden donar de manera simultania i son compatibles amb els nostres
resultats pel que fa a la secrecié de la KAP. En el model cel-lular d'expressié KAP-
FLAG hem analitzat per marcatge metabolic si la CsA afecta a la secrecié de la KAP,
demostrant que la KAP apareix abans al medi de les cel-lules tractades amb 1nivi CsA.
La dosi de CsA utilitzada és prou baixa com per no comprometre la integritat cel-lular
durant el temps de l'assaig. Un efecte semblant ja s'havia descrit per a la CyPB, en
cél-lular de rony6 de hamster (BHK) i en les mateixes condicions que el nostre assaig
(Price, 1994).
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Aixi doncs, i sense descartar els possibles efectes traduccionals i de degradacio,
la CsA promou la secrecié de la KAP per part de la cél-lula epitelial proximal murina.

Finalment, hem demostrat que la sobre-expressié de la KAP en un model
cel-lular renal disminueix la toxicitat provocada per la CSA i aquesta proteccié es dona
principalment a dosis altes de CsA. Donat que no hem avaluat altres farmacs
nefrotoxics, no podem afirmar categoricament que la proteccio sigui especifica per a la
CsA. Es possible que la sobre-expressio de la KAP confereixi una més gran viabilitat a
les cél-lules en cultiu, independentment de l'origen del dany cel-lular. Aixi, la KAP
conferiria proteccio parcial en front a diversos nefrotoxics. Es possible també que
I'efecte protector de la KAP no sigui especific per a la CsA, pero estigui adrecat a la
compensacio especifica de la inhibicid de la calcineurina, per tant la toxicitat per FK506
(o tacrolimus, immunosupressor que inhibeix la fosfatasa calcineurina i que és
igualment nefrotoxic (revisié a de Mattos, 2000)) també disminuiria en presencia de
KAP. Les grafiques de toxicitat mostren una protecio baixa o inexistent a dosis baixes-
mitjes de CsA. Es a dosis més altes quan la proteccid per la preséncia de la KAP es fa
evident i significativa.

La ciclosporina A circula pel corrent sanguini, és metabolitzada al fetge pel
citocrom P4503A (Henricsson, S. 1990), exerceix el seu efecte immunosupressor a
nivell del limfocit T (Liu, 1991) i, entre altres teixits, s’acumula al rony6 (Belitsky,
1986; Wagner, 1987). Les ciclofilines son proteines ubiqies i abundants; s’ha descrit,
pero, que a concentracions elevades de CsA poden arribar a ser limitants en la interaccid
CsA-CyP (Kung, 2000). La ciclofilina A és la immunofilina responsable de la
immunosupressio per CsA al limfocit T, pero es desconeix si en altres teixits el lligand
preferent de la CsA és algun altre membre de la familia de les ciclofilines. En uns
primers estudis es va considerar que la CyPC era especifica de rony6 i podia aixi estar
implicada en la nefrotoxicitat provocada per I’immunosupressor. La identificacié de la
CyPC a altres teixits i la seva baixa afinitat per CsA comprometen aquesta hipotesi
(Friedman, 1994; Schneider, 1994).

Luban i col-laboradors han generat un ratoli transgenic per a la CyPA (Colgan,
2000), I’estudi de I’efecte nefrotoxic de la CsA en aquests ratolins no s’ha dut a terme
pero sera de gran utilitat per discernir la implicacio d’aquesta ciclofilina en la
nefrotoxicitat.

La ciclofilina B s’ha associat a mecanismes de control del calci intracel-lular
(Arber, 1992; Bram, 1994) essent aquesta una segona via a través de la qual la CsA
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controli I’activacio de la calcineurina (Bram, 1993). Donat que el ronyo és el teixit on
més s’expressa la CyPB (Kainer, 2000), que la CyPB s’uneix a la CsA amb molta
afinitat (Schneider, 1994) i que, en fer-ho, inhibeix la calcineurina amb més eficiéncia
que altres ciclofilines (Swanson, 1992), podem hipotetitzar un paper important per a la
CyPB en la inhibici6 de la calcineurina a nivell renal; i per tant, un paper important en la
nefrotoxicitat per CsA.

Hem demostrat que la KAP s’uneix a CyPB, aixi és possible que aquesta
interaccio, o bé impedeixi la unié amb la CsA, o bé, tot i permetre-la, faci que el trimer
CsA-CyPB-KAP sigui inactiu (per al control de la mobilitzacié de calci via CyPB o per
a la inhibicid directa de la calcineurina, 0 ambdues).

Aixi, a dosis baixes de CsA la presencia de KAP no afecta a la toxicitat, donat
que hi ha prou CyPB lliure. Quan va augmentant la concentracio de I'immunosupressor
es van ocupant tant les CyPB lliures com les lligades a KAP. En el suposit que es
formes el trimer CsA-CyPB-KAP i que aquest fos inactiu, per molt que augmentem la
dosi de CsA no es produira més toxicitat. Naturalment aquest és un model simplificat
possible, perd no I'tnic. Amb les dades de que disposem fins ara no ens podem definir

per un o altre model, a I'espera que I'evidencia experimental aporti més dades.

Ens trobem, doncs, davant d'una proteina especifica de teixit, molt abundant i
regulada per androgens, estrogens i T3 (Toole, 1979; Catterall, 1986; Meseguer, 1992;
Solé, 1994). De tots els gens de funcid coneguda expressats a ronyo de ratoli, el
percentatge més elevat correspon a aquells implicats en el metabolisme i I'obtencid
d'energia (EI-Meanawy 2000). Igualment abundants pero en menor proporcié trobem
proteines de membrana, incloent-hi transportadors, proteines del citoesquelet i
implicades en el transport vesicular, proteines d'unié a DNA i RNA aixi com proteines
implicades en la transduccié de senyal. Els androgens, per la seva banda, son
responsables de I'expressid diferencial a nivell renal de diversos enzims, proteines
implicades en transport i metabolisme, aixi com altres de funci6 desconeguda (Catterall,
1998; Melia, 1998). Hem aportat dades referents a la localitzacié de la KAP al reticle
endoplasmic, on co-localitza amb la CyPB, aixi com la seva dependéncia del
citoesquelet i la seva secrecio. Aquest resultats suggereixen que la KAP pot tenir un
paper en la via de transport vesicular, sense descartar que participi en I'establiment de la
polaritat d'aquest transport mitjancant la seva associacio al citoesquelet. Altres autors
han identificat la KAP en models murins de patologia renal. Aixi, Zhang i
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col-laboradors (Zhang, 1999) troben el MRNA de la KAP sobre-expressat en ratolins
nefrectomitzats en 5/6 parts. Per altra banda, Wang i col-laboradors (Wang, 2000)
descriuen la disminucio en els nivells de mRNA de la KAP en un model muri de
nefrolitiasi. Finalment, nosaltres hem descrit la implicaci6 de la KAP en la nefrotoxicitat
mediada per CsA, possiblement via la seva interaccié amb la ciclofilina B.

Tot plegat, s’obren nous horitzons per a I’estudi de la funcié de la KAP, amb
I’evidencia de la seva implicacio en fisiopatologia renal i la disponibilitat d’anticossos i

models cel-lulars per dur a terme aquests estudis.
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Els anticossos monoclonals abKAP1 i abKAP2 detecten de manera especifica la
proteina en assaigs de Western blot, immunohistoquimica i immunocitoquimica, pero
no en assaigs de immunoprecipitacio.

La Kidney Androgen-regulated Protein (KAP) es localitza a la regio juxtamedul-lar
renal (S3) en ratolins femelles, mascles castrats i mascles intactes. En aquests ultims la
proteina també és present a la regio cortical renal (S1/S,). L abundancia relativa de la
KAP entre les diferents situacions hormonals segueix el mateix patrd que el seu
MRNA, es a dir mascles intactes >femelles >mascles castrats.

En els models d’expressié assajats, la KAP transfectada en cel-lules epitelials de
tabul proximal renal muri es distribueix al citoplasma, seguint un patré reticular,
compatible amb localitzacio al reticle perd depenent de microtibuls. El sistema
d’expressid cel-lular controlat per tetraciclina Tet-Off és un bon model per a I’analisi
funcional de la proteina, ja que permet una regulacié fina de I’expressio estable de la
KAP i, alhora, distingeix entre els efectes provocats per I’expressio de la KAP i els
merament insercionals.

Confirmant I’associacié als microtubuls, la KAP es localitza formant part del fus
mitotic, sense que la seva expressio alteri significativament la progressio del cicle
cel-lular.

En el sistema del doble hibrid en llevat, la KAP interacciona de manera especifica
amb una proteina desconeguda, amb seqliéncies homologues a la base de dades est’s
que nosaltres hem anomenat P5. També hem detectat interaccié especifica amb una
proteina parcialment homologa a la uromodulina.

La KAP interacciona de manera especifica amb la Ciclofilina B (CyPB). Els primers
92 aminoacids de la KAP son suficients per a la interaccié amb la CyPB, i els ultims
46 aminoacids de la CyPB sén suficients per a la interaccié amb la KAP. La GFP-KAP
co-localitza amb la CyPB a nivell intracel-lular, perd no a la membrana citoplasmatica.
La CsA no desplaca a la CyPB en la interaccio GST-KAP + CyPB.

El tractament amb CsA provoca una disminucié dels nivells de proteina (KAP) en la
regid juxtamedul-lar renal, en mascles intactes, femelles i mascles castrats. La
presencia de CsA promou la secrecié de la construccio KAP-FLAG en cél-lules
epitelials de tabul proximal renal muri.

La sobre-expressio de la KAP disminuiex la toxicitat per CsA en cel-lules epitelials

de tabul proximal renal muri. L’efecte és evident a dosis altes de I’'immunosupressor.
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