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

Fig. III-2: Esquema de les proteïnes homòles del clon 5.6

 En utilitzar la base de dades est's ( expressed sequence tags ) la regió homòloga

s'amplia fins a 640 nucleòtids, tots ells a la regió 3' (figura III-3).

Fig. III-3: Esquema dels homòlegs de 5.6 a la base de dades de est's.



Resultats

108

 No trobem, en canvi, homologies per a la regió 5' del clon 5.6 a cap de les bases de

dades disponibles.

3.1.2. Nivells d’expressió en ronyó de ratolí.

Les característiques intrínseques de la seqüència nucleotídica de 5.6 poden fer

pensar en la possibilitat que aquest clon contingui dues seqüències 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 ronyó de ratolí. Observem una única 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'expressió en les diferents situacións

hormonals.

Fig. III-4: Northern blot amb RNAs de ronyó de

ratolí hibridat amb sonda 5.6 marcada

radioactivament . La hibridació amb GAPDH és un

control de càrrega i integritat del RNA.

3.2. Positiu P5.

La digestió del plàsmid pAD-GAL4-P5 amb els enzims EcoRI i XhoI 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 seqüència íntegra del clon P5 es

mostra a la figura III-5.

Fig. III-5: Seqüència íntegra del clon P5. S'indica la diana interna EcoRI que dóna lloc als

dos fragments.
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gaattcggcacgagagagagagaactagtctcggagttttttttttttttttttttttttttttttttttttttt
ttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttcacacacacacacacacacacacacacacacacag
agaaggtctctggacttttctttatgagcacctagccttcttgcaccagagaggaagccactgccaggaaagacctcca
gaggtgccatccccgatcagactcactgatatttccctagcagaagtgaggaagagggccaagtgtccctccattctgc
ctcagttgcccaataaggcctatttcttggagcagctcagctcctaCtgttgggaacagctcaactctggcttagcctg
aggccaaggacacctgttttagaaatcacagggcaagcaaagaaggcaccagatgtttgtagcaaggaagggcatggga
ggcgacagcaggctgtggtcaggtgggaagggtcccaagcaaagcagctttcggtcttgccagcttgcctcagagtttg
gcttttattgctcctccccactgccctccctaaattactaaccacacctcacctcagagctctggcttccagcttagat
cagcacattgccaagtttactgtatacacaaatcagagaatcttgtgaacagtccctggaagctacatgtctaacacac
tcccggaggtggtcctggacgtgggttggaacatatagttaggctgacgcacccaagagtggtatattaaaaatagcca
actctcttggctccctggcctgaaggttcccagtgcctcctctgaagcccccaaattcttcattcactatccatagtgt
tcccaccacacacacacacacacagaattccttggcctggtcaggggattgtaactgccaatctttatttcttactggt
ataaaaacactatcatacaattctagccaaaaagaagggggaaagaaccttagctttctacagctttttggaaagcaac
tatacaatgatttcctatggaacaatatatatgctattttgaagaccccactgccatggtgatggaataaactcttagg
tcaatattgccagcactgtttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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3.2.1. Homologies.

La recerca d'homologies mitjançant BLASTn amb la base de dades nr no ens

informa de cap seqüència amb homologia significativa. En canvi, amb la utilització de

la base de dades d'est's s'obtenen seqüències homòlogues que comprenen els nucleòtids

(421-1113) així com un petit fragment corresponent a un est de rata entre els nucleòtids

174 i 261, figura III-6.

Fig. III-6: Representació esquemàtica dels homòlegs a P5 en la base de dades est's.

Ni P5 ni aquests est's homòlegs presenten, però, homologies amb cap proteïna

coneguda, com es demostra amb l'absència d'homòlegs 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 l'aparició de múltiples bandes de dubtosa

especificitat. Igualment, els intents de síntesi in vitro de la proteïna codificada pels 900

parells de bases mitjançant reticulòcit de conill, tampoc han donat resultats satisfactoris.

3.3. Positiu B3: ciclofilina B.

3.3.1. Seqüència i homologies.

La digestió del plàsmid pADGAL4-B3 amb els enzims EcoRI i XhoI fa saltar un

fragment de DNA d'aproximadament 1000 parells de bases. La seqüencia de la mateixa

és 100 % homòloga a la ciclofilina B de ratolí (GenBank M60456).

La ciclofilina B (CyPB) és una proteïna altament conservada de 208 aminoàcids,

ubiquament distribuida i que s'uneix a l'immunosupressor CsA.
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3.3.2. GST-Pulldown.

El fragment EcoRI-XhoI contingut al plàsmid pAD-GAL4-B3 es va subclonar a

pBluescript SK i es va procedir a la síntesi in vitro de la proteïna. L'escissió del pèptid

senyal es va aconseguir mitjançant la utilització de membranes microsomals canines.

Tant la CyPB nadiua com la seva forma truncada (sense el pèptid senyal), es van

sintetitzar eficientment en el sistema de reticulòcit. 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 proteïna. Aquest fenòmen s'ha donat en major o

menor grau en tots els assaigs realitzats i és atribuible a la pèrdua d'activitat en el temps

de les membranes microsomals.

Fig. III-7: Producte de síntesi in vitro

de la CyPB i tractament amb membranes

microsomals. 1µl de reacció / pou.

Conjuntament a aquest producte de traducció in vitro, hem expressat i lligat a resina

Sepharose 4B la proteïna de fusió GST-KAP i s'ha procedit als assaigs de GST-

Pulldown. Com a control hem utilitzat el producte de síntesi in vitro del transportador

d'anions orgànics murí OATP1 i la proteïna recombinant GST. Els resultats descrits a la

figura demostren en un model in vitro l'especificitat de la interaccio de GST-KAP amb

CyPB.

Fig III-8: Hem incubat GST-KAP o GST amb CypB o OATP1. Després de 4 rentats

analitzem, per SDS-PAGE i autoradiografia, la presència del producte de traducció marcat

radioactivament en els eluïts de la resina.

L'experiment recíproc no s'ha pogut realitzar donat el baix rendiment en la síntesi in

vitro de la KAP.
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3.3.3. Co-immunoprecipitació 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 III-9.

Fig. III-9: A i B: Western

blot d'extracte total de ronyó

de ratolí mascle (20 µg) i de

l'immunoprecipitat amb

abKAP2 (A) i abKAP1 (B) a

partir de 250 µg del mateix

extracte. C: Western blot

d'extracte total de ronyó de

ratolí mascle (5 µg) i de

l'immunoprecipitat amb

abCyPB a partir de 250 µg

del mateix extracte.

En comparació amb els carrils corresponents a l'extracte total, les

immunoprecipitacions presenten quantitats molt inferiors de proteïna, tot i que la IP s'ha

realitzat a partir de molta més proteïna inicial.

Tenint en compte aquests resultats, hem analitzar la presència de KAP i CyPB  en

els immunoprecipitats amb abCyPB i abKAP respectivament. Aquestes

immunoprecipitacions s'han realitzat en condicions que permeten conservar les

interaccions proteïna-proteïna. Així,  la figura III-10 mostra el resultat d'aquests assaigs.

Fig. III-10: Detecció de CyPB en els

immunoprecipitats amb abKAP1 i abKAP2.
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Quan l'extracte total s'immunoprecipita amb anticòs abKAP1 o abKAP2 podem

detectar sense dificultats la presència de CyPB. En canvi l'experiment recíproc,

immunoprecipitant amb abCyPB i detectant amb abKAP1 o abKAP2, dóna resultats

negatius.

3.3.4. Co-localització GFP-KAP i CypB.

La interacció KAP-CyPB s'ha identificat en el sistema de doble híbrid en llevat i

s'ha confirmat, in vitro, amb assaigs de GST-pulldown i, en teixit, mitjançant co-

immunoprecipitació. Per a la co-localització de les dues proteïnes en cultius cel·lulars

hem utilitzat la transfecció transitòria de GFP-KAP conjuntament amb

immunocitoquímica amb anticòs abCyPB. Els resultats s'han visualitzat amb microscopi

confocal i es mostren a la figura III-11.

Fig. III-11: Immunocitoquímiques amb abCyPB (20 µg/ml) sobre cèl·lules transfectades

amb GFP i GFP-KAP.  Els nuclis s'han contratenyit amb TO-PRO3.

La CyPB (en vermell) s'expressa abundantment en les cèl·lules PKSV-PCT,

presenta distribució reticular, i és en aquest compartiment on co-localitza amb la GFP-

KAP. Observem, però, un marcatge molt evident a la membrana cel·lular on no

detectem la GFP-KAP.
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3.3.5. Identificació dels dominis responsables de la interacció.

Amb l'objectiu de determinar quins són els dominis responsables de la interacció

KAP-CyPB, hem analitzat, mijtançant assaigs de doble híbrid, diferents fragments de

cada una de les proteïnes. Fig III- 12.

Fig III-12: Construccions assajades per a la interacció. En cada cas hem enfrontat la

seqüència sencera de una de les proteïnes amb cada un dels fragments de l'altra i viceversa.

Els llevats transformats amb les diferents parelles de plàsmids es van crèixer en

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

líquid.

Fig III-13: Creixement en

medi selectiu (A) i activitat β-

galactosidasa (B) dels llevats

trasformats amb les parelles de

la figura III-11. 1: pBD-

P53+pAD-SV40, 2: pBD-

KAP1+pAD-CyPB, 3: pBD-

KAP2+pAD-CyPB, 4: pBD-

KAP3+pAD-CyPB, 5: pBD-

KAP+pADCyPB1, 6: pBD-

KAP+pAD-CyPB2, 7: pBD-

KAP+pAD-CyPB3 i 8: pBD-

KAP+pAD-CyPB4.
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Segons aquests resultats, la interacció KAP-CyPB depèn dels primers 92

aminoàcids de la KAP; els primers 51aa no són suficients per a la interacció, però poden

ser necessaris. En el cas de la CyPB, la regió responsable de la interacció es troba

situada a l'extrem carboxi-terminal de la proteïna, ja que els últims 46 aminoàcids són

suficients per a la interacció.

4. EFECTES DEL TRACTAMENT AMB CSA

Donat que la CyPB és un receptor de l'immunosupressor CsA, ens hem plantejat

l'estudi dels efectes, a nivell renal i en referència 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 ronyó de ratolí

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.

Fig. IV-1: Northern blot de mRNA de ronyó 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 mRNA

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

màxim a 3 dies. Els tractaments de 7 i 21 dies no provoquen un augment significatiu del

mRNA respecte l'observat amb 3 dies de tractament. Per altra banda, els mascles
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castrats no experimenten variacions en els seus nivells de mRNA de KAP a cap del

temps assajats.

Fig. IV-2: Northern blot de RNA de ronyó de ratolí 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 distribució de la proteïna

KAP.

4.2.1. Efectes sobre el ronyó de ratolí

Contrariament a l'observat als assaigs de Northern blot, l'anàlisi per Western blot

dels nivells de la KAP en els ronyons dels animals tractats, ens indica un clara

disminució de la quantitat de proteïna en femelles i en mascles castrats; essent, en

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

Fig. IV-3: Western blot d'extractes de ronyó de

ratolí mascle(25 µg/pou), femella i mascle castrat

castrat (100 µg/pou) tractats durant 3 dies amb 15

mg/Kg/dia de CsA o amb vehicle. abKAP (5 µg/ml)

 L'estudi mitjançant immunohistoquímica dels nivells i la distribució de la proteïna

en els ronyons d'aquests mascles tractats, posa de manifest una disminució de la KAP a

les cèl·lules corresponents al segment S3 respecte de S1 i S2 com s'indica a la figura IV-

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

mg/kg/dia).

Aquest patró explicaria els resultats del Western blot. Així, tots els animals pateixen

una disminució en la quantitat de proteïna a nivell del segment S3. En el Western blot de

ronyó de ratolí mascle, però, aquesta disminució quedaria emmascarada per la proteïna

dels segments S1/S2.

4.2.2. Efectes de la CsA en la secreció de KAP

La CsA promou la secreció de la KAP per part de la cèl·lula epitelial renal murina.

Així ho indiquen els assaigs de pols i caça realitzats amb KAP-FLAG en presència o

absència de l'immunosupressor (1 µM); el tractament s'inicia durant els 30 minuts de

pols i es manté present fins al final de l'assaig. Com s'indica a la figura IV-5, la KAP es

detecta molt abans en el medi de les cèl·lules tractades amb la CsA.
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Fig. IV-5: Marcatge metabòlic de KAP-FLAG en presència o absència de CsA (1µM). La

proteïna de fusió es detecta al medi de les cèl·lules PKSV-PCT transfectades amb  KAP-FLAG i

tractades amb l'immunosupressor

4.3. Efectes de la CsA en la interacció KAP-CyPB

La possibilitat que la CsA interfereixi en la interacció KAP-CyPB s'ha contrastat en

afegir CsA (25 µM i 50 µM) durant els assaigs de GST-Pulldown. A les dosis assajades,

l'immunosupressor no desplaça la interacció KAP-CyPB com s'observa a la figura IV-6.

Fig. IV-6 : Assaig de GST-Pulldown. La CsA s'afegeix a l'últim rentat durant 30 min.
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L'anàlisi densitomètrica d'aquestes bandes no revela diferències significatives entre

els eluits amb CsA i els eluits sense CsA.

Per altra banda la incubació prèvia de la CyPB amb CsA, abans d'afegir GST-KAP,

tampoc impedeix la unió d'aquesta última. La quantitat de proteïna CyPB que es manté

lligada a la GST-KAP abans d'iniciar-se els rentats, no és significativament diferent en

el grup tractat amb CsA respecte del no tractat.

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

30 min.

La co-localització de GFP-KAP i CyPB, tampoc es veu afectada per la presència de

CsA (1 µM) en el medi de cultiu.
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Fig. IV-8: Immunocitoquímica amb abCyPB (20 mg/ml) sobre cèl·lules transfectades amb

GFP-KAP i GFP.

4.4. Efectes tòxics de la CsA.

4.4.1. Toxicitat per CsA en cèl·lules en cultiu.

Un dels principals inconvenients del tractament amb CsA és l'elevada nefrotoxicitat

que produeix. Malgrat que aquest sigui el més evident efecte secundari del fàrmac,

també se li han descrit altres citotoxicitats, així com múltiples 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 tòxics de la CsA en diferents línies epitelials renals, així com en una

línia epitelial no renal (CHO).

Fig. IV-10: Toxicitat per dosis creixents de CsA (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25 µg/ml)

en les línies epitelials: PKSV-PCT, MDCK, HEK-293 i CHO.

Com s'observa a la figura, la CsA produeix en les cèl·lules epitelials renal una

citotoxicitat quantificable (per valoració d'activitat LDH del medi) a partir de 15 mg/ml,

amb comportaments lleugerament diferents entre les línies estudiades. La línia epitelial

d'ovari de hamster (CHO), contrariament, no es veu afectada per cap de les dosis de

CsA analitzades.

4.4.2. Efecte de l’expressió de KAP en la toxicitat provocada per CsA en

PSKV-PCT.

Donada l'especial sensibilitat a la CsA per part de les cèl·lules epitelials renal, ens

vam plantejar l'estudi de la seva toxicitat en el model cel·lular d'expressió de KAP, Tet-

Off. Així, 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 µg/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 gràficament els percentatges de mort cel·lular amb les

diferents dosis de CsA, per a cada clon amb i sense expressió de KAP.

Es confirmen els resultats previs de toxicitat cel·lular per CsA, essent evidents els

efectes tòxics 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 citotòxics de

l'antibiòtic. En canvi, en els clons que expressen la KAP en absència de tetraciclina

s'observa un clar efecte protector envers la toxicitat per CsA. Així, 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 regulació de la Kidney Androgen-regulated Protein ha estat subjecte d'estudi

des de la seva identificació per Toole i col·laboradors l'any 1979. Malgrat els avenços en

el coneixement de la regulació homonal de la KAP, l'estudi de la funció de la proteïna

s'ha vist limitat, principalment, per l'absència d'homòlegs de funció coneguda.

La KAP de rata es va identificar posteriorment (Niu, 1996) i, tot i presentar una

estructura gènica, una distribució tissular i una regulació equiparables a la KAP murina,

l'homologia entre les dues proteïnes es pot considerar baixa. A aquest respecte, destaca

que les dues seqüències presentin més homologia a nivell de nucleòtids (82%

d'identitats) que no pas a nivell d'aminoàcids (54% d'identitats i 67% de positius); i que

la regió que presenta més identitat entre ambdues proteïnes correspón al pèptid senyal,

suggerint que el gen de la KAP presenta una molt elevada taxa de mutació. Una

duplicació del gen ancestral K, prèvia a la divergència rata-ratolí també podria explicar

aquests resultats. Evolutivament parlant, les diferents formes d'una mateixa família de

proteïnes sovint apareixen com a conseqüència de processos de duplicació gènica

(Ohno, 1970; Sidow, 1996). Així, amb la duplicació es podrien haver generat K1 i K2;

una de les còpies del gen conserva la funció original mentre que l'altre pot evolucionar

per donar lloc a noves formes. Si això fos cert, la KAP de rata i la de ratolí no serien

ortòlegs sinó membres diferents d'una mateixa família, i caldria encara identificar els

homòlegs de cada una d'elles a l'altre espècie.

Donada la homologia rata-ratolí, l'aparició a les bases de dades de seqüències

d'origen humà 100% homòlogues a la KAP murina, resulta, si més no, inesperada.

Homologies al 100% a nivell nucleotídic entre ratolí i humà són poc freqüents, i pròpies

de seqüències altament conservades. Contrariament a la KAP de rata, la KAP humana

no s'ha obtingut a partir de teixit renal, sinó de cultiu de càncer d'ovari i

d'oligodendroglioma. Tanmateix, pel que fa a l'estudi del gen del KAP humà, i

analitzant la regió sintènica del cromosoma 6 de ratolí (en humans cr. 12p13), no s'ha

trobat cap homologia significativa. Tenint en compte que ja s'havien descrit homòlegs

de KAP humans (100% homòlegs), els quals provenien de llibreries que posteriorment

s'ha evidenciat que estaven contaminades amb cDNAs murins (veure clons AA075684,
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AA075041 i AA131489), és lícit dubtar de l'origen real d'aquests clons suposadament

humans.

1.1. Els homòlegs remots

Mitjançant psi-blast hem estudiat els possibles homòlegs remots de la KAP.

Només quan augmentem el valor de E fins a 0,5 apareix una seqüència significativament

homòloga, la OL-protocadherina. Un valor de E ≤ 0,5 significa que l'alineament descrit

es pot donar de manera aleatòria 0,5 vegades.

Les cadherines formen una superfamília de proteïnes implicades en adhesió

cèl·lula a cèl·lula i juguen un paper clau en la morfogènesi, proliferació i polarització

cel·lular així com en transducció de senyal i creixement (Takeichi, 1988; Nathke, 1993;

Suzuki, 1996; revisió a Angst, 2001). Són glicoproteïnes transmembrana amb un

segment extracel·lular format per un nombre variable de dominis cadherina. Aquests

dominis de 110 aminoàcids són els principals responsables de l'adhesió (Blaschuk,

1990) i s'estabilitzen en presència de calci (Pertz, 1999). El segment transmembrana i el

citoplasmàtic, per la seva banda, juguen un paper important en la interacció amb el

citosquelet (Nagafuchi, 1993).

Les protocadherines pertanyen a aquesta superfamília i contenen 6 dominis

cadherina al seu segment extracel·lular, mentre que el segment citoplasmàtic no presenta

homologia amb les cadherines clàssiques. Algunes protocadherines presenten una

distribució tissular àmplia, encara que la majoria són específiques de teixit nerviós

(Sano, 1993). La regió homòloga entre la KAP i la OL-protocadherina (clonada a partir

de teixit ofactori de ratolí, Hirano, 1999) comprén els aminoàcids del 51 al 96 de la

KAP murina, i del 138 al 183 de la protocadherina, corresponent a un troç 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 això es podria explicar en base a la hipotètica

divengència funcional entre la KAP murina i la de rata, ni la longitud del fragment

alineat, ni l'homologia en aquest fragment, ni el valor d'E utilitzat, permeten afirmar

amb garanties que les protocadherines siguin un parent llunyà de la KAP.
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1.2. Característiques físico-químiques

S'ha suggerit que alguns grups de proteïnes amb funcions comunes convergeixen

pel que fa a la composició amionacídica, pes molecular i punt isoelèctric (Hobohm,

1995; Galat, 1997). No observem, però, un patró funcional conservat entre les diferents

proteïnes amb pI i pes molecular semblants als de la KAP. Així, la localització

d'aquestes proteïnes és bàsicament extracel·lular (Mastocytoma proteoglycan core

protein, Salivary acidic proline-rich phosphoprotein), encara que també trobem

proteïnes de membrana (Glycophorin HA), intracel·lulars (Oncomodulin) o nuclears

(DNA-directed RNA polimerase II o Parathymosin). Moltes d'elles estan glicosilades,

presenten pèptid senyal i tres d'elles (Oncomodulin, Salivary acidic proline-rich

phosphoprotein i Parathymosin) lliguen ions calci de manera específica. Tanmateix,

mentre algunes d'aquestes proteïnes estan ubiquament expressades (DNA-directed RNA

polimerase II o parathymosin) altres presenten una certa especificitat de teixit

(Trophoblast-specific protein precursor).

2. KAP: LA PROTEÏNA

Malgrat els avenços en computació i en nombre de bases de dades disponibles,

l'aproximació "in silico" a la funció del la KAP no ha resultat concluient. Per a

l'aproximació "in poiata" resulta imprescindible l'obtenció d'anticossos específics contra

la KAP. La utilització d'aquests anticossos ens ha permés contrastar la informació que es

tenia sobre la KAP a nivell de mRNA.

Tot i reconèixer pèptids diferents de la KAP, els anticossos abKAP1 i abKAP2 han

demostrat ser igualment útils en la localització de la proteïna mitjançant Western blot,

immunohistoquímica i immunocitoquímica. Donat que reconeixen pèptids específics de

la KAP, molt probablement tenen dificultat per detectar la proteïna nadiua no

desnaturalitzada, explicant-se així la baixa eficiència de abKAP1 i abKAP2 per

immunoprecipitar la KAP. Per altra banda, cal tenir en compte que els anticossos contra

la KAP murina s'han obtingut a ratolí; això pot fer que el reconeixement de les cadenes

lleugeres i pesades de les immunoglobulines emmascari la detecció 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 identificació de la KAP no es correspon

al predit per a una proteïna de 121 aminoàcids (aprox. 13KDa). Tant la proteïna

detectada en extractes de ronyó, com l'expressada de manera heteròloga en bacteri, com

la sintetitzada in vitro en un sistema de reticulòcit de conill, migren segons un pes

superior al predit. Així, no podem atribuir aquest augment aparent a possibles

modificacions post-traduccionals. Més aviat són les característiques físico-químiques de

la KAP i la seva composició aminoacídica les que condicionen aquest resultat. Ja s'havia

descrit per a la KAP (Meseguer, 1989) que l'abundància d'aminoàcids prolina, serina,

treonina, aspàrtic i glutàmic provocaven aquesta migració aberrant.

La presència de modificacions co-traduccionals i post-traduccionals (eliminació del

pèptid senyal, glicosilacions, etc) s'ha avaluat mitjançant la utilització de reticulòcit de

conill (Pelham 1976) conjuntament amb membranes microsomals canines (Walter,

1983). Destaca el baix rendiment en la síntesi in vitro de la KAP, sobre tot tenint en

compte que es va identificar com el producte de traducció in vitro més abundant al

ronyó de mascle (Toole, 1979). En el nostre cas no hem utilitzat mRNA total de ronyó;

partim del cDNA de la KAP clonat en pBluescript-SK. Malgrat que aquest cDNA

compta amb cua de poly-A i amb 21 nucleòtids de la regió 5'UTR, és possible que

l'estabilitat del mRNA i l'eficiència de traducció sigui inferior que en el mRNA complet

de la KAP.

Per altra banda, la utilització de les membranes microsomals canines disminueix

la intensitat del senyal obtingut. Si tenim en compte que la KAP només té 3 metionines,

i que dues d'elles formen part del putatiu pèptid senyal, és possible que l'escissió del

mateix provoqui la disminució d'intensitat en l'autoradiografia. L'anàlisi per Western

blot d'aquestes mostres, però, detecta la KAP amb menys intensitat en els carrils

corresponents a les membranes microsomals. Així, o bé les membranes interfereixen en

la trascripció i traducció de la KAP, o bé l'escisió del pèptid senyal va acompanyada

d'altres modificacions que dificulten el reconeixement de la KAP per part dels

anticossos.

La mobilitat electroforètica en SDS-PAGE de la proteïna sintetitzada in vitro

sense membranes microsomals, és idèntica a l'observada per a la proteïna detectada en

extractes de ronyó de ratolí. Una primera lectura d'aquests resultats seria que la proteïna

present al teixit no ha sofert modificacions post-traduccionals; també és probable que

aquestes modificacions s'hagin donat, però que no afectin a la migració de la proteïna.
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Cal tenir en compte que el reticulòcit de conill sovint conté enzims contaminants

(principalment quinases) que poden estar modificant la proteïna. Així, també és possible

que ambdues proteïnes (provinent del reticulòcit i del teixit) estiguin igualment

modificades.

L'anàlisi exhaustiva de les modificacions post-traduccionals de la KAP

(utilització de quinases, glicosilases, endopeptidases i altres), requereix la

immunoprecipitació de la proteïna. 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'expressió optimitzat per a la

immunoprecipitació (KAP-FLAG), presenta dianes per a modificacions post-

traduccionals a la seqüència del FLAG i, per tant, no és un model vàlid per a aquests

assaigs. Actualment, al nostre laboratori s'està utilitzant un model d'expressió alternatiu

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

3. KAP AL RONYÓ MURÍ

La KAP presenta una clara especificitat de tissular. En ratolí, l'expressió del

mRNA queda restringida al ronyó i a l'úter (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 l'aminoàcid 86 al 96).

Aquells anticossos tenien la capacitat d'immunoprecipitar la KAP traduida in vitro, i

també detectaven la proteïna en assaigs de RIA (radioimmunoassaig). Així van poder

detectar la KAP  a ronyó, a orina i també a glàndula submaxil·lar. Els autors descarten la

possibilitat que la glàndula submaxil·lar només acumuli la KAP i no la sintetitzi, donat

que no detecten la KAP en sèrum.

Resultats obtinguts al nostre i a altres laboratoris (Ding 1997) utilitzant tècniques

de Nothern blot i RT-PCR, demostren, en canvi, l'absència del mRNA de la KAP a la

glàndula submaxil·lar. Aquests resultats indiquen que la detecció de la proteïna a la

glàndula submaxil·lar per part de Catterall i col·laboradors, o bé és inespecífica, o bé és

conseqüència de l'acumulació 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 proteïna específica. No descartem, però, 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 tècnica de detecció. Els anticossos abKAP1 i
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abKAP2 són monoclonals obtinguts per immunització amb pèptids diferents als

utilitzats per Catterall i col·laboradors. Tanmateix, el radioimmunoassaig representa, a

molts nivells, una tècnica 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, comunicació personal).

Si més no, aquests resultats no s'han pogut reproduir amb els mateixos anticossos.

Podem afirmar, doncs, que abKAP1 i abKAP2 són els únics anticossos monoclonals

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

3.1. Abundància relativa

El mRNA de la KAP és un dels transcrits més abundants al ronyó de ratolí

mascle (Takenaka, 1998; Virlon, 1999; El-Meanawy, 200). Per altra banda s'ha descrit

que l'estabilitat d'aquest mRNA és molt elevada (Watson, 1988). Hem demostrat

mitjançant assaigs de marcatge metabòlic que, malgrat les prediccions de vida mitja de

la proteïna i la presència de regions PEST, la KAP té una vida mitja intracel·lular de

més de 8 hores. Tot això suggereix que la KAP és, molt probablement, una de les

proteïnes més abundants al túbul proximal murí. Val a dir, però, que els assaigs de

marcatge metabòlic s'han realitzat mitjançant transfecció transitòria de la KAP en la

línia epitelial renal murina PKSV-PCT. Aquestes cèl·lules, tot i presentar les

característiques pròpies de cèl·lula epitelial proximal renal, podrien mancar de factors

específics que condicionessin la traducció i el processament de la KAP al ronyó.

Igualment, la sobre-expressió de la proteïna en el model cel·lular pot alterar

significativament el processament normal de la mateixa.

3.2. Regulació per andrògens

El ronyó presenta un clar dimorfisme sexual, tant a nivell morfològic (Koenig,

1980) com a nivell molecular (Catterall, 1998; Melià, 1998). L'expressió del mRNA de

la KAP és un clar exemple d'aquest dimorfisme. Hem demostrat que la KAP es

distribueix al ronyó murí seguint el patró ja descrit per al seu mRNA (Meseguer, 1987).

Això és, a la regió juxtamedul·lar (S3) en femelles, mascles castrats i mascles intactes.

Aquests últims, i per efecte dels andrògens, també presenten la KAP a nivell cortical

(S1/S2). No hem demostrat de manera directa i mitjançant PAS que les cèl·lules que
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expressen la KAP siguin cèl·lules epitelials de túbul proximal, però podem afirmar que

la distribució dels túbuls marcats és consistent amb la localització al túbul proximal. Els

diferents nivells d'expressió relativa de la proteïna s'han pogut comparar mitjançant

Western blot, evidenciant-se l'abundància de la KAP al ronyó de ratolí mascle, amb

valors decreixents en femelles i castrats. Els andrògens al ronyó són responsables de

l'expressió diferencial d'enzims i transportadors principalment. La regulació per

andrògens de la KAP, juntament amb el fet que és una proteïna de mida petita (121 aa),

va portar a alguns investigadors a suggerir que la KAP podria tenir alguna relació amb

les feromones (Watson, 1984). Les MUPs (Major Urinary Proteins) representen el

component proteic més abundant a l'orina de ratolí i s'ha demostrat que lliguen

compostos químics amb activitat feromona. Tanmateix també s'ha descrit activitat

feromona intrínseca per a les MUPs i altres proteïnes de la família de les lipocalines

(revisat a Flower, 1996). Les MUPs es regulen per andrògens però, a diferència de la

KAP, són d'origen hepàtic. Per altra banda, la KAP no presenta homologies de

seqüència amb elles ni amb altres membres de la família de les lipocalines.

3.3. Localització cel·lular

La localització cel·lular d'una proteïna pot ésser de gran utilitat en l'elucidació de

la funció de la mateixa. Hem utilitzat tres models d'expressió, tots ells basats en la

transfecció de la KAP, amb o sense taq i en posició amino i carboxi-terminal. El sistema

més complexe, el Tet-Off, permet, mitjançant una doble transfecció estable, l'expressió

controlada de la proteïna. Es tracta d'un sistema molt versàtil i potent, i ofereix com a

principal avantatge la possibilitat de regular on/off l'expressió d'una proteïna en una

mateixa línia cel·lular. S'eliminen així variables com eficiència de transfecció transitòria

o efectes inespecífics provocats pels llocs d'inserció en les transfeccions estables. Tot i

haver valorat els nivells d'inducció per RT-PCR i Western blot, no hem analitzat el

nombre de còpies de cada plàsmid insertades en el genoma de les PKSV-PCT. Podem

afirmar, però, que els nivells d'expressió en el sistema Tet-Off són inferiors als que

obtenim amb els sistemes d'expressió transitòria.

Els tres models d'expressió de la KAP en cèl·lules epitelials renals PKSV-PCT

coincideixen en un patró de distribució reticular citoplasmàtic, més intens al voltant del

nucli però amb absència de proteïna a nucli i a membrana. La utilització de un disruptor

dels microtúbuls, el Nocodazole, provoca una certa desaparició del patrò reticular,

quedant la proteïna distribuïda uniformement al citoplasma de manera homòloga a la
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GFP. El reticle endoplàsmic depén dels microtúbuls en el tràfic vesicular (Terasaki,

1986; Terasaki, 1994) i condiciona les diferències entre les membranes basolaterals i

apicals de les cèl·lules polaritzades (Parczyk, 1989; Breitfeld, 1990). L'associació al

citoesquelet es fa evident també en la localització de la KAP durant la mitosi. Així la

trobem formant part del fus mitòtic durant metafase, anafase i telofase. Igualment es

localitza en el solc de segmentació durant les etapes més tardanes de la divisió cel·lular.

Aquesta localització ja ha estat descrita per a altres proteïnes (FKBP-59 (Perrot-

Applanat, 1995), E-cadherina (Bauer, 1998) o Clatrina (Okamoto, 2000)), i molt

probablement és conseqüència de la reorganització del citoesquelet durant la divisió

cel·lular. És poc probable que la KAP jugui un paper cabdal en la divisió cel·lular donat

que aquest és un procés 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 l'anàlisi per citometria de fluxe dels clons tet-off amb i

sense sobre-expressió de KAP, donat que no s'observen diferències entre les mostres

amb i sense tetracicina. Sí observem, en canvi, diferències entre clons; las quals són

atribuibles a l'efecte insercional. En aquest assaig s'ha de tenir en compte, per una

banda, la baixa eficiència de sincronització que fa que les poblacions no siguin 100%

homogènies al llarg del cicle i per altra banda el fet que hem analitzat les cèl·lules amb

períodes mínims d'una hora. Així, si la sobre-expressió de la KAP afecta al cicle

cel·lular amb variacions de minuts o si la població susceptible de l'acció de la KAP és

petita, no ho detectarem mitjançant aquesta aproximació funcional.

4. KAP: LES INTERACCIONS

Una font important d'informació pel que fa a la funció d'una proteïna, ens ve

donada per les proteïnes amb les quals interacciona. L'anàlisi d'interaccions proteïna-

proteïna es pot abordar amb diferents metodologies. En el nostre cas hem utilitzat el

doble híbrid en llevat com a assaig d'interaccions. Malauradament, el nombre de positius

reals ha estat baix, i la qualitat de les seqüències en la llibreria ha demostrat ser

deficient. Bona part dels clons seqüenciats a partir de la llibreria han resultat incomplets

en l'extrem 5', fusionats amb altres cDNAs diferents, o estan en l'orientació 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 regió corresponent a 1Kb de l'extrem 5' del clon
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no té homòlegs a cap de les bases de dades utilitzades. Els intents d'aïllar de la llibreria

del doble híbrid un clon uromodulina sencer han estat infructuosos donada la baixa

integritat en l'extrem 5' de tots els clons obtinguts.

La uromodulina o proteïna de Tamm-Horsfall és la glicoproteïna més abundant a

l'orina humana (Tamm, 1950), se sintetitza exclussivament al ronyó, localitzant-se al

segment ascendent de la nansa de Henle. Encara que es desconeix el paper fisiològic

exacte de la proteïna, es postula que està implicada en el manteniment del balanç

electrolític a la nefrona  i en la protecció del ronyó en front a infeccions bacterianes

(Orskov, 1980). També se l'ha 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 proliferació del limfòcit T i lliga

IL-1 i IL-2 (Tandai-Himura, 1999) amb característiques immunosupressores.

Donada l'abundància de la uromodulina, resulta plausible que, tot i haver superat

tots els controls del doble híbrid, el clon 5.6 sigui un fals positiu. També és possible que

la interacció no estigui mediada pel fragment homòleg a uromodulina, sinó pel fragment

de l'extrem 5' sense homologies. Si, pel contrari, la interacció real vingués donada per la

uromodulina, es plantejaria el dubte de la rellevància fisiològica de la interacció. Donat

que la uromodulina és una glicoproteïna  associada a la membrana apical de les cèl·lules

epitelials de túbul distal, l'única possibilitat d'interacció passa per la secreció de la KAP

per part de les cèl·lules epitelials proximals a la llum del túbul. Així, com ja s'ha indicat

prèviament, la KAP se secretaria a orina. Donat que no hem observat per

immunohistoquímica la presència de la KAP al segment ascendent de la nansa de Henle,

aquesta hipotètica interacció no retindria la proteïna al túbul. La utilització de l'insert 5.6

com a sonda en Northern blot de ronyó de ratolí, revela una única banda específica de

més de 2 Kb, que seria coincident amb la uromodulina, però no descartem la presència

d'altres bandes de pes molecular diferent i menor intensitat.

Per la seva banda, el clon P5 també presenta un extrem 5' anòmal, on hi trobem

una cua de poly-T. Aquest fet, juntament amb la presència d'una diana EcoRI interna i

l'absència d'homologies en el moment de la seva seqüenciació, ens va fer pensar que es

tractava de la fusió de dos clons; un d'ells en la orientació inversa. Amb l'augment de

seqüències al banc de dades, han aparegut est's homòlegs que se solapen a nivell de la

diana EcoRI, descartant la possible fusió de dos cDNAs a aquest nivell. Tot i tractar-se

de est's sense homologies conegudes i de diferent procedència (bulb olfactori, glàndula

mamària, hipotàlem i retina), la seqüència alineada comprèn gairebé tot el clon, i fins i
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tot trobem un homòleg de rata. L'adquisició d'un d'aquests clons homòlegs de ratolí ens

hagués permés l'estudi del clon P5, de la seva seqüència correcta i completa i de la seva

funció. Malauradament aquests clons pertanyen al Brain Molecular Anatomy Project

(BMAP) NIH-University of Iowa , i encara no s'han posat a la venda. La recerca de clons

homòlegs a P5 a la llibreria de doble híbrid no va proporcionar cap seqüència homòloga,

suggerint la baixa representació de P5 a la llibreria.

Malgrat la interacció KAP-P5 ens sigui poc informativa pel que fa a la funció de

la KAP, el clon P5 constitueix per si mateix una possible nova línia de recerca; quedant

encara per investigar la rellevància de la interacció KAP-P5.

5. KAP: INTERACCIÓ AMB CICLOFILINA B

L'únic positiu de doble híbrid amb seqüència completa i coneguda ha estat el

clon B3. La seqüència del mateix és 100% homòloga a la ciclofilina B (CyPB) de ratolí

i comprèn la regió codificant sencera i en pauta.

La interacció KAP-CyPB ha estat sistemàticament confirmada amb tots els

assaigs utilitzats: doble híbrid, GST-Pulldown, immunoprecipitació i co-localització

cel·lular, demostrant-se in vitro i in vivo la interacció.

Mitjançant doble híbrid hem identificat els dominis implicats en la interacció de

cada una de les proteïnes. Pel que fa a la KAP, els primers 51 aminoàcids no són

suficients per a la unió amb CyPB. La interacció es fa efectiva amb un domini més gran,

que comprèn els aminoàcids del 1 al 92. No podem atribuïr la interacció únicament al

fragment comprès entre els aminoàcids 51 i 92, donat que part o tot el domini (1-51) pot

ésser necessari. Els aminoàcids del 51 al 92 de la KAP corresponen a la regió

identificada per psi-blast com a homòloga a la OL-protocadherina, però no tenim

constància que s'hagi descrit cap interacció entre la ciclofilina B i algún membre de la

família de les cadherines.

Pel que fa a la ciclofilina B, el domini responsable de la interacció queda

restringit als últims 46 aminoàcids de la regió carboxi-terminal de la proteïna. Aquesta

regió correspón a una seqüència específica de la CyPB que no es troba en altres

ciclofilines. Concretament, els últims 10 aminoàcids carboxi-terminals són responsables

de la retenció de la proteïna al reticle (Arber, 1992) essent els últims 5 aa especialment

necessaris (Mariller, 1996). Si tenim en compte que els anticossos antiCyPB utilitzats en

els assaigs de co-immunoprecipitació reconeixen específicament els últims 10
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aminoàcids de la proteïna, és possible que el reconeixement de la CyPB per part

d'aquests anticossos es vegi destorbat per la interacció amb KAP. Això explicaria el

resultat de la immunoprecipitació, amb la qual no som capaços de detectar la KAP quan

co-immunoprecipitem amb l'anticós antiCyPB, però si a l'inversa.

La interacció entre la KAP i la CyPB no es veu compromesa per la presència de

CsA en els assaigs de GST-Pulldown. A les dosis assajades la CsA no desplaça la

interacció KAP-CyPB un cop formada. S'ha descrit que, en la interacció de la ciclofilina

D amb la translocasa de nucleòtid adenina (Woodfield, 1998), la CsA no és capaç de

desplaçar la interacció; en canvi, la pre-incubació de la ciclofilina amb

l'immunosupressor sí impedeix la unió descrita. En les nostres mans, la incubació prèvia

de la CyPB amb la CsA, a dosis superiors a les utilitzades per Woodfield i

col·laboradors, tampoc no impedeix la unió de la KAP. Aquests resultats confirmen la

identificació del domini C-terminal de la CyPB com a regió responsable de la unió i,

alhora, no implicada en la interacció amb CsA.

5.1. Altres dianes de la CyPB

Donades les característiques intrínseques de les ciclofilines (activitat rotamasa i

chaperona (Fischer, 1990; Schmid, 1993)) hom pot plantejar-se la possibilitat que la

interacció sigui inespecífica. No es considera, però, que les ciclofilines tinguin un paper

essencial en el plegament de proteïnes. Així 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

l'existència d'un nombre reduït de proteïnes específiques substrat de les ciclofilines. A

aquest respecte s'han identificat un seguit de proteïnes que interactuen de manera

específica amb algunes ciclofilines.

Concretament, a la CyPB se li han descrit interaccions amb la calcineurina (Li,

1999), amb la proteïna p24 de la càpside del virus de l'immunodeficiència humana

(Luban, 1993), amb la CAML (Bram, 1994), amb Hsp47, PDI, GRP78, GRP94 i

procolàgen (Smith, 1995), amb eIF2-β (Kainer, 2000) i amb la prolactina (Rycyzin,

2000). No s'ha descrit cap homologia de seqüència o de funció entre aquestes proteïnes,

ni tampoc un patró comú d'acció de la CyPB sobre cada una d'elles.

Així, la interacció amb la calcineurina és depenent de la interacció de la

ciclofilina amb la CsA a nivell del que s'ha anomenat centre actiu (Schneider, 1994), i

resulta en la inhibició de l'activitat fosfatasa. Aquesta inhibició és més efectiva en el cas
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de la unió 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 interacció amb la proteïna vírica p24 es dóna a través del centre actiu de la

CyPB, i per tant, la presència de la CsA impedeix aquesta interacció (Luban, 1993). La

CyPB humana, no només reconeix la proteïna del virus de la immunodeficiència humà

(HIV) sinó tambe el simi (SIV) (Endrich, 1999).

La CAML es va identificar en base a la seva interacció amb la CyPB (Bram,

1994). Es desconeixen els dominis implicats en aquesta interacció així com l'efecte de la

CsA. La CAML es troba al reticle, colocalitzant amb la calreticulina, i modula

l'alliberament de calci intracel·lular (Holloway, 1996; Holloway, 1998). Posteriorment

s'ha descrit una proteïna transmembrana que interacciona amb la CAML i s'ha anomenat

TACI (Transmembrane Activator and CAML Interactor). La TACI està implicat en

l'activació de NFAT, AP-1 i NFκ-B (von Bulow,1997) proporcionant un senyal co-

estimulador en la resposta humoral independent de cèl·lules T (von Bulow, 2001).

Per la seva banda, les interaccions descrites per Smith i col·laboradors (Smith,

1995) es donen amb proteïnes residents al reticle amb funció de chaperones. La seva

interacció i localització a reticle i a vesícules intermitges pre-Golgi són indicatives del

paper important que tenen a nivell de transport i secreció de procolàgen (Smith, 1995).

Igualment es demostra que la presència de CsA disminueix els nivells de CyPB lligada a

colàgen, reduint-se la secreció del mateix.

Més recentment s'ha identificat la interacció de la CyPB amb eIF2-β (Kainer,

2000) encara que no hi ha cap publicació pel que fa a la interacció (la informació

apareix a l'article Kainer 2000 com a feina realitzada pels autors però sense publicar).

L'eIF2-β és part del complexe proteic eIF2. Aquests és un important regulador de la

traducció de proteïnes i un component central de la resposta del reticle endoplàsmic a

l'estrés (Kaufman, 1999).

La prolactina interacciona amb la CyPB via l'extrem C-terminal de la ciclofilina

B, i la presència de la CsA augmenta la interacció entre les dues proteïnes. L'efecte

d'aquesta interacció es tradueix en una més gran retrotranslocació nuclear de la

prolactina (Kainer 2000).

Conseqüentment amb la seva interacció amb CyPB, moltes d'aquestes proteïnes,

la KAP entre elles, es localitzen al reticle endoplàsmic. Alguns autors (Arber 1992;

Bram, 1993) hipotetitzen que la localització reticular de la CyPB juga un paper
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important en la immunosupressió, ja que en co-localitzar amb la calreticulina podria

estar implicada en processos de mobilització de calci intracel·lular. Tanmateix, la

presència de la CyPB al reticle està igualment associada al plegament i el transport

intracel·lular (Smith, 1995). Hem pogut demostrar mitjançant immunocitoquímica que

la KAP co-localitza a nivell reticular amb la CyPB i que aquesta co-localització no es

veu alterada en presència de CsA.

Al contrari que la KAP, la CyPB és una proteïna ubiquament expressada. En rata

s'ha descrit la seva abundància renal i la seva distribució al llarg de la nefrona (Kainer,

2000). De tots els òrgans estudiats pels autors, els nivells de mRNA més elevats es

troben a ronyó, amb més abundància al túbul proximal convolut (tot i ser present a tots

els segments del túbul). El mateix estudi identifica una sobre-expressió a nivell renal en

la soca de rates hipertenses espontànies SHR. Aquesta sobre-expressió es fa evident

quan encara no s'ha donat un augment significatiu en la pressió sanguínia d'aquestes

rates i per tant no es tracta d'un efecte secundari a la hipertensió. Tanmateix, la

persistència de la sobre-expressió en línies cel·lulars proximals renals obtingudes a

partir d'aquests animals, suggereix un orígen genètic de la sobre-expressió. Aquests

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

6. KAP I LA CICLOSPORINA A

La interacció KAP-CypB descrita per nosaltres, la interacció CyP-CsA

imprescindible per a l'acció immunosupressora del fàrmac i la relació entre la CsA i la

nefrotoxicitat, fan de l'anàlisi de la relació KAP-CsA una aproximació atractiva.

Hem demostrat que els nivells de proteïna KAP disminueixen de manera evident

i a nivell de les cèl·lules S3 amb 3 dies de tractament. Hem utilitzat immunohistoquímica

per tal de demostrar realment aquesta disminució en S3 en mascles intactes, ja que la

presència de proteïna a S1/S2 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 difícil explicar

l'augment de mRNA com a fenomen compensatori a la disminució de proteïna, ja que

no observem aquesta compensació en mascles castrats. Donada la marcada dependència

de la presència de hormones esteroidals és més factible suposar que la CsA afecta de

manera específica a l'activitat d'aquestes hormones. S'ha demostrat que la CsA pot

afectar a la resposta androgènica a dos nivells, per una banda activa el metabolisme
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androgènic i la conversió de testosterona en el seu metabolit més actiu, la

dihidrotestoterona (Boudou, 1990) per activació de l'enzim 5α-reductasa. L'activació de

la 5α-reductasa afectara al ronyó només  augmentant els nivells circulants de DHT, ja

que l'activitat d'aquest enzim al ronyó és molt baixa (Anderson, 1990). Per l'altra banda,

a nivell de receptors hormonals també s'ha descrit l'activació 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

l'activació per part d'un progestògen (R5020) d'un promotor sensible a progesterona

(MMTV, Mouse Mammary Tumor Virus) en cèl·lules tractades amb CsA. En base a

aquests resultats, hipotetitzem per a la KAP un efecte potenciador de la CsA sobre

l'activació via hormones esteroidals.

Segons els assaigs de immunohistoquímica, la CsA afecta disminuint els nivells

de la KAP igualment a mascles, femelles i mascles castrats, essent les cèl·lules

juxtamedul·lars les dianes de l'acció de l'immunosupressor sobre els nivells de proteïna;

val a dir que justament aquest segment S3 també és diana de l'acció nefrotòxica

(Mihatsch, 1986) caracteritzada per l'aparició de grans vacuols i l'alteració estructural

del reticle endoplàsmic.

Donat que els nivells de mRNA de KAP són iguals o més elevats encara en els

ratolins tractats que els control, la disminució de la proteïna provocada per la CsA a les

cèl·lules S3 ha d'estar mediada per esdeveniments traduccionals o post-traduccionals. La

CsA ha estat implicada en processos de degradació de proteïnes a nivell renal (Olbricht,

1990; Olbricht, 1994) on s'ha descrit un augment de l'activitat catepsina, encara que

restringida al segment S1 del túbul proximal.  A nivell traduccional, la CsA també afecta

al ronyó, de manera global (Buss, 1993) i amb proteïnes específiques com la IL-6

(Garcia, 1999) o la IL-3 (Nair, 1999). Ambdues possibilitats, degradació i alteració

traduccional, es poden donar de manera simultània i són compatibles amb els nostres

resultats pel que fa a la secreció de la KAP. En el model cel·lular d'expressió KAP-

FLAG hem analitzat per marcatge metabòlic si la CsA afecta a la secreció de la KAP,

demostrant que la KAP apareix abans al medi de les cèl·lules tractades amb 1µM 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

cèl·lular de ronyó de hamster (BHK) i en les mateixes condicions que el nostre assaig

(Price, 1994).
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Així doncs, i sense descartar els possibles efectes traduccionals i de degradació,

la CsA promou la secreció de la KAP per part de la cèl·lula epitelial proximal murina.

Finalment, hem demostrat que la sobre-expressió de la KAP en un model

cel·lular renal disminueix la toxicitat provocada per la CsA i aquesta protecció es dona

principalment a dosis altes de CsA. Donat que no hem avaluat altres fàrmacs

nefrotoxics, no podem afirmar categòricament que la protecció sigui específica per a la

CsA. És possible que la sobre-expressió de la KAP confereixi una més gran viabilitat a

les cèl·lules en cultiu, independentment de l'origen del dany cel·lular. Així, la KAP

conferiria protecció parcial en front a diversos nefrotoxics. Es possible també que

l'efecte protector de la KAP no sigui específic per a la CsA, però estigui adreçat a la

compensació específica de la inhibició de la calcineurina, per tant la toxicitat per FK506

(o tacrolimus, immunosupressor que inhibeix la fosfatasa calcineurina i que és

igualment nefrotoxic (revisió a de Mattos, 2000)) també disminuiria en presència de

KAP. Les gràfiques de toxicitat mostren una proteció baixa o inexistent a dosis baixes-

mitjes de CsA. És a dosis més altes quan la protecció per la presència 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 limfòcit T (Liu, 1991) i, entre altres teixits, s’acumula al ronyó (Belitsky,

1986; Wagner, 1987). Les ciclofilines són proteïnes ubiqües i abundants; s’ha descrit,

però, que a concentracions elevades de CsA poden arribar a ser limitants en la interacció

CsA-CyP (Kung, 2000). La ciclofilina A és la immunofilina responsable de la

immunosupressió per CsA al limfòcit T, però es desconeix si en altres teixits el lligand

preferent de la CsA és algun altre membre de la família de les ciclofilines. En uns

primers estudis es va considerar que la CyPC era específica de ronyó i podia així estar

implicada en la nefrotoxicitat provocada per l’immunosupressor. La identificació de la

CyPC a altres teixits i la seva baixa afinitat per CsA comprometen aquesta hipòtesi

(Friedman, 1994; Schneider, 1994).

Luban i col·laboradors han generat un ratolí transgènic per a la CyPA (Colgan,

2000), l’estudi de l’efecte nefrotòxic de la CsA en aquests ratolins no s’ha dut a terme

però serà de gran utilitat per discernir la implicació 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 l’activació de la calcineurina (Bram, 1993). Donat que el ronyó 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 eficiència

que altres ciclofilines (Swanson, 1992), podem hipotetitzar un paper important per a la

CyPB en la inhibició 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, així és possible que aquesta

interacció, o bé impedeixi la unió amb la CsA, o bé, tot i permetre-la, faci que el trímer

CsA-CyPB-KAP sigui inactiu (per al control de la mobilització de calci via CyPB o per

a la inhibició directa de la calcineurina, o ambdues).

Així, a dosis baixes de CsA la presència de KAP no afecta a la toxicitat, donat

que hi ha prou CyPB lliure. Quan va augmentant la concentració de l'immunosupressor

es van ocupant tant les CyPB lliures com les lligades a KAP. En el supòsit que es

formes el trímer CsA-CyPB-KAP i que aquest fos inactiu, per molt que augmentem la

dosi de CsA no es produirà més toxicitat. Naturalment aquest és un model simplificat

possible, però no l'únic. Amb les dades de que disposem fins ara no ens podem definir

per un o altre model, a l'espera que l'evidència experimental aporti més dades.

Ens trobem, doncs, davant d'una proteïna específica de teixit, molt abundant i

regulada per andrògens, estrògens i T3 (Toole, 1979; Catterall, 1986; Meseguer, 1992;

Solé, 1994). De tots els gens de funció coneguda expressats a ronyó de ratolí, el

percentatge més elevat correspon a aquells implicats en el metabolisme i l'obtenció

d'energia (El-Meanawy 2000). Igualment abundants però en menor proporció trobem

proteïnes de membrana, incloent-hi transportadors, proteïnes del citoesquelet i

implicades en el transport vesicular, proteïnes d'unió a DNA i RNA així com proteïnes

implicades en la transducció de senyal. Els andrògens, per la seva banda, són

responsables de l'expressió diferencial a nivell renal de diversos enzims, proteïnes

implicades en transport i metabolisme, així com altres de funció desconeguda (Catterall,

1998; Melià, 1998). Hem aportat dades referents a la localització de la KAP al reticle

endoplàsmic, on co-localitza amb la CyPB, així com la seva dependència del

citoesquelet i la seva secreció. Aquest resultats suggereixen que la KAP pot tenir un

paper en la via de transport vesicular,  sense descartar que participi en l'establiment de la

polaritat d'aquest transport mitjançant la seva associació al citoesquelet. Altres autors

han identificat la KAP en models murins de patologia renal. Així, 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 disminució en els nivells de mRNA de la KAP en un model murí de

nefrolitiasi. Finalment, nosaltres hem descrit la implicació de la KAP en la nefrotoxicitat

mediada per CsA, possiblement via la seva interacció amb la ciclofilina B.

Tot plegat, s’obren nous horitzons per a l’estudi de la funció de la KAP, amb

l’evidència de la seva implicació 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 específica la

proteïna en assaigs de Western blot, immunohistoquímica i immunocitoquímica, però

no en assaigs de immunoprecipitació.

• La Kidney Androgen-regulated Protein (KAP) es localitza a la regió juxtamedul·lar

renal (S3) en ratolins femelles, mascles castrats i mascles intactes. En aquests últims la

proteïna també és present a la regió cortical renal (S1/S2). L’abundància relativa de la

KAP entre les diferents situacions hormonals segueix el mateix patró que el seu

mRNA, es a dir mascles intactes >femelles >mascles castrats.

• En els models d’expressió assajats, la KAP transfectada en cèl·lules epitelials de

túbul proximal renal murí es distribueix al citoplasma, seguint un patró reticular,

compatible amb localització al reticle però depenent de microtúbuls. El sistema

d’expressió cel·lular controlat per tetraciclina Tet-Off és un bon model per a l’anàlisi

funcional de la proteïna, ja que permet una regulació fina de l’expressió estable de la

KAP i, alhora, distingeix entre els efectes provocats per l’expressió de la KAP i els

merament insercionals.

• Confirmant l’associació als microtúbuls, la KAP es localitza formant part del fus

mitòtic, sense que la seva expressió alteri significativament la progressió del cicle

cel·lular.

• En el sistema del doble híbrid en llevat, la KAP interacciona de manera específica

amb una proteïna desconeguda, amb seqüències homòlogues a la base de dades est’s

que nosaltres hem anomenat P5. També hem detectat interacció específica amb una

proteïna parcialment homòloga a la uromodulina.

• La KAP interacciona de manera específica amb la Ciclofilina B (CyPB). Els primers

92 aminoàcids de la KAP són suficients per a la interacció amb la CyPB, i els últims

46 aminoàcids de la CyPB són suficients per a la interacció amb la KAP. La GFP-KAP

co-localitza amb la CyPB a nivell intracel·lular, però no a la membrana citoplasmàtica.

La CsA no desplaça a la CyPB en la interacció GST-KAP + CyPB.

• El tractament amb CsA provoca una disminució dels nivells de proteïna (KAP) en la

regió juxtamedul·lar renal, en mascles intactes, femelles i mascles castrats. La

presència de CsA promou la secreció de la construcció KAP-FLAG en cèl·lules

epitelials  de túbul proximal renal murí.

• La sobre-expressió de la KAP disminuiex la toxicitat per CsA en cèl·lules epitelials

de túbul proximal renal murí. L’efecte és evident a dosis altes de l’immunosupressor.
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