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Discussio

Les ciclofilines sén una familia de receptors intracel-lulars, ubiquament expressats, capagos d’'unir
immunosupressors no relacionats tals com la CsAi I'FK506. La CsA, polipéptid ciclic d’origen fungic,
s’uneix a les ciclofilines, mentres que, 'FK506 s’uneix a altres proteines receptores anomenades FK
binding proteins (FKBP). Tant les ciclofilines com les FKBPs posseeixen activitat peptidil-prolil cis/
trans isomerasa que és inhibida pels seus respectius lligands (Galat A., 1993).

La CsA unida als seus receptors, exerceix el seu efecte immunosupressor sobre els limfocits T
a través de la calcineurina, que al seu torn inhibeix la fosforilaci6 i translocacié al nucli de 'NFAT
impedint aixi la transcripcié de gens implicats en la immunosupressié (Shreiber S.L. et al., 1991).

Tot i 'espectacular benefici que ha suposat I'is d’aquests farmacs en la reduccié del rebuig i en
'augment de la vida mitja dels trasplantaments, aixi com I'is de la CsA en malalties autoimmunes,
s’ha vist limitat pels efectes toxics que es produeixen de manera majoritaria al rony6 (Bennett W.M.
et al., 1983). Tot i que els mecanismes d’acci6 de la CsA sobre el sistema immunitari ha estat ben
caracteritzats, es coneix molt poc sobre els mecanismes teixit i cel-lula especifics implicats en el

dany renal produit per la CsA.

El nostre laboratori ha estat interessat tradicionalment en estudiar els mecanismes d’acci6é an-
drogénica en el ronyo, teixit que especialment en ratoli, presenta una marcada induccié genica en
resposta als androgens. Entre aquests gens sotmesos a aquesta regulacié hormonal i amb una
expressid practicament exclusiva del tubul renal hi trobem la Kidney Androgen-regulated Protein
(KAP). L'estudi d’aquesta proteina ha centrat gran part de la feina realitzada al nostre laboratori els
Ultims anys (Solé E. et al., 1994; Solé E. et al 1996; Cebrian C. et al., 2001; Soler M. et al., 2002 i
Teixidd N., 2006). Estudis de dos hibrids en llevat demostren que la proteina KAP interacciona amb
la CypB, receptor del farmac immunosupressor CsA. La proteina KAP disminueix notablement en
ratolins tractats amb CsA i la seva expressio controlada en un sistema cel-lular de tibul proximal
renal, les cél-lules PCT3, redueix de forma significativa la toxicitat produida per la CsA (Cebrian C.
et al., 2001).

Per tots aquests motius, s’enceta un nou projecte basat en la determinacio i estudi dels mecanis-
mes moleculars implicats en la toxicitat renal produida per la CsA en el tubul proximal renal.

Els resultats obtinguts al llarg d’aquest treball experimental, han permés aportar les primeres
dades sobre el comportament de les cél-lules tubulars renals davant el tractament amb la CsAi iden-
tificar alguns dels mecanismes moleculars implicats en la toxicitat renal causada per aquest farmac
immunosupressor. Aquests resultats obtinguts han obert les portes a I'exploracié de les noves rutes

i/o proteines implicades en la nefrotoxicitat objectiu d’estudi actual al nostre laboratori.
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1. CARACTERITZACIO DELS SISTEMES CEL-LULARS TUBULARS RENALS

Es ben conegut que la CsA és un potent immunosupressor ampliament utilitzat en el trasplanta-
ments d’organs solids i que com a principal efecte secundari mostra una elevada toxicitat renal que
pot conduir a la pérdua de la funcio renal (Borel J.B. et al. 1996). Mentre els mecanismes pels quals
la CsA produeix la immunosupressié sén ben coneguts es desconeixen quins sén els mecanismes
d’acci6 a nivell molecular implicats en aquest dany renal.

Tal i com s’ha explicat anteriorment la toxicitat renal causada per la CsA es pot manifestar de for-
ma aguda, normalment reversible, i de forma cronica que és la que finalment donara lloc a la perdua
total de la funcio renal (Vegeu I'apartat 2.4 de la INTRobuccio). La patogénesi de la toxicitat renal cau-
sada per la CsA ha estat ampliament estudiada tant in vitro com in vivo. Aquests estudis demostren
que la nefrotoxicitat induida per la CsA implica un complex procés multifactorial en el qual hi estan
implicats el glomérul, I'epiteli tubular i intersticial i el sistema vascular, donant lloc majoritariament a
fibrosi intersticial, atrofia tubular i hialinosi arteriolar (Mihatsch M.J. et al., 1998; Thomas S.E. et al.,
1998; Shihab F., 1999, i Cattaneo D. et al., 2004).

Per tal de conéixer i caracteritzar els sistemes cel-lulars amb els que estem treballant, s’ha es-
tudiat el comportament de diferents linies cel-lulars derivades de tabul proximal renal sigui d’origen
huma (HK-2) com de ratoli (PCT3 i PR10), davant del tractament amb el farmac immunosupressor

ciclosporina A.

1.1. Efecte dels diferents farmacs, dosis i temps de tractament en la viabilitat cel-

lular

Es a l'inici d’aquest treball experimental, quan comencem a estudiar la toxicitat renal induida per
la CsA en cél-lules tubulars renals, que ens n'adonem que existeix una elevada controvérsia pel que
fa al tipus de ciclosporina A a utilitzar. Aixi, hi ha autors que utilitzen la Ciclosporina SANDIMMUN®
(NovarTis) (Bakker R.C. et al., 2002 i Carvalho da Costa M. et la., 2003) i d’altres que utilitzen la
CsA (CaLBiocHEM®) (Healy E. et al., 1998; Lally C. et la., 1999; Justo P. et al., 2003 i Jennings P. et
al., 2007). Tampoc hi ha consens alhora d’establir quines soén les dosis de farmac causants de la
toxicitat cel-lular.

Per tots aquests motius, en primer lloc, es realitza un assaig de toxicitat cel-lular utilitzant dife-
rents linies cel-lulars, varis compostos i un rang ampli de concentracions (egeu apartat 1.1.1 dels
REesuLTATS). Amb aquests experiments es demostra que tant a les cél-lules PCT3 com a les cél-lules
HK-2, la ciclosporina SANDIMMUN® (NovarTis) provoca una toxicitat cel-lular més exacerbada que la
CsA (CaLeiocHEM®) a les dosis més elevades. En aquestes mateixes condicions també s’observa una
pronunciada toxicitat del vehicle. L’elevada citotoxicitat de la ciclosporina SANDIMMUN® (NovARTIS)
podria ser deguda en gran part al vehicle ja que no només és toxic per si sol siné que acomplexat
amb la ciclosporina fa que sigui més hidrosoluble i per tant, pugui difondre millor a l'interior de les
cél-lules. La toxicitat causada pel Cremophor®EL seria dosi dependent, ja que dosis baixes d’aquest

component no alteren la viabilitat cel-lular.
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La toxicitat cel-lular causada pel SANDIMMUN® (NovarTis) i el Cremopohor®EL a dosis elevades
també es descriu en cultius primaris de cél-lules epitelials humanes de tubul proximal renal (PTEC)
(Bakker R.C. et al., 2002). Aixi mateix, la toxicitat causada pel Crempohor (vulgarment anomenat
oli de rici) esta ampliament estudiada en rata, tant in vitro com in vivo, i s’ha observat que les dosis
elevades i els llargs temps d’incubacié d’aquest compost, sén els causants de la toxicitat cel-lular
(Jiang T. et al., 1993). Aquesta toxicitat provoca disfuncioé tubular, alteracié de 'hemodinamia renal i
contribueix en els efectes adversos després del trasplantament (Besarab A. et al., 1987), la qual és
responsable de la disminucié de I'ATP i de la fosforilacié oxidativa a les mitocondries, donant lloc final-
ment als efectes adversos post-trasplantament (Nassberger L., 1990). Estudis recents, suggereixen
una dismunucioé de la toxicitat renal induida per la ciclosporina SANDIMMUN® (NovaRTis) quan es
subtitueix el Cremophor®EL per un polimer que forma micel-les (Aliabadi H.M. et al., 2007).

Tot i que ha estat interessant veure com els diferents compostos assajats provoquen toxicitats
cel-lulars de diferent intensitat, en els estudis posteriors només s’analitzaran els efectes causats pel

farmac immunosupressor, CsA (CaLsiocHEM®), en la seva forma no acomplexada.

L'ampli estudi de la toxicitat cel-lular produida per la CsA fa palesa I'existéncia d’'una dosi llindar
de CsA equivalent a la concentracié de 10 uM. A partir d’aquesta concentracio, la viabilitat cel-lular
comenga a decaure de forma significativa després de 24 hores de tractament. Existeixen varis expe-
riments que demostren que la dosi de CsA a partir de la qual comencga a decaure la viabilitat cel-lular
és molt variable en funcié de la linia cel-lular utilitzada. Aixi mateix, en cel-lules del tabul proximal
porcines (LLC-PK,) la disminuci¢ de la viabilitat es manifesta a la dosi de 42 uM de CsA (Healy E. et
al., 1998) i en cultius primaris humans de tabul proximal (PTEC) la viabilitat comenga a disminuir a
la concentracio de 83 uM (Bakker R.C. et al., 2002).

Pel que fa a les cél-lules HK-2 existeix un experiment recent on també es demostra que la dismi-
nucio de la viabilitat cel-lular ocorrer a la concentracié de 10 uM de CsA ja que a partir d’aquesta dosi
comenga a incrementar I'activitat LDH al sobrenedant d’aquestes cél-lules (Jennings P. et al., 2007).
La mesura de l'activitat LDH és un métode més per quantificar la toxicitat cel-lular, ja que LDH és
un enzim citoplasmatic que només s’allibera al medi de cultiu quan les cél-lules tenen la membrana
plasmatica malmesa. Sarr6 et al, demostren com la dosi de 10 ug/ml (8,3 uM) provoca citotoxicitat
en cél-lules PCT3 després de 12-24h de tractament, calculada com una dismiucié del nombre de cél-
lules que son capaces d’excloure el Blau Tripa (Sarré E. et al., 2007). Aquests dos treballs reforcen

els resultats obtinguts en aquest treball experimental.

Dins I'estudi de la toxicitat cel-lular, també s’ha demostrat, que les cél-lules tubulars renals PCT3
i HK-2 després de 2- 4h d’haver iniciat el tractament amb la CsA es recuperen del dany inicial causat
pel farmac sigui quina sigui la dosi utilitzada (Ficures 30 i 31). Ara bé, quan es els tractaments sén
més prolongats en el temps (24, 48 i 72h) les concentracions de CsA iguals o superiors a 10 uM

disminueixen la viablilitat cel-lular de forma significativa.
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Esta ampliament reportat que el farmac immunosupressor CsA provoca majoritariament toxicitat
renal i que aquesta, té lloc preferentment a la regié tubular de la nefrona (Healy E et al., 1998). En
el nostre treball s’ha demostrat que la dismunicié de la viabilitat només té lloc en les cél-lules renals
d’origen tubular PCT3, PR10 i HK-2 i no a cél-lules d’origen no renal HelLa. Aquesta citotoxicitat es
practicament idéntica en les tres linies renals. Hi ha autors, perd, que defensen que els canvis histo-
patologics induits per la CsA, sén causats per multiples alteracions que tenen lloc en diferents tipus
cel-lulars en el ronyé i que depenen de la llargada del tractament i de la dosi utilitzada. Aixi mateix, la
CsA disminueix el creixement cel-lular de cél-lules epitelials tubulars (HK-2), de cél-lules endotelials
(HEC) i de cel-lules mesengials perd no dels fibroblasts (Esposito C. et al., 2000; Sun J. et al., 1997).
Aquesta diferéncia en el creixement cel-lular explicaria la marcada reduccié i atrofia de I'epiteli tubu-
lar i 'expansi6 intersticial que té lloc en els animals tractats amb CsA (Shihab F.S. et al., 1996).

De tots aquests experiments es dedueix que la toxicitat cel-lular causada per la CsA varia en

funcio de la linia cel-lular, del tipus de ciclosporina, el temps de tractament i el dosatge utilitzats.

1.2. Estudi de la mort cel-lular

El dany cel-lular pot desencadenar una gran varietat de respostes que van desde I'adaptacio,
la reparacio i la proliferacié fins la mort cel-lular sigui per apoptosi o per necrosi. L'apoptosi és una
forma de mort cel-lular controlada genéticament que té lloc en processos fisioldogics normals i en
processos patologics ja siguin de malaltia o de dany causat per toxics.

L'apoptosi és un mecanisme patogenic destacat en les malalties renals. També s’ha demostrat
que aquest procés de mort cel-lular programada té lloc tant durant el desenvolupament renal com
després d’un dany renal. Concretament, les cel-lules epitelials tubulars renals, sén les que més mo-
ren per apoptosi després d’'una isquémia o d’'un procés de toxicitat renal (Lieberthal W. et al., 1996 i
Hagar H. et al., 1996). Tot i que el procés d’apoptosi pot resultar beneficiés en molts casos, algunes
vegades pot ser altament danyos .

Hi ha varis estudis que demostren que la disminucié de la viabilitat cel-lular causada pel farmac
immunosupressor CsA es correspon amb un augment de la mort cel-lular sigui per apoptosi o per
necrosi. Aixi, en cel-lules LLC-PK1, dosis baixes de CsA (4,2 nM) indueixen una mort cel-lular per
apoptosi elevant els nivells d’expressié de Fas, mentres que elevades dosis de CsA (a partir de 21
uM) provoquen necrosi cel-lular (Healy E. et al., 1998). En cél-lules epitelials de tubul proximal de
ratoli (MCT) la concentracié de CsAde 8,3 mM indueix apoptosi augmentant els nivells d’expressié
de Fas, produint I'alliberacié de factors pro-apoptotics com citocrom C i smac/diablo i alterant el
potencial transmembrana mitocondrial (Ortiz A. et al., 1998; Justo P. et al., 2003). En cél-lules HK-2
I'apoptosi cel-lular es déna a la dosi de CsA de 800 ng/ml (6,6 uM) (Esposito C. et al., 2000). També
existeixen estudis in vivo que demostren que el tractament amb CsA provoca un augment significatiu
de cel-lules apoptotiques majoritariament en els tdbuls i a l'interstici renal que sén les zones estruc-
turalment més afectades pel farmac immunosupressor. Es coneix també que, el nombre de cél-lules
apoptotiques correlaciona amb el grau de fibrosi i atrofia tubular renal. Concretament, el tractament

amb CsA esta associat amb un augment de l'activitat de I'angiotensina Il, p53, bax, Fas-L , del sis-
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tema de les capsases i amb una dismunicié de l'activitat de bcl-2 i de I'0xid nitric (NO), suggerint
que I'apoptosi juga un rol important en la patogénesi de la nefrotoxicitat cronica induida per la CsA
(Thomas S.E. et al., 1998 i Shihab F.S. et al., 1999).

Els experiments realitzats en aquest treball han permés observar que quan s’usa un medi de
cultiu lliure de serum fetal i factors de creixement I'apoptosi apareix a les dosis de 100 i 1000 nM de
CsA, mentre que si s'utilitza el medi de cultiu complet, que és el que s’ha utilitzat en la resta d’ex-
periments i en la majoria de casos descrits a la literatura, 'apoptosi en les cél-lules PCT3 i HK-2 es
manifesta a les concentracions de 10 i 20 uM de CsA. Tot i que en ambues linies cel-lulars I'apoptosi
es dona a les mateixes dosis de CsA, en les cél-lules PCT3 els valors d’apoptosi s6n més elevats
en les cél-lules HK-2 (Ficura 8). D’aquests experiments també es conclou que la preséncia de fac-
tors de creixement i sérum fetal, retarden I'aparicié de I'apoptosi. Es per aquest motiu que quan es
realitza I'experiment de TUNEL utilitzant el medi de cultiu complet no s’observa apoptosi a les dosis
de 100 i 1000 nM de CsA.

Cal recordar que I'apoptosi comenga a manifestar-se a les cél-lules tubulars renals a la dosi on
s’inicia la davallada de la viabilitat cel-lular de forma significativa.

Novament existeix molta controvérsia per determinar quina és la dosi de CsA que indueix I'apop-

tosi cel-lular. De totes aquestes dades s’observa que aquest procés és linia cel-lular dependent.

1.2. Estudi de la respiracié mitocondrial

La CsA també disminueix significativament el consum d’oxigen de les cel-lules HK-2 després de
24 h de tractament.

Un estudi recent in vivo demostra que la disminucié del consum d’oxigen depen de la concen-
tracié de CsA en sang. Aixi, elevades concentracions del farmac alterarien la membrana mitocondrial
interna i consequientment els complexes enzimatics que s’hi localitzen, concretament els complexes
I i Il de la cadena respiratoria mitocondrial (Rodriguez L.C. 2007). Per tal de corroborar aquesta
hipotesi en les nostres cél-lules, caldria determinar 'activiat enzimatica d’alguns dels complexes de
la cadena de transport d’electrons per tal d’esbrinar exactament a quin nivell es produeix aquesta
disminucié del consum d’oxigen.

Ara bé, aquesta dismunicié del consum d’oxigen es podria donar per una altra causa, ja que re-
centment, s’ha descrit la importancia de la interaccié entre CypD i ANT perquée aquesta ultima funcio-
ni com a translocador de nucleotids. Si es trenca la intereccid ANT-CypD s’inhibeix l'intercanvi ADP/
ATP, disminuint el contingut d’ATP respnsable de la mort cel-lular (Temkin V. et al., 2006). Aquests
resultats ens permeten hipotetitzar que el tractament amb CsA impediria la interaccié de la CypD-
ANT inhibint aixi I'entrada d’ADP i alentint la cadena de transport d’electrons per falta de substrat.

La CypD és la ciclofilina localitzada exclusivament a la mitocondria. Existeix molta controversia
pel que fa al rol de la CypD en la mort cel-lular per apoptosi. Aixi, hi ha experiments que demostren
que ratolins K.O. i transgénics per aquesta ciclofilina sén més sensibles a I'apoptosi (Nakagawa T.
et al., 2005, Baines C.P. et al., 2005) mentre que d’altres demostren 'activitat PPlasa de la CypD és
fonamental per reprimir 'apoptosi (Machida K. et al., 2006). Com que la CypD forma part del PPTM,
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existeixen estudis que defensen que 'apoptosi s’indueix per la formacié del PPTM (Crompton M.,
1999), mentres que d’altres demostren que I'obertura del porus no és I'inic desencadenant de la
mort cel-lular per apoptosi siné que els components del PPTM poden esta implicats per si sols en
aquest procés de mort cel-lular programada com a repressors o inductors d’aquesta. Aixi la proteina
VDAC, un dels primers components del porus identificat, és diana de la proteina pro-apoptoética bax,
responsable de l'alliberacié del citocrom C (Scorrano L. et al., 2002). L’Hexoquinasa Il és una pro-
teina que antagonitza la translocacié mitocondrial de la proteina bax inhibint la interaccié entre bax i
VDAC en preséncia de CypD activa (Pastorino J.G. et al., 2002, Machida K. et al., 2006).

Els resultats obtinguts en aquest treball experimental conjuntament amb els reportats a la litera-
tura, proporcionen més eémfasi a la participacié de la CypD com a proteina repressora de I'apoptosi,
ja que el tractament amb CsA inhibiria I'activitat peptidil-prolil cis/trans isomerasa impedint aixi el
correcte plegament i estabilitzacié d’algunes proteines responsables de desencadenar 'apoptosi.
Seria un mecanisme apoptotic que alliberaria el citocrom C de manera independent a la formacio
del PPTM.

1.2. Estudi del cicle cel-lular

Un altre parametre afectat al sotmetre les cél-lules PCT3 i HK-2 al tractament amb CsA és el
cicle cel‘lular. Aixi, el tractament cel-lular amb la dosi de 10 uM de CsA produeix una disminucio6 del
percentatge de cél-lules en fase S. Aquesta disminucié coincideix amb un augment del percentatge
de cél-lules en fase G0/G1 per la linia cel-lular HK-2 i amb un augment de cél-lules en fase G2/M per
les cel-lules PCT3. També s’observa com les cél-lules que s’aturen a la fase G0/G1, les HK-2, sén
menys susceptibles a morir per apoptosi que les cel-lules que progressen a través de la fase G1 i
s’aturen al seglient punt de control del cicle cel-lular com és el cas de les cél-lules PCT3 (Ficura 5
i 8).

Recentment, Jennings P. et al., també demostren com el tractament amb CsA (10 uM) augmenta
el percentatge de cél-lules HK-2 a la fase G0/G1 causat per un augment de la fosforilacié de la pro-
teina p53 que al seu torn activa la transcripcié de p21, inhibidor del cicle cel-lular. També observen
com la CsAindueix la produccié d’H,O, responsable del trencament del DNA i de I'escurgament dels
teldmers causant senescéncia cel-lular. Amb aquests resultats postulen que la CsA causa estrés a
les cel-lules tubulars renals i contribueix a la senescéncia i envelliment cel-lular. Altres estudis dem-
ostren que en cél-lules LLC-PK, les dosis baixes de CsA (4,2 nM) indueixen una parada cel-lular a
la fase G1 mentres que a dosis elevades (de 21 a 42 uM ) les ceél-lules s’aturen majoritariament a la
fase G2/M (Lally C. et al., 1999). Aquests mateixos autors postulen que I'arrest en els diferents punts
de control del cicle cel-lular podria esta mitjangat per la proteina p53.

El conjunt d’aquestes dades permet explicar com, les cél-lules PCT3 i HK-2 tot i presentar valors
de toxicitat cel-lular molt similars presenten valors d’apoptosi bastant diferents. D’aquesta manera,
mentre una part de les cél-lules HK-2 progressen pel cicle cel-lular i moren per apoptosi, la resta
s’aturen a la fase GO/G1, etapa que es caracteritza per una reducci6 de l'activitat cel-lular general

sense induir apoptosi. Les cél-lules PCT3 en canvi, superen el primer punt de control i progressen
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a través del cicle cel-lular on gran quantitat de cél-lules moriran degut al dany induit per la CsA. Per
tant, en ambdos tipus cel-lulars observem una davallada de I'activitat metabdlica mitocondrial que
en el cas de les cél-lules PCT3 és deguda a la mort cel-lular per apoptosi i en el cas de les cél-lules

HK-2 és provocada en gran part per I'entrada en una etapa de senscéncia cel-lular.

En resum, aquesta primera part d’aquest treball experimental, ens ha permés determinar que la
CsA produeix una davallada de la viabilitat cel-lular de forma significativa a partir de la dosi de 10
MM després de 24h de tractament en els sistemes cel-lulars de tubul proximal renal de ratoli (PCT3
i PR10) i d’huma (HK-2),. Per sota d’aquesta dosi la CsA no afecta a la viabilitat cel-lular, per sobre,
en canvi, la disminucié de la viabilitat és dosi i temps dependent. Aquesta disminucié de la viabilitat
cel-lular coincideix amb I'aparicié de la mort cel-lular per apoptosi, amb una davallada del percen-

tatge de cel-lules en fase S i una disminucié del consum d’oxigen.

2. ESTUDI PROTEOMIC DIFERENCIAL | IDENTIFICACIO DE PROTEINES IMPLICA-
DES EN LA TOXICITAT RENAL PRODUIDA PER LA CsA

Tal i com s’ha descrit al llarg d’aquest treball experimental, les lesions més freqlients causades
per la CsA al ronyé sén 'atrofia tubular, la fibrosi intersticial i la hialinosi arteriolar (Cattaneo D. et al.,
2004). Es desconeixen pero, quin sén els mecanismes moleculars i/o proteines implicades directa-
ment en aquest dany renal.

Mitjancant eines d’elevat rendiment com I'analisi protedmic diferencial i I'espectrometria de mas-
ses s’han identificat marcadors de tabul proximal renal que ens han de permetre distingir la toxicitat
renal creada per la CsA de la resta de simptomes de la nefropatia cronica i determinar I'evolucié del
dany renal causat per la CsA per tal de poder ajustar el tractament amb dosis de CsA que no siguin

toxiques.

Pel que fa a la viabilitat cellular existeix una dosi llindar de CsA equivalent a 10 uM a partir de
la qual aquesta comencga a disminuir de manera dosi i temps dependent. En primer lloc i per tal de
comprovar si existien canvis proteics al sotmetre les cél-lules al tractament amb CsA i a partir de
quina dosi es donaven, es realitzar un analisi protedomic diferencial preliminar de cél-lules PCT3
tractades amb dosis creixents de CsA (vegeu I'apartat 2.1 dels ResuLATs). Aquest analisi revela que
I'existéncia dels canvis protedmics significatius coincideixen amb la dosi de CsA de 10 puM.

Tot sequit, es realitza un analisi protedmic diferencial de cel-lules PCT3 i cél-lules PCT3 tractades
amb la concentracié 10 uM de CsA i s’identifiquen per espectrometria de mases aquelles proteines
que modifiquen significativament la seva expressid en preséncia del farmac immunosupressor. De
les 38 proteines identificades, un 66% disminueixen la seva expressio al sotmetre’s al tractament
amb CsA i un 34% I'augmenta (TauLa 3). Aquestes proteines identificades s’agrupen en 6 categories

diferents (vegeu l'apartat 2.2.2. dels ResuTaTs). A continuacié, i per tal de validar les cel-lules PCT3
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com a model de toxicitat renal causada per la CsA, es comparen els proteomes de les cél-lules PCT3
amb el de les cel-lules HK-2. Per a cada proteina identificada a les cél-lules PCT3 es busca la seva
parella al mapa protedomic de les cel-lules HK-2. Els resultat d’aquest estudi revela que només 3
proteines queden desaparellades. Per confirmar aquest resultat es seqiencien 11 proteines escol-
lides a l'atzar del proteoma huma. Totes aquestes proteines tenen el seu homoleg a ratoli (vegeu
TAuLA 22).

Les proteines relacionades amb el citoesquelet i implicades en I'organitzacié cel-lular com la
cadena lleugera de la miosina, I'actina citoplasmatica (proteines estructurals del citoesquelet),
I'APC-bindig protein EB1 (proteina que participa en la polimeritzacié dels microtubuls i en I'estabi-
litzacié del fus mitotic) i 'Hsp25-Hsp27 (que participa en I'organitzacié de I'actina) disminueixen la
seva expressio al sotmetre’s al tractament amb CsA, mentre que la TCTP (proteina que participa en
I'estabilitzacié dels microtubuls), F-actin capping protein (proteina que inhibeix el creixement dels
filament d’actina), la queratina 8 (proteina estructural del citoesquelet) i I’Anexina 4 (proteina que
participa en la fusi6 de membranes i en I'exocitosi) son proteines que la seva expressid augmenta
en presencia de la CsA. La nucleofosmina 1 (component del centrosoma) presenta dues isoformes
que es comporten de manera oposada quan es tracten les cél-lules amb la CsA .

L 'alteracio de I'expressié d’aquestes proteines esta de ben segur implicada en el manteniment i
I'organitzacio del citoesquelet. Recentment s’ha observat que la queratina 8, filament intermediari de
tipus Il present en les cel-lules epitelials, protegeix el teixit del dany funcionant com una fosfatsa “es-
ponja” per les quinases activades degut a I'estrés, proporcionant aixi una nova funcié no-mecanica
als filaments intermediaris (Ku N.O. et al., 2006).

L'expressio de la proteina Hsp25-Hsp27 es troba disminuida en cél-lules LLC-PK, després de
tractar-les amb el farmac nefrotoxic (DCVC: 1,2-(diclorvinil)L-cisteina). Aquesta disminucio esta as-
sociada a una reorganitzacié de les adhesions focals, a I’ apoptosi i a la pérdua d’adheréencia cel-lular
(De Graauw M. et al., 2005).

TCTP és una proteina altament conservada i expressada en tots els organismes eucariotes im-
plicada en diferents processos cel-lulars tals com el creixement cel-lular, el cicle cel-lular, la trans-
formacié maligne i la proteccié contra determinades condicions d’estrés i I'apoptosi. També se i
atribueix una funcié extracel-lular de “citoquina-like” implicada en procesos patologics rellevants
(Bommer U.A. et al., 2004). Recentment s’ha demostrat que ratolins transgenics de TCTP desenvo-
lupen hipertensi6 arterial 6 setmanes després del naixement. Aquesta hipertensié és causada per
la reducci6 de I'activitat de 'ATPasa de Na*-K* i per un increment del Ca?* intracel-lular. Per tant els
autors suggereixen que la inhibicié de I'activitat de 'ATPasa de Na+-K+ deguda a la sobreexpressio
de TCTP esta implicada en la hipertensio6 arterial (Jung J. et al., 2004 i Kim M.J. et al., 2008). La
sobreexpressio de la proteina TCTP en preséncia de CsA suggereix que els canvis hemodinamics
produits pel farmac immunosupressor podrien esta mitjangats en part per aquest mecanisme en el

tabul proximal renal.
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L'expressio de la majoria de proteines identificades relacionades amb el cicle cel-lular disminueix
amb preseéncia de la CsA. Dins aquest grup hi trobem la PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen
(implicada en el control de la replicacié del DNA de cél-lules eucariotes.També s’utilitza com a mar-
cador de la fase S del cicle cel-lular), la Hsp8 o Hsc70 (proteina que regula 'acumulacié de la ciclina
D1 i de la quinasa depenent d’aquesta ciclina, la CDK4/6 i la progressi6 a través del cicle cel-lular,
concretament el pas de G1/S) i la prohibitina (proteina que inhibeix la sintesi del cicle cel-lular,
també se li atribueix un rol important en la regulacié de la respiracié mitocondrial i I'envelliment).
Dins aquest grup de proteines també hi és present la nucleofosmina 1. Aquesta és una proteina
multifuncional implicada entre altres en la duplicacié dels centrosomes i del DNA.

L'expressio de la nucleofosmina es veu alterada quan es sotmeten les cél-lules a determinades
situacions que provoquen dany al DNA (Wu M.H. et al., 2002). Aquesta proteina també esta im-
plicada en la duplicaci6é dels centrosomes i per tant en la progressio a través del cicle cel-lular. La
nucleofosmina s’uneix especificament als centrosomes impedint la seva duplicacié. Quan aquesta
és fosforilada per la CDK2/ciclina E es separa dels centrosomes permeten la seva duplicacioé. La in-
hibicié de la fosforilacié de la nucleofosmina impedeix la duplicacié dels centrosomes. Aixi la fosfori-
lacio de la nucleofosmina és un requisit indispensable perqué es doni la replicacié dels centrosomes
(Tokuyama Y. et al., 2001 i Tarapore P. et al., 2002). En I'analisi protedmic realitzat en aquest treball
experimental la nucleofosmina és representada per dos “spots” amb comportament oposat davant al
tractament amb CsA (I'spot num. 2536 I'expressié proteica disminueix i I'spot num. 3501 I'expressio
proteica augmenta, vegeu TauLA 21). Aquest fet, conjuntament amb la literatura, permeten hipotetit-
zar que la proteina que presenta la seva expressio disminuida equivaldria a és la nuclefosmina fos-
forilada i la que més s’expressa seria la nucleofosmina no fosforilada. D’aquesta manera s’inhibiria
la duplicacié dels centrosomes que acabaria produint una disminucié del percentatge de ceél-lules
en fase S, fet que s'observa a les cél-lules PCT3 i HK-2 quan es sotmeten al tractament amb CsA.
Aquests resultats també explicarien el baixos nivells de proteina PCNA i Hsp8. La PCNA, tal i com
s’ha dit anteriorment, és un marcador de la fase S, és a dir quantes menys cél-lules hi hagi en fase
S menys expressié de PCNA hi haura. La proteina Hsp8 participa en la maduracié de la ciclina D1 i
en I'ensamblatge de la ciclina D1 amb la CDK4/6. Aquest complex permetra I'entrada de les cél-lules
a la fase S (Diehl J.A. et al., 2003). Si no es forma el complex cilclina D1-CDK4/6 les cél-lules no

poden progressar a través de la fase S.

Les proteines implicades en el dany cel-lular, sébn majoritariament xaperones (Hsp8, Hsp25,
a-B-cristalina), proteines relacionades amb les espécies reactives d’oxigen (perxiredoxina 4 i 6),
proteines relacionades amb el dany al DNA (PCNA, nucleofosmina) i proteines anti-oxidants o
detoxificadores com la Glutathione transferase omega-1. El comportament de la majoria d’aques-
tes proteines és de disminuir en preséncia del farmac, exceptuant el de la nucleofosmina i el de la
Glutathione transferase omega-1 que presenten dues isoformes de comportament oposat. No deixa
de ser un resultat inesperat, ja que I'expressié de la majoria de proteines que responen a una agres-

sio tendeix a augmentar. Aquesta situacioé ens porta a pensar que segurament aquestes proteines
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presenten altres funcions més especifiques relacionades exclusivament amb el dany causat per la

CsA. Algunes d’aquestes funcions s’han detallat anteriorment.

Pel que fa a les proteines implicades al metabolisme energétic ens trobem:
1- Disminucié de I'expressié de I'electron transfer flavoprotein alpha subunit. Aquesta proteina
accepta els electrons provinents de les deshidrogenases i els transfereix a la cadena de transport
d’electrons.
2- Disminucié de I'expressié de la cadena D de ’ATP sintetasa mitocondrial. Aquesta proteina
és I'ultim component de la cadena respiratoria mitocondrial responsable de sintetitzar ATP a partir
d’ADP + Pii el gradient de protons generat al llarg de la cadena respiratoria.
3- Disminucié de I'expressio6 de I'enzim isocitrat deshidrogenasa, enzim clau del cicle de Krebs, res-
ponsable de la conversié de I'isocitrat a a-cetoglutarat.
4- Disminucié de I'expressié de la T-complex protein 1 o Acetil-CoA-acetiltransferasa. Enzim
responsabe de la formaciod de I'Acetil-CoA en el procés de la B-oxidacié dels acids grassos.
5- Disminucié de I'expressio de la prohibitina. Aquesta és una proteina altament conservada, loca-
litzada a la membrana mitocondrial interna i entre d’altres funcions esta implicada en I'ensamblatge
d’enzims de la cadena respiratoria. La seva expressié esta relacionada amb els nivells d’activitat
mitocondrial (Coates P.J. et al., 2001). Recentment s’ha demostrat que la falta de prohibitina en cél-
lules epitelials augmenta els nivells mitocondrials de ROS degut a la inactivacié del complex | de la
cadena de trasnport d’electrons. Com a resultat final s'indueix la senescéencia cel-lular (Schleicher
M. et al., 2008).
6- Augment de I'expressié de la piruvat quinasa. Es I'Gltim enzim de la glucdlisi. El seglient pas
divergeix el flux o bé cap al cicle de Krebs mitjangant la formacié Acetil-CoA o cap a la glucodlisi ana-

erobica mitjangant la formacié de lactat.

El comportament de les 5 primeres proteines indicaria que el metabolisme aerobic esta alentit
probablament degut a una disfuncié de la cadena respiratoria mitocondrial. Com a conseqiiéncia
d’aquesta disfuncié mitocondrial, el cicle de Krebs es veu inhibit perqué el NADH que es sintetitza
no es pot utilitzar per a formar ATP a la cadena de transport d’electrons. La p-oxidacio també es veu
alentida ja que l'acetil-CoA format no pot entrar al cicle de Krebs. Aquests resultats correlacionen
amb els reportats per altres autors que demostren que el tractament de rates amb CsA, disminueix
el balang energetic ATP/ADP en ronyé, fetge i cervell. Aquesta disminucio és deguda a un descens
de I’ activitat mitocondrial del cicle de Krebs i de la fosforilacidé oxidativa (Serkova N. et al., 2003).
Posteriorment, aquests mateixos autors demostren que la CsA a part d’inihibir la produccié d’ener-
gia, el cicle de Krebs i la fosforilacioé oxidativa, activa la glucolisi anaerobica augmentant els nivells
de lactat. Aquest és un mecanisme compensatori que s’activa després d’inihbir el metabolisme mi-
tocondrial (Christians U. et al., 2004; Rodriguez L.C. et al., 2007). El fet de trobar-nos I'expressi6 de
la piruvat quinasa augmentada fa pensar que la CsA en les nostres cél-lules també activa la glucolisi

anaerobia, ja que al tenir el cicle de Krebs i la fosforilacié oxidativa inhibits és la Unica manera que
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tenen les cél-lules per obtenir energia. Per acabar de corroborar la hipotesi caldria mirar els nivells
de lactat d’aquestes cél-lules sotmeses al tractament amb el farmac immunosupressor. Aquests fets
també podrien contribuir en la disminucié del consum d’oxigen observada al sotmetre les cél-lules al

tractament amb CsA durant diferents temps (vegeu I'apartat 1.1.4 del REsuLTATS).
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després del tractament.
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El grup de proteines relacionades amb el metabolisme proteic estan implicades en una gran
varietat de processos. Aixi hi trobem I’ a-complex protein 1 (relacionada amb el processament de
I'mRNA), I'eukarotic traslation initiation factor 5A (inicialment identificat com a factor iniciador
de la sintesi proteica, recentment també s’ha observat que participa en la fase d’elongacié de la
traduccié proteica (Zanelli C.F. et al., 2006), 'Hsp8 i la CypA (proteines que participen en el plega-
ment proteic), I’ a-B-cristalina (esta implicada en varis processos com el plegament proteic, en la
organitzacio de I'actina i recentment s’ha vist que protegeix a determinades proteines de I'agregacié
en condicions d’estrés (Ghosh J.G. et al., 2007) i la NACA (direcciona les proteines secretores cap
al reticle endoplasmatic). Aquestes proteines en preséncia de CsA disminueixen la seva expressio
mentre que I'expressio proteica de les subunitats del proteosoma a-2 i -4 es veu augmentada
quan es tracten les cél-lules amb el farmac. Aquests resultats indicarien una inhibicié dels processos
de sintesi, probablament causada per la disminucié energética induida pel dany mitocondrial causat
per la CsA i un augment dels processos de degradacioé proteica com a conseqiiéncia de I'elevat

nombre de proteines mal processades i /o mal plegades.

L'ultim grup de proteines el composen alguns dels enzims que regulen el metabolisme dels

acids nucleics. L'enzim Uridin monophosphate synthetase implicat en la sintesi de les pirimidines
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presenta una expressio proteica disminuida. Contrariament els enzims S-methyl-5-thioadenosine
phosphorilase i purine nucleotide phosphorilase (PNP) que participen en la via de recuperacio
de les purines, la seva expressié augmenta en presencia de la CsA. Aquests fets permeten hipo-
tetitzar una dismunicioé de la sintesi de les purines com a conseqiéncia de la poca disponibilitat
d’energia degut a la inhibicié de la cadena respiratoria mitocondrial. Aquest fet provocaria una ele-
vada concentracié de nucledtids que activaria la via de salvament de les purines, menys costosa

energéticament.

Per tal de corroborar aquest estudi protedomic, es comprova mitjangant Western blot el compor-
tament d’algunes de les proteines, concretament de I’ a-B-cristalina, la NACA, la CypAila RACK-1.
Mentre la variacid de I'expressid de les proteines CypA, a-B-cristalina i NACA és consistent amb
I'analisi protedmic, la RACK-1 no segueix el mateix perfil d’expressio proteica. Al analitzar els Wes-
terns blots realitzats a partir de gels bidimensionals s’observa com les proteines RACK-1 i CypA
presenten un conjunt d’isoformes equivalents a canvis post-traduccionals. Aquests canvis no sén vi-
sibles en els Westerns blots realitzats a partir de gels unidimensionals. El tractament amb el farmac
immunossupressor CsA afecta de manera diferencial les isoformes de RACK-1 sense alterar pero la
quantitat total de la proteina (fet que s’observa al Western blot provinent de gels unidimensionals).
La CsA, en canvi, disminueix I'expressio6 de totes les isoformes de la CypA disminuint també la quan-
titat total de la proteina.

Des d'un punt de vista técnic la informacié que s’obté dels Westerns blots de gels procedents
d’'una sola dimensi6 i de I'analisi diferencial pot ser contradictoria si les diferents isoformes d’'una
proteina es veuen afectades de manera diferencial per la CsA i només se’n sequencia una. L’'analisi
proteomic diferencial només ens informa dels canvis d’expressio proteica existents entre dues situ-
acions diferents. L'estudi de I'existéncia de diferents isoformes i el comportament d’aquestes davant
el tractament de qualsevol farmac s’ha de realitzar a posteriori.

Seguidament es va voler estudiar el comportament d’aquestes proteines en ronyons de ratoli
tractats amb CsA. S’observa que el comportament de les proteines o-B-cristalina, NACA i RACK-1
és molt similar al trobat a les cél-lules PCT3. Els nivell proteics de la CypA en canvi sén molt similars
als nivells dels ratolins control. Tal i com s’ha comentat anteriorment la ciclofilina A és una proteina
que s’expressa en tots els tipus cel-lulars. Ara bé el que suggereix aquest resultat és que en relacié
a la CypA les cel-lules tubulars renals s6n més sensibles que qualsevol altre tipus cel-lular al tracta-
ment amb CsA. Aixi la quantitat de CypA total present en el rony6 queda enmascarada pels diferents

tipus cel-lulars que el formen.

En resum, aquesta part del treball experimental ens ha permés identificar uns marcadors putatius
de toxicitat renal induida per la CsA en les cél-lules del tubul proximal renal. A continuacié, aquests
marcadors seran ampliament estudiats per tal de determinar si sén exclusius del dany renal causat
per la CsA o també soén presents quan es tracten les cél-lules amb altres immunosupressors com

I'FK506 o bé, també sén comuns en altres formes de dany renal. Caldria també determinar la cor-
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relacié d’aquests marcadors amb els parametres que s’utilitzen actualment per monitoritzar la pro-
gressio del dany renal agut, com sén els nivells de creatinina en sérum i els nivells de urea en sang,
parametres que només varien després d’un dany renal important.

Algunes d’aquestes proteines podrien arribar a ser marcadors sensibles, especifics i fiables per

a la deteccio6 primerenca del dany renal agut causat per la CsA.

3. ELIMINACIO DE L’EXPRESSIO GENICA DE LES CICLOFILINES A | B. ESTUDI DE
L’EFECTE DE LA CsA EN ABSENCIA DELS SEUS RECEPTORS, LA CyPA | LA CyPB

Les ciclofilines s6n una familia de proteines expressades de forma ubiqua que posseeixen activi-
tat peptidil-prolil cis/trans isomerasa i que s’uneixen selectivament al farmac immunosupressor CsA.
Aquesta activitat PPlasa és inhibida en preséncia del farmac (Galat A., 1993; Goethl et al., 1999).

El mecanisme pel qual la CsA produeix la immunosupressio6 als limfocits T esta ampliament estu-
diat i descrit. Hi ha autors que postulen que la nefrotoxicitat induida per la CsA esta correlacionada
amb l'activitat immunosupressora de la mateixa. Aquesta idea es deu a que I'FK506 produeix els
mateixos efectes toxics al ronyd que la CsA i el mecanisme d’'immunosupressié dels limfocits T es
doéna també via inhibicidé de la calcineurina (Sigal N.H. et al., 1995). D’altres autors, en canvi, de-
fensen que és l'activitat PPlasa de les ciclofilines la responsable de la toxicitat renal produida per la
CsA (Hong F. et al., 2004). El que es desconeix, és la participacié de les cilofilines Ai B en el dany

renal causat per la CsA

Utilitzant la técnica d’ RNAI, s’han creat durant aquest treball experimental, uns models cel-lulars
de tubul proximal renal que tenen I'expressié de la CypA o de la CypB notablament disminuida (un
75% i 85% respectivament).

En primer lloc s’ha estudiat la sensibilitat d’aquests clons cel-lulars a la CsA. Els resultats de-
mostren que la disminucié de la viabilitat comenca a evidenciar-se a partir de la dosi 20 uM de CsA.
No hi ha diferéncies de sensibilitat al farmac en funcié de la ciclofilina que estigui interferida. Cal
recordar que la disminucié de la viabilitat en cél-lules PCT3, HK-2 i el control negatiu es fa palesa
a partir de la dosi de 10 uM de CsA (vegeu les Ficures 35 i 51). D’aquesta manera podem dir que
les cél-lules que tenen una de les dues ciclofilines interferides s6n menys sensibles a la toxicitat per
CsA, per tant la preséncia de les ciclofilines és necessaria perque la toxicitat cel-lular causada per
la CsA aparegui en dosis inferiors.

Pel que fa a I'estudi de I'apoptosi es demostra que igualment que a les cél-lules HK-2 i PCT3
aquesta només és present a les dosis de 10 uM i 20 uM de CsA. També s’observa com I'apoptosi
present el els clons interferits, sobretot quan es disminuiex I'expressié de la CypA, és sensiblament
inferior a I'apoptosi detectada a les cél-lules control. Recordem que tot i detectar apoptosi a la con-
centracié de 10 uM de CsA la viabilitat cel-lular en aquesta dosi no disminueix. Aquest fet suggereix
que per aquesta dosi de farmac aquests nivells d’apoptosi no sén suficients per detectar una daval-

lada significativa de la viabilitat cel-lular.
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Tal i com s’ha comentat a I'apartat de ResuLTATs, els clons cel-lulars amb I'expressié de la CypAdis-
minuida presenten un alentiment de I'adhesioé cel-lular. Aquests resultats suggereixen que I'abséncia
de la CypA afectaria a proteines implicades directament amb processos relacionats amb 'adhesio

cel-lular.

A continuacio, es realitza un analisi protedmic diferencial entre les cél-lules que presenten una de
les dues ciclofilines interferides i les cél-lules transfectades amb un siRNA control que no presenta
homologia amb cap proteina dipositada als bancs de dades. Aquest analisi revela 49 proteines difer-
encialment expressades per a les cél-lules amb la CypA interferida. S’han identificat 25 proteines,
22 de les quals presenten una expressié disminuida i 3 augmentada. Per a la CypB es detecten
68proteines que presenten una expressio diferencial. Se n’han identificat 21, el 90,5% presenten
una disminucio de I'expressio i el 9,5 restant presenta una expressié augmentada. Les proteines

identificades les separem en tres grans grups:

1) Proteines que sén comuns quan s'interfereixen les ciclofilines: cadena a-3 de laTropomiosina,
LASP-1 (LIM i SH3 domain protein 1), Lgul (lactoylglutathione lyase), PEPB-1 (phosphatidyletha-
nolamine-binding protein 1), proteina homologa a C150rf38 (no caracteritzada), proteina crk, KCY
(UMP/CMP kinase), cofilin-1, selenium binding protein 1, PGAM-1 (phosphoglycerate mutase 1),
glutathione transferase omega-1, FUSE binding protein-1 (far upstream element binding protein 1)
i Anexina A4.

Gran part d’'aquestes proteines estan implicades en I'estabilitzacié i formacié del citoesquelet
i en l'organitzacié cel-lular. Aixi, la tropomiosina participa en I'estabilitzacié del citoesquelet i dels
filament d’actina, la LASP-1 regula 'activitat del citoesquelet depenent d’actina. Aquesta és també
una proteina especifica de les adhesions focals implicades en la migracié cel-lular (Keicher C. et
al., 2004). La cofilina-1 regula la polimertizacié/despolimeritzacié de I'actina i 'anexina A4 és una
proteina d'unié a calci i fosfolipids implicada en la fusi6 de membranes i I'exocitosi. L'expressi6é de
totes aquestes proteines disminueix quan s’interfereixen les ciclofilines A o B. Aquest comportament
podria ser el causant d’una desestabilitzacié dels filaments d’actina i del citoesquelet en general,
afectant també la capacitat d’adhesié cel-lular. Recordem que els clons amb la CypA disminuida
presenten un alentiment de I'adhesi6 cel-lular. Aquest fendmen perd, no s'observa a les cel-lules
interferides amb la CypB. Una possible explicacié a aquest fet podria ser que la disminucié de la
ciclofilina citosolica, localitzacié majoritaria de la CypA, afecta a moltes més proteines implicades en
I'adhesio i estabilitzacié cel-lular localitzades al citoplasma. Per tal de corroborar aquesta hipotesi,

caldria identificar moltes més proteines que siguin exclusives d’'una o altra interferéncia.
2) Proteines comuns entre la interferéncia de la CypA o CypB i el tractament de cél-lules PCT3

amb 10 uM de CsA: TCTP, chloride intracellular channel protein 1, Anexina A4, cadena D de I'ATP

sintetasa mitocondrial, isocitrat deshidrogenasa 3, Hsp27, actina citoplasmatica 2, a—cristalina, elec-
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tron transfer flavoprotein alpha, T-complex protein 1 (Acetil-CoA acetiltransferasa citosolica) i piruvat
quinasa (isoenzim M2).

Dins aquest gran grup de proteines, cal destacar les implicades en el metabolisme enrgétic: la
cadena D de 'ATP sintetasa mitocondrial, I'isocitrat deshidrogenasa 3, I'electron transfer flavoprotein
alpha, la T-complex protein 1 (Acetil-CoA acetiltransferasa citosolica) i la piruvat quinasa (isoenzim
M2). Aquests resultats indicarien que tant el tractament amb la CsA com la interferéncia de la CypA
o CypB inhibeix el metabolisme aerdbic. La unica diferéncia existent entre ambdues situacions és el
comportament de I'enzim piruvat quinasa que augmenta I'expressié proteica en presencia de CsA i
disminueix al interferir una de les dues ciclofilines.

Aquest ultim resultat ens evidencia que el comportament d’algunes proteines es veu igualment
afectat pel tractament amb CsA i per la interferéncia de les ciclofilines, mentres que el comporta-
ment d’altres proteines, és afectat diferencialment segons si es tracten les cél-lules amb CsA o
s’interfereixen les ciclofilines. Aquest darrer punt podria ser degut a que la interferéncia de les ciclofi-
lines a part d’inhibir I'activitat PPlasa d’aquestes també ens pot esta afectant alguna de les multiples
funcions descrites per les ciclofilines (vegeu els apartats 3.2.1 i 3.2.2 de I'INTRobuccio) o alterant el

comportament de les proteines que s’ha vist que intereccionen amb elles.

3) Proteines exclusives de la interferencia de CypA: Anexina A2, i aldosa reductasa i Proteines
exclusives de la interferencia de CypB: Vimentina, IBA2 (ionized calcium-binding adapter molecule
2), glutamat deshidrogenasa i voltage dependent anion selective channel protein 1.

Per tal de estudiar quines sén els mecanismes moleculars alterats exclusivament per la dismi-
nucié d’una ciclofilina en concret, calen identificar moltes més proteines. Actualment s’esta treballant
en aquest punt. Al nostre laboratori també s’han creat clons estables mutants per a I'activitat PPlasa
de la CypA (tesi doctoral de Guillermo Sufié) I'estudi protedmic dels quals ens permetra distingir
només les proteines diana de l'activitat peptidil-prolil cis/trans isomerasa de la CypA de les altres

funcions que aquesta realitza.
L’estudi dels diferents models cel-lulars creats més el tractament de cada un d’ells amb la CsA,

ens permetran desglosar i esbrinar la participacié de la CsA, les ciclofilines A i B o be I'activitat PPI-

asa d’aquestes en la toxicitat renal.
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