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El RINON

El rifion es el 6rgano fundamental del aparato urinario propio de los vertebrados. Importa y

exporta grandes volimenes de agua y sales en respuesta a diferentes situaciones fisiologicas.

Los rifiones de mamiferoon dos 6rganos parejos situados en la parte posterior del abdomen
debajo del peritoneo que se localizan a cada lado de la columna vertebral. Estan envueltos por
un envoltorio fibroso que forma una lamina firme que recubre todo el 6rgano. En la mayoria de
los mamiferos cada rifidn se alimenta de una sola arteria renal que emana directamente de la
aorta abdominal de manera que, recibe la sangre arterial a la maxima presion disponible. Una

vez filtrada en el glomérulo, la sangre sale del rifion por la vena renal.

El rifion lleva a cabo sus acciones homeostaticas a través de una filtracion glomerular
selectiva, mediada por la elevada presion en el glomérulo, secrecion tubular de toxinas y
reabsorcion de sustancias metabdlicas importantes (azucares, aminos acidos, etcétera). Todos
estos procesos son los que regulan la concentracion de los productos finales del metabolismo, la
presion osmotica, el equilibrio acido-base, la composicion idnica y el volumen del medio

interno.

El rifién también interviene en dos mecanismos homeostaticos mediados por hormonas de
vital importancia. Uno de ellos es la sintesis y secrecién de eritropoyetina implicada en la
produccion de eritrocitos por la medula 6sea. El otro es la participacion en el mantenimiento y
regulacion de la presion sanguinea por el sistema renina-angiotensina principalmente a través de

la secrecion de renina.
1.1. Origen embrionario del rifion

El desarrollo embrionario del rifién se sucede en tres organos secretores diferentes: el
pronefro, el metanefro y el mesonefro originados a partir de una masa celular intermedia
mesodérmica. En mamiferos, el pronefro y el metanefro estan solo presentes durante las
primeras etapas del desarrollo embrionario, de manera que el rifion definitivo se forma a partir
del mesonefro. En raton, el desarrollo del metanefro se inicia alrededor del dia 11 de gestacion.
El proceso mas importante es la estimulacion mutua entre las células mesenquimales
metanéfricas y las células epiteliales del bulbo urético. A partir de este momento las células
mesenquimales indiferenciadas se condensan sufriendo una transformacion y diferencidndose
para dar lugar al corpusculo renal rudimentario. Paralelamente el bulbo urético se expande y
crece ramificandose por el cortex en expansion. El desarrollo morfologico de esta nefrona

inmadura se confirma el dia 17 de gestacion, completandose durante el periodo perinatal.

13




1.2. Estructura Renal

En un corte longitudinal se pueden diferenciar en el rifion dos zonas el cortex situado en la
parte externa y la médula situada en la parte interna. La médula se presenta como una serie de
masas estriadas conicas, las piramides renales, las bases de las cuales se encuentran en la region
limite corticomedular, mientras que sus puntas convergen en el sinus renal. En los mamiferos
pequefios, como la rata y el ratdn, el rifion es unipapilar por lo que se presenta una sola
piramide, en cambio en las especies de tamafio superior, como el hombre o el perro, el rifién es

multipapilar.

ZOMA CORTICAL _
(Corteza renal) oz - R
Capsularenal T Pirimide de
— L , - = Malpighl
Colummnas renales ——— .
_— Vena renal
Pelvis renal —
Arterias interlobulares - Arteria renal
Calizrenal —
= Uréter

Figura 1. Seccion vertical del rifion. Esquema de la estructura macroscépica del rifion donde se
observa las dos secciones en las que se distribuye la substancia renal, la zona cortical y la zona
medular. http://www.aula2005.com/html/cn3eso/10excretor/rinon4es.jpg.

1.3. La Nefrona

Es la unidad funcional del rifén. Es la responsable de la filtracién y de la purificacion de la
sangre. Un rifion humano contiene alrededor de un millon de nefronas, mientras que el rifién de

una rata adulta contiene unas 30.000 aproximadamente.
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Cada nefrona estd constituida secuencialmente por el corpisculo renal, el aparato
juxtaglomerular, el tubulo proximal, el asa de Henle y el tubulo distal. Funcionalmente, la
nefrona se divide en diferentes segmentos cada uno de ellos con capacidad para desarrollar
funciones especificas y diferentes que en ultimo término vienen determinadas por los genes que

expresan.
Se identifican dos poblaciones de nefronas:

1) Las nefronas corticales: Los glomérulos estan situados en la parte externa del cortex y
tienen asas de Henle reducidas que se mantienen en el mismo cértex o penetran
unicamente en la zona externa de la medula.

ii) Las nefronas juxtamedulares: los glomérulos estan situados en el cortex interno y

presentan asas de Henle mas largas que penetran en la zona interna de la médula.

Segun la posicion de los diferentes segmentos de la nefrona, la médula se divide en tres regiones

diferenciadas:

e [La médula interna que contiene parte del segmento delgado ascendente y
descendente del asa de Henle y parte del tibulo colector.

e La zona interna de la médula externa que contiene el resto de fragmentos delgado
descendente y el grueso ascendente del asa de Henle y parte del tibulo colector.

e La zona externa de la médula externa que contiene el tubulo proximal recto, el

tabulo distal recto y el tibulo colector.

En la region cortical se localizan los corpusculos renales, el segmento contorneado de
los tibulos proximales y distales, parte del segmento recto de estos tubulos y parte de los

tibulos colectores.

Asi pues, la funcion renal comienza en el corpusculo renal que estd formado por un
ovillo entrelazado de capilares sanguineos, el glomérulo, y una cubierta membranosa que la
envuelve, la capsula de Bowman. Los elementos del plasma se filtran por los capilares
glomerulares y el filtrado glomerular es conducido al tibulo renal. A lo largo del recorrido por
el tubulo proximal, el filtrado glomerular se convierte en orinal al producirse la reabsorcion de
iones (Na’, HCO;', CI, K"...), agua y sales organicas como la glucosa y la secrecién de 4cidos y
bases organicas. El paso por el asa de Henle supone una reabsorcion continuada de sodio, cloro
y agua que determina el mantenimiento de equilibrio hidrico del organismo. A continuacion, el
tubulo distal sigue con la reabsorcion de iones de sodio y cloro pero ya es poco permeable para

el agua y secreta protones y potasio. Finalmente el tiibulo colector recoge orina de los tibulos
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distales de diversas nefronas y desemboca en el conducto papilar de Bellini interviniendo

también en el balance hidrico bajo el control de la hormona anti-diurética.

Habria que destacar también el papel del aparato juxtaglomerular, encargado del
mantenimiento de la presion arterial por secrecion de renina, integrado por una porcion del

tabulo distal que entra en contacto con el glomérulo.

Tuibwsio
ifital
e ko Figura 2. Nefrona.
proximal Esquema principal de una
nefrona. Imagen obtenida de
http://www.cepvi.com/medic
ina/imagen efrona2.jpg.
— Tiibulo
colector

1.3.1. El Corpusculo Renal

Los tubulos renales se inician en los corpusculos renales. Estos, estan constituidos por
dos partes: el glomérulo y la capsula glomerular o de Bowman, una cubierta membranosa que es

el comienzo del tubulo proximal.

La sangre entra en el glomérulo por la arteria aferente, atraviesa la red de capilares y
sale por la arteriola eferente de didmetro menor. Estas dos arteriolas entran y salen del
glomérulo por el mismo punto, el polo vascular. Dentro de la capsula, el glomérulo estd
revestido por una capa de células epiteliales denominadas podocitos, que forman la capa
visceral. Entre ésta y la capa epitelial parietal de la capsula de Bowman propiamente dicha, se
encuentra el espacio de Bowman que tiene continuidad con la luz del tubulo proximal. Los
elementos plasmaticos se filtran por los capilares glomerulares hacia el espacio de Bowman y el
filtrado glomerular es conducido por el tubulo renal. La barrera de filtracién entre la luz del
capilar y el espacio de Bowman esta formada por el endotelio capilar, la membrana basal de éste

y la capa de podocitos.
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Capriula de
Bowman B
A
Tubmilo
Preximal
Contorneado

Macula Densa

Tubulo Digtal
Centerneado

Figura 3. Corpusculo Renal. A. Esquema detallado de la estructura del corptsculo renal. B. Micrografia de un
corte transversal de riion donde se muestra parte del corpusculo renal. Imagen Obtenido:
http://academic.kellogg.cc.mi.us/herbrandsonc/bio201 Mckinley/f27-6a-b_renal corpuscl c.jpg.

1.3.2. El Tubulo Proximal

Los tubulos renales proximales se originan en el polo urinario de los glomérulos.
Consisten en largos segmentos cilindricos de trayectoria enrollada que desembocan en el asa de
Henle. Por su interior circula el filtrado glomerular que ira madurando a lo largo de su recorrido
hasta convertirse en orina. Topoldgicamente se distinguen dos componentes: la parte inicial
cortical contorneada formando la pars convoluta, inmediata continuacidon del epitelio de la
capsula de Bowman, y la pars recta que sigue de manera rectilinea adentrandose hacia las zonas
mas internas en las proyecciones medulares. En el tibulo proximal de rata, ratdén, conejo y
ciertos simios -pero no en humanos- se pueden distinguir tres segmentos morfoldgicamente
diferentes: S;, S, y Ss. El segmento S, es la porcidn inicial del tabulo y transcurre en la parte
contorneada constituyendo las primeras 2/3 parte. El segmento S, incluye el tercio restante y el
principio de tubulo proximal recto. En segundo lugar, el segmento S; comprende el resto del
tubulo proximal recto situado en el cortex interno y en la zona externa de la médula. Las
caracteristicas funcionales y morfoldgicas de las células epiteliales van variando a lo largo del
tubulo de manera que en cada segmento se distingue un tipo celular propio conocido también

como Sy, S,y Ss.

17



La célula tubular epitelial es cuboide y presenta una membrana apical con ribete en

cepillo o brush border muy desarrollada. Esta altamente polarizada y su compartimentalizacion

apical/basolateral resulta esencial para la funcion tubular.

Figura 4. Segmentos del tiubulo

proximal renal. Micrografias
electronicas de los segmentos S1
(a), S2 (b) y S3 (c¢) del tubulo
proximal renal de rata (x10.600).
Adaptado 'y modificado de
Brenner, B.M. The Kidney.

Las caracteristicas estructurales que distinguen los
tipos celulares presentes en los tres segmentos del tibulo
proximal han sido descritas con detalle en rata y son extensivos
en raton (Tischer et al., 1996). Las células S; presentan una
amplia membrana apical del tipo ribete en cepillo que
incrementa la superficie de contacto con la luz del tibulo e
incrementa  asi

su capacidad para reabsorber pequefios

compuestos  organicos del filtrado glomerular. Las
microvellosidades que conforman el ribete estan recubiertas
por glicocalice y contienen una gran variedad de enzimas -
fosfatasa alcalina, peptidasa- involucradas en la degradacion de
péptidos y otras substancias en productos que pueden ser
transportados al interior celular. Poseen también un aparato
vacuolar y lisosomal muy desarrollado, cuya funcién es la
endocitosis y degradacion de macromoléculas de ultrafiltrado,
como la albimina o otras proteinas plasmaticas de bajo peso
molecular. El nucleo es grande y se encuentra en el centro de la
célula. La superficie basolateral de estas células también se
amplifica por prolongaciones que se interdigitan con las
prolongaciones de las células adyacentes dejando un espacio

intercelular. Contienen un gran numero de mitocondrias que se

pueden observar largas y tortuosas en el microscopio
electronico y se localizan en los procesos laterales proximos a
la membrana plasmatica. Las células S, presentan
microvellosidades mas cortas y menos densas que las de Sy, asi
como una menor complejidad en las prolongaciones laterales y
un menor numero de mitocondrias por ser a su vez mas
pequeiias. En las células S;, los procesos laterales son

virtualmente ausentes y se encuentra un numero reducido de

mitocondrias repartidas al azar por la célula y un abundante compartimento peroxisomal que

indica participacion en el metabolismo lipidico.
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Mientras que el paso del segmento S; a S, es progresivo, el de S, a S; suele ser abrupto
en especies como la rata y el raton. A lo largo del tibulo se produce una disminuciéon de la
maquinaria de transporte y del aparato endocitico y lisosomal que responde a los cambios que

padece el filtrado.

Figura 5. El tdbulo Proximal
y Distal. En esta fotografia
podemos distinguir el tubulo
proximal del distal, esto es
debido a la tincion del ribete en
cepillo con el acido periodico
Schiff (PAS). Imagen obtenida:
http://cellbio.utmb.edu/microan

atomy/kidney/tubulesl.jpg.

1.3.3. El Asa de Henle

Es un segmento del tibulo renal en forma de asa, situado entre el tibulo proximal y el
tubulo distal que penetra en la médula renal. Esta formada por un primer brazo descendente, un
brazo delgado ascendente un brazo grueso ascendente. El asa de Henle comienza en el cortex,
recibiendo el filtrado desde el tubulo proximal, se extiende en la médula, y finalmente vuelve al
cortex para terminar en el tabulo distal. Su funcién principal es concentrar las sales en el
intersticio, el tejido que la recubre,
reabsorbiendo alrededor de un 25 % de
los iones de sodio y cloro filtrados y
un 15% de agua. El brazo descendente
comienza al final del segmento S; del
tabulo  proximal. Los  brazos
descendentes  poseen una  baja
actividad Na'/K* ATPasa, debido a

esto no son capaces de un transporte

activo  significativo. La  salida

preferentemente de sodio en relacion
Figura 6. Asa de Henle. Esta figura muestra los brazos gruesos

ascendentes (1), y los brazos delgados descendentes (2). Imagen €011 el agua, determina una hipertonia

obtenida: del intersticio renal, indispensable

http://www.histol.chuvashia.com/images/urinary/kidney-07-1.jpg.

para concentrar o diluir la orina y por

tanto mantener el balance hidrico del

organismo.
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1.3.4. El Tubulo Distal

El tubulo distal es una porcion de la nefrona que se encuentra entre el asa de Henle y el
tubo colector. Es el segmento final de la nefrona y se caracteriza por poseer un gran nimero de
mitocondrias, plegamientos basales e invaginaciones de la membrana lateral. El tibulo distal
estd formado por tres segmentos morfologicamente diferenciados: el brazo grueso del asa de
Henle, la macula densa (localizada en el aparato yuxtaglomerular) y el tabulo distal
contorneado. Este tramo de la nefrona es en el que se concentra la mayor actividad Na'/K"
ATPase basolateral entre todos los segmentos y por ello resulta muy importante en el transporte
transcelular de Na". Es el responsable ademds de la regulacion de potasio, sodio, calcio y pH. La
absorcion de sodio es mediada por la hormona aldosterona asi como por las quinasas WNK
(with-no-lysine=K) que a su vez controlan también la reabsorcion de cloro. Finalmente la

absorcion del calcio se da también en este tramo en respuesta a la hormona paratiroidea.

Al final de su recorrido el tubulo distal dirige su filtrado hacia el tubo colector, la
estructura tubular del rifion que recoge orina de diferentes nefronas, confluye con otros tubos
colectores y desemboca finalmente al conducto papilar de Bellini. Esta formado por dos
segmentos el medular y el cortical y es el responsable del mantenimiento del balance hidrico
bajo el control de la hormona antidiurética. Estd recubierto por un epitelio cuboideo que
progresivamente se hace mas bajo, no presenta ribete de cepillo y tiene un citoplasma claro. Los

segmentos del tubo colector

son muy importantes para la

e ‘-Ll Y Arteriola eferente
: f‘"-é‘f:“‘ regulaciéon final de Na', K,
“To bl W« : Celulas yuxtaglomerulares H', agua y la secrecion de
%r’* urea.
¥ 1.3.5. El Aparato
— Yuxtaglomerular

| § El aparato

sl yuxtaglomerular ~es  una

estructura microscopica en el
Figura 7. Aparato yuxtaglomerular. En esta figura se puede observar los ) )
tres elementos que conforman el aparato yuxtaglomerular: macula densa, ~ T1fi0n que regula la funcion de

células yuxtaglomerulares, células de lacis. Imagen obtenida y modificada: cada  nefrona. Sus tres

http://www.indiana.edu/ phys215/lecture/lecnotes/renal/jpax.jipg.

componentes son: las células

yuxtaglomerulares, las células
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de lacis y la denominada macula densa. El aparato yuxtaglomerular se encarga principalmente
de la regulacién de la presion arterial a través del control del sistema renina-angiotensina (RAS)

mediante la secrecion de renina.

1.4. La Funcion del Rifion

El rifién desarrolla funciones bésicas y vitales para el organismo. Cada una de ellas

tiene lugar en regiones concretas del 6rgano y principalmente se distinguen tres:

e Funcidn endocrina: sintesis y secrecion de hormonas como la eritropoyetina, la
urodilatina, la renina y la vitamina D.

e Funcion excretora: el rifion excreta productos de desecho producidos por el
metabolismo que son basicamente agua y los deshechos de nitrogeno como la
urea, la creatinina, el acido urico.

e Funcidon homeostatica: regulacion del equilibrio hidroeléctrico y acido-base.

Las funciones reguladora y excretora se ejecutan mediante la formacién y eliminacion

de una orina de composicion adecuada en funcién de las necesidades del organismo.

El paso inicial en la formacion de orina es la obtencion del ultrafiltrado del plasma en el
espacio de Bowman mediante presion hidrostatica en los capilares glomerulares. El ultrafiltrado
fluye a lo largo de los tiibulos y es modificado por solutos importantes (sales de sodio, glucosa,
aminoacidos) y el agua procedente de los tibulos del lumen regresa a los capilares del peri
tabulo. El tibulo proximal reabsorbe de vuelta en los capilares del peri tubulo alrededor de 2/3
de Na' y agua y casi todo el HCO5', glucosa y aminoécidos filtrados y algo de albumina que se
podria haber filtrado en el glomérulo. El asa de Henle inicia los procesos de concentracion o
dilucién de orina mediante la reabsorcion de sales con algo de agua, enriqueciendo en solutos el
intersticio medular y lleva los solutos pobres a los tubulos distales. Los tubulos distales
contintian diluyendo el fluido luminal mediante estimulacién hormonal de NaCl y sales de Ca®".
En el segmento colector, la reabsorcion de agua resulta prominente solamente cuando el factor
antidiurético es abundante. Los tubos colectores llevan a cabo los ultimos ajustes en la
composicion de la orina mediante la reabsorciéon de agua estimulada por la hormona anti

diurética, la reabsorcion de urea y el transporte de Na“, K*, H' estimulado por la aldosterona.

La reabsorcion de agua y de solutos por parte el rifién, asi como la excrecion de
productos de desecho o tdxicos para las células y el procesamiento de elevadas cantidades de
ultrafiltrado (180 1 diarios en humanos) son procesos que requieren energia por lo que este

organo tiene que mantener una elevada produccion energética. Existe pues una estrecha relacion
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entre el transporte renal y el metabolismo, de manera que este ultimo estd acoplado a la

produccién de energia para los procesos metabolicos celulares.

El transporte activo de iones estd mediado por una familia de ATPasas integrales de
membrana que hidrolizan ATP como fuente de energia para transportar K*, Na”, H" y Ca®". De
entre todas ellas la ATPasa de Na'/K', o bomba de sodio-potasio, es la responsable del 60%-
80% del desgaste energético de las células renales. El rifion obtiene toda la energia necesaria
principalmente de la fosforilaciéon oxidativa mitocondrial utilizando como sustratos acidos
grasos libres, cuerpos cetonicos, lactato o glutamina; por tanto el rifién presenta un metabolismo
oxidativo aerdbico y es esencialmente un dérgano mas gluconeogénico que glucolitico. No
obstante, y como consecuencia del elevado consumo que las células del tabulo distal realizan,

solo se exporta una pequefa fraccion de la glucosa sintetizada en los tiibulos proximales.

2. LA CICLOSPORINA A

La ciclosporina A (CsA) es un péptido neutro, lipofilico y ciclico formado por 11
aminoacidos. Fue aislada por primera vez en 1976 del hongo Tolypocladium inflatum gams y
posteriormente a su hallazgo se descubrié que era un potente agente inmunosupresor (Borel et
al., 1976). Esta molécula sin embargo, ejerce un gran espectro de actividades biologicas, entre

las que se encuentran propiedades antiparasitarias, anti-fungicas y anti-inflamatorias.

La ciclosporina es un undecapéptido (C¢H;;N;;0O1,) con un peso molecular de 1203,63
Da. Su estructura quimica presenta caracteristicas peculiares dada la presencia de dos
aminoacidos poco comunes: el acido 3-hydroxy-4-metil-2-metilamino-6-octanoico (MeBmt),

situado en la posicion 1, y el acido L-2-aminobutirico, hallado en la posicién 2. La molécula

A
= MeBMT' Ab
MelLeu
l H o [
N 3
NMN Sar
2 - o
MBLGU eVal i | o -
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Figura 8. CsA. A. Los once aminoacidos que conforman CsA. B. Estructura 3Dde CsA de la casa comercial
Novartis. Imagenes obtenidas:  http://www.aapsj.org/articles/aapsj0902021/aapsj0902021 figurel.jpg,
http://www.3dchem.com/imagesofmolecules/CyclosporinA.jpg.
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presenta ademas un 64% de enlaces peptidicos metalados (Altschuh ef al., 2002).

Los principales efectos terapéuticos de la CsA se deben a la inhibicion de la via de
activacion de los linfocitos T que produce este farmaco (Scheiber and Crabtree, 1992; Reynolds
and Al-Daraji, 2002). La introduccién del farmaco para uso clinico como un agente para el
rechazo de organos en 1983 ha revolucionado el campo del trasplante clinico, aumentando la
supervivencia de los pacientes con trasplante de rifién, corazén, higado, y pancreas (Bennett e?
al., 1996, Perico et al., 1996). Desafortunadamente su uso tiene efectos toxicos secundarios
tales como nefrotoxicidad, neurotoxicidad, hipertension e hiperlipidemia, hecho que ha

supuesto una limitacion en su prescripcion en pacientes trasplantados (Kahan ez al., 1989).

2.1. Activacion del linfocito T e Inmunosupresion

2.1.1 Activacion del linfocito

En la respuesta inmune al rechazo de aloinjertos, la célula CD4 desarrolla el papel
principal por lo que los farmacos que previenen la funcion de activacion del linfocito T resultan
potenciales inmunosupresores (Perico et al., 1997). Los linfocitos B y T se activan por unién del
antigeno al linfocito juntamente con la participacion de sefiales co-estimuladoras de otros
receptores de superficie como CD28. El resultado es la activacion de un gran nimero de vias
sefalizadoras que acaba originando induccidn transcripcional y respuesta celular que origina en

ultima instancia proliferacion de linfocitos y liberacion de citocinas (Stoddard and Flick, 1996).

Cuando el receptor de la célula T (TCR) reconoce un antigeno, se produce una
agregacion de varias moléculas de TCR/MHC (Complejo Mayor de Histocompatibilidad). La
co-agregacion de TCRs activa una serie tirosinas quinasas, las cuales fosforilan residuos de
tirosina en proteinas del complejo CD3 y de otros complejos responsables de la activacion de
vias de sefializacion (Shaw and Dustin, 1997). Una de estas vias activa la fosfolipasa C (PLCy)
que genera mensajeros secundarios tales como diacilglicerol (DAG) y 1, 4,5 inositol trifosfato
(IP5). Mientras DAG activa PKC, IP; se une a su receptor y libera calcio desde el reticulo
endoplasmatico. Este aumento de calcio intracelular promueve la activacién de una calmodulina
dependiente de la serin- fosfatasa denominada calcineurina. La calcineurina es un heterodimero
que contiene una subunidad catalitica A, con un peso molecular de entre 57-59 kDa, y otra
subunidad reguladora B (CanB), que tiene un peso molecular de 19 kDa. Esta fosfatasa entre
muchas otras acciones, se encarga de inducir la actividad de varios factores de trascripcion
denominados nuclear factor of activated T (NFAT). En la célula T, la calcineurina activada

interacciona con el dominio N conservado de diferentes miembros de la familia NFAT,
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promoviendo asi su defosforilacién y el consecuente cambio conformacional, que desenmascara
la sefial de importe nuclear. De esta manera se produce asi la posterior traslocacion de los
NFATs al nticleo, compartimento en el que permaneceran a causa de la elevacion persistente de
calcio intracelular y la continua actividad de la calcineurina que habiendo sido también
traslocada, manteniene los factores en su estado defosforilado y previene su exporte al

citoplasma (Timmerman ef al., 1996).

La activacion de los NFATs regula una variedad de procesos inmunes tales como
apoptosis, el desarrollo de la célula T y el envejecimiento del sistema inmune. En particular,
algunas de las isoformas de los NFATSs se encargan de regular la expresion de las interleukinas
(IL) 2, 3 y 4, genes responsables de la activacion del linfocito T. Algunas quinasas fosforilan los
NFATSs y contrarrestan su localizacion y activacion nuclear. Algunas de estas proteinas son:
caseina quinasa 1 (CKl1), glicdgeno-sintasa quinasa 3 (GSK3), Map quinasa p38, y Jun N-
terminal quinasa (JNK) (Bears ef al., 1997; Chow et al., 1997; Gomez del Arco et al., 2000;
Okamura ef al., 2004).

2.1.2. Inmunosupresion

El mecanismo de inmunosupresion del linfocito T producido por la ciclosporina A es
muy conocido. CsA, una vez introducida en el citoplasma se une a una proteina intracelular
denominada ciclofilina (Cyp), formando un complejo CsA-Cyp capaz de unir la calcineurina y
provocar asi la inhibicion de su actividad. El nuevo complejo formado por las tres proteinas no
puede defosforilar los NFATSs, hecho que imposibilita la translocacion de dichos factores al
nucleo. El resultado final es que los NFATs no pueden transactivar genes que estan

involucrados en la activacion de la célula T (Handschumacher ez al., 1984; Liu et al., 1991).
2.1.3. Los NFATSs

Los factores nucleares de células T activadas (NFATSs) constituyen una familia de
factores de transcripcion que transducen sefiales de calcio en el sistema inmune, cardiaco,
muscular y nervioso (Rao et al., 1997). A nivel renal concretamente, se ha descrito su expresion
especialmente elevada en células tubulares del rifion adulto (Puri e al., 2004; Van Adelsberg et
al., 1999; Harris et al., 2002). El defecto en la activacion de estos factores en algunas familias
humanas esta asociado en defectos en la producciéon de citoquinas e inmunodeficiencia severa
(Castigli et al., 1993; Feske et al., 1996). En modelos animales por otra parte, ratones con un
doble Knock-out para NFAT1 y NFAT2 muestran una produccion sustancialmente alterada de
muchas de las citoquinas, entre las que encontramos IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y y GM-CSF, asi
como de algunos receptores de la superficie celular como CD40L y CD95L (Peng et al., 2001).

24



A B

T =1 I s

wos 4 T - € 100 —Oo—WT ~

N — - —a— WT-IL-2
) ol g 75 1 —o—DKO !
- g —e— DKO-
% % 50 IL-2
- - s
§ - Ny - B s f‘zz 25 4
21 (l‘i “1 3

. | 0 oo1 01 3 10

‘ | . .
- . ?/// anti-CD28 (ug/mL)
N i |' s " f /
DEO

¥
WT DKO WT

Figura 9. Activacién de la célula T en ratones K/O para NFAT1 y NFAT2. (A) Células T de
ratones salvajes o K/O para NFATI/NFAT2 fueron para ver su capacidad proliferativa. (B)
Células T fueron utilizadas para observar su produccion de cito quinas (Peng ef al., 2001).

La activacion de los NFATs regula una variedad de procesos inmunes tales como
apoptosis, el desarrollo de la célula T y el envejecimiento del sistema inmune. En particular,
algunas de sus isoformas se encargan de regular la expresion de las interleukinas (IL) 2, 3 y 4,
genes responsables de la activacion del linfocito T. Aunque son factores de transcripcion que
ejercen sus efectos por interaccion directa con sus secuencias dianas a nivel de los promotores
que regulan, los NFATSs poseen una débil capacidad de uniéon a DNA. De manera que se unan a
sus elementos de respuesta deben cooperar con otros factores de transcripcion que residen en el
nicleo tales como AP-1, NF-kB, y Oct-1 (Jain et al., 1995).Asi pues la combinacion entre

NFAT y AP-1 activa promotores como el de la IL-2.

2.1.3.1. NFAT:s en el Rifion

En la médula renal destaca por su elevada expresion NFATS. Varias lineas de
investigacion sugieren que este factor estd involucrado en la respuesta osmo-protectiva (Woo et
al., 2002) puesto que su activacidon y translocacion al nucleo se produce en el rifion durante
antidiuresis, y se encuentra aparentemente sélo en las regiones externa e interna de la médula

(Cha et al., 2001). En este mismo sentido, ratones que carecen de NFATS5 muestran una
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perturbacion en la morfologia y funcion del rifion después de nacer. Esta disfuncion severa del
rifidn parece ser debida a la inhabilidad de las células medulares para activar la expresion de
genes osmoprotectores, los cuales dependen del factor de transcripcion (Lopez-Rodriguez et al.,

2003).

Otro factor importante en el sistema renal es la isoforma NFATc1 debido a la regulacion
que ejerce sobre un miembro de la gran familia de los genes MMP, concretamente MT1-MMP,

durante procesos de inflamacion glomerular (Alfonso-Jaume et al., 2004).

2.1.4. La Calcineurina

La calcineurina se encuentra expresada en el rifion y su actividad fosfatasa esta
involucrada en muchos de los procesos bioldgicos que tienen lugar en este 6rgano. Tal y como
se ha dicho anteriormente, destaca por la defosforilacion que induce sobre factores de
transcripcion importantes en los linfocitos T como son los NFAT, las proteinas GATA y los
factores potenciadores de miocitos (MEFs) (Molkentin et al., 1998; Musaro ef al., 1999; Pan et
al., 2004). Integrada por un heterodimero, en su molécula se distingue una subunidad catalitica,
calcineurina A (CNA) capaz de exhibir actividad fosfatasa incluso en ausencia de otras

subunidades, y una subunidad reguladora, calcineurina B (CNB).

El gen de la calcineurina A esta altamente conservado en diferentes especies, y codifica
para un polipéptido consistente en un dominio catalitico similar a otras serinas/treoninas
fosfatasas, y tres dominios reguladores c-terminales que la distinguen de otros miembros de la
familia que son el dominio de la CNB, el dominio de unién a la calmodulina, y el dominio

amino-terminal.

La subunidad B de la calcineurina esta también altamente conservada en la evolucion y
comparte muchas estructuras homoélogas con la calmodulina. El gen que la codifica da lugar a
una proteina de 170 aminoacidos que contiene cuatro motivos EF-hands de unién a calcio. La
calcineurina participa en desarrollo, regulacion celular, homeostasis del calcio, y trafico

intracelular.

Entre las funciones diferenciales de las unidades integrantes de la calcineurina podemos
destacar como la subunidad A contiene un dominio fosfatasa que media la interaccién con
sustratos fosforilados, mientras que la subunidad B se une a calcio y calmodulina facilitando el

cambio conformacional que activa el dominio fosfatasa de la subunidad A (Rusnak ef al., 2000)

Varios grupos han examinado la expresion de la subunidad A de la calcineurina en el

rifion. Buttini ez al. ha examinado el mRNA de las subunidades Q, B, ¥ mediante hibridacion in
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situ, encontrando que tanto la @ como la B se encontraban en la médula y en el cortex. La
isoforma Y en cambio no se ha detectado en ninguna parte del rifion. La expresion de estas
isoformas ha sido también examinada en microestructuras del rifion mediante western-blot en
segmentos aislados de la nefrona. Asi, se ha visto como la subunidad a de la calcineurina A es
la mas expresada en los tibulos proximales, mientras que la subunidad B posee una pequeiia
expresion. En los tubos colectores corticales en cambio, ambas han sido detectadas en igual
cantidad, mientras que la isoforma B es la mas expresada en la médula (Tumlin ef al., 1993,

1995).
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Figura 10. Expresion de las subunidades a de la calcineurina. (A) Analisis por western-blot de la expresion
de las subunidades a de la calcineurina. Brazo ascendente del asa de Henle (mTAL), tubulo colector cortical
(CCD), parte S2 del tibulo proximal (S2), cerebro (brain). (B) Expresion de las subunidades @ de calcineurina
en la nefrona. Imagen obtenida: (Tumlin ef al., 1995).

Aunque algunas funciones celulares de la calcineurina han sido estudiadas en
profundidad en el sistema inmune, nervioso central y el corazon, no se sabe mucho en relacion
al papel que la calcineurina desempefia en el rifién. Sin embargo, su importancia es este érgano
es evidente puesto que se ha visto como su presencia es indispensable para un desarrollo
correcto del rifion. Tendron et al. mostraron como la administracion de la CsA a conejas
embarazadas en diferentes periodos durante la gestacion inducia cambios significativos en los
riflones de las crias. Estos autores examinaron los efectos que producia el farmaco en los dias
13-17, coincidentes con el inicio de la nefrogénesis, y en los dias 18-21, coincidentes con los

principios de la funcion renal en el desarrollo de la descendencia. Las crias nacidas que habian
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sido sometidas a tratamiento poseian un reducido nimero de nefronas y alteraciones en la

maduracion del rifion (Tendron ef al., 2003).

Pero la mayor relevancia de la calmodulina en el rifion se manifiesta en los frecuentes
efectos nefrotdxicos que poseen farmacos como la CsA y FK-506 sobre ésta y en particular
sobre las isoformas Q- y -, probables mediadoras de cambios patologicos producidos por

inhibidores de la calcineurina.

Figura 11. Mecanismos de
accion de farmacos
inmunosupresores. La activacion
a través del TCR y de las sefiales
coestimuladoras apropiadas (no se
muestran en la figura) moviliza el
calcio intracelular y activan la
PKC, para finalmente activar la
expresion de genes como IL-2, IL-

4, TFNY entre otros. La presencia
de CsA  acomplejada  con
Q Q ciclofilinas inhibe la actividad

28 fosfatasa de la calcineurina. Figura

®D obtenida:

http://www.nature.com/ncpgasthe
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22. MECANISMO DE NEFROTOXICIDAD PRODUCIDA POR
LA CsA

El agente inmunosupresor CsA es usado para tratar rechazo de injertos y en el

tratamiento de varios trastornos autoinmunes.

2.2.1. Efectos agudos

En el impacto toxico producido por el farmaco se distinguen efectos agudos y efectos

cronicos (Calne et al., 2002). Los efectos agudos son funcionales, estan relacionados con la
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dosis utilizada y son reversibles. Durante la fase primera del tratamiento con ciclosporina en
humanos, se produce vasoconstriccion del sistema circulatorio hecho que suele producir un
aumento de la creatinina en el suero. Otros efectos que pueden observarse son por ejemplo una
reduccion de la filtracion glomerular, asi como hipertension, hiperkalemia y acidosis tubular o
un aumento de la reabsorcion de sodio y oliguria (Olyaei ef al., 1999). La desregulacion en los
niveles de vasodilatadores/vasoconstrictores que también se describe provoca reduccion del
flujo glomerular en plasma y una azotemia prerenal reversible que solo ocurre a grandes dosis.
La vasoconstriccion producida por la CsA también provoca la activacion de los nervios
simpatico renales, la induccion de endotelina-1 y de angiotensina II asi como la reduccion en la
produccién de oxido nitrico y un aumento de radicales libres y del calcio intracelular
(Busauschina et al., 2004; Bennet et al., 1983). Tal y como se apuntaba anteriormente todos

estos efectos son reversibles si se suspende o disminuye el tratamiento con CsA.

2.2.2. Efectos cronicos

Aunque el mecanismo exacto de la nefrotoxicidad producida por CsA no es totalmente
conocido, se puede distinguir varios factores que estan implicados en la patogénesis de la
nefrotoxicidad inducida por inmunosupresores. Datos clinicos muestran que la CsA induce una
nefropatia crénica y que ésta puede ocurrir independientemente de la disfuncion renal aguda, de
la dosis del farmaco o de su concentracion en sangre. El dafio crénico producido por la
ciclosporina esta caracterizado por una reduccion del 35% al 45% de la filtracion glomerular. La
administraciéon de CsA a largo plazo también causa una arteriolopatia que produce como
resultado una nefritis intersticial que es irreversible en la funcién renal mediante mecanismos
aun desconocidos. Algunos estudios clinicos y experimentales implican al factor de crecimiento
beta (TGF-beta) como mediador de los efectos toxicos producidos por la CsA. De entrada la
expresion de este factor se ve inducida in vitro e in vivo por el farmaco (Khanna et al., 1999).
En relacion a esto se ha demostrado como en células del tubulo proximal de animales que han
sido tratados con CsA hay un aumento en la expresion de diferentes tipos de colageno y que este
efecto se debe a un aumento en el TGF-beta renal (Wolf et al., 1995). Otros autores han
implicado al TGF-beta en la progresion de la enfermedad renal (Klahr ez al., 1995). TGF-beta es
capaz de inducir en células un aumento de la matriz extracelular y una disminucion de la
produccién de proteasas que degradan esta matriz (Massagué et al., 1990). Ratas que han sido
tratadas con CsA poseen un aumento de los niveles de mRNA de TGF-beta, causando un
aumento en la expresion de coldgeno tipo 1y la proteina TIMP-1 (metaloproteinasa-1 inhibidora
de tejido), y una disminuciéon de MMP-9 (metaloproteinasa-9 de matriz). Cuando estas ratas son

tratadas con anticuerpos de TGF-beta, el coldgeno de tipo I es inhibido, como consecuencia los
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niveles de TIMP-1 y MMP-9 son restablecidos y el desarrollo de hialinosis arteriolar es inhibida
(Islam et al., 2001). Por otro lado, estudios usando el inmunosupresor en un modelo de raton
muestran como los niveles del mRNA de TGF-beta, colageno, y fibronectina disminuyen

cuando se coadministra un tratamiento anti-TGF-beta (Khanna et al., 2004).
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Figura 12. CsA y TGF-B, CsA induce el aumento de la expresién del mRNA de a-(I)-colageno.
El tratamiento con anticuerpos anti-TGF-P reduce su expresion. (A) Anélisis de la expresion del
mRNA de a-(I)-colageno, TGF-P y la RB-actina de rifiones de rata control, de ratas tratadas con CsA y
de ratas tratadas con CsA/a-TGF-P (panel de la izquierda). El analisis cuantitativo (n=7 muestras por
grupo) demuestra un aumento de la relacion a-(I)-colageno/R-actina respecto el control. El
tratamiento con el anticuerpo anti-TGF-P, normaliza la expresion del colageno. (panel de la derecha)
*p<0.05 vs control, **p<0.05 vs CsA. (B) El tratamiento con anticuerpo O-TGF-R evita la
disminucién de la expresion de MMP-9 inducida por CsA (panel de la izquierda) y para el aumento
de la expresion de TIMP-1 pero no de PAI, causada por CsA (panel de la derecha) (Khanna et al.,
2004).

Dentro de los efectos cronicos por administracion de CsA cabe también destacar la
fibrosis renal, patologia en la que juega un importante papel el sistema renina-angiotensina. Por

un lado, se ha visto como ratas tratadas con el fairmaco sometidas a una dieta baja en sodio
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muestran cambios histoldgicos similares a las lesiones nefropaticas cronicas causadas por la
CsA. La repercusion a nivel fisiologico de la disminucion del sodio es justamente el aumento de
la actividad de la renina periférica (Shihab et al., 1997). Por el otro lado, la angiotensina II es un
factor de crecimiento renal que induce hiperplasia/hipertrofia dependiendo del tipo celular. Este
péptido activa células tubulares y mesengiales asi como también fibroblastos del intersticio,
aumentando de esta forma la expresion y la sintesis de proteinas de la matriz extracelular

(Mezzano et al., 2001).

Otro de los elementos principales que se relacionan con la nefropatia crénica producida
por CsA es el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). A nivel experimental es
facil obtener dicha relacion ya que en un modelo de rata con nefrotoxicidad producida por CsA,
el farmaco parece regular la expresion de VEGF y sus receptores; este efecto ademas aumenta al
bloquear la via del 6xido nitrico y regular asi la angiotensina II (Shihab et al., 2001, 2002,
2003). Adicionalmente, se ha aceptado que una mayor expresion de la angiotensina II, TGF-
beta, y VEGF, asociada con una bajada en los niveles de oxido nitrico podria tener un papel

muy importante en la patologia renal debida a CsA.

Estudios clinicos y experimentales han demostrado que la nefrotoxicidad producida por
la CsA incluye la acumulacion del farmaco en células epiteliales tubulares (Von Willebrand ez
al., 1983; Suzuki et al., 1987), asi como la vacuolizacion citoplasmatica y el hinchamiento del
reticulo endoplasmatico, principalmente en el segmento S3 del tubulo proximal (Mihatsch ez al.,
1986). También se ha descrito una fibrosis intersticial con atrofia tubular y el ensanchamiento
de la membrana tubular (Myers et al., 1984). Todas estas observaciones acumulan evidencias
sobre los efectos directos que tiene la CsA sobre las células del tibulo proximal (Healy et al.,
1998). En un rifion adulto, las células tubulares estan en estado quiescente y se dividen a un
ritmo muy lento. La proliferacion de las células del tubulo proximal es de gran importancia en la
reparacion celular después de producirse un dafio toxico o isquémico (Witzgall et al., 1994).
Diferentes grupos han demostrado que dosis bajas de CsA inducen apoptosis mientras que dosis
altas del farmaco inducen necrosis (Healy et al., 1998; Bakker ef al., 2002). Antes de sucumbir
a la muerte celular, las células tubulares tratadas con el farmaco muestran una parada en la fase

GO0/G1 del ciclo celular que coincide con la expresion de la proteina p53 (Lally ef al., 1999).

Los trastornos causados por CsA se originan por interferencia especialmente en la via
de sefalizacion de la calcineurina-calmodulina (Clipstone ef al., 1994). En este sentido, hay
indicios que relacionan el dafio celular causado por el farmaco con la alteracion del trafico
intracelular de iones. Asi pues, se ha visto como la CsA aumenta el calcio intracelular,
incremento que podria inducir una vasoconstriccion o causar dafio celular (Healy e al., 1998).

El farmaco también afecta el magnesio presente en el suero tal y como demuestran varios
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estudios clinicos y experimentales que citan la induccién de hipomagnesemia por CsA
(Burdmann ef al., 1994). Estudios en animales y humanos por otro lado, indican una
disminucion de kaliuresis y una acidificacion urinaria afectada en el tratamiento con este
inmunosupresor, sugiriendo que el farmaco podria interferir con el trasporte de iones en la
nefrona distal (Heering et al., 1998; Batlle ez al., 1986). La relacion mas clara entre transporte
de iones y CsA se halla en la descripcion de la interaccidn directa de ésta con el cotransportador
de Na'-Glucosa hecho que provoca la inhibicién de la actividad ATPasa renal de la bomba
Na'/K”, tanto en administracion in vivo como in vitro (Ziegler et al., 1990; Suzuki et al., 1987:
Tumlin ef al., 1993). La inhabilitacion de la actividad NA"/K" causada por la CsA podria tener
una elevada relevancia patofisiologica debido a la funcion esencial que juega esta bomba en la

homeostasis de iones y en la absorcion de solutos organicos.

Los estudios con diferentes analogos de la CsA han evidenciado que los efectos
inmunosupresores y de toxicidad no se pueden separar (Sigal and Dumont, 1992). Aunque se
desconoce los mecanismos precisos que subyacen la toxicidad de la célula tubular renal, la
desaparicion de los efectos toxicos patente cuando no hay inmunosupresion sugiere que ambos

mecanismos funcionan en la misma via.

120 1
1 *

= 100 — T
3 0o *-— ;
'5 g
T 907 2
E
£ .
i 60 - 5
3 g—
& 1 %
40 3
3 E

3 ] £ -
£ 204 _E
; L E="1 ':a'
Al ® FES06 ?

TTTTT T T
1 Na' /K -ATPase Na*/K*/2CI" cotransporter
[

Figura 13. Efectos de CsA. (A) Efectos de CsA y FK506 en la viabilidad de las células MDCK (células del tabulo
distal y colector). (B) Efectos de CsA y FK506 en la actividad Na'/K" y en el cotransportador de Na-K-Cl. Figura
obtenida: (Akera et al., 2001).

2.3. OTROS INMUNOSUPRESORES

Los farmacos inmunosupresores se pueden clasificar en funcion de sus mecanismos de

accion. Asi pues, podemos encontrar inhibidores de citoquinas como glucocorticoides,
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ciclosporina A, FK506 y rapamicina, o inhibidores de la sintesis de DNA como micofenolato

mofetilo y azatioprina.

2.3.1. FK-506 (tacrolimus): las acciones inmunosupresoras de tacrolimo (TRL,
FK506) fueron descritas por primera vez por Kino et al (Kino ef al., 1987). Varios afios mas
tarde se descubrid que la CsA y TRL bloqueaban la sefializacion intracelular en linfocitos T
mediante la inhibicién de la fosfatasa calcineurina (Liu ef al., 1991). Aunque sus mecanismos
de accioén son similares a los de la CsA, el tacrolimo tiene una estructura completamente
diferente. Ademas de su actividad inmunosupresora, ambos CsA y FK506 poseen acciones
neuroprotectoras, pero solamente FK506 y sus derivados han mostrado claramente tener

actividad neurodegenerativa (Gold et al., 2000).

2.3.2. Sirolimo (SRL): es un nuevo inmunosupresor que tiene un mecanismo de accion
diferente a la CsA y a tacrolimo. Igual que el tacrolimo, SRL se une a FKBP12. Aunque el
complejo SRL-FKBP12 no acttia sobre la calcineurina, sino que inhibe el llamado mammalian
target of rapamycin (mTOR) (Brown et al., 1994). La funcion de mTOR estd involucrada en
una via de sefializacion requerida para la progresion de células T estimuladas con IL-2 desde la
fase GI a la fase S del ciclo celular (Schmelzle ef al., 2000). Después que se demostrara que
SRL previene el rechazo del aloinjerto en modelos animales, el fairmaco fue testado en

humanos, inicialmente en combinacion con CsA.

2.3.3. Micofenolato mofetilo (MMF): MMF activa el acido micofenolico in vivo que a
su vez inhibe deshidrogenasa monofosfato inosina (IMPDH), enzima encargado de la
biosintesis de purinas. El hecho que los linfocitos B y T sean mas dependientes que otras células
de la sintesis de nucledtidos de guanosina y deoxiguanosina, los hace especialmente vulnerables
a los efectos del MMF. Este farmaco es utilizado en pacientes trasplantados en combinacion con

otros agentes como la CsA y los corticoesteroides (Allison ef al., 1996).

2.3.4. Sanglifehrin representa la cuarta clase de inmunosupresores que se unen a las
inmunofilinas, aunque su forma de actuar difiere con todas las drogas inmunosupresoras
conocidas hasta el momento (Zhang et al., 2001; Zenke et al., 2001). CypA no se une a este
farmaco en los mismos residuos y tampoco se uniria a calcineurina por eso no estaria actuando

por las mismas vias que CsA.
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Figura 14. Otros Inmunosupresores. (A) Tacrolimus, (B) Rapamicina, (C) Sangliferina, (D)
Micofenolato  mofetilo. Imagen  obtenida: http://pubs.rsc.org/ej/P1/2002/b208078h-ul61.gif,
http://journals.iucr.org/e/issues/2004/12/00/dn6174schemel . gif,
http://www.rsc.org/ej/NP/2001/b001720p/b001720p-13.gif.

La CsA ha revolucionado el trasplante en medicina puesto que, aunque sus efectos
beneficiosos no perduren a largo plazo, ninglin otro inmunosupresor ha conseguido una mejoria
similar a corto y medio plazo en el trasplante de érganos. Es por esto que durante mucho tiempo
la CsA ha sido el farmaco mas utilizado para prevenir el rechazo. No obstante, la toxicidad renal
que produce se ha convertido en el efecto secundario mas indeseado. Desgraciadamente, la
reduccidn de la dosis de la CsA mejora los efectos secundarios a corto plazo pero no protege del
rechazo del 6rgano trasplantado (Lloveras et al., 2004; Fellstrom et al., 2004; Ponticelli ef al.,
2004). Esto ha dado lugar al inicio de terapias combinadas que se basan en la asociacion en el
tratamiento de la CsA u otros inhibidores de la calcineurina (FK506) con micofenolato mofetilo
o sirolimo, con corticoesteroides o incluso con anticuerpos monoclonales o policlonales anti-
IL-2. Pese a los avances encontrados, aun se necesitan nuevos estudios para poder determinar
cudles son los mecanismos moleculares en los que participa la CsA para inducir el dafio renal

con tal de poder aplacarlos.

34



3. LAS INMUNOFILINAS

Las inmunofilinas constituyen una superfamilia de proteinas altamente conservadas y
ubicuas que se unen a farmacos inmunosupresores de vital importancia como ciclosporina A,
FK506 y rapamicina (Schreiber et al., 1991; Galat et al., 1993, Gothel et al., 1999.). Dentro de
cada grupo se observa un alto grado de conservacion estructural a través de la evolucion,
sugiriendo un papel fundamental en las funciones celulares Todos los miembros de esta familia
poseen actividad peptidil-prolina (PPlasa), hecho que sugiere un papel importante en el
plegamiento de proteinas en la célula (Schmid et al., 1993). Las inmunofilinas originariamente
se podian dividir en dos grupos: las ciclofilinas (Cyps), que son proteinas de union a la
ciclosporina A y las FKBPs, que son proteinas de union a FK506 y rapamicina. Recientemente,
se han descubierto las parvulinas, las cuales dan lugar a un tercer grupo de inmunofilinas y se
caracterizan por su unién a la juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona). Todos estos farmacos
inmunosupresores presentan un mecanismo de accion parecido ya que ocupan las zonas de
isomerizacion de las prolinas en las inmunofilinas, como consecuencia, inhiben la isomerizacion

cis-trans de los enlaces peptidicos de las prolinas in vifro (Heitman et al., 1991).
3.1. LAS CICLOFILINAS

Las ciclofilinas se encuentran en mamiferos, plantas, insectos, hongos y bacterias. Estan
conservadas estructuralmente a lo largo de la evolucion y todas ellas poseen actividad Peptidil-
Prolil cis-trans Isomerasa (PPlasa) (Galat et al., 2003; Waldmeier et al., 2003). Comparten un
dominio comun de 109 aminoacidos denominado cyclophilin-like domain (CLD), rodeado por
dominios que son unicos para cada miembro de la familia y que estdn asociados con la
compartimentalizacion celular y especializacion funcional (Marks et al., 1996; Arevalo-

Rodriguez et al., 2004).

En humanos encontramos 7 tipos de ciclofilinas — ciclofilina A (hCypA), ciclofilina B
(hCypB), ciclofilina C (hCypC), ciclofilina D (hCypD), ciclofilina E (hCypE), ciclofilina 40
(hCyp40), y ciclofilina NK (hCypNK) (Galat et al., 2003).
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Protein Domains Size L M
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cr [ao ] 7 and nucleus CypA Figura 16. Estructuras
coz [T G 1 20 Secreted CypB primarias de ciclofilinas.
sp Abreviaciones: CLD,
Cprd -Il 20 Miochondria  CypD cyclophilin-like domain; M,
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Imagen obtenida: (Heitman et

45 Cytoplasm Cyp40 al., 2005)
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3.1.1. CICLOFILINA A (hCypA)

La ciclofilina A fue descubierta como un ligando intracelular de la CsA en timocitos

(Handschumacher et al., 1984) y de manera independiente por su actividad PPlasa, en el cortex

de rifion de cerdo (Fischer ef al., 1984). Se encuentra en todos los tejidos de mamiferos. Se ha

descrito que la CypA se localiza en el citoplasma y el nucleos de la célula (Arevalo-Rodriguez

et al., 2005; Huh et al., 2003). CypA tiene una estructura de barril con 8 laminas [ antiparalelas,

con 2 cadenas O-helix que se encuentran a cada lado de éste. El nucleo hidrofobico esta

Figura 17. Estructura de ciclofilina A
(CypA). Imagen obtenida:
http://en.wikipedia.org/wiki/image:PBB_Protei

n_PPIA_image.jpg.

formado por 7 residuos aromaticos e hidrofobicos y
un bucle que se extiende desde la lisina 118 hasta la
histidina 126 juntamente cuatro cadenas B (B3-Pp6)

que constituyen la zona de unién a CsA.

La CypA tiene un peso molecular de 18 kDa y se
localiza de manera predominante en el citoplasma
celular, representando un 0,3 % de la proteina total
de este compartimento celular (Harding ef al., 1986).
La ciclofilina A se encuentra a altos niveles en el
rifiéon y dentro de éste su distribucion no es uniforme
ya que su presencia es mayor en las células tubulares
epiteliales que en el glomérulo u otras estructuras
(Marks et al., 1991; Ryftel et al., 1991, Le Hir et al.,
1995; Chiu et al., 2003). La CsA se une con mucha
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afinidad subnanomolar a CypA por medio de su region hidrofobica y es aqui donde inhibe su

actividad PPlasa (Friedman et al., 1991).

La actividad PPIasa de las inmunofilinas se ha involucrado en procesos de plegamiento
de proteina. La catalisis enzimatica de los pasos lentos en el proceso del plegamiento proteico,
como la isomerizacidon cis/trans de las uniones peptidil-prolina, supone una ventaja ya que
disminuye el riesgo de degradacion proteolitica de proteinas parcialmente plegadas y evita la
agregacion (Fischer et al., 1990). Asi por ejemplo, se ha demostrado que la CypA participa en el
proceso de formacion de la triple hélice de colageno I y que éste se ve ralentizado por la

presencia de la CsA (Steinmann et al., 1991).

También se ha descrito en estudios con ratones transgénicos para CypA mutada para la
actividad PPlasa (mutaciéon de arginina en posicidon 55 por una alanina, R55A) que esta
actividad es la responsable de la toxicidad renal causada por CsA. Los ratones que manifiestan
la mutacidon cuando son tratados con CsA presentan una toxicidad renal exacerbada respecto a
ratones control mientras que los ratones que sobreexpresan la CypA se produce una disminucion
de la nefrotoxicidad (Hong et al., 2004). Anteriormente este grupo demostraba que el
tratamiento con dosis bajas de CsA inducia la expresion enddgena de CypA por accion de un
estrés oxidativo suave y que la CypA sobreexpresada conferiria resistencia al tratamiento con
dosis elevadas de CsA en mioblastos cardiacos en cultivo (Hong ef al., 2002). Posteriormente
estudios en ratones transgénicos knock out para CypA demostraron que eran resistentes a

inmunosupresion por CsA (Luban ef al., 2005).
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A parte de la actividad PPlasa, se ha encontrado que CypA tiene también actividad
nucleasa gracias a su elevada similitud de secuencia y estructura con NUCI18, nucleasa aislada
de timocitos de rata en apoptosis (Gaido ef al., 1991; Montague et al., 1997). Gracias a este
descubrimiento se ha podido evaluar esta nueva funcion de las ciclofilinas, asi como su posible
papel en apoptosis. En el caso de CypA por ejemplo, encontramos que presenta una actividad
nucleasa dependiente de calcio y magnesio que se ve bloqueada por la presencia de zinc y acido
aurintricarboxilico de manera similar a lo descrito para NUCI18 (Montague et al., 1994).
Mediante esta funcion, que es independiente de la actividad PPlasa y no es inhibida en presencia
de CsA (Montague et al., 1997), las ciclofilinas pueden generar extremos 3’-OH en el DNA y
en consecuencia son capaces de degradar una amplia variedad de sustratos de DNA llegando a
generar fragmentos de 50 Kb a partir de cromatina, similares a los que se forman durante el

proceso de apoptosis.

Aunque se han realizado muchos estudios para determinar las multiples funciones
intracelulares de las ciclofilinas, se ha observado que también pueden funcionar como
mediadores de comunicaciones intercelulares. En este sentido se han encontrado elevados
niveles de CypA en diversos fluidos bioldgicos en respuesta a estimulos inflamatorios como por
ejemplo en sepsis severa (Tegeder et al., 1997), en infeccion por HIV (Endrich ef al., 1999), en
estrés oxidativo (Jin et al., 2000) y en artritis reumatoide (Billich ez al., 1997). Asi pues, se ha
encontrado CypA secretada extracelularmente durante procesos inflamatorios y en el caso de
AR existe una correlacion directa entre los niveles de CypA y el numero de neutrofilos del
liquido sinovial de los pacientes (Billich et al., 1997). Esta presencia extracelular de CypA
sugiere la existencia de proteinas de membrana celular capaces de interaccionar con la
ciclofilina y activar en consecuencia ciertas respuestas bioldgicas. Ha sido en experimentos
enfocados a confirmar esta hipotesis donde se ha identificado la proteina CD147 como un
receptor de sefalizacion para CypA (Yurchenko et al., 2002). CD147 es una glicoproteina
integral de membrana de tipo I, también conocida como inductor de metaloproteinasas de la
matriz EMMPRIN (Extracelullar Matrix MetalloProteinase I[Nducer). En la sefializacion
inducida por la CypA a través de su receptor CD147, se ha observado que ésta necesita de la
participaciéon de glicosaminoglicanos de sulfato (GAGs) que actian como los primeros
receptores de ciclofilinas para complementar la interaccion de baja afinidad entre CD147 y Cyp
de células no activadas. En el dominio extracelular del receptor CD147 la prolina 180 y la
glicina 181 son residuos esenciales para la sefalizacion y la quimiotaxis inducida por CypA
extracelular. También es muy importante la actividad PPlasa de la CypA, ya que mutantes para
esta actividad no son capaces de iniciar la cascada de sefializacion (Yurchenko et al., 2002,
2005). En cuanto a la via inducida, recientemente se ha podido demostrar que la union al

receptor en presencia de GAGs activa la cascada de sefializacion de ERK1/2 induciendo la
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Estudios in vitro demuestran que la CypA extracelular produce quimiotaxis de
monocitos, neutrofilos, eosinofilos humanos y células T (Yurchenko et al., 2002; Xu et al.,
1992). Ademas, la inyeccion de CypA in vivo provoca un reclutamiento de neutrdfilos que
inducen una rapida respuesta inflamatoria (Sherry et al., 1991). En este sentido, cabe destacar
que paralelamente, CypA se une a receptores de membrana de LT-CD4" produciendo una
liberacion de calcio intracelular que es la responsable de la proliferacion de los linfocitos T

(Sherry et al., 1998).

La estimulacion de ERK1/2, a causa de la CypA secretada implica una amplia variedad
de procesos celulares como el crecimiento, diferenciacion o proliferacion celular y la sintesis de
DNA (Jin et al., 2000). El tratamiento de células endoteliales (EC) con CypA recombinante
estimula la activacion de las MAPK (mitogen-activated protein kinase), la actividad
transcripcional de NF-kB y la expresion de moléculas de adhesion, sugiriendo que CypA
secretada por el endotelio vascular actuaria como una citoquina inflamatoria dando lugar a la
progresion de la arterosclerosis (Jin et al., 2004). En esta misma direccion e indicando un
posible papel multifuncional de esta ciclofilina en las enfermedades vasculares, se ha
demostrado recientemente que CypA presenta un efecto mitogénico sobre diferentes lineas
celulares endoteliales vasculares, alterando la expresion de varios genes (Yang et al., 2005).
Estos efectos que son célula-dependiente ya que se ha observado también como en

cardiomiocitos, CypA ejerce un efecto completamente distinto, concretamente de proteccion

39



A B
Probe: Human CyPA-Ab Probe: Human CR-Ab
CV-1 Lysate A R CV-1 Lysate + + +
GST - = 4+ 0 GST - - +
GST-CR - » - = GST-CyPA - 4+ -
-29

<1

X

90
CR pr == v
(ol TS —, > 60

1 2 3 1 2 3

.

Figura 20. Ensayo pull-down que demuestra la interaccion de CypA y calretiulina. (A) Lisado
CV-1 se incuba con GST como control y GST-calreticulina (GST-CR) y con el anticuerpo de
CypA. (B) Lisado CV-1 se incuba con GST como control y GST-CypA y con lanticuerpo de
calreticulina. Imagen obtenida: (Reddy ef al., 1999).

ante el estrés oxidativo gracias a la interaccion y posterior activacion de la proteina antioxidante
Aopl (antioxidant protein 1). Resulta interesante destacar que la adicién de CsA no altera la
activacion de Aopl, de forma que la region de CypA responsable de la unidn es diferente al

lugar de interaccion de la CsA (Doyle et al., 1999).

Es facil pensar que CypA también esta involucrada en transduccion de sefiales de calcio
debido a que su interaccion con CsA y calcineurina inhibe la actividad fosfatasa de ésta a la vez
que se bloquea la sefial dependiente de calcio que proviene del receptor de la célula T (TCR)
impidiendo asi la trascripcion del linfocito T (Schreiber et al., 1992). El calcio es por tanto el
segundo mensajero esencial para la activacion de la respuesta inmune y se ha sugerido la
posible interaccion de calreticulina con CypA, hecho que implicaria asi la ciclofilina en esta via

de sefializacion (Reddy et al., 1999).

Entre las muchas implicaciones funcionales que CypA exhibe, se conoce que también
esta involucrada en cancer y en infeccidn viral. A nivel oncoldgico se ha encontrado que CypA
se halla sobreexpresada en cancer de pulmén (Campa et al., 2003). Estudios muy interesantes en
este campo han mostrado como la eliminacién de la expresion de CypA en células tumorales de
pulmoén mediante RNAI, afecta claramente la proliferacion celular y la apoptosis provocando
una disminucién del crecimiento del tumor. En cambio, la sobreexpresion de la ciclofilina in
vivo favorece la répida formacion del tumor (Howard et al., 2005). En este mismo campo,
recientemente se ha publicado la sobreexpresion de CypA y CD147 en tres lineas celulares de
cancer de pancreas y en adenocarcinomas pancreaticos humanos. Como ya se ha mencionado

anteriormente, esta ciclofilina estimula la proliferacion de las células activando la via de
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sefializacion de las ERk1/2 y de la quinasa p38 mediante la union con su receptor CD147. En
consecuencia, se ha visto que el bloqueo del receptor disminuye especificamente el efecto

proliferativo producido por CypA (Li et al., 2006).

El papel de CypA en la infeccion virica por otro lado, es altamente relevante. La posible
participacion de las ciclofilinas humanas como cofactores celulares en la replicacion del virus
de la hepatitis ha sido sugerida repetidamente por varios estudios que mostraban como la
ciclosporina A es efectiva para la supresion de la replicacion de hepatitis C (Nakagawa et al.,
2004). Seguidamente, se observo una correlacion entre la union de Cyp y la actividad anti-HCV
con derivados de la CsA (Watashi et al., 2005). Recientemente, el grupo de Tang ha podido
demostrar que la CypA es un cofactor esencial para la replicacion de varios genotipos de virus
de la hepatitis C constituyendo el principal mediador de la resistencia a CsA in vitro. Asi estos
autores han podido correlacionar la resistencia al farmaco con la resistencia que provoca la
supresion de CypA, sino que han mostrado como la eliminacion de CypA del replicén resistente

en células, también elimina su resistencia (Yang ef al., 2008).
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\s" .s;\ ‘\\Q _ 1.2
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shelue  sh-Cass células (sh-A161)
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bloquean la replicacion de
GT-la y GT-1b. Imagen
obtenda: (Yang et al., 2008).

En el campo de la virologia sin embargo, la relacién entre CypA y el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) ha estado sefialada desde hace varios afios. CypA interacciona
con la proteina Gag de la capsida del virus y esto produce un reclutamiento en viriones nuevos
de HIV (Thali et al., 1994; Franke et al., 1994). Esta interaccidon se produce en nuevas células
infectadas por el virus del HIV-1 y resulta muy importante para la infecciéon (Towers et al.,
2003; Kootstra et al., 2003). Asi pues CypA se incorpora especificamente a los nuevos viriones
gracias a la interaccion con Gag y se ha visto como esta incorporacion resulta esencial para que

se complete el ciclo infectivo (Franke ef al., 1994).
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3.1.2. CICLOFILINA B (hCypB)

La CypB fue el segundo miembro de la familia
de las ciclofilinas clonado y caracterizado (Price et al.,
1991). Muestra un 64% de homologia con CypA y se
distingue por presentar extremos N y C-terminales
especificos. El extremo N-terminal presenta un péptido

sefial de 25 aminoacidos que dirige la proteina a la via

secretora mientras que en el extremo C-terminal se

Figura 22. Estructura de ciclofilina describe una sefial de retencion en el reticulo

B (CypB). endoplasmatico (Arber er al, 1992). Los 165
Imagen obtenida:

http://en.wikipedia.ore/wiki/image:PB ~ aminodcidos centrales contienen el dominio de union a la

B_Protein_PPIB_image.jpg.

CsA y el dominio peptidil-prolil cis/trans isomerasa. La
estructura cristalografica es similar a la de CypA
exceptuando dos loops que conectan las laminas B y las extensiones N y C-terminales (Mikol et

al., 1994).

La ciclofilina B presenta un peso molecular de 21 kDa y esta distribuida en todos los
tipos celulares y tejidos sanos con una elevada expresion en células de origen linfoide (Price ef
al., 1991) y ademas de altos niveles en células del tibulo proximal de rifion (Kainer et al.,
2000). Su mRNA tambien se halla expresado en diferentes lineas tumorales (Gomi et al., 1999).
Estudios de localizacion subcelular demuestran que CypB en cultivos celulares se distribuye por
el reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi, membrana plasmatica y también en el medio de
cultivo. Tambien se conoce que esta ciclofilina se encuentra ademas en el nucleo celular gracias
a una sefial de localizacion nuclear (NLS) situada en el extremo N-terminal de la proteina
madura (Le et al., 1995; Rycyzyn et al., 2000). El tratamiento con CsA altera el trafico de CypB
por la via secretora produciendo una disminucion de la proteina en el reticulo endoplasmatico y
el aparato de Golgi. El farmaco pues, promueve un aumento de la tasa de secrecion de la
ciclofilina, fenomeno que explica el cambio de localizacion observado en su presencia (Price ef
al., 1994). CypB también se ha encontrado en otros fluidos biologicos como la leche y el
plasma, hecho que demuestra la existencia in vivo de una forma secretada (Spik et al., 1991;

Allain et al., 1995; Mariller et al., 1996; Denys ef al., 1998).
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Figura 23. CsA afecta la distribucién de CypB. (A,B) Expresion de Myc-tagged CypB con y sin CsA. (C)
Expresion de Myc-tagged CypB con y sin CsA en células y medio después del tratamiento a diferentes tiempos.
(D) Porcentaje total de CypB recuperado en células y medio. Figura obtenida: Price et al., 1994).

Como ocurria con el primer miembro de la familia, la presencia de CypB en fluidos
extracelulares sugiere la existencia de receptores celulares. La buisqueda de estas putativas
proteinas ha llevado a la identificacion de diferentes lugares de unién para la CypB en la
membrana del linfocito T. En la superficie de ésta célula se encuentran dos grupos de receptores
que constituyen dos lugares de union a CypB. El primer grupo, en el que encontramos CD147,
esta constituido por receptores funcionales especificos que conducen la internalizacion del
complejo receptor-CypB, cuya unién es interferida por la CsA y otras ciclofilinas (Allain et al.,
1994, 1995; Pushkarsky et al., 2001; Yurchenko et al., 2002). El segundo grupo hace referencia
a los GAGs de la superficie del linfocito T. En ellos se da un tipo de unién especifica para la
CypB ya que la region N-terminal de la proteina madura es la responsable (Mariller et al.,

1996).

La actividad PPlasa de CypB facilita el plegamiento del procolageno de tipo I en los
primeros estadios de su traduccion evitando, junto con otras proteinas residentes del reticulo
endoplasmatico, la agregacién de las cadenas nacientes. Esta asociacion de CypB con el
procolageno se mantiene en las vesiculas pre-Golgi sugiriendo por lo tanto que CypB participa

en la exportacion y secrecion del colageno (Smith ez al., 1995).

Las ciclofilinas, aparte de participar en el correcto plegamiento de proteinas sintetizadas
de novo, también estan implicadas en la reparacion de proteinas dafiadas por estrés térmico,
radiacion UV, cambios en el pH de la célula, tratamiento con productos oxidantes, etcétera. Es

lo que conocemos con el nombre de actividad chaperona y puede ser dependiente o
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independiente de la actividad PPlasa. Asi la CypB, junto con otras chaperonas como GRP9%4,
BiP y ERp72, se asocia a la reserva luminal de apolipoproteina B (ApoB) del reticulo
endoplasmatico y del aparato de Golgi, manifestando los posibles papeles que desarrollan estas
moléculas en el plegamiento inicial o tardio de proteinas que se dan en ambos compartimentos
subcelulares (Zhang et al., 2003). En apoyo a esta idea, se ha demostrado la existencia de un
complejo multiproteico localizado en el reticulo endoplasmatico formado por varias chaperonas
entre las cuales encontramos la Cyp, y que se asocia a las cadenas pesadas de la
inmunoglobulina parcialmente plegadas y no ensambladas. La formacion de este complejo
multiproteico también se da en ausencia de sintesis de nuevas proteinas, sugiriendo que estas

chaperonas se pueden unir a sustratos no plegados (Meunier et al., 2002).
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Al igual que CypA, CypB también presenta actividad nucleasa dependiente de calcio y
magnesio que se bloquea en presencia de zinc y de acido aurintricarboxilico como la NUC18

(Montague ef al., 1994).

La relacion de CypB con la carcinogénesis ha sido descrita en células pancreaticas
humanas y en especimenes de adenocarcinoma pancreatico. De esta forma se ha descrito como
la expresion de su mRNA es baja en ambas células sugiriendo un papel en la patogénesis del

cancer (Mauri et al., 2005).

También de forma paralela al primer miembro de la familia, CypB est4 involucrada en
procesos inflamatorios y proliferativos. Se han encontrado altos niveles de CypB en diversos
fluidos bioldgicos en respuesta a estimulos inflamatorios como por ejemplo en sepsis severa o

en infeccion por HIV (Tegeder ef al., 1997; Endrich ef al., 1999). En el dafio renal se produce
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una inflamacién aguda debida, en parte debida a la secrecion de los fibroblastos intersticiales de
factores quimiotacticos como la CypB. Por esto dicha inmunofilina jugaria un papel importante
en el reclutamiento de leucocitos inflamatorios en el intersticio (Gonzalez-Cuadrado et al.,
1996). Recientemente se ha demostrado que la CypB es secretada por células de cancer de
pancreas y se postula que actua como un antigeno especifico tumoral reconocido por los
complejos de histocompatibilidad leucocitarios restringidos y por tumores especificos de las

células T citotoxicas (Mauri et al., 2005).

Por otra parte, a nivel del linfocito T tanto CypA como CypB extracelular, a través de la
union a su receptor CD147 promueven las sefiales de calcio responsables de la quimiotaxis.
Solamente CypB con la participacion de las GAGs puede aumentar la adhesion a la matriz
extracelular mediante las integrinas (Allain ez al., 2002). También se ha descrito la interaccion
de CypB con las plaquetas sanguineas via CD147 y de manera independiente a GAGs. Esta
interaccion promueve la adhesion de las plaquetas, tipicamente involucradas en procesos
inflamatorios y de coagulacion, a colageno por via de una entrada de calcio y la fosforilacion de
la cadena larga de la miosina, unidén que por cierto se ve reducida por la presencia de CsA

(Allain et al., 1999).

Entre otras interacciones de CypB cabe destacar la prolactina, identificada mediante un
ensayo de doble hibrido en levadura. La importancia de esta unién se manifiesta en el aumento
de la proliferacion de lineas celulares dependiente de después de la adiccidén exdgena de CypB.
Este efecto esta acompaifiado por un aumento de la retrotranslocacidén nuclear de la prolactina
mediante la internalizacidén via receptor de esta ultima y transporte a través de las membranas
del reticulo endoplasmatico y nuclear del complejo de forma dependiente de la sefial de
translocacion nuclear situado en el extremo N-terminal de la CypB. (Rycyzyn ef al., 2000). Una
vez en el nucleo, el dimero CypB-prolactina interacciona con el factor de transcripcion Stat5
aumentando su capacidad de union a DNA y promoviendo la transcripcion génica dependiente
de este. Cabe destacar que ésta union es dependiente de la actividad PPlasa (Rycyzyn et al.,
2002). En nuestro laboratorio tambien se identificé a KAP (kidney androgen regulated protein)
como otra proteina de interaccion con CypB, esto nos llevo a hacer diferentes estudios de
toxicidad del farmaco en células epiteliales tubulares y sus posibles efectos en KAP (Cebrian e?
al,2004). Dada la inhibicion de la sefial de calcio proveniente del receptor de la célula T
(TCRY) por parte de CsA y con la intencién de identificar homdlogos potenciales de CsA que
pudiesen regular dicha sefal, se procedio a detectar proteinas de unidon a CypB por técnicas de
doble hibrido en levadura. Una de las proteinas identificadas fue CAML (calcium-signal
modulating cyclophilin ligand) que actua en respuesta a la activacion de TCR y media sus

efectos sobre la calcineurina produciendo una movilizacién de calcio en el linfocito T. CAML
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aparece pues como un nuevo participante en la via de transduccidon de sefiales de calcio

implicando a CypB en ésta via de sefializacion (Bram ef al., 1994).
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En consonancia de nuevo con CypA, CypB es también secretada por las células de la
musculatura lisa vascular (VSMC) en respuesta a un breve estrés oxidativo. Como consecuencia
se produce una activaciéon de la via de sefializacion de ERK1/2 quinasa que promueve la
supervivencia celular. Estos datos sugieren que CypB podria actuar como mediador en respuesta
de ROS (Liao et al., 2000). En apoyo a esta idea, varios autores indicaron como la expresion del
mRNA de CypB en el tubulo proximal contorneado esta aumentado en ratas hipertensas SHR
(Spontaneously Hypertensive Rats) (Iwai et al., 1990; Kainer et al., 2000). Se vio también como
la deplecion de sodio de la dieta también alteraba la expresion renal de CypB, sugiriendo que
¢ésta podria estar implicada en la retencion renal del ion (Iwai ef al., 1990). Posteriormente se ha
podido demostrar por técnicas de doble hibrido en levadura que la CypB interacciona con el
factor de inicio de elongacion (eIF)-2-B. El complejo elF es el principal regulador de la
traduccién al ribosoma y juega un papel importante en la respuesta celular al estrés producido
por hipoxia o por deplecion de ATP. Estos datos sugieren por lo tanto que el aumento de CypB
en el rifion de ratas SHR podria reflejar una respuesta celular al estrés causado por el aumento
de proteinas no plegadas en el reticulo endoplasmatico, depleciéon de ATP y estrés oxidativo

(Kainer et al., 2000).
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3.1.3 OTRAS CICLOFILINAS

Aunque las ciclofilinas hasta ahora nombradas han sido tipicamente las mas estudiadas
debido a su mas temprano descubrimiento, cabe también destacar la importancia de otros

miembros de la familia tales como:

3.1.3.1. Ciclofilina D: la ciclofilina D tiene un peso molecular de 22 kDa y presenta en
el extremo N-terminal un péptido que dirige la proteina a la mitocondria. CypD se ha
identificado en Neurospora crassa, en levadura, en rata y en humanos (Tropschug et al., 1988;
Andreeva et al., 1995; Bergsma et al., 1991). Mediante la técnica de Northern blot se ha
demostrado que su mRNA se presenta en musculo, corazén, higado, rifion y cerebro de rata
(Woodfield et al., 1998). CypD esta funcionalmente ligada con chaperonas moleculares tales
como hsp70, hsp60, and hspl0 (Rassow et al., 1995), proteinas asociadas con polipéptidos
nacientes en ribosomas controlando el plegamiento y ensamblaje de la sintesis de nuevas
proteinas. Son ademas las responsables de transportar nuevas proteinas sintetizadas entre
compartimentos intracelulares (Langer et al., 1991; Bhattacharyya ef al., 1995). CypD esta
considerada un componente esencial de la maquinaria de plegamiento de proteinas de la
mitocondria. El potencial mitocondrial de membrana esta controlado por la actividad y funciéon
de los poros permeables de transicion mitocondrial (MPTPs), que estan asociados con dafio
celular y apoptosis (Crompton ef al., 1988) y se cree que la actividad PPlasa de CypD podria ser
necesaria para cambios conformacionales asociados con la formacion de MPTP (Capano et al.,
2002; Woodfield ef al., 1998). De hecho se sabe que CypD se une a la membrana mitocondrial
interna mediante CsA y que el farmaco actia como potente inhibidor selectivo de esta
membrana. Otras proteinas mitocondriales involucradas en la formacion del complejo MTPT y
potencial mitocondrial relacionadas son las anti-apoptoticas Bel-X1 y Bel-2 la proapoptdtica
Bax. También se afiade a este conjunto de proteinas ANT, VDAC, CypD y hexoquinasa. Todo
ello sugiere un posible e importante papel de CypD en apoptosis (Haworth et al., 1980;
Halestrap et al., 1990). En este mismo sentido vemos como CypD desensibiliza células
HEK293 y C6 a estimulos apoptdticos, efecto protector que requiere la actividad PPlasa

(Tanveer et al., 1996).
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Figura 26. Localizacion de CypD en la membrana mitocondrial y proteinas asociadas.
Imagen obtenida: http://www.ucl.ac.uk/wibr/research/chemistry/ds/images/cyclophilinD.png.

3.1.3.2 Ciclofilina C: posee una secuencia de sefial amino-terminal que la dirige al
reticulo endoplasmatico y a la via secretora (Galat et al., 2003; Kallen er al., 1991). En un
primer estudio de la distribucidn tisular de la proteina se indica que tiene cierta especificidad de
expresion renal (Friedman et al., 1994). Estudios posteriores, en cambio demuestran que la
CypC se expresa igualmente y con la misma abundancia en otros tejidos como musculo

esquelético, pancreas, corazén, pulmon y higado (schneider ef al., 1994).

3.1.3.3. Ciclofilina-40: fue identificada en asociacién con receptores de estrogeno
activado (Ratajczak et al., 1990, 1993). Parece tener un papel con la proteina chaperona Hsp90.
Esta funcion se ha visto como esencial para la maquinaria de plegamiento de proteinas y para la
actividad de diversas moléculas de sefializacion intracelular, comprendiendo desde receptores
de esteroides a tirosinas quinasa reguladoras que estan involucradas en ciclo celular (Duina et
al., 1996).
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3.2. LAS FK506 BINDING PROTEINS (FKBP)

Las FK506-binding proteins (FKBPs) pertenecen también a la superfamilia de las
peptidil prolil cis/tran isomerasas aunque no poseen ninguna similitud en sus secuencias con las
ciclofilinas (Kay et al., 1996; Gothel et al., 1999). FKBP han sido identificadas en muchos
eucariotas desde levadura hasta humanos, tienen una funcion chaperona en proteinas que
contienen residuos prolina (Balbach ez al., 1999) y se unen a FK506 o a la rapamicina (Galat ef
al., 1993). Los diferentes miembros de la familia se denominan segun su peso molecular de

manera que la mas pequefia es FKBP12 y la mayor FKBP135. (Galat et al., 2000).
3.2.1. FKBP12

Es el miembro mas importante dentro de las FKBPs. Posee un peso molecular de 12
kDa y fue aislada inicialmente como un receptor citoplasmatico de dos farmacos
inmunosupresores, FK506 y rapamicina que se unen a la misma zona de la proteina (Schreiber
et al., 1992). Aunque ambos farmacos causan inmunosupresion, los mecanismos que estan
involucrados son diferentes. En el caso de FK506 la inmunosupresion es mediada por la
inhibicidn de activadores transcripcionales de citoquinas como IL-2, mientras que la rapamicina

causa una detencion directa en G1 del ciclo celular de linfocitos T (Bierer ef al., 1990).

Igual que el receptor citosolico de la CsA, FKBP12 podia catalizar la isomerizacion cis-
trans de la prolina (Siekierka et al., 1989; Harding et al., 1989). La proteina representa el
minimo péptido que posee actividad cis/tran isomerasa con tan solo 10 amino acidos definiendo

el nucleo hidrofobico. El mayor elemento estructural de
FKBPI12 es una lamina P antiparalela de cinco cadenas

que forman dos giros (Galat et al., 2000).

FKBP12 es un componente integral de los canales
de calcio. La contraccion muscular estad regulada por

niveles intracelulares de calcio, que a su vez esta

controlado por la regulacion de las actividades de canales,
especialmente por los que se encuentran en el reticulo

endo/sarcoplasmico de células musculares. En células

Figura 27. Estructura de FK-Binding
Protein 12 (FKBP12).
Imagen obtenida:  receptor de la rianodina tipo 2 (RyR2) y el receptor

http:// foldeomics.org/pfd/public inositol 1, 4,5-trifosfato (IP3R2) (Brillantes et al., 1992;

html/images/pdb_images/1FKF.png.
Go et al., 1995; Perez et al., 1997). Varios estudios han

cardiacas en cambio encontramos dos tipos de canales: el

mostrado que FKBPI12 interacciona RyR1, mientras que

una de sus isoformas, concretamente FKBP12.6, interacciona con RyR2. (Marks et al., 2001).

49




De hecho FKBP12.6 es un componente integral de los canales de calcio cardiaco, los cuales
forman un tetramero con RYR/IP3R. La interaccion de la proteina con RyR1/RyR2 puede
bloquearse con concentraciones nanomolares de rapamicina y FK506 (Brillantes et al., 1994).
El mecanismo funcional por el cual FKBP12 media la regulacion del canal de calcio no esta del
todo comprendido, aunque se cree que puede tener un papel en la regulacion de conformacidon

de la proteina.

También se ha observado una posible interaccion directa de FKBP12 con la familia de
los receptores TGF-P tipo I (TBR-I) mediante estudios realizados en un sistema de dos hibridos
en levadura (Wang et al.,, 1994; Okadome et al., 1996). FKBP12 se une al dominio
citoplasmatico de TRR-I inactivo en su region GS hecho que regula la zona de fosforilaciéon de
TPRR-II y posteriormente estabiliza la conformacion inactiva de TRR-I (Huse ef al., 1999). La
interaccion entre FKBP12 y TRR-I requiere la zona activa PPlasa y esta interaccion puede ser
inhibida por una concentracién lum de FK506 (Wang ef al., 1994). Recientemente se ha
mostrado que la internalizacién de TBR mejora cuando su union con FKBP12 es impedida. Esto

sugiere por lo tanto, que FKBP12 podria ser un regulador negativo de la endocitosis de TBR

(Yao et al., 2000).
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Figura 28. Interaccion entre FKBP12 y TBR-I. (A) Muestra la interaccion mediante dobe hibrido
entre FKBP12 y TRR-I con sus diferentes mutantes. (B) Fosforilacion in vitro de cada una de las
interacciones con TRR-I. Imagen obtenida: (Okadome ez al.,1996).
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OBJETIVOS:

En nuestro grupo estamos interesados en los meanismos que subyacen al FRA téxico
producido por ciclosporina (CsA) en el tubulo proximal. CsA es capaz de unirse a ciclofilias
(Cyps) e inhibir sus funciones. Las Cyps son proteinas de funcidon enddgena desconocida, a las
que se les reconoce actividad peptidil-prolil cis-trans isomerasa (PPlasa) que es inhibida or
CsA. Tambien se les atribuye roles en el plegamiento y reparacioén de proteinas (chaperona). El
fracaso renal agudo (FRA) ocurre en el 5% de pacientes hospitalizados. De ellos, el 50%
mueren y el resto se recuperan por procesos espontaneos de regeneracion celular. Aunque
existen marcadores diagodsticos (excrecion de sodio y niveles de urea/creatinina), no existen
marcadores prondsticos que permitan prever qué pacientes sobreviviran o moriran, tras la
agresion; que afecta, fundamentalmente, al endotelio vascular y al tubulo proximal. Tampoco se
conocen los mecanismos moleculares que ocurren en las células agredidas ni, por tanto, como

prevenir el dafio.

Debido a la importancia de los principales receptores de la CsA y FK-506, nos hemos

propuesto:

e Identificacion de proteinas que interaccionan con CypA, CypB y FKBP12 mediante la

técnica de doble hibrido en levadura.

e Confirmacion de las interacciones mas relevantes obtenidas mediante las técnicas de

pull-down y co-inmunoprecipitacion.

e (aracterizacion de los posibles efectos funcionales e implicaciones fisioldgicas

derivadas de las interacciones confirmadas dentro del conjunto de la célula renal.

e Silenciamiento de los genes de CypA y CypB en la linea celular renal humana HK-2

mediante el uso de lentivirus.

e Produccion de modelos celulares con sobreexpresion de dominantes negativos de la

actividad PPlasa para CypA y CypB

e FEstudio de la expresion y actividad enzimatica de los complejos mitocondriales en
células tratadas con CsA, células interferidas para CypA, CypB y células que sobre-

expresan un dominate negativo de CypA y CypB.
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1. ANIMALES Y TEJIDOS

1.1. RATONES

Se han utilizado ratones machos de la cepa consanguinea C57BL/6 adquiridos al criador
IFFA CREDO a la edad de 6-7 semanas que han sido estabulados a temperatura constante
(22°C) en las dependencias de nuestro centro en régimen de luz/oscuridad de 12 horas y

alimentados con dieta estandar (PANLAB) y agua ad libitum.
1.2. Extraccion de tejidos

Los animales han sido sacrificados por dislocacion cervical. A continuacion, se han
recogido inmediatamente los rifiones en condiciones libres de RNAsas y se han decapsulado
antes de congelarlos todos sumergiéndolos en nitrégeno liquido. Se han conservado a -80 °C.
Todos los procedimientos experimentales con animales se han realizado de acuerdo con las
normativas institucionales vigentes, en cumplimiento de los requerimientos establecidos por el
Gobierno Nacional y por la Union Europea (Real Decreto 223/1988: B.O.E. N° 256,
25/10/1990).

2. LINEAS CELULARES

CELULAS

En los diferentes estudios que se ha requerido el uso de células eucariotas, se han utilizado

las siguientes lineas celulares de mamifero:
2.1. PKSV-PCT3

Linea celular epitelial inmortalizada derivada de tubulo proximal renal de ratéon. Fue
obtenida a partir de riflones de ratones transgénicos para el antigeno T-grande y t-pequefio del
virus de simio 40 (SV40) bajo el control del promotor de piruvato quinasa de rata de los cuales
se va extraer por microdiseccion la porcion contorneada del tubulo y de donde van a
establecerse las células (Cartier et al 1993). La sublinea PCT3 fué subclonada por dilucion al
limite de la linea parental PKSV-PCT y seleccionada para su uso en nuestro laboratorio (Soler

et al 2004).

Se trata de células adherentes que crecen en monocapa y tienen la capacidad de formar

doms después de diversos dias de post-confluencia (Lacave et al 1993). La linea PCT fué
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amablemente cedida por el Dr. Alain Vandewalle a nuestro grupo. Estas células fueron

interferidas para CypA y CypB por la Dra. Puigmulé en nuestro grupo.
2.2. HEK293

Linea celular renal humana, derivada a partir de rifidon embrionario transformado con
DNA de adenovirus humano de tipo 5 (Graham et al., 1977). Esta linea celular presenta una
morfologia epitelial fibroblastoide, se caracteriza especialmente por producir cantidades
elevadas de proteina. Han sido amablemente cedidas por el Dr. Bruno Stieger de la Universidad

de Zurich.
2.3. COS-7

Linea celular de mono, derivada a partir de la linea CV-1 por transformacion con el
antigeno T del virus SV-40 (Gluzman 1981). La linea parental CV-1 deriva de rifion de mono
verde africano (Cercopithecus aethiops) (Jensen et al., 1964). Ambas lineas son adherentes y de

morfologia fibroblastica.
2.4. HK-2

Linea celular renal humana, derivada a partir de rifion normal humano. Las células se
han inmortalizado por transduccién de los genes E6/E7 del virus de papiloma humano 16

(HPV-16), son de morfologia epitelial y crecen de forma adherente (Ryan et al, 1994).

3. MEDIOS DE CULTIVO
Las lineas celulares con las que se ha trabajado han sido mantenidas y expandidas a 37° C
en un incubador con atmosfera humeda (al 5% de CO,) siguiendo los procedimientos y las

practicas estandar requeridas por el trabajo con cultivo en condiciones estériles (Davis 2002).

A continuacion se describe la formulacion de los diferentes medios de cultivo empleados.

Todos los procedimientos de preparacion han sido realizados en condiciones estériles.
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Tapla 1. Medio PKSV-PCT3 Y HK-2.

Componente Concentracion Proveedor Referencia
DMEM 50% (v/v) GIBCO 011880-028M
Ham’s F12 50% (v/v) GIBCO 31765-027M
HEPES pH 74 20 mM GIBCO 03025-027M
BIOLOGICAL
Glutamina 2 mM 03-020-1B
INDUSTRIES
D-(+)-Glucosa 12,5 mM SIGMA G-7021
Transferrina 5 ug/mL SIGMA T-1438
Insulina 5 pg/mL SIGMA 1-6634
Dexametasona 50 nM SIGMA D-8893
Triiodotironina 1 nM SIGMA T-5516
Selenato de sodio 30 nM SIGMA S-9133
EGF 10 ng/mL SIGMA E-4127
BIOLOGICAL
Serum fetal bovino 2% (v/v) 10106-060
INDUSTRIES
100 U/mL
Penicilina / / Estreptomicina GIBCO 15240-052
100 pg/mL
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Tabla 2. Medio COS-7 Y HEK293.

DMEM High glucose 1:1 Biological Industries 01-055-1A
Glutamina 2 mM Biological Industries 03-020-1B
Piruvato Sodico 1% (v/v) Biological Industries 03-042-1
Aminoacidos no esenciales 1% (v/v) Biological Industries 01-340-1B
Serum fetal bovino 10% (v/v) Biological Industries 10106-060
Penicilina/ 100 U/ml GibcoBRL 15240-052
Estreptomicina 100 pg/ml

4. CEPAS BACTERIANAS

Tapla 3. Cepas bacterianas.

TOP10

F- merd  A(mrr-hsdRMS-
mcrBC)

D80lacZAMIS5 AlacX74 recAl
deoR

araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL

(StrR) endA 1 nupG

Cepa comercial optimizada para el
clonaje de todo tipo de plasmidos.
Presenta una elevadisima eficiencia de

transformacion

INVITROGEN
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Cepa deficiente en recombinasas
utilizada para el crecimiento y el
F endAl recAl hsdR17 (ri.mg.)
clonaje de plasmidos. Permite hacer
DH5a | deoR thi-1 supE44 gyrdA96
seleccion azul-blanco en presencia de | INVITROGEN
relAIN
X-gal en las placas. Presenta una
elevada eficiencia de transformacion.
Cepa utilizada para la expresion de
altos niveles de proteina recombinante
5 B mediante la induccion por IPTG. Esta
BFdcem ompT hsdS(r”m”) gal
BL21 cepa es deficiente en proteasas. Esto STRATAGEN
A(DE3) (pLys Cam') .
favorece la estabilidad de proteinas
recombinantes. Utilizada en el sistema
pGEX de expresion recombinante.
Esta cepa esta disefiada para detectar
MATa trpl1-901 leu2-3 112 ura3-
interaccién de proteinas en el ensayo
52 his3-200 gal4A  gallSOA o )
de doble hibrido. AH109 contiene
LYSZGAL]UAS 'GALTATA —HIS3
AH109 genes reporteros que solo se expresan | CLONTECH
GAL2yys. GAL27474 —ADE2 o )
en presencia interaccion de proteinas
URA3.'.'MEL]UA3_ 'MEL]TATA -
basado en GAL4. Estos genes son:
lacZ
ADE2, HIS3, lacZ y MELL.
5. VECTORES
Tabia 4. Mapa de los vectores utilizados.
Caracteristicas Mapa
Nombre
Vector de clonaje para productos de PCR mediante el método “TA”.
Plasmido lineal con los extremos activados para la unién covalente de
pCR™2.1- | Topoisomerasa I, que favorece la acomodacién del DNA a clonar.
TOPO® Contiene multiples lugares de restriccion en el MCS para facilitar el

subclonaje. Posee resistencia a ampicilina para su seleccidon en

bacterias. Es de la casa comercial INVITROGEN.
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pGEX-6P-3

Vector de expresion en procariotas. Contiene el ag GST y un lugar
de corte para una proteasa denominada PresCission Protease. Posee
resistencia a ampicilina para su seleccion en bacterias. Es de la casa

comercial AMHERSHAM.

pGBKT7

Vector de expresion constitutiva en levadura. Da lugar a proteinas de
fusion con el dominio de unién a DNA (BD) de la proteina GAL4. El
gen de interés estd bajo el promotor ADH1. Contiene el gen TRP1
para su seleccion en levadura y posee resistencia Kanamicina para su

seleccidn en bacterias. Es de la casa comercial CLONTECH.

Hird

a ¢-Mycephope tag

pGADT7

Vector de expresion constitutiva en levadura. Da lugar a proteinas de
fusioén con el dominio de activacion (AD) de la proteina GAL4. El
gen de interés se encuentra bajo el promotor ADHI1. Contiene el gen
LEU2 para su seleccion y posee resistencia a ampicilina para su

seleccion en bacterias. Es de la casa comercial CLONTECH.

= il apitone g
Vectores de expresion transitoria en células de mamifero que permiten __{.»""_ Ny
la expresion de proteinas recombinantes con el epitopo hemaglutinina .Ir."': r-u?‘*"; s
TELNELA (HA) en su extremo N-terminal. EI promotor CMV permite la expresion| \ :-,_w £y ﬁ'-&‘\
constitutiva del gen de interés. Contiene resistencia a ampicilina. Es d¢ K;I _.J_._f_.wg./f -
la casa comercial CLONTECH. R

psPAX2

Vector que contiene un promotor CAG robusto para una expresion
eficiente de proteinas de empaquetamiento. El promotor CAG consiste

en un activador CMV y un promotor eintron de la beta actina de pollo.

62




G
pMD2G Vector que contiene el envelope de la proteina. | ‘;'/ =
pAPM Vector que contiene el hairpin del RNA que se desea silenciar yj

posee restencia a puromicina.

6. Constructos

Seguidamente se cita mas detalladamente cada una de las construcciones empleadas en

este trabajo.

Tabla 5. Constructos.

Constructo Origen del inserto
pGEX-hCypA Por RT-PCR a partir de RNA poliA” de rifion humano.
pGEX-hCypB Por RT-PCR a partir de RNA poliA" de rifién humano.

pGEX-hFKBP12

Por RT-PCR a partir de RNA poliA" de rifién humano.

pGBKT7-hCypA

Por RT-PCR a partir de RNA poliA" de rifion humano.

pGBKT7-hCypB

Por RT-PCR a partir de RNA poliA" de rifion humano.

pGBKT7-FKBP12

Por RT-PCR a partir de RNA poliA" de rifion humano.

pGEX-hCypARS55A

Para mutagénesis dirigida sobre el constructo pPGEX-hCypA.
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pGEX-hCypBmut

Para mutagénesis dirigida sobre el constructo pGEX-hCypA.

pCMV-HA-Na/K

Procedente del vector pGADT?7, digerido e inserto posteriormente ligado en

pCMV-HA.

pCMV-HA-aldoB

Procedente del vector pGADT?7, digerido e inserto posteriormente ligado en

pCMV-HA.

pCMV-HA -protS

Procedente del vector pGADT?7, digerido e inserto posteriormente ligado en

pCMV-HA.

pGBKT7-ATP Por RT-PCR a partir de RNA poliA" de rifion humano.
o Secuencia utilizada para el silenciamiento de CypB. Diseflada y amablemente
Hairpin-CypB ) ) ) )
cedida por el Dr. Jeremy Luban. Universidad de Ginebra
o Secuencia utilizada para el silenciamiento de CypA. Disefiada y amablemente
Hairpin-CypA ) L )
cedida por el Dr. Jeremy Luban. Universidad de Ginebra
o Secuencia utilizada para el silenciamiento de CypD. Disefiada y amablemente
Hairpin-CypD

cedida por el Dr. Jeremy Luban. Universidad de Ginebra

Hairpin-Cyp40

Secuencia utilizada para el silenciamiento de Cyp40. Diseflada y amablemente

cedida por el Dr. Jeremy Luban. Universidad de Ginebra

Secuencia utilizada para el silenciamiento de luciferasa. Disefiada y amablemente

Hairpin-Luc i o )

cedida por el Dr. Jeremy Luban. Universidad de Ginebra

Constucto disefiado y realizado por la Dra. Marta Puigmulé para el silenciamiento
mU6CypA . . . .

de CypA en células murinas. Universidad de Ginebra

Constucto disefiado y realizado por la Dra. Marta Puigmulé para el silenciamiento
mU6CypB

de CypA en células murinas. Universidad de Ginebra

7. Oligonucleo6tidos

Las parejas de primers empleadas en la amplificacion de acidos nucleicos se han disefiado

siguiendo los parametros necesarios para obtener unas condiciones de amplificacion dptima. De

manera que se ha tenido en cuenta que el porcentaje de GC se aproximase al maximo posible de

50%, que el primer no presentase complementariedad ni con el mismo ni con la pareja
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correspondiente. Para el disefio se ha utilizado la web http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer/primer3_www.cgi (Rozen y Skaletsky, 2000) y el proveedor de los primers ha sido

Quiacen > TuerMmo y Ecocen.

Los oligonucleotidos empleados para realizar la mutagénesis dirigida se han disefiado
siguiendo las indicaciones del protocolo del kit QuickChange Site-Directed Mutagenesis de
StraTaGENE. Principalmente se ha contemplado la inclusion de la mutacion deseada a los dos
primers para que hibridasen con cada una de las cadenas del DNA diana, que la mutacién se

encontrase en el centro del oligonucledtido y que la medida fuera de alrededor de 40 bases.

Tapla 6. Primers.

Nombre Secuencia 5°-3’ Diana Tan(°C) | Orientacion
hCypAU GGATCCATGGTCAACCCCACCGTGTTC BamHI 55 fwd
hCypAL CTCGAGCTTATTCGAGTTGTCCACAGT Xhol 55 rev
hCypBU GGATCCATGAAGGTGCTCCTTGCC BamHI 55 fwd
hCypBL CTCGAGAAAGATGTCCCTGTGCCCTA Xhol 55 rey
hFKBP12U GGATCCATGGGAGTGCAGGTGGAAACCAT BamHI 55 fwd
hFKBP12L CTCGAGGGAGGCCATTCCTGTCATTCCAG Xhol 35 rev
hCypAUpgb | CATATGATGGTCAACCCCACCGTG Ndel 55 fwd
hCypALpgb CTGCAGCTTATTCGAGTTGTCCAC Pstl 55 rev
hCypBUpgb CATATGATGAAGGTGCTCCTTGCC Ndel 55 fwd
hCypBLpgb CTGCAGAAAGATGTCCCTGTGCCCTA Pstl 55 rev
hFKBP12Upgb| CATATGATGGGAGTGCAGGTGGAAACCAT Ndel 55 fwd
hFKBP12Lpgb | CTGCAGGGAGGCCATTCCTGTCATTCCAG Pstl 55 rev
ATPU CATATGATGCTGTCCCGGGTGGTACT Ndel 55 fwd
ATPL CTGCAGTTACATAACTGGCTGTGCTT Pstl 35 rev
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hCypAURS5A | GGTTCCTGCTTTCACGCAATTATTCCAGGGTTTAT 55 fwd
hCypALRS5A | ATAAACCCTGGAATAATTGCGTGAAAGCAGGAACC —- 35 rey
hCypBUmut | CAGCAAATTCCATGCGGTAATCAAGGACGCGATGA | 55 fwd
hCypBLmut TCATCGCGTCCTTGATTACCGCATGGAATTTGCTG - 55 rev
HairpinCypB | AAGAGACCAAAGATCACCCGGC Xhol

EcoRI
HairpinCypA | TAAACTTAACTCTGCAATCCAG Xhol

EcoRI
HairpinCypD | TATGCATAACACATCATGAGTA Xhol

EcoRI
HairpinCyp40 | TATAGGTTGCAGCTTGGCTCTA Xhol

EcoRI
HairpinLuc TACAAACGCTCTCATCGACAAG Xhol

EcoRI

8. REACTIVOS QUIMICOS

Los reactivos y productos quimicos utilizados han sido subministrados principalmente por
las casas BOEHRINGHER-MANHEIM/ROCHE, FLUKA, MERCK, PANREAC y SIGMA

entre otras.

9. INSTRUMENTACION Y APARATOS

Tabla 7. Aparatos e instrumentos.

CATEGORIA APARATO FABRICANTE MODELO

Aparatos Grandes Autoclave MATACHANA
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Magquina de gel SCOTMAN AF20

Centrifugas Grandes SORVALL RT6000D
SORVALL RCs5C

Reveladora

Secuenciador automatico | PERKIN ELMER ABI PRISM 310

Molecular analayzer

Congeladores Neveras Ultracongeladores (-80°) REVCO
Nevera/congeladores (-20°) | LIEBHERR
Cultivos Campanas de Flujo TELSTAR BIO IT A
TELSTAR AV-
Incubador de CO, THERMO
Contenedor de N, LERY-FRANCE BR 2100 CRYO
DIFFUSION
Sistemas de Purificacion de Fuente agua destilada
H,0
Fuente de agua bidestilada | MILLIPORE MILLI-Qpjys
Sistemas de vacio Disecacion| Speed-Vac SAVANT SC100
Secador de geles BIO-RAD
Centrifugas de Centrifuga refrigerada EPPENDORF 4514R
sobretabla HERAEUS SEPATECH
Microfuga BECKMAN MICROFUGUE E™
SIGMA 112
HETTICH EBA12
Material Cubetas ECOGEN (diferentes medidas)
de Electroforesis BIO-RAD MINI SUB-CELL®
GT
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BIO-RAD SUB-CELL® CELL
LIFE S2
TECHNOLOGIES
BIO-RAD MINIPROTEAN II
BIO-RAD MINIPROTEAN III
BIO-RAD PROTEAN® II xi CE]
Fuentes de electroforesis PHARMACIA LKB-GPS 200/400
PHARMACIA EPS 500/400
BIO-RAD POWER PAC300
CONSORT E741
Fuentes de Calor Estufas MEMEMRT
HERAEUS (37°)
Baifios de aguad THERMOMIX MM
termostatizadores BRAUN
El de cultivos
Placas calefactoras P SELECTA THERMOBLOCK
Agitadores magnéticos
THERMOLINE NUOVA 1I STIR
PLATE
Hornos de hibridacion HYBAID
ECOGEN
Agitadores Shaker
Agitador orbital LUCKHAM CM100
Vortex HEIDOLPH REAX2000
Microscopia Microscopio Optico OLYMPUS BX40
Espectrofotémetros y otros | Espectrofotdmetro UV-VIS| UBIKON

aparatos de analitica

Espectrofotometro UV
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Luminémetro de plaques LABSYSTEM LUMINOSCAN RS
Termocicladores peltier MJ RESEARCH INC| PTC-100
block PERKIN ELMER Geneamp PCR
system 2400
PERKIN ELMER Geneamp PCR system
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1. PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

1.1. EXTRACCION DE RNA TOTAL

1.1.1.

La extraccion de RNA se ha realizado siguiendo el método

Método de Chomzczynski-Sacchi

de tiocianato de

guanidina/fenol-cloroformo (Chomczynski et al., 1987) con algunas modificaciones. Las

cantidades estan ajustadas para procesar trozos de tejido de 200-300 mg de peso

aproximadamente de un rifién de ratén adulto, de los cuales se recuperan entre 400 y 700 mg de

RNA total. Para homogeneizar los tejidos se han utilizado un homogeneizador Politron.

Material y reactivos libres de RNAsas.

Reactivos:

= Soluciéon D
= Fenol

= Cloroformo/alcohol isoamilico 49:1 (v/v)

Procedimiento:
1. Homogeneizar cada tejido en 4 ml de
solucion D
2. Pasar el homogenado a un tubo Corex® de
vidrio y afadirle respetando el orden:
- 400 ml de acetato sodico 2 M (pH 4,0)
Mezclar por inversion
- 4 ml de fenol; agitar
- 800 ml de -cloroformo/alcohol
isoamilico 49:1; agitar con fuerza
3. Dejar reposar en hielo 15 min
4. Centrifugar 30 min a 10.000 rpm (4°C);
Recuperar la fase acuosa
5. Afadir 5,5 ml de alcohol isopropilico frio (a
—20°C) y agitar vigorosamente
6. Incubarlo a —20°C durante un minimo de 2h
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10.

11.
12.

13.
14.

15.

= Acetato sodico 2 M, pH 4,0
= Alcohol isopropilico

= Etanol 70% (v/v)

Centrifugar 20 min a 10.000 rpm (4°C)
Descartar el sobrenadante y re-suspender el
pellet en 700 ml de solucién D

Anadir 700 ml de alcohol isopropilico frio
i agitar con fuerza

Incubar a —20°C durante un periodo minimo
de 60 min

Centrifugar 15 min a 13.000 g (4°C)
Decantar el sobrenadante y limpiar el pellet
de RNA con Etanol al 70% (v/v)

Repetir el paso nimero 11

Decantar el sobrenadante y dejar secar
brevemente el pellet

Re-suspender el RNA en H20-DEPC (entre
100-200ml) y wvalorar la concentracion
resultante en el espectrofotdmetro (leer a

260 nm). Coservar RNA a -80




1.1.2. Extraccion de RNA con el kit RNeasy de Quiacen

También se ha utilizado, a parte del método clasico de Chomzcynsky, el kit de extraccidén
de RNA total de la casa comercial Quiagen. Se basa principalmente en el uso de columnas
cromatograficas de afinidad que evitan la manipulacidon de sustancias potencialmente toxicas,
como el fenol y el cloroformo. Este kit representa un ahorro importante de tiempo y permite
procesar un numero mas elevado de muestras manteniendo un elevado grado de
reproducibilidad. En la extraccion de RNA a partir de tejido se han usado unos 300 mg de
muestra por columna y cuando el material de origen han sido células, se ha procesado una placa

de 10 cm por columna. Se han seguido las instrucciones subministradas por el fabricante.

1.2. PURIFICACION DE DNA PLASMIDICO

1.2.1. Purificacion a pequeiia escala de DNA plasmidico (Miniprep)

Para la preparacion de plasmido a partir de cultivo bacteriano de E. coli, se ha
utilizado el kit comercial Wizard® plus SV Minipreps Purification System de
PROMEGA. A partir de 5 ml de cultivo se obtiene un rendimiento de 15-20 ug de DNA
bastante puro y de calidad para ser utilizado directamente en reacciones de secuenciacidon
automatica y digestiones enzimaticas. Este kif se basa en el método de lisis alcalina y en la
adsorcion del DNA en una resina especial. Se han seguido las instrucciones subministradas por

el fabricante, los pasos principales se resumen a continuacion:

e Recogida y resuspension de les células bacterianas.

e Lisis alcalina.

e Neutralizacion y precipitacion proteica y del DNA gendmico.
e Unidn del DNA plasmido a la resina de la columna.

e Lavados de la columna per centrifugacion.

e FElucion.

1.2.2. Purificacion a gran escala de DNA plasmidico (Maxiprep)

En las ocasiones en que se han requerido grandes cantidades de DNA plasmidico, por

ejemplo, en digestiones o transfecciones, se ha procedido a purificar el DNA recombinante a
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partir de cultivos de E. coli con volumenes superiores, entre 400 y 500 ml. Entonces, se ha
utilizado el kit Nucleobond® AX-500 de MACHERY-NAGEL siguiendo el protocolo de la casa

comercial.

1.3. PURIFICACION DE DNA A PARTIR DE GELES DE AGAROSA

Los fragmentos de DNA resueltos electroforéticamente en un gel de agarosa se pueden
recuperar y purificar a partir del gel para utilizarse en posteriores aplicaciones. En primer lugar
se separa electroforéticamente el DNA de interés en un gel de agarosa-BrEt (mirar los apartados
2.1.1 1 2.1.2). En segundo lugar, se recorta la banda con una hoja de bisturi estéril, bajo luz
ultravioleta. Para purificar el DNA de la banda de agarosa escindida se utiliza el Agarose gel
DNA extraction kit de Rocyg, basado en la utilizacidon de polvos de silice que retienen adsorbido

el DNA en presencia de sales caotropicas. Se ha seguido el protocolo sugerido por el fabricante.

1.4. PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR O RT-PCR

Los productos resultantes de la amplificacién per PCR o RT-PCR se han purificado
separandolos de los restos de sales, primers y enzimas utilizando el High Pure™ PCR product
purification kit de RocHe. Este kit se basa en el uso de columnas de polimero capaz de retener el
DNA en determinadas condiciones. Con este sistema se pueden purificar fragmentos de DNA

entre 0,1 1 10 Kb de tamafio. Se han seguido las instrucciones indicadas por el fabricante.

2. ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS

2.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

El material de electroforesis utilizado ha sido principalmente el siguiente: cubetas tipo
minigel y de medida mediana de les casas comerciales Bio-Rap y Ecocen, y fuentes de

electroforesis de las casas comerciales Hogrrer ¥ Bio-Rap.

El DNA para analizar se ha diluido 1/10 en tampdn de carga 10x: 50% Glicerol, 0,21%
Azul de bromofenol, 0,21% Xyleno cyanol FF i 0,2M EDTA pH 8,0.
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2.1.1. Electroforesis analitica

Para visualizar el resultado de digestiones de DNA y amplificacion de acidos nucleicos se
ha realizado electroforesis en geles de agarosa [agarosa estandar grado medio, ECOGEN]
preparados en tampon TAE 1x. El porcentaje de agarosa oscila entre 0,7 i 2,5% (p/v) segun el
tamafio de los productos a separar. Para poder visualizar el DNA mediante luz UV se incorpora
al gel bromuro de etidio a una concentracion final de 0,5 pg/ml. La electroforesis se resuelve a

voltajes de entre 701 115 V.

2.1.2. Electroforesis preparativa

En electroforesis donde el proposito ha sido la purificacion del DNA de interés a partir del
gel para a una posterior aplicacion se ha utilizado agarosa de maxima pureza [molecular biology
grade agarose de Promega]. En estos casos se trabaja con dimensiones y volimenes de carga
mas grandes, entre 50 i 100 pl per pocillo, y se resuelve a voltajes mas bajos, 40-60 V, durante

un periodo de tiempo mas largo.

En ambas electroforesis, les muestras a cargar se han preparado diluyéndolas 1/10 en tampdn de
carga (tampon de carga 10x: 50% Glicerol, 0,21% Azul de bromofenol, 0,21% Xyleno cyanol
FFi10,2M EDTA pH 8,0).

2.2. AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La amplificacion de acidos nucleicos permite obtener una cantidad importante de DNA a
partir de un acido nucleico (ya sea RNA o DNA) ademdas hace posible la introduccion de
modificaciones especificas como la adicion de una diana de restriccion, mutaciones puntuales o

tags a los extremos del DNA, entre otras.

Las condiciones de amplificacién dependen principalmente del fragmento a amplificar, de

las caracteristicas de los primers a utilizar y del enzima que se elija.

Los aparatos utilizados han sido: el termociclador geneamp 2400 de Perin ELmer y €l PCT-

100™ Programable Thermal controller de MJ RESEARCH.
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2.2.1. PCR (Porymerase Craaiv Reacrion)

La amplificacion del DNA mediante la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR se
ha convertido en un procedimiento basico en los laboratorios de biologia molecular. Cada
reaccion de amplificacion se ha de optimizar de manera individualizada, y a parte del disefio
adecuado individualizado de los primers para cada gen o situacién, se han de ajustar
especificamente la temperatura de anillamiento (T, ), el niimero de ciclos de la reaccion y la

N 2+
concentracion de Mg~

Las propiedades de polimerasa utilizadas se basaran en funcion de la aplicacion
posterior que de el producto de PCR. En la mayoria de situaciones se ha utilizado EcoTag
d’Ecogen, mientras que en los casos que ha sido importante la fidelidad en la amplificacion, se
ha optado por polimerasas con actividad correctora (proofreading), como la FastStart de Rocug

ola Pfu turbo de STRATAGENE-

A continuacion se indican condiciones basicas de PCR aplicables como punto de

partida previa a la optimizacion de cualquier reaccion de PCR.

Reactivos:
= Enzima Taq Polimerasa con tampon = Tubos eppendorf para PCR de
correspondiente pared fina
= MgCl, 50 mM »  Primers forwardy reverse 10 uM
= dNTP mix (dATP, dTTP, dCTP, = H,0 mili-Q estéril
dGTP 10 uM)
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Procedimiento
1. Preparar la reaccion siguiente en t Subministrado con la DNA
gel: Viina= 50 pL polimerasa especifica utilizada.
2. Colocar cada reaccién en el
Componente Concentracion termociclador y  ejecutar el
final programa de  PCR. Las
condiciones de amplificacion son:
H,0 mili-Q estéril hasta al V final
DNA* x ul .
94° C 5 min
10x Taq buffer t 1x
94° C 30s
Mg Cl, I’SmM 30
X
T, 30s
dNTPs mix 10 mM 200 uM
72°C 1 min /Kb
forward primer 10 uM 1 uM
o .
reverse primer 10 uM 1 uM 2°C > min
Eco Tagq 1-2,5U 4°C ©
* Las cantidades de DNA varian # Temperatura de anillamiento,
segun se trate de DNA genomico equivale a ~T,, (primers) — 5 °

(25-100ng) o DNA plasmidico (0,1-1
ng)

2.2.2. RT-PCR (REVERSE TRANSCR]PTION - l)OLYMERASE CHAlN REACTION)

La transcripcion inversa-PCR o RT-PCR permite obtener un cDNA de doble cadena
partiendo de un mRNA correspondiente. La técnica se divide en dos etapas, primero se produce
la transcripcion inversa (RT) a partir de mRNA, utilizando un primer anti-sentido especifico o
un oligonucleotido oligo-dT17 y, en segundo lugar, ocurre la amplificacion por PCR de la
cadena de cDNA sintetizada inicialmente. Tradicionalmente, estas dos etapas se realizaban

separadamente, ahora existen kits comerciales que mediante formulaciones de una mezcla de
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transcriptasa inversa y Taq polimerasa permiten realizar la sintesis de cDNA acoplada a la PCR

en un unico tubo, utilizando una pareja de primers especificos.

Se ha empleado el kit Syperscripr™ One-Step RT-PCR with Pryrivuu® Taq de Invitrocen que
consiste en una mezcla de los enzimas Sypgrscripr II H-Reverse Transcriptase y PLATINUM
Tag, una Taq DNA polimerasa acomplejada con un anticuerpo que inhibe la actividad
polimerasa a temperatura ambiente pero que permite la recuperacion de esta actividad después
de la desnaturalizacion a 94°C durante la PCR. Esta Hot start automatica permite incrementar la
sensibilidad, la especificidad y el rendimiento de la reaccion de PCR. Se han seguido las

instrucciones subministradas por la casa comercial.

2.2.3. Mutagénesis dirigida

La mutagénesis dirigida in vitro nos permite estudiar la relevancia de una determinada
secuencia incluida en la region reguladora de un gen. Para introducir mutaciones puntuales o
deleccionar DNA de doble cadena se ha utilizado el QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis

kit de Stratacene siguiendo las instrucciones del fabricante.

Como DNA, se utiliza un vector plasmidico que contiene el DNA de interés y, como
primers, dos oligonucleotidos sintéticos que contienen la mutacidon deseada, cada uno de ellos
complementario a cada una de les cadenas opuestas del plasmido. Mediante la Pfu Turbo DNA
polymerase se extienden los primers generando un nuevo plasmido de doble cadena que
contiene la mutacién. Para eliminar el DNA parental se afiade a la mezcla el enzima de
restriccion Dpn I, endonucleasa especifica de DNA metilado y hemimetilado. Asi se consigue
seleccionar el DNA mutado que se transforma en la cepa de bacterias One-Shot® TOPI10 de E.
Coli de la casa comercial Invitrogen. De las colonias obtenidas se extrae DNA y se secuencia

para comprobar que se ha producido la mutacion pretendida.

Las condiciones de la reaccion se han de ajustar en funcion del numero de cambios que
queremos introducir y del tamafio del plasmido que contiene el DNA para mutar. Las

condiciones generales son:
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Reactivos

Pfu  Turbo polymerase con su
correspondiente tampon (StraTaGeN)
dNTP mix (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP 10 mM)

tubos eppendorf de pared fina

Procedimiento

1.

Preparar la siguiente reaccion:

Componente Concentracion
final

H,0 mili-Q estéril hasta 50 ul
DNA 50 ng
10x Pfu buffer * Ix
dNTPs mix 10 mM 250 uM
forward primer 10 uM 200 nM
reverse primer 10 uM 200 nM
Pfu Turbo polymerase 2,5U

Colocar las reacciones en el

termociclador 'y  ejecutar el

programa de PCR
95°C 30s
95°C 30s
55°C 1 min

68° C 2 min / Kb plasmido

x 12 /16 / 18 ciclos*

Primers mutados forw/rev 10 uM
H,0 mili-Q estéril

Dpnl 10 U/ pL [Roce]
One-Shot® TOP10 [Invitrocen]

4°C 0
# 12 cicles per mutaciones puntuales
16 cicles per mutaciones de 2 nt

18 cicles per mutaciones de 3 nt

Anadir 1 pL de enzima de
restriccion Dpnl a la reaccion de
PCR y incubar 1 horaa 37° C
Transformar por choque térmico
una alicuota de bacterias
competentes One-Shot® TOPI0
con 2 puL de la reaccion de PCR
digerida

Sembrar todo el volumen de la
transformacion en placas de LB con
el antibiotico adecuado para
seleccionar las bacterias

transformadas.



2.3. SECUENCIACION DE DNA

Las secuencias se han realizado en el servicio interno de secuenciacion del centro con el

secuenciador automatico ABI PRISM 310 genetic analyser de PERKIN ELMER BIOSYSTEMS-

Las reacciones de secuencia se han obtenido con BigDye® Terminator vI.I Cycle

Sequencing Kit de APPL[ED BIOSYSTEMS Yy s€ han optimizado en el termociclador PERKIN ELMER

GeneAmp PCR System 2400.

Reactivos

* Big Dyevi.I [AppLiep Biosystems]
= H,0 mili-Q estéril

Procedimiento

Reaccion de secuencia

1. Preparar la siguiente reaccion:

Componente Cantidad

H,0 mili-Q estéril hasta 20 pl

DNA* x ul
primer 5 uM Il
5x BD buffer 4 ul
2x Dil buffer 10 pl

* Producto de PCR (200 ng); Plasmido
(I'ng)
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Primers especificos 5 uM

Etanol 100 %y 70 % (v/v)

Poner la  reaccibn en el
termociclador y ejecutar el siguiente
programa:

96° C 2 min
96° C 10s
x 25
Ta# 5s
60°C 4 min

4°C 0

# Temperatura de anillamiento,
generalmente -5°C por debajo de la T,

de los primers



Precipitacion de la reaccion de secuencia

* Afiadir a la reaccion: = Resuspender el pellet en 15 pl de

H20 mili-Q 16 TSR.
= Desnaturalizar 3 min a 94°C.
Etanol 95% 64 pl
= Centrifugar brevemente y poner en
hielo.
= Quardar a 4°C i a oscuras hasta que

= Vortexar, precipitar 15 min a

. la muestra sea inyectada en el
temperatura ambiente.

] ) analizador.
= Centrifugar 20 min a 14000 rpm.
= Rentar el pellet con 250 ul de etanol
al 70%.

= Dejar secar.

3. DNA RECOMBINANT

3.1. CLONAJE Y SUBCLONAJE DE DNA

La estrategia mas habitual ha sido el clonaje de productos de PCR en vectores comerciales
especificos para este cometido y el posterior subclonaje del inserto en otros plasmidos de interés

concreto para cada aplicacion.

3.1.1. Clonaje de productos de PCR

La estrategia generalmente empleada para la clonacion de productos de PCR aprovecha la
actividad transferasa 3’ terminal que algunas polimerasas, como la Taq o la Tfl, presentan y que
supone la adiccion de una desoxiadenosina extra en los extremos 3’de las cadenas amplificadas.
Esta caracteristica permite que vectores comerciales que presentan una desoxitimidina
protuberante en sus extremos 3’ sean compatibles con los fragmentos de DNA amplificados a

clonar y de esta manera incrementan notablemente la eficiencia de ligacion.

Para esto se ha utilizado el vector TOPO TA Cloning® de Invitrogen Y basicamente se han

seguido los siguientes pasos del kit que son:
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Preparacion del inserto para clonar.
Ligacion del inserto en el vector de clonaje

Transformacion de los productos de la ligacion en bacterias competentes.

L b=

Analisis de los clones resultantes.

Preparacion del inserto

Los fragmentos de DNA amplificado a clonar se han de purificar antes de realizar la
ligacion. Cuando en la reaccion de amplificacidon e obtienen diferentes fragmentos de DNA, se
ha resuelto electroforéticamente el producto de PCR y se ha recortado del gel la banda
correspondiente al fragmento de interés. El DNA obtenido en esta banda se ha purificado
siguiendo el protocolo ya descrito (mirar apartado 1.4). En los casos qué se ha obtenido un
producto unico durante la amplificacion, este ha sido purificado directamente utilizando kits

comerciales de purificacion de productos de PCR (mirar apartado 1.5).

En cualquier caso se ha comprobado la pureza y la concentracién del DNA purificado
mediante electroforesis en geles de agarosa (mirar apartado 2.1.1) y la medida

espectrofotométrica, antes de continuar con el proceso de clonaje.

Ligacion del inserto en el vector pCR®2.1-TOPO®

1. Preparar la siguiente reaccion: t Habria que optimizar la relacion
Componente cantidad inserto(I)/vector(V);  normalmente se ha
utilizado la relacién molar I:V
H,0 mili-Q hasta 6 pl
3:1. La cantidad final de inserto se ha calculado
Producto de PCRf 0,5-4 pl con la formula descrita mas abajoy.
Salt solution* 1l
pCR®2.1-TOPO®*" 1l 2. Mezclar ¢ incubar de 5 a 10 min a
temperatura ambiente.
3. La ligacion se puede guardar a -20 C
* Subministrado con el kiz. ¥ A 10 ng/ul. hasta su utilizacion.
.I.

Cantidad de V (ng) x medida del | (kb) relacion
X
medida del V

= ngdel
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3.1.2. Subclonaje de DNA

Hablamos de subclonaje cuando los insertos que se van a clonar provienen de la digestion de
un constructo generado previamente que ya los contenia, es decir, cuando lo que se pretende es

cambiar el inserto de plasmido debido a las diferentes propiedades que este ofrece.

El protocolo de subclonaje ha sido el siguiente:

1. Digestion del inserto y del vector.
2. Defosforilacion del vector
3. Purificacion del DNA, tanto del inserto como del vector.
4. Anillamiento de oligonucledtidos
5. Ligacion del inserto en el vector de clonaje.
6. Transformacion del producto de la ligacion en bacterias competentes.
7. Identificacion de las colonias recombinantes.
Digestion del DNA

Siempre que ha sido posible, para la digestion de inserto y vector se han escogido enzimas
de restriccion que generasen extremos protuberantes diferentes, para permitir la clonacidén

direccional del inserto.

Las digestiones se han realizado con enzimas de restriccidon de la casa comercial Rocyg a una

concentracion aproximada d’1 U/pg de DNA. El protocolo utilizado ha sido:

1. Preparar la siguiente reaccion:

Subministrado con el enzima de

Componente Concentracion final restriccion.
H20 mili-Q hasta 50 pl "1 0 2 enzimas en funcién de si hemos
podido obtener 2 dianas en cada extremo y
DNA 10 pg
de la compatibilidad de sus tampones.
Enzimas® 2 U/ug DNA
. T Si usamos 2 enzimas debemos usar el
Tampén 10x”7 1x

tampon mas compatible con los dos.

2. Incubar la reaccion o/n a 37° C.
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4. La digestion se puede guardar a -20°C
3. Comprobar que la digestion se hasta su posterior utilizacion.
completa por electroforesis en gel

de agarosa (mirar protocolo 2.1.1).

Defosforilacion del vector

En los casos en qué se ha digerido el vector con un solo enzima o con enzimas generadores
de extremos romos o extremos cohesivos compatibles se ha defosforilado el vector para evitar

que haya religacion, fendmeno que disminuye la eficiencia de ligacion.

Se ha empleado el enzima CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase) de Rocys se ha

seguido el siguiente protocolo:
1. Preparar la reaccion de defosforilacion:
Plasmido digerido (10 ug)
1/10 del volumen de 10x CIAP buffer*
1 pl (1U) del enzima CIAP
2. Mezclar e incubar 60 min a 37°C.

3. Inactivar térmicamente la fosfatasa a 65°C durante 15 min

*Subministrado con el enzima.

Purificacion del DNA que se va a clonar

Una vez digerido y defosforilado el DNA se ha purificado. Tanto para el inserto como para
el vector se ha seguido el protocolo de extraccion de acidos nucleicos a partir de geles de

agarosa (mirar apartado 1.4).

Ligacion entre el inserto y el vector

Una vez estimada la concentracién aproximada de DNA (a partir de la intensidad que

presenta 1 uL en un gel de agarosa después de la purificacidon) se calcula la cantidad molar de
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vector (V) y de inserto (I) que se incluird en la ligacion. En general como relacion de partida se

ha utilizado una I:V de 3:1.

Para la ligacion se ha empleado el Rapid DNA Ligation kit de Rocyg, el protocolo se detalla

a continuacion:
1. Preparar en un tubo:
10 pl de DNA (vector mas inserto) '
en DNA dilution buffer’ 1x
10 pl 74 DNA ligation buffer” 2x
1 ul T4 DNA ligase"

* Subministrado con el kit.

" Se ha de optimizar la relacién inserto (I) / vector (V); normalmente se ha
utilizado una relacion molar I:V de 3:1. Generalmente se ha utilizado unos 100
ng de vector y la cantidad final de inserto se ha calculado con la féormula

descrita en el apartado Ligacion del inserto con el vector del protocolo 3.1.1.
2. Incubar la reaccidon 5 min a temperatura ambiente.

3. Parar la reaccion a -20°C o proceder con la transformacion.

3.2. TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES

Las bacterias competentes son aquellas capaces de incorporar DNA exdgeno mediante su
transformacion. Hay cepas comerciales que ofrecen esta capacidad, como las bacterias
ampliamente utilizadas en este trabajo One-Shot® TOP10 de E. coli, de Invitrogen, hechas
competentes quimicamente y con una eficiencia de transformacion de 10’-10% cfu/pg. Pero la
competencia también se puede inducir en el laboratorio mediante un tratamiento de las bacterias
previo a la transformacion, en el cual se induce el estado transitorio que permite la adquisicion

de DNA.

3.2.1. Preparacion de bacterias competentes para transformar por choque

térmico
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El tratamiento de las cepas de E. coli BL21(DE3)pLysS con sales como el MgCl, y el

CaCl, permite que se conviertan competentes por choque térmico. El protocolo seguido ha sido

el siguiente:

Reactivos

Placas de LB-agar
MgCl, 100 mM

Procedimiento

Sembrar bacterias de la cepa de E.
coli escogida en una placa de LB
sin antibidtico y crecer o/n a 37°C.
Inocular un cultivo liquido de 3 ml
de LB con una colonia aislada y
crecer o/n a 37°C y en agitacion
(225 rpm).

Inocular 250 ml de LB con los 3 ml
del cultivo crecido o/ en un
erlenmeyer de 1 L. Incubar a 37°C
en agitacion (225 rpm) hasta que el
cultivo alcance la fase exponencial
(Ass 0,7-0,8).

Centrifugar el cultivo a 4000 rpm,
durante 5 min y a 4°C, descartar el
sobrenadante.

Resuspender el pellet de bacterias
con 50 ml de MgCl, 100 mM
atemperado a 4°C.

en hielo

Incubar las bacterias

durante 30 min.

3.2.2.
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10.

11.

12.

13.

Transformacion por choque térmico

CaCl, 100 mM

CaCl, 85 mM - glicerol 15%

Centrifugar a 4000 rpm, durante 5
min. a 4°C, descartar el
sobrenadante.

Resuspender el pellet de bacterias
con 50 ml de CaCl, 100 mM
atemperado a 4°C.

Incubar las bacterias en hielo de 30
a 90 min.

Centrifugar a 4000 rpm, durante 5
min. a 4°C, descartar el
sobrenadante.

Resuspender el pellet con 20 ml de
CaCl, 85 mM — 15% glicerol.
Repartir las bacterias resuspendidas
en alicuotas de 100 o 200 pl i
congelarlas rapidamente en un bafio
de acetona/nieve carbonica.
Conservar las bacterias competentes

a -80°C.



El choque térmico ha sido la estrategia escogida para la transformacion tanto de bacterias
competentes generadas en el laboratorio como de la cepa comercial One-Shot™ TOP10, aunque

el protocolo seguido se ha variado ligeramente tanto en un caso como en el otro.

Cepa BL21(DE31)pLys

Descongelar en hielo una alicuota
de bacterias competentes.

Diluir 1 pl de plasmido en 19 pl de
H20 mili-Q vy afiadirlo a las
bacterias competentes.

Incubar en hielo durante 20 min.
Realizar el choque térmico a 42°C

durante 2 min 30 seg.

Cepa One-Shot® TOP10

Descongelar en hielo una alicuota
de bacterias One-Shot® TOPI0.

Afadir a la suspension de bacterias
2 pl de una ligacion del producto de
PCR (mirar apartado 3.1.1) o bien
de 2-5 ul de una ligacion estandar
(mirar apartado 3.1.2) y mezclar.

Incubar minimo 30 min en helo.

Realizar el  choque térmico
mediante 30 s de incubacién a 42°C.
Transferir  inmediatamente  la

mezcla en el gel.

4.1. CULTIVOS CELULARES

4.1.1. Lineas y medios de cultivo
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Sembrar todo el volumen de la
transformacion en una placa con
medio selectivo para identificar las
bacterias transformantes.

Incubar la placa o/n a 37°C.

Afiadir 250 pl de medio SOC
previamente atemperado a 37°C.
Incubar a 37°C con agitacion (200-
225 rpm) 1 h.

Sembrar 100-150 pl en una placa
con medio selectivo adecuado para
identificar las bacterias

transformantes.

Incubar la placa o/n a 37°C.

4. CULTIVOS CELULARES Y TRANSFECCIONES



Las lineas celulares” empleadas en este trabajo son de origen renal y han sido: HK-2, PCT3,
293T y COS-7. Todas les lineas celulares han sido mantenidas y expandidas a 37°C en un
incubador con atmosfera humeda (al 5% en CO2), siguiendo los procedimientos y las practicas

estandar requeridas para el trabajo con cultivos en condiciones estériles (Davis, 2002)

* mirar apartado 1.1 de MatgriALES

4.1.2. Tripsinizacion

Todas las lineas con las que se ha trabajado crecen de manera adherente sobre un soporte

solido. La tripsinizacion se ha realizado cuando el cultivo ha alcanzado entre un 80 y un 90% de

confluencia.
Reactivos
= PBS Ix estéril = Medio de cultivo (mirar apartado 1.2 de
= Tripsina—EDTA al 0.05% MATERIALES]
[BioLocicar InpustriEs]
Procedimiento
1. Temperar la tripsina, el PBS y el 5. Neutralizar la tripsina con un

medio de cultivo a 37°C.

Lavar la monocapa de células con
PBS Ix.

Retirar el PBS 1x y afadir la
tripsina a las células,
aproximadamente, teniendo en
cuenta la relacion volumen/area: 3
ml /T-25 (25 cm2 de area).

Incubar 5 min a 37°C dentro del

incubador de cultivos.
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volumen de medio de cultivo y
traspasar las células
desenganchadas a un tubo de 15 ml.
Centrifugar las células a 1000 rpm 5
min.
Descartar el sobrenadante y
resuspender el pellet con 1-2 ml de
medio.

Sembrar la cantidad de células

deseada en una nueva placa e



incubar a 37°C en una atmosfera al 5% CO..

4.1.3. Recuento de células

En los casos que haya que sembrar una cantidad concreta de células, se debe determinar

previamente la concentracion. El protocolo para contar es el siguiente:

Reactivos
= Azul de tripan [Sigma] = (Camara de contaje de Neubauer

Procedimiento

1. Coger una alicuota de la suspension 2. Llenar la camara de Neubauer con
celular y preparar una dilucion 1:10 en la dilucion preparada, contar el
azul de tripan. nimero de células viables - no

tefiidas- en los diferentes campos y

hacer el calculo  siguiente:

num. células/ ml = nam. células promedio de los 4 campos x 10 x 10*

4.1.4. Conservacion de células

Las células eucariotas se pueden conservar congeladas en un medio que incluye

criopreservadores en nitrogeno liquido. El protocolo de congelacion ha sido el siguiente:
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Reactivos

DMSO [Sigma]

Procedimiento

Tripsinizar el cultivo celular que ha
llegado a confluencia y
resuspenderlo en 1 ml de medio,
contar el nimero de células.

Afnadir a un criotubo 100 pl de
DMSO vy enfriar en hielo hasta que
este solidifique.

Afnadir 900 pl de la suspension
celular (0,5-1x106 células totales) al

criotubo que contiene el DMSO.

4.1.5. Descongelacion de células

Criotubos

Mezclar hasta que el DMSO se
haya licuado, colocar el criotubo en
un  contenedor  especial  de
congelacion (Mr.Frosty)[Narcene] ¥
dejarlo o/m a -80°C para permitir
una congelacion gradual de les
células.

Transferir el criotubo a un tanque

de N, liquido

La descongelacion de células ha de ser un proceso rapido que evite la pérdida de la viabilidad

de les células que son descongeladas.

Procedimiento

Sacar las células congeladas del N,
liquido y descongelarlas en un bafio
a 37°C hasta que quede nada mas
una pequefia porcion  central
congelada.

Anadir al vial 1 ml de medio de
cultivo frio (a 4°C) y mezclar bien.
Transferir todo a un tubo con 8 ml

de medio frio (a 4°C).
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Centrifugar 5 min a 4°C a 1000 rpm
Descartar el  sobrenadante vy
resuspender el pellet en 1 ml de
medio.

Sembrar la totalidad de Ia
suspension celular en una nueva

placa de cultivo.




4.2. TRANSFECCION TRANSITORIA

La transfeccion consiste en la introduccion de DNA plasmidico dentro de células eucariotas.
Existen diferentes métodos fisicoquimicos para hacerlo, entre los cuales hay: la electroporacion,

la precipitacion con fosfato célcico o la vehiculizacion del DNA en vesiculas lipidicas.

La transfeccion transitoria, concretamente, se caracteriza porque el tiempo qué el DNA

exdgeno se mantiene en las células es corto, entre 3 y 4 dias aproximadamente.

Para transfectar transitoriamente nuestras lineas celulares, se ha utilizado un método basado
en liposomas, concretamente el producto Lirorectammne | Prus de la casa comercial Tnvitrogen. Se
trata de wuna mezcla liposomica (3:1) del lipido policatidnico 2,3-dioleiloxi-N-
[2(sperminecarboxamido)etil]-N,N’-dimetil- 1 -propanaminotrifluoroacetat (DOSPA) y el lipido
neutro dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE). El reactivo Prys se acompleja con el DNA
favoreciendo su empaquetamiento con los liposomas y produciendo asi el aumento del

rendimiento de la transfeccion.

Para los experimentos de ShRNA con virus, transfectamos las células con el método de

fosfato de calcio que se explica mas abajo.

El porcentaje de células que incorporan el material genético externo en la transfeccion
transitoria es habitualmente reducido, aunque depende de la linea celular utilizada. En la linea
PCT3 el porcentaje de transfeccion, después de la optimizacion de les condiciones de trabajo, es

de un 30%.

Reactivos
. ™
= Reactivo LirorEcTAMINE = PBS Ix
[INVITROGEN]

= Reactivo PLys [Invitrocen]

= Medio OPTI-MEM [GIBCO]
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Procedimiento

El dia previo a la transfeccion,
sembrar el numero adecuado de
células para obtener
aproximadamente un 60% de
confluencia en el momento de la
transfeccion (Taura 9).

Preparar la solucién A diluyendo el
DNA en el volumen adecuado de
medio OPTI-MEM y anadirle la
cantidad correspondiente de
reactivo Prys. Incubar 15 min a
temperatura ambiente.

Preparar la solucion B diluyendo el
reactivo  Liporectaming €0 OPTI-
MEM.

Combinar la mezcla de DNA-P; s
con el reactivo  LiporectaMINE
preparado en el paso anterior.

Incubar 15 min a temperatura

ambiente.

10.

4.2.1. Transfeccion con Fosfato de Calcio

Reactivos

CaCl, 2.5M (peso molecular: 147)
HEBS2X (Hepes, NaCl, NaHPO,,
Dextrosa)

Placas de 6 pocillos

Procedimiento

Lavar las células con PBS 1x
atemperado a 37°C.

Anadir a la mezcla final de
transfeccion el volumen necesario
de OPTI-MEM para llegar al
volumen final de transfeccion
(Taura 9), y distribuirlo bien por
toda la placa.

Incubar las células con los
complejos DNA/lipidos durante 3 h
en el incubador de cultivos (37°C i
5% CO,).

Lavar las células con PBS 1x.
Mantener las células con medio
completo a 37°C y 5% de CO,.
Mirar la expresion del DNA
exogeno, normalmente a las 24-48 h

post-transfeccion.

Medio para células HEK293




1. Aifiadir en un eppendorf: 10pg del 4. Afadir a las células HEK293.
vector que contiene el hairpin de 5. Esperar entre 6-8 horas.
RNA, 7ug de packaging, 3,51g 6. Lavar las células con PBS 1X.
envelope. Afiadir hasta 450ul de 7. Anadir 10 ml de medio para células
agua + 50ul de CaCl, 2.5 M + 500 HEK293.

ul de Hebs2x.
2. Hebs2x deberia afadirse a gotas.

3. Dejamos precipitar durante 20 min.

5. PRODUCCION DE LENTIVIRUS

La produccion de lentivirus se ha utilizado para el silenciamento de CypA, CypB,
CypD y Cyp40. Los vectores lentivirales integran y expresan establemente transgenes tanto en
células que se dividen como células que no se dividen, abriendo asi posibilidades para la
investigacion basica en el tratamiento genético de enfermedades humanas. Las particulas
lentivirales sn generadas co-expresando los elementos del empaquetamiento del virion y el
vector genomico en una célula que se usa como productora del virus. Las células utilizadas son
células embrionarias renales humanas 293T. En nuestro caso utilizamos vectores basados en el
virus del HIV-1 que contienen componentes enzimaticos del virion. Los vectores utilizados sén
pAPM, psPAX, pMD2G y estan descritos en la tabla 4 de materiales. En la siguiente figura se

muestra esquematimente como funciona el sistema de produccion de virus.
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Reactivos

e (CaCl, 2.5M (peso molecular: 147)
e HEBS2X (Hepes, NaCl, NaHPOy,,

Placas de 6 pocillos

Medio para células HEK293

Dextrosa) e Medio para células HK-2
Procedimiento
1. Dia 1. Sembrar 3 millones de 10 cm.
células HEK293 por cada placa de 2. Dia 2. Por la mafiana transfectar

Vector Production

YVeorar r-nn:l'rn.rr

AL
i e el WO \ S
Packaging comstruck
il i L 'r,.
[T s - Mgrj z r
Envelape construct
FETT Tl —
Mec ;
Plac Titer of phyzical particlas:PP Titer of infactiour particlas:IP
ameunt of p24 (FAES 1 TU/mL)
1 fgp2d4 =12 pp QFCR @ V&/mL
24 pocillos | 60000 0.4 4 1 25 0,250
6 pocillos 250000 2 6 4 100 1
60 mm 650000 5 8 12 250 2.5
100 mm 1,5x10° 12 20 30 750 6
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con el método de fosfato de calcio. 9. Aifadir en las células HK-2 10l del
3. Dia 3. Preparar las células HK-2 virus del paso anterior.

para titulacion: 50000 células por 10. Dia 8. Después de 4 dias de

cada placa de 6 pocillos. infeccion, proceder a la titulacion
4. Dia 4. Recuperar el sobrenadante de de estas. En nuestro caso afiadimos

las placas de 10 cm transfectadas. puromicina a 2ug/ml ya que
5. Filtrar el sobrenadante con un filtro estdbamos haciendo una infeccion

0,45u. estable.

6. Mantener 100l para la titulacion.

7. Centrifugar el resto durante 1 hora
y media a 4° a 26000 rpm.

8. Resuspender el virus en 1 ml de
medio de las células HK-2 y dejar
en hielo durante 30 min.

TaprLa 8. Cantidades y volimenes de transfeccion

6. EXTRACCION DE PROTEINAS

6.1. EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Para determinar determinar y caracterizar el tejido renal de raton y concretamente de las

células del tabulo proximal ha sido necesaria la obtencién de extractos proteicos.

6.1.1. Extraccion de proteinas totales a partir de cultivo celular

Reactivos
= Tampon de lisis RIPA [50 mM = Inhibidores de fosfatasas:
Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 ortovanadato de sodio 250 mM vy
mM EDTA, 1% Nonidet P-40, fluoruro de sodio 1M
0,5% DOC, 0,1% SDS] = PBS Ix

= Inhibidores de proteasas: leupeptina
5 mg/ml, aprotinina 1 mg/ml y

PMSF 200 mM.
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Procedimiento

1. Suplementar el tampon de lisis con
los inhibidores de proteasas y
fosfatasas en el momento de
utilizarlo en  las  siguientes
concentraciones:

leupeptina 1 pg/ml
aprotinina 5 pg/ml
PMSF 2 mM
Na;OV,; 1 mM
NaF 10 mM

2. Descartar el medio de cultivo y
lavar las células tres veces con PBS
1x frio.

3. Anadir el volumen adecuado de
tampodn de lisis frio a la placa (500

ul / placa de 6 cm de diametro) y

rascar las células, sobre hielo, para
desprenderlas de la placa.

Transferir las células parcialmente
lisadas a un eppendorf y pasarlas
por una jeringa de 21G x 20 en
hielo 5 veces.

Mantener el lisado en hielo durante
30 min para permitir una lisis
completa.

Centrifugar durante 30 min a 4°C y
15000 rpm. El sobrenadante se
considera el lisado total en
condiciones nativas.

Alicuotar el lisado y guardar a -

80°C.

6.1.2. Extraccion de proteinas totales a partir de tejido

Para la obtencidn de extractos proteicos totales a partir de tejido hemos aplicado el mismo

método basado en el tampdn de extraccion RIPA y hemos partido de tejido recién extraido o

bien conservado a -80° C hasta su utilizacion. El tejido utilizado en este trabajo ha sido rifion de

raton, el cual tiene que ser decapsulado antes de ser congelado y utilizado. Para hacer extractos

totales hemos partido de unos 100 mg, equivale aproximadamente a la totalidad de un rifion de

raton adulto.

Reactivos

= Tampon de lisis RIPA [50 mM
Tris-HC1 pH 7,5, 150 mM NaCl, 1
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mM EDTA, 1% Nonidet P-40,
0,5% DOC, 0,1% SDS]




Inhibidores de  proteasas y

Procedimiento

1.

7. EXPRESSION DE PROTEINAS IN VITRO:

Anadir los inhibidores de proteasas
y fosfatasas tal y como se describen
en el apartado 5.1.1

Homogeneizar el tejido a 4°C con
500 pl de tampon de lisis para cada
200 mg de tejido en un
homogeneizador.

Transferir el lisado en un eppendorf

y pasarlo per una jeringa de

21Gx20 en hielo 10 veces.

fosfatasas (mirar apartado 5.1.1)

Incubar el lisado 30 min en hielo.
Centrifugar a 15000 rpm durante 30
min a 4°C 'y recuperar el
sobrenadante que se considera el
lisado total en condiciones nativas.
Alicuotar el lisado y guardarlo a -

80°C.

TRADUCCION IN VITRO MEDIANTE RETICULOCITOS DE CONEJO

Este método de expresion de proteinas se basa en el uso de extractos comerciales lisados de

reticulocitos de conejo que contienen toda la maquinaria celular y elementos necesarios para

realizar la transcripcion reversa y la traduccidon simultanea de los transcritos generados en un

sistema exogeno y artificial en un tubo incubado a 30° C.

El proceso de sintesis in vitro de proteinas se realiza en tres etapas esenciales. En primer

lugar se debe clonar el cDNA de la proteina de interés en un vector adecuado que dispone del

promotor viral T3/T7 que dirige la transcripcion. A partir de este molde, la transcriptasa reversa

viral presente en los lisados sintetizara los cRNAs correspondientes. Finalmente tendra lugar la

traduccidn de los transcritos generados en polipéptidos que incorporaran metionina marcada con

azufre-35 afadida en el cdctel. Esto nos permitira testar la eficiencia de la reaccion al resolver el

extracto en un gel de acrilamida y exponerlo en un film donde seran visibles les bandas

radioactivas de los péptidos sintetizados.

Reactivos
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. kit TnT [PROMEGA]
= Redivue L-[*’S]Metionina (300

mCi/mmol) [AuersHam]

Procedimiento

1. Conlleva la siguiente reaccion:

Cantidad
Componente

H,0 nuclease free* hasta 50 pl
plasmido cDNA 1pg/ul 1wl
[3S]-Metionina # 2ul
lisado de reticulocito* 40 ul

# En los casos qué la finalidad de la
expresion es el uso de la proteina en
ensayos de EMSA, se usa Metionina no

marcada, subministrada con el kit

* Subministrados con el kit

2. Incubar 90 min a 30°C

3. Analizar los resultados de la
traduccion en un gel de
acrilamida/SDS-PAGE:

i) Cargar 5 ml de cada muestra

(diluida 1/5 en tampon de carga)

8. TECNICAS INMUNOLOGICAS

= Material para  minigeles de

acrilamida

i1) Correr el gel, fijarlo 30 min en

tampon de fijacion:
Metanol al 50% (v/v)

Acido acético al 10% (v/v)

iii)) Incubar 10 min en salicilato
sodico IM (solucion

fluorografica)

iv) Incubar el gel 5 min en la

siguiente solucion:
Metanol al 7% (v/v)
Acido acético al 7% (v/v)

Glicerol al 1% (v/v)

v) Secar el gel sobre papel Whatman
3MM 1-2h a 80°C sometido a

vacio

4. Exponer el gel seco en un film de
rayos X Kopak @ —70°C. Revelar a
las 6-24 h

8.1. ANALISIS DE PROTEINAS POR SDS-PAGE Y WESTERN BLOT

8.1.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida



La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) es la técnica analitica empleada para

separar proteinas. SDS-PAGE permite separar les proteinas concretamente en funcion de su peso

molecular. Por un lado, la mezcla de acrilamida/bis-acrilamida forma una red compleja en

polimerizar, a través de la cual han de migrar las proteinas cuando se les aplica un campo

eléctrico; por otro lado la presencia de SDS, detergente anfipatico que desnaturaliza las

proteinas y les confiere una densidad de carga global negativa, permite separarlas

principalmente seglin su peso molecular.

Hemos empleado el sistema de electroforesis mini-PROTEAN Il de Bjo-Rap y hemos

confeccionado los geles entre 10 1 15 % de acrilamida en funcion del peso molecular de las

proteinas que se iban a resolver.

Reactivos

Tampon de carga o de Laemmli 3x*
Tampon de electroforesis *

Tincién azul de Coomassie *
Solucion para destefiir al 10% de

acido acético

Procedimiento

1. Preparar los geles de poliacrilamida
(tabla 9).

2. Preparar las muestras de proteina
diluyéndolas en tampoén de carga
3x, hervirlas 5 min y mantenerlas en
hielo.

3. Montar los geles en la cubeta de

electroforesis, cubrir con el tampdn
de electroforesis y cargar las

muestras de proteina en los pocillos.

100

*(mirar Annexo)

Correr las muestras con un
amperaje constante, 20 mA / gel,
durante 1 h o hasta que salga el
frente.

Teiiir los geles durante 10 min con
la tincion azul de Coomassie.
Desteilir los geles con 10% de acido
bandas

acético hasta observar

discretas en el gel.



Tasta 9. VolUmenes necesarios para la preparacion de 2 geles de acrilamida

Gel Separador

Porcentaje de acrilamida
Componentes

10% 12% 15%

30% acril/0,8 bis S5ml 6ml |7,5ml

4x Tris-Cl/SDS pH | ’ ’ 8.1.2. Electro-
8,8 375 ml 13775 ml 375 ml transferencia de
proteinas:  Western

Blot

H,O 6’25ml |5°25ml (3’75 ml

10% PA 0,05ml |0,05ml [0,05ml

TEMED 0,0l ml [0,01 ml [0,01 ml Una vez separadas por SDS-PAGE,

las proteinas pueden ser transferidas a una

membrana de PVDF (polyvinylidene fluoride) o de nilon mediante una segunda electroforesis
realizada en poco tiempo y con alto voltaje en direccion hacia el eje mayor del gel. De esta
manera las proteinas quedan adheridas en la membrana en la misma posicion y orden que

ocupaban en el gel de acrilamida.

La presencia de proteinas se revela con anticuerpos | Gel Concentrador

especificos de las proteinas de interés y con anticuerpos ;
Componentes Cantidad

secundarios conjugados con peroxidasa o fosfatasa

alcalina, biotina, etc. 30% acril/0,8 bis 0,65 ml

Se ha utilizado el Mini Trans Blot-Cell de la casa | 4X Tris-CUSDSpH 6,8 | 1,25 ml

comercial Bip-Rap. H,0 3.05 ml
10% PA 0,025 ml
Reactivos TEMED 0,01 ml

= Tampon de transferencia (ver

anexo)
=  H,O destilada

*  Membranas WESTRAN®PVDF

= Metanol
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[SCHLEICHER & SCHUELL]

Procedimiento

1.

Después de la electroforesis,
equilibrar los geles en tampdn de
transferencia.

Activar la membrana WESTRAN®
PVDF sumergiéndola en metanol

durante 5 s.

3. Lavarla con agua destilada 3 veces.

8.1.3. Immunodeteccion

Reactivos

Leche en polvo desnatada
BSA
Tween-20

PBS 1x (ver anexo)

Procedimiento

Bloquear la membrana 1 hora a
temperatura ambiente con 5% de
leche desnatada y 0,1% Tween-20
en PBS 1x.

Incubar con el anticuerpo primario

con 1% de leche desnatada y 0,1%
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Equilibrar la membrana en tampon
de transferencia.

Montar la transferencia siguiendo
las instrucciones del aparato y
transferir a 400 mA durante 90 min.
Desmontar la transferencia y

proceder a la immunodeteccion

Anticuerpo primario y secundario
(T ABLA 5)

StreptABComplex/HRP [Daxo]
ECL Plus [Amgrsnam]

Tween-20 en PBS 1x durante 1 hora
a temperatura ambiente.

Lavar la membrana con 0,1%
Tween-20 en PBS 1x durante 10
min; repetir hasta un total de 3

VECeSs.



4. Incubar la membrana con el
anticuerpo  secundario adecuado
durante 1 hora a temperatura
ambiente.

5. Lavar la membrana con 0,1%
Tween-20 en PBS 1x durante 10

min; repetir 2 veces mas.

instrucciones del

6. Revelar mediante el sistema de

deteccion ECL Plus siguiendo las

fabricante.

Procedimiento 2: immunodeteccion de proteinas de fusion con HA

1. Bloquear la membrana durante
1 hora a temperatura ambiente
con 1% BSA en PBS 1x.

2. Incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente con el
anticuerpo anti-HA a 0,2 pg/ml
en solucidn de bloqueo.

3. Lavar la membrana durante 10
min con 0,1% Tween-20 en
PBS I1x, repetir dos veces mas.

4. Incubar la membrana con el
anticuerpo secundario anti-rat,

diluido 1:2000 en solucion de

bloqueo, durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Lavar la membrana durante 10
min con 0,1% Tween-20 en
PBS 1x, repetir dos veces mas.
Revelar mediante el sistema de
deteccion ECL Plus siguiendo

las instrucciones del fabricante.

Procedimiento 3: immunodeteccion de proteinas de fusion con GST

1. Bloquear la membrana durante
1 hora a temperatura ambiente
con 1% BSA en PBS 1x.

2. Incubar durante 1 hora a

temperatura ambiente con el
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anticuerpo anti-GST a 0,1
ug/ml en solucion de bloqueo.

Lavar la membrana durante 10
min con 0,1% Tween-20 en

PBS 1x, repetir dos veces mas.



4. Revelar mediante el sistema de las instrucciones del fabricante.

deteccion ECL Plus siguiendo

9. INMUNOPRECIPITACION

Los protocolos de inmunoprecipitacion se fundamentan en la capacidad de alguna clase
de anticuerpos que cuando son afiadidos a lisados celulares o homogenados tisulares forman
complejos antigeno-anticuerpo. Estos complejos se precipitan por reaccion con una fase solida
inmunoabsorbente formada, habitualmente, por un segundo anticuerpo unido a una resina
insoluble (Sepharosa) o bien, por proteinas (proteina A o G de gran afinidad para el fragmento
Fc de las inmunoglobulinas) unidas también a Sepharosa. Una vez sedimentadas por

centrifugacion, los complejos se lavan y resuspenden para su analisis por SDS-PAGE.

Las inmunoprecipitaciones hechas en homogenados de tejido se han llevado a cabo con 500 pg
de extracto de proteinas obtenidos con el tampon lisis RIPA. En el caso de cultivos celulares, la

cantidad de extracto de proteinas utilizadas dependera del protocolo concreto que se vaya a

utilizar.

Reactivos
e Tampon de lisis e Tampodn de carga o de Laemmli
e Proteina G-Sepharose (SIGMA) 3x (mirar anexo)

Procedimiento para la inmunoprecipitacion con anti-CypA, anti-CypB, and anti-Na/K-f§

1. Llevar el extracto de proteinas a 2. Preaclarar el extracto afiadiendo 5
inmunoprecipitar a un volumen ul de serum preinmune con 25 pl de
final de 500 pl con tampdn de lisis. proteina G-Sepharose al 50% en
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tampon de lisis* e incubar 1 hora a
4°C en el agitador orbital.
Centrifugar 1 min a 4°C y 14000
rpm, recuperar el sobrenadante.

Si se trata de una
inmunoprecipitacion a partir de
homogenado de rifidén, repetir los
pasos 2 y 3 hasta un total de 8
veces.

Anadir 5 ul de anticuerpo (CypA,
CypB, Na/K Bsubunit) al extracto e
incubar o/n a 4°C en el agitador
orbital.

Afiadir 50 pl de proteina G-

Sepharose al 50% en tampdn de

Llevar el extracto de proteinas a
inmunoprecipitar a un volumen
final de 500 pl con tampon de lisis.
Preaclarar el extracto afiadiendo 5
ul de serum preinmune con 25 ul de
proteina G-Sepharose al 50% en
tampon de lisis* e incubar 1 hora a
4°C en el agitador orbital.
Centrifugar 1 min a 4°C y 14000
rpm, recuperar el sobrenadante.
Anadir el anticuerpo anti-HA al
extracto a una concentracion de 2
pg/ml e incubar o/m a 4°C en el
agitador orbital.
Afadir 50 ul

Sepharose al 50% en tampdén de

de proteina G-
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10.

Procedimiento para la inmunoprecipitacion con anti-HA

lisis e incubar 1 hora a 4°C en el
agitador orbital.

Precipitar la resina centrifugando 1
min a 4°C y 14000 rpm, descartar
el sobrenadante.

Lavar la resina con 500 ul de
tampon de lisis.

Repetir los pasos 7 y 8 hasta un
total de cuatro veces.

Finalmente resuspender la resina en
tampon de carga y resolver por

SDS-PAGE o congelar a -80°C.

*antes de comenzar la inmunopecipitacion
hay que equilibrar la proteina G-Sepharose
haciendo 4 lavados con el tampdn de lisis

utilizado en la extraccion de proteinas.

lisis ¢ incubar 3 horas a 4°C en el
agitador orbital.

Lavar la resina con 500 pl de
tampodn de lisis.

Precipitar la resina centrifugando 1
min a 4°C y 14000 rpm, descartar
el sobrenadante.

Repetir los pasos 6 y 7 hasta un
total de cuatro veces.

Finalmente resuspender la resina en
tampon de carga y resolver por

SDS-PAGE o congelar a -80°C.

*antes de comenzar la
inmunopecipitacion  hay  que
equilibrar la proteina G-Sepharose
haciendo 4 lavados con el tampdn
de lisis utilizado en la extraccion

de proteinas.



10. INMUNOFLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA CONFOCAL

Las inmunodetecciones se han llevado a cabo sobre células, previamente transfectadas, y
con anticuerpos secundarios marcados con diferentes fluorocromos para permitir la
visualizacion de las proteinas de interés por microcopia confocal. La microscopia de
fluorescencia confocal permite la obtencion de imagenes de finas secciones dpticas muy utiles a
la hora de localizar moléculas en 2 6 3 dimensiones permitiendo reconstrucciones
tridimensionales, en los estudios de colocalizacidn de proteinas, en las medidas de concentracion

de iones intracelulares, en el estudio del transporte intracelular, etcétera.

Las células se han de sembrar sobre cubre objetos en placas de 24 pocillos y la
inmunodeteccion se ha realizado entre 24 y 48 horas después de sembrar o tratar con CsA. Se
ha utilizado dos protocolos de inmunocitoquimica. Las imagenes han sido captadas en el
servicio de microscopia confocal de la Unitat Cientifico-Técnica de support (UCTS) de
I’Hospital Universitari Vall d’Hebron con un sistema de Microscopia Confocal Invertida Leica

DMIRB.

10.1. Sistema de fijacion con alcohol

El metanol ademas de actuar como fijador, también permeabiliza las células, evitando

asi la incubacion con algun tipo de detergente.

Reactivos:
e Metanol -20°C e Anticuerpo primario y
e PBS Ix (mirar anexo) secundario (mirar tabla)
e BSA
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Procedimiento

Lavar las células con PBS 1x frio
para eliminar los restos del medio
de cultivo.

Fijar las células con metanol a -
20°C durante 4 min.

Lavar 3 min con PBS 1x, repetir dos
veces mas.

Bloquear las uniones inespecificas
con 1% BSA en PBS 1x durante 30
min a temperatura ambiente.
Incubar las células con el anticuerpo
primario a la  concentracion
indicada* durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Lavar las células 5 min con PBS 1x
hasta un total de tres veces.

Incubar las células con el anticuerpo

secundario a la concentracion

10.2.

10.

11.

12.

indicada* durante 1 hora a
temperatura ambiente y a oscuras.
Lavar las células 5 min con PBS 1x
hasta un total de tres veces.
Opcionalmente se pueden tefiir los
nucleos usando Hoechst.

Lavar las células 5 min con PBS 1x
hasta un total de tres veces.

Montar las células con
SlowFade™antifade kit y
mantenerlas a 4°C y a oscuras hasta
el momento de visualizarlas en el
microscopio.

*Tanto lo anticuerpos primarios
como los secundarios se han diluido
en la solucion de bloqueo. Mirar las
concentraciones de trabajo en la

tablal1.

Sistema de fijacion con paraformaldehido (PFA)

La preservacion de algunos antigenos después de la fijacion con metanol no es optima.

detergente Triton X-100.

Reactivos

e PFA 4%

e Cloruro de amonio (NH,4CI) 50
mM

Por este motivo optamos por una fijacidon menos agresiva como el uso de PFA. En esos

casos ha sido necesario un paso posterior de permeabilizacion, en el que se ha usado el

e Tritén X-100 0,1%
e PBS Ix (mirar anexo)

e BSA




e Anticuerpo primario y

Procedimiento

Lavar las células con PBS 1x frio
para eliminar los restos del medio
de cultivo.

Fijar las células con PFA 4% a
temperatura ambiente durante 30
min.

Lavar las células con PBS 1x.
Incubar las células con NH4Cl 50
mM durante 30 min a temperatura
ambiente para bloquear los grupos
aldehido.

Lavar las células con PBS 1x.
Permeabilizar las células con Triton
X-100 0,1% durante 10 min a
temperatura ambiente.

Lavar las células con PBS 1x.
Bloquear las uniones inespecificas
con 1% BSA en PBS 1x durante 30
min a temperatura ambiente.
Incubar las células con el anticuerpo
primario a la  concentracion

indicada* durante 1 hora a

temperatura ambiente.

10.

11.

12.

13.

14.

secundario (Tabla 11)

Lavar las células 5 min con PBS 1x
hasta un total de tres veces.

Incubar las células con el anticuerpo
secundario a la concentracién

indicada* durante 1 hora a
temperatura ambiente y a oscuras.
Lavar las células 5 min con PBS 1x
hasta un total de tres veces.
Opcionalmente se pueden tefiir los
nucleos usando Hoechst.

células con

SlowFade™antifade kit y

Montar las

mantenerlas a 4°C y a oscuras hasta

el momento de visualizarlas en el

microscopio.
*Tanto lo anticuerpos
primarios como los

secundarios se han diluido en
la soluciéon de bloqueo. Mirar
las concentraciones de trabajo

en la tablal1.

11. ENSAYO DE INTERACCION PROTEINA-PROTEINA

Las interacciones proteina-proteina se dan en una gran variedad de procesos biologicos
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como la replicacion, la transcripcidn, la secrecion, la transduccion de sefiales y el metabolismo.



Por este motivo se han desarrollado una gran variedad de aproximaciones metodologicas para
determinar la interaccion entre dos o mas proteinas, tanto in vivo como in vitro. En este trabajo
se han utilizado principalmente tres tipos de ensayo, doble hibrido en levadura, pul/l-down y co-

inmunoprecipitacion en extractos celulares.

11.1. ENSAYO DE DOBLE HiBRIDO EN LEVADURA

A pesar de existir diferentes metodologias para detectar la interaccion entre dos
proteinas, el sistema de doble hibrido en levadura permite la rapida identificacion de proteinas
que interaccionan con una proteina dada en un sistema in vivo. En este trabajo experimental se
ha utilizado este ensayo para identificar proteinas capaces de interaccionar con ciclofilina A,
ciclofilina B y FKBP12. Hemos utilizado el sistema Matchmaker™ Two-Hybrid Library
Construction & Screening Kit de clontech. Este sistema se basa en la capacidad de separar, un
activador transcripcional en dos dominios independientes, el dominio de uniéon a DNA (BD) y el
dominio de activacion transcripcional (AD). En este sistema se generan hibridos del BD de la
proteina GAL4 de levadura con la proteina problema o bait (X), y hibridos de la AD de GAL4
con las proteinas de una libreria (Y). Ninguno de estos hibridos es capaz por si solo de iniciar la
transcripcion de los genes reporteros en levadura en ausencia de interaccidon con otra proteina
hibrida. Cuando la proteina X se expresa en levadura, el BD de GAL4 se une a la region
reguladora del gen reportero, pero en esta unioén no es suficiente para activar la transcripcion.
Cuando la proteina Y se expresa en levadura, el AD de GAL4 puede unirse a otros componentes
de la maquinaria de la transcripcidn, pero como no se localiza en la region reguladora tampoco
puede activar la transcripcion del gen reportero. En cambio, cuando hay una interaccion
especifica entre X y Y, tanto el BD y el AD de GAL4 se localizan en la region reguladora
permitiendo la transcripcion de los genes reportadores. En el sistema Matchmaker™ Two-Hybrid

los genes reporteros son ADE2, HIS3, and MEL1.

11.1.1. Transformacion de levaduras competentes

Las levaduras de igual forma que las bacterias pueden incorporar DNA exdgeno
mediante el proceso conocido como transformacion. Para transformar las levaduras hemos

seguido el protocolo de la casa comercial (Clontech).
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Reactivos

Medio YPDA*

Medio SD libre de adenina,

histidina, leucina y triptéfano

Placas de medio SD libre de
adenina, histidina, leucina 'y
triptofano
Medio DO*

Procedimiento

Inocular 1 ml of YPDA con dos o
tres colonias de la cepa de levadura
AHI109 conservada en glicerol a -
80° que ha sido posteriormente
sembrada en placas de YPDA,
crecer o/n a 30°C en agitacion.
Transferir las células a un
erlenmeyer que contiene 50 ml de
YPDA.

Incubar a 30°C durante 16-18h en
agitacion (250 rpm) hasta alcanzar
la fase estacionaria (ODgyp>1.5).
Transferir cultivo suficiente en 300

YPDA (suficiente para
producir ODgpp= 0.2-0.3).

ml de

Incubar a 30°C durante 3 h con
agitacion (230-270 rpm). La ODgg
tiene que estar 0.1 y 0.5.

Poner las células en tubos de 50 ml
y centrifugar a 1000 x g durante 5

min a temperatura ambiente.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Tampon TE 1x*

Acetato de litio (LiAc) 10x*
PEG3350 50%

DMSO 100%

DNA de esperma de salmén 10
mg/ml

*(miraranexo)

Deshacerse del sobrenadante vy

resuspender el pellet celular
vortexando en 50 ml de TE o agua.
Centrifugar las células a 1000 x g
durante 5 min a temperatura
ambiente.

Deshacerse del sobrenadante.
Resuspender el pellet celular en 1.5
ml de 1XTE/LiAc recién preparado.
Preparar 10 ml de solucién
PEG/LiAc.

Anadir a un tubo, 60 ug de DNA-
BD/bait, 30 pg de AD/library, 2 mg
DNA de esperma de salmén 10
mg/ml.

Anadir 1 ml de células competentes
de levadura y mezclar bien.

Anadir 6 ml de solucion PEG/LiAc
y vortexar a alta velocidad.

Incubar a 30°C durante 30 min con

agitacion (200 rpm).



16. Afiadir 700 pul de DMSO y mezclar 22. Sembrar transformaciones en placas
por inversion con cuidado. con medio selectivo -Leu y —Trp

17. Choque térmico durante 15 min a para los controles y medio selectivo
42°C en un bafio. —Ade/-His/-Leu/-Trp  para la

18. Enfriar las células en hielo durante interaccion. Dejar crecer a 30°C
1-2 min. durante 4 o 5 dia.

19. Centrifugar las células a 23.Una vez obtenemos colonias,
temperatura ambiente durante 5 min aislamos el DNA para
a 1000 x g. posteriormente secuenciar e

20. Quitar el sobrenadante. identificar el nombre del cDNA de

21. Resuspender las células en 1 ml de la proteina que ha interaccionado
IxTE. con nuestra  proteina  cebo.

11.2. ENSAYO DE PULL-DOWN

Esta técnica se ha utilizado para confirmar la interaccién de las proteinas que hemos
obtenido en el ensayo de doble hibrido. En primer lugar ha sido necesario la expresion y
purificaciéon de las proteinas recombinantes GST-hCypA, GST-hCypB, GST-FKBP12
utilizando un sistema de expresion procariota. El pull-down con GST-hCypA, GST-hCypB,
GST-FKBP12 se ha realizado en extractos de células previamente transfectadas con los vectores

de expresion para las proteinas obtenidas en los ensayos de doble hibrido.

11.2.1. EXPRESION DE LAS PROTEINAS GST-hCypA, GST-hCypB, GST-
FKBP12

La expresion de una proteina recombinante en un sistema procariota permite la
sobreexpresion y también la facil purificacion de grandes cantidades de la proteina de interés.
Para la expresion de las proteinas hCypA, hCypB, FKBP12 se ha escogido el sistema pGEX de
la casa Amhersham. Estos plasmidos ofrecen el método mas eficiente para purificar proteinas de
fusion con GST. Las proteinas de fusion con GST fueron construidas por insercion de un gen en
la zona de clonaje multiple del vector pGEX-6P-1. La expresion de estos vectores esta bajo el

control del promotor tac, este promotor es inducido por el andlogo de la lactosa isopropyl p-D

111



thiogalactoside (IPTG). Todos los vectores estan construidos con un gen interno /acl?. El

producto del gen lacl? es una proteina represora que se une a la region operadora del promotor

tac, previniendo asi la expresion hasta que se haya inducido con IPTG, todo esto mantiene un

control sobre la expresion del inserto.

Reactivos

Bulk Glutathione Sepharose 4B
preparada al 50%

PBS 1x

Medio 2x YTA

Procedimiento

Trasformar por choque térmico 1 pl
del plasmido pGEX-proteina cebo
en 100 pul de la cepa BL2I
(DE3)pLys competente.

Sembrar todo el volumen de la
transformacion en una placa LB +
Ampicilina a 50pg/ml e incubar a
37°C.

Crecer o/n a 225 rpm y a 37°C 4
colonias aisladas en 4 ml de LB +
Amp cada una de ellas.

Inocular 500 ml de LB +Amp con
los 16 ml de cultivo o/n y crecer a
37°C y 225 rpm hasta que el cultivo
alcance una ODgg de 0,6-0,8.
Inducir la expresion de la proteina
recombinante afiadiendo IPTG al
cultivo a una concentracion final de
1 mM. Crecer durante unas 5 horas

mas.
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10.

11.

12.

IPTG 100mM
Tampén de elucion  Tris-HCI
50mM, glutathione reducido 10mM,

pH 8

Centrifugar el cultivo a 7700 x g

durante 10 min a 4°C para
sedimentar las células.

Deshacerse del sobrenadante y
coloca las células en hielo.
Resuspender el celular

afiadiendo 50 pl de PBS 1x por cada

pellet

ml de cultivo.

Sonicar el pellet celular con
pequefios golpes.

Anadir 20% Triton X-100 hasta
conseguir una concentracion final
de 1%. Mezclar suavemente durante
30 min para solubilizar la proteina
de fusion.

Centrifugar a 12000 x g durante 10
min a 4°C.  Transferir el
sobrenadante a un nuevo tubo.
Conservar a 4 °C, seguir con el

protocolo de purificacion.



11.3. PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

Las proteinas de fusion a GST son purificadas de lisados de bacterianos mediante

cromatografia de afinidad, inmovilizando glutathione a una matriz de sefarosa. Cuando

afladimos el lisado bacteriano a esta matriz, la proteina de fusién se une a su ligando, mediante

lavados se remueven todas las impurezas. Finalmente se recupera la proteina eluyéndola en

glutathione reducido. Para ello hemos utilizado columnas de la casa Amhersham GSTrap FF 1

ml.

Reactivos

e Tampodn de unidén PBS 1 x

Procedimiento

1. Rellenar una jeringuilla con tampon
de unién.

2. Conectar la columna a la jeringuilla
usando el adaptador. Evitar
introducir aire en la columna.

3. Sacar el tapon de la columna.

4. Equilibrar la columna con 5
volumenes de tampdn de unidn.

5. Afadir la muestra que estaba
conservada a 4°C usando la
jeringuilla. Mantener el flujo a 0,2-1

ml/min.

11.4. ENSAYO PULL-DOWN
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Tampon de eluciéon 50 mM Tris-
HCI 10mM glutahione reducido, pH
8

Lavar la columna con 5-10
volumenes de tampon de union.
Mantener el caudal a 1-2 ml/min.
Eluir la proteina de fusién con 5-10
volimenes de tampdén de elucion.
Mantener el mismo caudal que en el
paso 6.

Recoger el eluido y testar la
presencia de la proteina, tanto de los
eluidos como del resto de los pasos

previos, por SDS-PAGE.




Reactivos

Tampon de lisis RIPA

Tampoén de elucion 50 mM Tris-
HCI1 10mM glutahione reducido, pH
8.0

Procedimiento

Preaclarar el lisado celular. Incubar
el lisado celular con 50 pl de
glutathione sepharose al 50 % y 25
ug de GST durante 2 horas a 4°C en
un agitador orbital.

Centrifugar la mezcla a maxima
velocidad durante 2 min a 4°C.
Preparar dos tubos, cada uno de
ellos contienendo la misma cantidad
del lisado preaclarado y 50 pl de
Glutathione Sepharose.

A 1 tubo afiadirle 10 pg de proteina
GST, y al otro 10 pg de proteina
fusionada a GST.

Incubar los tubos durante 2 horas a
4°C en un rotor, y centrifugar las
muestras a velocidad maxima

durante 2 min.

12. ACTIVIDADES ENZIMATICAS

NA"/K'-ATPasa
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Bulk Glutathione Sepharose 4B

preparada al 50%

Guardar los sobrenadantes a 4°C en

nuevos tubos. Estos tubos se
analizaran posteriormente por SDS-
PAGE.

Lavar las bolas de sefarosa cuatro
veces con 1 ml de tampdn de lisis
frio. Centrifugar los tubos a
velocidad maxima durante 1 min y
descartar el sobrenadante.

Analizar las bolas de sefarosa por
SDS-PAGE.
Finalmente comprobamos el

resultado por western-blot.



Para los ensayos de actividad utilizamos la linea celular HK-2. Estas células fueron sembradas a

confluencia y tratadas en placas de 10 cm. El método de lisis fue el mismo descrito en la seccion

de materiales 6.1.1., aunque esta vez el pellet celular obtenido después de una primera

centrifugacion fue pasado de nuevo por una jeringa de 21G x 20 en hielo 5 veces y centrifugado

30 min a 4°. El sobrenadante obtenido fue utilizado para el ensayo de actividad Na'/K"-ATPasa

Reactivos

Tampon de incubacion: Tris-
base S50mM, MgSO,; 10mM,
EDTA 5mM, KCl 90 mM, pH
7,6

Tampon de incubacion +

Ouabaina 0,7 mM

Procedimiento

Preparar dos series de
eppendorfs. Unos seran para la
valoracidn total, los otros para la
valoracion con ouabaina.

Preincubar 50pl de la muestra
(una concentracion aproximada
de 1mg/ml) a 37°C durante 30
min y agitacion con 0,5 ml de
tampon total. Hacer lo mismo

pero con el tampon total que

contiene ouabaina. (se deberian

hacer triplicados).

Afiadir 0,5 ml p-
nitrofenolfosfato  12mM  +-
ouabaina a su tubo

correspondiente  (se  deberia

afiadir con intervalos de 10 sec).
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10.

Tampon de incubacion + p-
nitrofenilfosfato 12mM

Tampon de incubacion +
Ouabaina + p-nitrofenilfosfato
12 mM
Acido

tricloroacético 30%

Una vez afiadido incubar Ila
reaccion 30 min a 37°C y con
agitacion.
Parar la reaccion afiadiendo
acido tricloroacético a 30%.
Centrifugar a maxima velocidad
durante 5 min.

Recuperar el sobrenadante de los
tubos y trasladarlo a otro tubo.
Anadir 2 ml de Tris-base 1 M a
cada tubo.

Leer en el espectrofotometro a
410nm.

Los calculos se muestran en el

apartado de resultados.



13. BLUE NATIVE POLYACRYLAMIDE GEL ELECTROPHORESIS

Blue Native es un método efectivo para subfraccionar las proteinas mitocondriales en

sus complejos nativos. La electroforesis se realiza en geles en gradiente de poliacrilamida en

una o dos dimensiones. Se puede utilizar para detectar alteraciones en los complejos

mitocondriales ya puede ser por mutaciones en sus subunidades, mutaciones en factores de

ensamblaje o deplecidn mitocondrial. Este tipo de anadlisis se puede llevar a cabo en muestras de

biopsias, plaquetas y fibroblastos de pacientes con enfermedades mitocondriales.

Reactivos

e Tampon Gel I (BN): acido
aminocaproico 1,5M, Bis-Tris
150mM, pH 7

e Tampdén catodo A: Bis-Tris
15mM, Tricina 50mM, Serva
Blue G-250 0.02%, pH 7

e Tampoén catodo B: Bis-Tris
15mM, Tricina 50mM, pH 7

e Tampodn anodo: Bis-Tris 5S0mM,
pH7

e Acrilamida/Bis: solucion al 40%
29:1 (3,3% C)

e Tampén de muestra: acido

aminocaproico 750nM, Tricina

13.1. Preparacion geles Blue Native

1. Para 5 geles de BN-PAGE,
preparar 30 ml de cada solucion

de acrilamida necesaria para
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50mM, EDTA 0,5mM, Serva
Blue G-250 0,02%, pH 7
Bis-Tris 500mM

Acido aminocaproico 2M
Persulfato de amonio 10%
TEMED

Digitonina 4mg/ml
Lauryl/maltosida/n-Dodecyl -
D-maltosida 10%

AC/BT: acido aminocaproico
2M: Tampén Gel 1 (BN) (1:1)
PBS

Agua Bidestilada

formar un gradiente del 4-15% y

mantener en frio.



Lavar el formador de gradiente y
rellenar el tubo con agua bi-
destilada.

Remover el agua del sandwich
gel.

Insertar la aguja del formador de
gradiente en el sandwich.

Afiadir APS y TEMED a la
solucion de los geles.

Cerrar la conexion entre los
compartimentos del formador de
gradientes.

Rellenar un compartimento con
25 ml de solucion al 4% y el otro
con 23 ml de solucion al 15% de

poliacrilamida.

Tasia 10. VolUmenes necesarios para

10.

I11.

Encender el mezclador para que
la mosca empiece a girar dentro
del formador de gradiente.

Abrir la conexion entre ambos
compartimentos y rellenar el
sandwich con la solucion.

Dejar los geles que se
polimericen.

En caso de guardar los geles
rellenar con agua y cubrir con
plastico, la solucién del gel
concentrador se afladird el dia
que vayamos a resolver los geles

con las muestras.

la preparacién de geles para blue-native.

Gel Separador

Porcentaje de acrilamida
Componentes

4% 15%

40% acril/bis 3ml 11,25 ml
3xGel Buffer I (BN) | 10 ml 10 ml
H,O 17 ml x ml
10% PA 0,18 ml 0,105 ml
TEMED 0,018 ml 0,01 ml
Procedimiento

1. Crecer células en placa P10

hasta una confluencia del 90%.
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Gel Concentrador (4%)
Componentes Cantidad
40% acril/bis 0,50 ml
3xGel Buffer (BN) 1,67 ml
H,0 2,83 ml
10% PA 0,055 ml
TEMED 0,0055 ml
T

avar las células dos veces con




10.

11.

12.

PBS 1X a temperatura ambiente
para remover el medio.
Tripsinizar las células. Afadir 9
ml de medio a las células para
inhibir la tripsina y centrifugar
para recuperar el pellet celular.
Lavar dos veces con PBS 1X
mediante resuspension.
Resuspender las células en 100
ul de pBS frio y transferir las
células a un tubo a 4°C.

Afiadir 100 pl de Digitonina
(4mg/ml en PBS).

Vortexar e incubar en hielo
durante 10 min.

Diluir la digitonina afiadiendo 1
ml de PBS frio y centrifugar a
10000 g durante 10 min a 4°C.
Aspirar el sobrenadante y lavar
el pellet mitocondrial dos veces

con PBS frio.

Guardar los pellets
mitocondriales a -80°C. El
siguiente paso sera la
solubilizacion ~ de  proteinas

mitocondriales para BN-PAGE.
Resuspender el pellet
mitocondrial en 100 pl de
AC/BT.

Afiadir 20 pl de Laurylmaltosido

al 10% vy solubiliza las proteinas

14. ENSAYOS ENZIMATICOS EN GEL:
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

mitocondriales vortexando e

incubando durante 5 min.
Centrifugar durante 30 min a
10000 x g a 4°C.
Transferir la suspension
mitocondrial a un

10ul
cuantificar la proteina con el kit

Micro BCA Protein

nuevo

eppendorf.  Usar para
Pierce
Assay.
Anadir 10 pl de tampon de
muestra Blue Native a la
suspensiéon mitocondrial a 4°C.
Cargar los pocillos del gel con
las muestras lo antes posible (50-
100pg/pocillo).

Resolver el gel a 30 V durante
30 min para el stacking.
Resolver el gel a 80 V durante
90 min para la separacion + la
tincion. Cambiar el tampdn
catodo A por B después de que
el gel se haya resuelto por la
mitad.

Seguir resolviendo el gel a 80 V
durante 60 min pero con el
tampon de catodo sin tinte.
Transferir el gel para ver
resultado por Western-Blot o
realizar  los

para ensayos

enzimaticos en gel.



14.1. COMPLEJO I CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

Reactivos y Procedimiento

e Tris-HCI 2mM, pH 7.4.

e NADH 0,1 mg/ml.

e NTB (NitroTetrazolium Blue)
2mg/ml.

e Incubar la fraccion del gel que
pertenece al complejo I con los
reactivos indicados

anteriormente.

e Después de 2 horas de

incubacion, se deberia empezar a
observar el resultado de la

reaccion.

e Escanear el gel.

14.2. COMPLEJO IV CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

Reactivos y procedimiento

1. 3,3’-diamidobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) 5mg
disuelto en 9 ml de tampoén de
fosfato (0,05 M, pH 7,4).
Catalasa InM (20 pg/ml).
Citocromo C 10 mg.

Sucrosa 750 mg.

A

Incubar la fraccion del gel que

pertenece al complejo IV con los

14.3. COMPLEJO V CADENA
RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL
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reactivos indicados
anteriormente.

6. Después de 1 dia se deberia
empezar a observar el resultado
de la reaccion.

7. Escanear el gel.

Reactivos y procedimiento



ST

Tris 35 mM. pH 7,8

Glicina 270 mM.

MgSO, 14 mM.

Pb(NO3)* 0,2 %.

ATP 8 mM.

Incubar la fraccion del gel que

pertenece al complejo V con los
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reactivos indicados
anteriormente.
Después de 1 dia se deberia
empezar a observar el resultado
de la reaccion.

Escanear el gel.

TaprLa 11. Anticuerpos empleados en la inmunodeteccion para WB.



PRIMARIO

Concentracion

Tiempo

de

Incubacion

Rocue

Anti-HA rata Tpg/ml 1h
1 867 423
MOLECULAR PROBES

Anti-CI-39 raton 0,5pg/ml lh
A21344
Morecurar Proges

Anti-CII-70 | ratén 0,1pg/ml 1h
Al1142

Antl-CIII- MOLECULAR PROBES

raton 0,4pg/ml lh

Corell A11143
Morecurar Proges

Anti-CIV-Va | ratén 2ug/ml 1h
A21363
MOLECULAR PROBES

Anti-CV-a raton 0,5pg/ml lh
A21350
AFFINITY

Anti-CypB conejo Bioreagents 1pg/ml lh
PA1-027
santa Cruz

Anti-Na/K conejo 1:200 l1h
Sc-25709
sIGMA

Anti-actina conejo 1:1000 lh
A-5060
santa Cruz

Anti-CypB cabra 1:200 l1h

SC‘20361.21




UPSTATE
Anti-CypA | conejo | BIOTECHNOLOGY | 19000 I'h
12-301
Daxko
Anti-mouse | conejo 1:2000 1h
PO260
MOLECULAR PROBES
Anti-mouse cabra 1:2000 1h
G21040
©)
o
% Daxko
% Anti-rabbit cabra 1:5000 l1h
S P0048
Q
=
s S
Anti-rabbit IGMA
cabra 1:300 1h
TRITC T 5268
Anti-goat _ Sioma
conejo 1:300 1h
FITC F 7367
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ANEXO: COMPOSICION DE TAMPONES Y MEDIOS

TaprLa 12. Tampones y medios.

137
NaCl
mM
KCl
PBS Ix 2,5 mM Autoclavar
N32P04
10 mM
KH,PO,
1,4 mM
Tris HCl1 pH 8 10 mM
TE 1x Autoclavar
EDTA 1 mM
Tris base 40 mM
Ajustar el pH a 8,1
TAE Ix Acido acético 2 mM
Autoclavar
EDTA 0,2 mM
Tris base 89 mM
TBE 1x Acido bérico 89 mM | Autoclavar
EDTA 2 mM
0,1 % Agitar intensamente y dejar actuar o/n.
H,O-DEPC DEPC
(v/v) Autoclavar para inactivar el DEPC
Tiocioanat de | 4m
Guanidina Preparar en H,O-DEPC. Guardar a 4°C; antes de
25 mM
Solucion D Citrato  sédico, utilizar afiadir B-Mercaptoetanol fresco (7,2 pl /
pH 7,0 0,5 % | mlsolucién D)
(V/v)
N-Lauril
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Sarcosina

0,5M
Tris- HCI pH 6.8 Filtrar el Tris-HCI con filtro 0,45 pm antes de
TRIS-HCI 4x pH 6,8 04
’ | afiadir SDS. Conservar a 4°C
SDS
(wiv)
) 1,5M
Tris- HCI pH 8.8 Filtrar el Tris-HCI con filtro 0,45 pm antes de
TRIS-HCI 4x pH 8.8 04
’ | afiadir SDS. Conservar a 4°C
SDS
(w/v)
125
TAMPON DE Tris base mM
ELECTROFORESIS Glicina 0,96 M | Conservar a 4°C
> X SDS 05 %
(W/v)
172
TAMPON DE Tris base mM
TRANSFERENCIA Glicina 1,32 M | Conservar a 4°C
3X SDS 11,8
mM
40 %
Metanol (V/v)
AZUL DE | Acido acético 7 %
Conservar a RT
COOMASSIE (v/v)
Azul de
Coomassie 0,025
% (W/v)
Tris- HCI pH 6,8 188
i Glicerol mM
TAMPON LAEMMLI Conservar a RT
SDS 30 %
(V/v)
B-
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Mercaptoetanol
Azul de
bromofenol

6 %
(V/v)

15 %
(v/v)

0,02 %
(w/v)

Triptona [Dirco]

10g
MEDIO LB Extracto de )
10g Ajustar el pH a 7,5 con NaOH y autoclavar
(ILITRO) levadura
5
NaCl &
LB AGAR Medio LB pH 11 Autoclavar. Dejar enfriar hasta ~50 ° C y afadir,
7,5 si procede, el antibidtico de seleccion. Distribuir
(ILITRO) Agar 15g en placas y dejar solidificar. Conservar a 4 °C
Ampicilina 50
AMPICILINA [Giscol mg/ml Diluir la Amp en H,O mili-Q estéril. Alicuotar y
conservar a -20°C
Kanamicina 100 Diluir la kan en H,O mili-Q estéril. Conservar a
KANAMICINA
[Simal mg/ml | -20°C
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RESULTADOS









1. INTERACCIONES PARA CypA, CypB Y FKBP12 MEDIANTE ENSAYOS DE
DOBLE HiBRIDO

Toda proteina ejerce su funcion a través de interacciones con otras moléculas. La
interaccion especifica de una proteina de funcién desconocida con otra de funcion conocida
proporciona una evidencia inequivoca de la participacion de la primera en la ruta conocida,
aunque inicialmente no se deduzca en qué sentido se ejerce esta participacion. Una de las
técnicas mas idoneas para determinar interacciones en casos como éste es la técnica del doble
hibrido en levadura (Fields and Song, 1989; Daniel and Reynolds, 1995). Hemos aplicado este
sistema con el fin de identificar interacciones moleculares con CypA, CypB y FKBP12. Para
ello, utilizamos una libreria de cDNA de rifion humano clonada en el vector pADT7
(Pretansformed Human Kidney Matchmaker cDNA Library, clontech, 638834). Primeramente,
amplificamos el cDNA de cada inmunofilina mediante RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR).
El RNA utilizado provenia de biopsias de rifion humano y fue cedido amablemente por la Dra.
Maya Vila. El siguiente paso fue la ligacién de cada cDNA en el vector de expresion de
levadura pGBKT7. Simultaneamente, preparamos un escalado de nuestra libreria de rifién
humano. Una vez tuvimos ambos DNAs preparados (pGBKT7-proteina cebo, pADT7-cDNA-
libreria), cotransformamos los vectores en células de levadura pertenecientes a la cepa AH109
que, como ya se ha detallado en materiales y métodos, contiene tres marcadores de seleccion
que reducen la posibilidad de falsos positivos. Después de la cotransformacion, las células de
levadura fueron cultivadas en diferentes placas. Como controles positivos de transformacion se
utilizaron dos placas que contenian medios selectivos, uno deficiente en leucina y el otro
deficiente en triptéfano. Las placas donde se ensayaron las interacciones en cambio, eran
deficientes en adenina, histidina, leucina y triptéfano. Cualquier colonia que encontrasemos en
estas placas seria un clon positivo en el que el dominio de activacion y el dominio de unién de
la GAL4 habrian entrado en contacto. Uno de los problemas que esta técnica tiene, es que
muchas veces aparecen falsos positivos. Para evitar que esto suceda se crecen los clones
obtenidos en placas que son deficientes para los aminoacidos antes mencionados con diferentes
concentraciones de aminotriazol (1 uM, 5 uM, 10 uM). Este compuesto se encarga de eliminar
la expresion basal de la histidina reduciendo los falsos clones positivos. En nuestro caso

solamente elegimos los clones que habian crecido a un concentracion de aminotriazol 10 pM.
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Los ensayos de doble hibrido fueron repetidos tres veces para cada inmunofilina.
Después de hacer una seleccion rigurosa con aminotriazol obtuvimos 5 clones para CypA, 3

clones para CypB y 12 clones para FKBP12. En la figura 30 se muestra el resultado de uno de

los clones que presentaban interaccion con CypA 'y CypB.

-Ade/-His/-Leu/-Trp

Control+

HCypA-Na/K

HCypB-Na/K

Con el fin de aislar los plasmidos portadores de los cDNAs que codifican para proteinas
que interaccionan en este ensayo con CypA, CypB y FKBP12, se extrajo el DNA plasmidico de

cada clon positivo. La digestion con dos enzimas de restriccion permitié conocer el tamafio

Figura 30. Imagen de un
clon positivo resultante
tras la cotransformacion
en la cepa de levadura
AH109. Placa deficiente
en adenina, histidina,
leucina y triptoéfano. El
control + pertenece a la
interaccion ya conocida
entre SV40T y p53).
HCypA-Na/K y HCypB-
Na/K corresponde a la
nueva interaccion
encontrada entre cada una
de las ciclofilinas y la
subunidad beta de la
bomba sodio/potasio
ATPasa.

aproximado de los insertos de cDNA que oscilo entre 600 bp y 2 Kb.

El siguiente paso a seguir fue secuenciar los correspondientes insertos y cotejarlos con

los bancos de datos de secuencias. Las identidades que obtuvimos estan indicadas en las

siguientes tablas.
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1.1. Identificacion de las interacciones con Ciclofilina A

Tabla 13. Interacciones con CypA.

CLON (INTERACCION | CARACTERISTICAS NUMERO
CypA) DE ACESO

Subunidad B de la bomba | Gen que codifica para la subunidad beta de la | BC000006
Na/Ktransporting beta 1 | bomba de Na/K.

polypeptide (ATPIBI)

Aldolase B (fructose- | Gen que codifica el enzima glicolitico fructosa- | NM 000035
biphosphate (ALDOB)) 1,6-bifosfato aldolasa.

Histone-deacetylase Gen que pertenece a la familia de las histonas | NM_001527
(HDAC2) deacetilasas.

Phosphoenolpyruvate Gen codifica a un miembro de la familia de la | NM_004563
carboxykinase fosfoenolpiruvato carboxiquinasa.

Protein S Gen que codifica para la proteina S. NM 000313

En la tabla 13 se puede observar los nombres de las diferentes proteinas que
interaccionaban con CypA en ingles tal y como se encuentran en el Genbank

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/) juntamente con su niimero de acceso.

Las cinco proteinas de interaccién con CypA identificadas en este ensayo tienen una
elevada relevancia. En primer lugar, encontramos que aldolasa B es un enzima glicolitico
tetramérico que cataliza la conversion reversible de la fructosa-1, 6-bifosfato a gliceraldehido 3-
fosfato y a dihidroxiacetonafosfato. Esta proteina se encuentra inicamente expresada en rifion y
higado donde ejerce una funcién sumamente importante dado que defectos en su estructura

causan intolerancia hereditaria a la fructosa.

Otra de las proteinas que obtuvimos en estos ensayos fue la histona deacetilasa 2. Es
uno de los componentes de una gran familia integrada por moléculas que acttian formando
grandes complejos multiproteicos y son responsables de la deacetilacion de residuos de lisina en
la region N-terminal del nucleo de las histonas (H2A, H2B, H3, y H4). HDAC2 se halla
también conformando complejos represores transcripcionales en asociacion con otras proteinas
entre las que destaca YY1 (factor de transcripcion Yin Yang I). Por todo ello HDAC2 tiene un
importante papel en regulacién transcripcional, progresion del ciclo celular y eventos de

desarrollo.
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Dentro de las interacciones con CypA encontramos también la proteina
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 2 (PCK2). Este enzima presenta una forma mayoritaria
mitocondrial que cataliza la conversion de oxaloacetato a fosfoenolpiruvato en presencia de
GTP, aunque también se ha descrito una forma citosdlica. PCK2 es fundamental en la
gluconeogénesis del higado y esta constitutivamente expresada y no modulada por hormonas

como la insulina y glucagon que regulan la forma citosolica.

Una de las proteinas que nos llamo especialmente la atencion es la proteina S. Esta
glicoproteina plasmatica dependiente de la vitamina K es sintetizada en el higado. Una vez en el
torrente sanguineo se encuentra en dos formas: una libre y otra acomplejada a la proteina C4b,
uno de los elementos de la convertasa C5. Su funcidn principal y mejor caracterizada esta
implicada en la via de la anticoagulacion. La proteina S es un cofactor de la proteina C que
inactiva los factores Va y Vllla y solamente la forma libre tiene actividad de co-factor. Ademas
puede unirse a fosfolipidos negativamente cargados por via del dominio carboxilado GLA. Esta
propiedad le permite su participacion en la eliminacion de células apoptoticas. La patologia mas

importante relacionada es la deficiencia de proteina S, la cual incrementa el riesgo de trombosis.

1.2.Identificacion de las interacciones con Ciclofilina B

Tabla 14. Interacciones con CypB.

CLON (INTERACCION | CARACTERISTICAS NUMERO
CypB) DE
ACCESO

Subunidad B de la bomba | Gen que codifica para la subunidad beta de la | BC000006
Na/Ktransporting  beta 1 | bomba de Na/K.
polypeptide (ATPIBI)

ATP synthase subunit B1 | Gen que codifica para la subunidad b del canal | NM_001688
(ATP5F1) de protones mitocondrial.

Prostate tumor overexpressed | Gen que codifica para la proteina PTOV-1, la | BC015172

gene 1 (PTOV) cual esta sobreexpresada en cancer de prostata.

En la tabla 14 se pueden observar el nombre de las proteinas que interaccionan con
CypB. Entre ellas, la subunidad beta de la bomba de sodio/potasio (Subunidad B de la bomba
Na/K) suscito un especial interés, debido a que su interaccion se producia tanto con CypB como

CypA. Esta proteina pertenece a la familia Na”/K" y H'/K'-ATPasas de cadena beta y en
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concreto a la subfamilia de Na'/K'-ATPasas. La Na'/K'-ATPasa es una proteina integrada en la
membrana responsable del establecimiento y mantenimiento de los gradientes electroquimicos
de iones de Na y K a través ésta. Estos gradientes son esenciales para la osmoregulacion, para el
transporte de sodio acoplado a moléculas organicas e inorganicas y para la excitabilidad del
nervio y del musculo. El enzima esta compuesto por dos subunidades, una gran subunidad
catalitica (alfa) y una subunidad pequefa glicoproteica (beta). La subunidad beta regula,
mediante ensamblaje de heterodimeros de alfa y beta, el numero de bombas de sodio

transportados a la membrana plasmatica.

Siguiendo con la familia de las ATPasas, la subunidad b de la ATP sintasa mitocondrial
fue también otro interactor de la proteina CypB. Las ATP sintasas mitocondriales catalizan la
sintesis de ATP, utilizando un gradiente electroquimico de protones a través de la membrana
interna mitocondrial durante la fosforilacion oxidativa. Este enzima esta compuesto por dos
complejos que poseen varias subunidades y que estan relacionados entre si: el complejo F1 que
es el nacleo catalitico soluble y el componente de membrana Fo que comprende el canal de
protones. La porcion catalitica de la ATP sintasa mitocondrial consiste en 5 subunidades
diferentes (alfa, beta, gama, delta, y épsilon) ensambladas con una estequiometria de 3 alfas, 3
betas, y un Unico representante de las tres restantes. El canal de protones posee nueve
subunidades (a, b, ¢, d, e, f, g, F6 y F8). El cDNA que encontramos en los ensayos de doble
hibrido codifica la subunidad b del canal de protones (ATP5F1).

La tercera y ultima proteina que aparecié en los ensayos con CypB fue PTOVI,
interesante gen sobreexpresado en tumores de prdstata. Es una proteina mitogénica que se
encuentra entre el nucleo y el citoplasma dependiendo del estadio del ciclo celular. La molécula

consiste en dos dominios homologos organizados en tandem.

Subunidad B de la bomba Subunidad p de la bomba Na/Ky ATP5F1 fueron sometidas a
ensayos de pull-down y co-inmunoprecipitacion con el fin de confirmar su interaccion con
CypB, una vez estas proteinas fueron positivamente confirmadas, se llevaron a cabo ensayos

funcionales.

1.3.Identificacion de las interacciones con FKBP12

Tabla 15. Interacciones con FKBP12.

CLON INTERACCION | CARACTERISTICAS NUMERO DE
(FKBP12) ACESO

ATPase H' transporting | Gen que codifica un componente de la | NM_ 001039367
lysosomal V1 (ATP6V1El) | ATPasa vacuolar. Enzima que media la
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acidificacion de organos intracelulares

eucariotas.

TatD DNase
containing 1 (TATDN1)

domain

Gen altamente expresado en carcinoma

hepatico.

NM_032026

Sterol-C5-desaturase

Gen que codifica un enzima implicado en la

NM_001024956

(SC5DL) biosintesis de colesterol.
Pleckstrin homology | Gen que estimula el intercambio de | BC073907
domain nucleotidos guanil mediante GTPasa de la
familia Rho.
Family  with  sequence | Secuencia similar a RhoGAP (GTPase- | NM 001015045

similarity 13 (FAM13A1)

activator protein for Rho-like GTPases).

U-box domain containing 5

(UBOXS)

NM 199415

GATA binding protein 3 | Gen que codifica para el factor de | NM_ 001002295
(GATA3) transcripcion GATA3.
Succinate  dehydrogenase | Gen que codifica para la subunidad catalitica | BC001380
complex, subunit A | de sucinato-ubiquinona reductasa. Uno de los
flavoprotein (Fp) complejos de la cadena respiratoria
mitocondrial.
Inositol  polyphosphate-5- | Gen que codifica una proteina asociada a la | BC062300
phosphatase membrana. Esta proteina pertenece al tipo I
inositol 1, 4, 5-triphosphate (InsP3) 5-
phosphatase.
Ferritin Gen que codifica la subunidad pesada de la | BC105802
ferritina. Es la proteina que se encarga del
mayor almacenamiento de hierro en células
procariotas y eucariotas.
Dimethylglycine Gen que codifica un enzima involucrado en el | NM_013391
dehydrogenase (DMGDH) catabolismo de la colina, catalizando Ia
dimetilacion oxidativa de dimetilglicina para
formar sarcosina.
PDX1 gene for lipoyl- | Gen que codifica el componente X del | AJ298105
containing component X complejo piruvato deshidrogenasa (PDH).
Parvin alpha (PARVA) Gen que codifica para la protein PARVA. | NM 018222
Pertenece a la familia de las parvinas.
DEAD box polypeptide 17 Gen que codifica para una de las proteinas de | NM_006386
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la familia DEAD box. Son RNA helicasas

putativas.

Aflatoxin Bl-aldehyde | Gen que codifica una proteina de la familia de | AF040639
reductase las Aldo-keto reductasas. Estas proteinas

estan involucradas en la detoxificacion de

aldehidos y cetonas.

De todos los ensayos de doble hibrido realizados con inmunofilinas, FKBP12 fue la
proteina con la que aparecieron mas interacciones. En la tabla 15 se pueden observar el nombre
de los cDNAs identificados. Los resultados obtenidos para esta proteina estan pendientes de
confirmacién debido a que el resto de experimentos que realizamos y que constituyen el cuerpo
de este trabajo, fueron llevados a cabo con las proteinas Subunidad p de la bomba Na/Ky
ATPSF1. Trabajos que estan siendo llevados a cabo actualmente en nuestro laboratorio van
dirigidos a la confirmacion de estas interacciones. Entre las interacciones me gustaria destacar y

dar un breve resumen de las que nos han parecido mas relevantes.

Entre las interacciones encontradas con FKBP12 aparecen PARVA y Ferritina. La
primera pertenece a la familia de las parvinas que son proteinas de union a actina asociadas con
contactos focales. La segunda es la mayor proteina de almacenamiento de hierro en procariotas
y eucariotas en un estado soluble y no toxico. La ferritina estd compuesta por 24 subunidades de
cadena pesada y ligera y la variacion en la composicién de las subunidades podria afectar los
niveles de absorcion y liberacion de hierro en diferentes tejidos. Defectos en ambas proteinas

estan asociados con varias enfermedades neurodegenerativas.

Otra de las interacciones con FKBP12 fue Inositol polifosfato-5-fosfatasa la cual ha sido
descrita ya anteriormente como interactor de esta inmunofilina, hecho que refuerza la validez de
los demas resultados obtenidos en estos ensayos. Esta proteina est4 asociada a la membrana y es
del tipo I inositol 1, 4, 5-trifosfato (InsP3) 5-fosfatasa, integrado por fosfatasas que hidrolizan
Ins (1, 4, 5) P3, el cual moviliza calcio intracelular y actia como un segundo mensajero

mediando respuestas celulares a varios estimulos.

También aparecid otra proteina mitocondrial, la flavoproteina, subunidad catalitica de la
succinato-ubiquinona oxidoreductasa, perteneciente al complejo II de la cadena respiratoria.
Este complejo estd compuesto por cuatro subunidades localizadas en la membrana interna
mitocondrial. Mutaciones aparecidas en este gen han sido asociadas con una forma de

deficiencia de la cadena respiratoria mitocondrial denominada sindrome de Leigh.
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La subunidad E1 de la ATPasa de hidrogeno es la ultima proteina que me gustaria
destacar. Pertenece a la familia de las ATPasas y se encuentra lisosomas. Se trata de un enzima
formado por varias subunidades y esta involucrado en la acidificacidon de procesos intracelulares
como pueden ser la “clasificacion de proteinas” (protein sorting), activacion cimogena,
endocitosis de receptores, y generacion de vesiculas de gradiente de protones. El dominio V1
consiste en tres A, tres B, y dos subunidades G, como también de cada una de las siguientes

subunidades C, D, E, F, y H. Este dominio contiene la zona catalitica de ATP.

A pesar la unién observada en Saccharamyces cerevisiae, los datos de levadura no
permiten concluir que las interacciones encontradas sean reales y acontezcan in vivo. Para
demostrarlas hay que llevar a cabo otros ensayos que nos permitan confirmar los resultados
obtenidos previamente en ensayos de doble hibrido. Para ello realizamos ensayos de pull-down
y Co-inmunoprecipitacion. Estos ensayos fueron llevados a cabo para la subunidad beta de

sodio/potasio, subunidad b1 de la ATPasa mitocondrial, proteina S, aldolasa B.

El resto de las interacciones y como ya he dicho anteriormente estan pendientes de
confirmacioén. El resto de trabajo de esta tesis se centra sobre todo con Subunidad 3 de la bomba

Na/Ky ATP5FI.

2. ENSAYOS DE PULL-DOWN

Este ensayo nos permite observar la interaccion entre dos proteinas in vitro y fue

desarrollado sobre las siguientes interacciones:

e CypA-Subunidad B de la bomba Na/Kf3
e CypA-Protein S

e CypA-Aldolase B

e CypB-Subunidad § de la bomba Na/Kf
e CypB-ATP5FI

Para llevar a cabo estos experimentos, hicimos la construccion pGEX-CypA, pGEX-CypB,
pGEX-FKBP12. El vector pGEX contiene la secuencia codificante para la glutation S

transferasa, que se expresara fusionada a la proteina de interés clonada en el vector, generando
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por tanto un tag GST. El cDNA de cada inmunofilina fue ligado en el vector pGEX siguiendo
los pasos indicados en Materiales y Métodos. Cuando tuvimos todos los constructos,
procedimos a expresar en bacteria cada una de estas proteinas recombinantes. Como control

para el ensayo expresamos GST sola. La expresion fue satisfactoria permitiéndonos purificar

altos niveles de proteina recombinante que luego utilizamos para los ensayos de pull-down.

En la figura 31A se muestra la sobreexpresion de cada uno de nuestros constructos y de la
GST sola. Para confirmar que la expresion es de la proteina correcta, realizamos un western-blot

utilizando el anticuerpo anti-GST (ver Materiales y Métodos)(fig. 30B).
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El ¢cDNA correspondiente a cada una de las proteinas que habian mostrado interaccion
en el ensayo de doble hibridode las interacciones, fue ligado en un vector de expresion en

mamiferos (pPCMV-HA) para poder obtener una cantidad suficiente de proteina. Una vez ligado,
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Figura 31. Expresion
de GST y proteinas
recombinantes. A,
gel tefiido con
comassie para
observar la expresion
de cada uno de los
constructos. El peso
molecular de las
proteinas
recombinantes es la
suma del peso
molecular de GST y el
de la inmunofilina
correspondiente. B,
Western-Blot para
€s0s constructos
utilizando el
anticuerpo anti-GST.



transfectamos estos cDNAs en células Cos7, que permiten una alta eficiencia de transfeccion y
son utilizadas habitualmente para expresar proteinas en mamifero. Después de 48 horas lisamos
las células transfectadas y analizamos el lisado por Western-Blot para comprobar que nuestras

células expresaban correctamente la proteina transfectada.

En la figura 32 podemos observar la expresion para la subunidad beta de la bomba
Na/K, para aldolasa B y para proteina S en células Cos7 que han sido previamente transfectadas

con los constructos pCMV y cada uno de los cDNAs antes indicados.

Figura 32. Expresion de la
subunidad beta de Nal/k,
aldolasa B y proteina S en
células Cos7. Para ver la
expresion de  estas  tres
proteinas utilizamos el
anticuerpo anti-HA ya que el

Blot: anti-HA vector pCMV-HA contiene
este fag.

Na/K-ATPase
Aldolase B

‘
‘l Protein S

Una vez tuvimos tanto las proteinas cebo como las proteinas expresadas en el sistema
celular, realizamos el ensayo de pull-down in vitro. Para ello incubamos la proteina cebo (GST-
inmunofilina) con cada una de las proteinas que habian sido expresadas en células Cos7. Por
otro lado como control incubamos simultineamente GST con dicha proteina. El resultado fue
analizado mas tarde por Western Blot. En el caso que alguna de las proteinas expresadas
presentase interaccion con GST (control) no se podria confirmar en consecuencia la interaccion
con la proteina problema, deduciendo entonces que la proteina aparecida como interactor en los
ensayos de doble hibrido presentaria afinidad para cualquier residuo. Este seria el caso por tanto

de un falso positivo.

En la figura 33 hallamos la interaccion tanto de CypA como de CypB con la subunidad
beta de la bomba Subunidad § de la bomba Na/Ky las interacciones de CypA con aldolasa B y

proteina S mediante ensayos de pull-down.
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3. ENSAYOS DE CO-INMUNOPRECIPITACION

Tras confirmar algunas de las interacciones aparecidas tanto para CypA como CypB y
haciendo un repaso de la literatura al respecto, decidimos hacer estudios funcionales de la
interaccion entre dichas ciclofilinas y la subunidad beta de la bomba Na/K. Aunque ya
habiamos confirmado la interaccidén con los ensayos de pull-down, decidimos reconfirmar estas
interacciones en experimentos in vivo de co-inmunoprecipitacion. Este ensayo es el mas
utilizado para confirmar y detectar interacciones proteina-proteina, especialmente cuando se
realiza con proteinas enddgenas. Por un lado la técnica de inmunoprecipitacion (IP) permite
aislar un antigeno de un extracto celular utilizando un anticuerpo especifico contra éste. La co-
inmunoprecipitacion es una variacion de la IP y sirve para identificar proteinas que
interaccionan entre si, como por ejemplo formando dimeros. Al inmunoprecipitar una de las
proteinas que forman el dimero (o que interaccionan), la que actua de antigeno arrastra a la otra.
Este dimero, una vez unido al anticuerpo especifico, se separa mediante cromatografia de
afinidad utilizando proteina G (que se une especificamente a los anticuerpos) acoplada a resina

de sefarosa por centrifugacion. Finalmente se analiza el resultado mediante un western-blot.

Estos ensayos se llevaron a cabo en células HK-2 (ver Materiales). Utilizamos
anticuerpos para cada inmunofilina (CypA, CypB) y para la subunidad beta de la bomba
sodio/potasio (Na/K). Extractos de proteina celular fueron incubados durante tres horas con
bolas de sefarosa recubiertas con proteina G con el fin de eliminar proteinas inespecificas que se

unen a ella (preclearing). El sobrenadante obtenido en el paso anterior fue incubado durante
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~12 horas a 4°C con el anticuerpo que procediese, y de nuevo con proteina G. El resultado de

esta incubacidn fue analizado finalmente mediante la técnica de western-blot.

La figura 34 muestra el resultado obtenido en estos ensayos donde se puede observar

que tanto CypA como CypB interaccionan a nivel enddgeno con la subunidad beta de la bomba
Na/K.

IP: CypA
Control
IP: CypB
Control

E Blot: Na/K-beta [ e— Blot: Na/K-beta

IP: Na/K-beta
Control

Blot: CypA

Blot: CypB

Figura 34. Co-inmunoprecipitacion. A, B, interaccion entre CypA y CypB con Na/K, usamos anti-
CypA y anti-CypB para inmunoprecipitar esta inmunofilina, anti-Na/K-B fue utilizado en el
Western-Blot para ver la interaccion. C, en este caso usamos anti- Na/K- para inmunoprecipitar
esta proteina, anti-CypA y anti-CypB fue utilizado en el Western-Blot para ver las interacciones.
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4. CO-LOCALIZACION DE CypB, CypA Y LA SUBUNIDAD B DE
LA BOMBA Na/K

Para que una interaccidon sea bioldgicamente funcional requiere que las proteinas co-
localicen en algun lugar de la célula. Después de confirmar la interaccion de estas proteinas
tanto in vitro como in vivo, investigamos por técnicas de doble inmunofluorescencia la
localizacion de CypB, CypA y la subunidad f de la bomba Na/K en células de rifion HK-2.
Estas células fueron fijadas por el método de PFA 4 % descrito en Materiales y Métodos. Tras
ser fijadas y bloqueadas con BSA 2 % en PBS 1X, incubamos por separado los anticuerpos
primarios para cada una de estas dos proteinas durante 1 hora y a temperatura ambiente, seguido
por tres lavados con PBS 1X e incubadas de nuevo con un anticuerpo secundario conjugado a
un fluorocromo de espectro de absorcién/emision distinto (TRITC, FITC) (Materiales y

Métodos).

Hoeschi CvpB

Hoeschr

Hoescht

Figura 35. Co-localizacion. A, doble marcaje para CypB y Na/K, las flechas indican una posible
localizacion en el reticulo endoplasmatico. B, doble marcaje de CypB y Na/K, las flechas indican una
posible localizacion en la membrana. C, doble marcaje entre CypA y Na/K mostrando que estas dos
proteinas no colocalizan.
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La figura 35 muestra los experimentos de co-localizacion entre las proteinas CypB y
Subunidad § de la bomba Na/K respectivamenteentre. En la figura A se puede observar como
en el caso de CypB, se detecta co-localizacion con la Subunidad 8 de la bomba Subunidad f de
la bomba Na/K a nivel del reticulo endoplasmatico, hecho muy significativo ya que CypB esta
localizada principalmente en este compartimento, mientras que la subunidad p de la bomba
Na/K solo se encuentra en este organulo en la fase final de sintesis y plegamiento; una vez
plegada correctamente, es enviada a la membrana plasmatica donde ejerce su funcién
reguladora. También podemos observar en la figura B que estas dos proteinas co-localizarian en
la membrana. Este resultado tiene también gran relevancia y requiere una mas honda
exploracion ya que mientras que la subunidad f de la bomba Na/K es una proteina de
membrana, CypB por lo contrario es principalmente reticular y solo se ha descrito su
localizacion en la membrana plasmatica de forma marginal. En la figura C se observa el doble
marcaje entre CypA y Subunidad B de la bomba Na/K, experimento que indica que estas dos
proteinas no co-localizarian entre si. Mientras que CypA muestra una clara localizacion
citoplasmatica, la Subunidad  de la bomba Subunidad  de la bomba Na/K estaria localizada
principalmente en la membrana (como ya hemos visto anteriormente). Esta falta de co-
localizacion entre ambas proteinas dificulta en mayor medida la interpretacion de la interaccion
previamente detectada. Experimentos adicionales de Fluorescence Resonance Energy Transfer
(FRET) podrian aclarar si estas proteinas realmente interaccionan ya que se trata método mucho

mas preciso a la hora de confirmar la localizacion y la interaccion entre proteinas.

5. LOCALIZACION DE CypA, CypB Y LA SUBUNIDAD p DE LA
BOMBA Na/K EN CELULAS HK-2 TRATADAS Y SIN TRATAR
CON CsA

Una vez comprobada la interaccidon entre estas proteinas, decidimos ensayar estudios
funcionales y determinar qué efectos a nivel de localizacidn e interaccion producia la adicion de
ciclosporina A (CsA). De esta forma pretendiamos observar si los efectos toxicos del farmaco,
observados en pacientes trasplantados podian tener consecuencias funcionales en relacion a

estas proteinas con las interacciones detectadas hasta el momento.
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Lo primero que quisimos observar fue si se producian cambios en la localizacion de
estas tres proteinas en presencia del inmunosupresor. En la literatura esta descrito que
ciclosporina A (receptor de ambas inmunofilinas) afecta a la localizacion de CypA y CypB,
concretamente se ha descrito la secrecion de ambas proteinas al medio celular en respuesta al
tratamiento con CsA. En consecuencia, decidimos tratar las células HK-2 con CsA a 10 uM,
minima concentracion que produce efectos toxicos en nuestras células (Tesis de la Dra. Marta
Puigmulé y manuscrito sometido a publicacion) y realizar seguidamente experimentos de

inmunofluorescencia que nos permitiesen observar la localizacion de ambas inmunofilinas.
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Figura 36. Localizacién de CypA, CypB y Na/K-B. A. Localizacion de CypA en células
HK-2 tratadas con y sin CsA 10 puM. B. Localizacion de CypB en células HK-2 tratadas con
y sin CsA 10 pM. C. Localizacion de Na/K-p en células HK-2 tratadas con y sin CsA 10
uM.
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Tal y como se puede observar el la figura 36, en células no tratadas con CsA, CypA se
encuentra en el citoplasma y en el nicleo, como ya ha sido previamente descrito. CypB a su vez,
se hallaba localizada en el reticulo endoplasmatico. Por ultimo, pudimos ver como la subunidad
beta de Subunidad p de la bomba Na/K estaba localizada principalmente en la membrana
plasmatica, aunque también se podia observar un pequeflo marcaje reticular. Al someter estas
células al tratamiento con CsA observamos que tanto CypA, como CypB, como la propia
Subunidad § de la bomba Na/K perdian su localizacion habitual. En el caso de CypA y CypB,
observamos una clara y mayoritaria localizacion nuclear, que es total para CypB. Para la
Subunidad B de la bomba Na/K nos encontramos con una total deslocalizacion de la proteina

que pasaba de la membrana al ntcleo y citoplasma celular.

6. INTERFERENCIA PARA CICLOFILINA B Y CICLOFILINA A

El término RNA de interferencia (RNAi) se utilizé por primera vez en 1998 por Fire y
colaboradores para describir el bloqueo de expresion génica observado al introducir en el
interior de C. elegans una doble cadena de RNA (double strand RNA, dSRNA). Posteriormente
el RNAI fue observado y ampliamente estudiado en insectos (Kennerdell J.R. et al., 1998) y en
ratones (Svoboda P. et al., 2000). La funcion natural del RNA1 y del silenciamiento génico post
transcripcional es la proteccion del genoma versus la invasion de virus o transposones. La
degradacion especifica del RNA mesanjero (mRNA) prevé/evita la replicacion del virus y/o del

transposon (Elbashir S.M. et al., 2001).

A pesar de encontrarse numerosos estudios de silenciamiento génico producido por la
dsRNA en embriones de raton y en algunas células de mamifero, su utilidad en la mayoria de
cultivos de células de mamifero es limitada debido a que la introduccion de dsRNA en el
interior de las células desencadena respuestas inespecificas como la sintesis del Interferon
(Elsbashir S.M. et al., 2002). En el afio 2000, Zamore P.D. y colaboradores descubrieron que la
introduccién de moléculas de doble cadena de RNA de longitud entre 21-23 nucledtidos (small
interference RNA, siRNA) en el interior de células de mamifero producia el silenciamiento
génico sin desencadenar repuestas inespecificas. Estas moléculas de siRNA se unen a un
complejo ribonucleoproteico llamado RISC (RNA induced silencing complex) que dirigido por
los siRNA reconoce el mRNA que contiene la secuencia homologa, dando lugar a Ia

eliminacion total o parcial del gen (Bernstein E. et al., 2001).

146



Debido a nuestro interés por los mecanismos moleculares en qué las ciclofilinas estan
involucradas, se procedi6 a la eliminacion de la expresion génica de la ciclofilina A y de la
ciclofilina B mediante RNAI (tesis doctoral de la Dra. Puigmulé). Dado que la interferencia n
fue completa en este modelo y a través de una colaboracién con el Dr. Jeremy Luban,
procedimos a utilizar vectores lentivirales producidos en su laboratorio para el silenciamieto de
estas ciclofilinas. El grupo del Dr. Luban ha disefiado todos los vectores y construcciones
necesarias para llevar a cabo el silenciamiento de CypA y CypB mediante vectores de
interferencia que codifican para una doble cadena anillada en forma de horquilla (hairpin)
especifica para cada una de ellas y por infeccion con lentivirus. Para la interferencia de cada
ciclofilina se utilizaron tres vectores distintos: el vector pMD2G que codifica para la capside del
virus (envelope), el vector psPAX2 que codifica para las proteinas virales que dirigen el
empaquetamiento (packaging ) y finalmente el vector pAPM que contiene la secuencia en
hairpin especifico de la proteina que se desea silenciar (ver Materiales y Métodos). Estos tres
vectores fueron co-transfectados en células 293T para la produccidén de lentivirus. Dos dias
después de la transfeccion el medio que contiene estos lentivirus fue titulado e inmediatamente
después las células HK-2 fueron infectadas. El vector pAPM contiene una resistencia para el
antibidtico puromicina, asi que después de 5 dias post-infeccion, se afiadid el antibiotico a una
concentracion de 2 pg/ml para seleccionar las células que contenian el Aairpin integrado en el
genoma. A los diez dias de la seleccion con puromicina, se analizé la expresion de proteina
CypA y CypB de las células interferidas mediante western-blot. En la figura 37 se puede
apreciar como la infeccion y posterior seleccion de células HK-2 interferidas para cada

inmunofilina ha permitido el silenciamiento del 100 % de cada una de ellas.

Cabe destacar el hecho que las células establemente interferidas para estas inmunofilinas
constituyen una potente herramienta que permitira la realizacion de posteriores ensayos

funcionales.
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Figura 37. mRNAIi para CypB y CypA. Esta figura nos muestra la interferencia producida en
CypB y CypA. Como control usamos las mismas células interferidas con luciferasa. En este blot
podemos hemos analizado 10 ug de cada lisado y en el caso de las interferidas hemos analizado 10
y 20 pg. El anticuerpo control utilizado es la B-actina.

7. La interaccion entre CypA, CypB con la Subunidad B de l1a bomba

Na/K podria estar mediada por la actividad PPIasa

Dada la importancia de la actividad PPlasa de la ciclofilina A y ciclofilina B, nos
propusimos mutar los residuos que intervienen en esta actividad para ver si eran los
responsables de las interacciones. En la literatura se halla ampliamente descrito que la mutacion
R55A en CypA elimina su actividad PPlasa, mientras que en el caso de CypB encontramos que
las mutaciones R96A y F101A causan una disminucién de esta actividad. En consecuencia,
decidimos mutar esos residuos en estas dos inmunofilinas y hacer ensayos de pul/l-down para

cerciorarnos de su implicacidn en la interaccion con la subunidad beta de Na/K.

Mediante mutagénesis dirigida inducimos el cambio alanina por arginina en el residuo

55 de CypA y el cambio alanina por arginina y fenilalanina por alanina en los residuos 96 y 101
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de CypB a nivel de sus vectores de expresion en bacteria (pGEX-6p-1-CypA y pGEX-6p-1-
CypB respectivamente). Seguidamente se expresaron sendos mutantes en bacteria y tras su
purificacion fueron utilizados en ensayos de pull-down contra la subunidad B de la bomba Na/K

que habia sido expresada en células de mamifero Cos-7.

En la figura 38 podemos observar que el residuo mutado R55A parece tener una
implicacion directa en la interaccion de CypA con la subunidad B de la bomba Na/K, ya que el
mutante presenta una plausible perdida de la interaccion. En cambio, los residuos R96A y
F101A parecen no tener ninguna implicacion sobre la interaccion de CypB con subunidad f§ de

la bomba Na/K puesto que ésta se da también en el mutante.
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Figura 38. Pull-down con los residuos mutados de CypA y CypB. A. Ensayo de
pull-down entre CypA con la mutacion R55A y Na/K-R. B. Ensayo de pull-down
entre CypB con las mutaciones R96A y F101A y Na/k-P.

8. Actividad enzimatica de la subunidad B de la bomba Na/K

Se ha descrito que la actividad de la bomba Na/K se ve reducida en células renales que
han sido tratadas previamente con ciclosporina A (Tumlin JA et al 1994). Teniendo en cuenta
este sugerente dato, creimos sumamente interesante determinar la actividad enzimatica de la

bomba Na/K y las repercusiones que sobre ella tiene el tratamiento con CsA. Lo primero que
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realizamos fue un tratamiento de las células HK-2, nuestro modelo in vitro de células del tubulo
proximal renal humano con CsA 10 uM durante 24 horas. A continuacion, las células fueron
lisadas y se extrajeron las proteinas de membrana mediante un protocolo especifico de
purificacién (ver Métodos) teniendo en cuenta por lo tanto que es en dicha fracciéon donde debe
hallarse la subunidad f al ejercer su funcién en la membrana plasmatica. La actividad de la
bomba sodio potasio fue estimada basandonos en la medida de la hidrolisis del compuesto p-
nitrofenol fosfato. De esta forma pudimos observar como en nuestras células la actividad sodio
potasio disminuia significativamente a dosis de 10 uM de CsA. Cabe sin embargo destacar que

esta disminucion en la actividad fue observada a partir de la dosis 1 uM (Figura 39).
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Figura 39. Actividad Na/K-ATPasel. La actividad ATPasa fue medida utilizando el método de hidrolisis
de p-nitrofenol. Células HK-2 fueron tratadas con diferentes dosis de CsA (0 nM, 10 nM, 100 nM, 1 puM,
10 uM) durante 24 horas. Los extractos proteicos fueron analizados para la actividad enzimatica de Na/K.

Paralelamente decidimos también mirar la actividad ATPasa en las células que habian
sido establemente interferidas para CypA y CypB. Fue especialmente interesante comprobar que
los clones con ciclofilina B silenciada, presentaban una mengua significativa de la actividad

Na/K. Este dato probaria que CypB tendria una relacion directa con la Subunidad § de la bomba
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Na/K y confirmaria al mismo tiempo que su interaccién con CypB posee un papel importante en
la funcion renal en la patologia inducida por los efectos nefrotoxicos de CsA. La siguiente

grafica nos muestra el descenso de la actividad en las diferentes situaciones.
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Figura 40. Actividad Na/K-ATPase2. La actividad ATPasa fue medida utilizando el
método de hidrolisis de p-nitrofenol. La actividad Na/K-ATPasa fue medida en células
HK-2, células HK-2 tratadas con CsA 10 pPM, células interferidas para la luciferasa,
células interferidas para CypA y células interferidas para CypB.

Dentro de este mismo grupo de ensayos, pudimos observar como el tratamiento de las
células HK-2 con ciclosporina A presentaban también una marcada disminucion de la actividad
Na/K-ATPasa. Puesto que CypA y CypB son receptores de este farmaco y que sus efectos
inmunosupresores vienen mediados por la union CsA-Ciclofilinas, decidimos ver si la expresion
de la Subunidad B de la bomba Na/K bajaba en estas células después de tratarlas con CsA. Para
ello analizamos por western-blot los extractos proteicos utilizados en los ensayos de actividad

Na/K-ATPasa.
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En la figura 41 podemos observar el resultado de dicho experimento el cual mostré la
ausencia de cambios de expresion de la subunidad  de la bomba Na/K en ninguna de las
concentraciones de CsA ensayadas. Como control de carga, se utilizo la beta actina. Estos
resultados indicn que es la actividad del enzia la que esta afectada por el farmaco y que ello

depende, como ha sido demostrad, de la interferencia de CypB.

HK-2, 20ug lysate

=
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9. CypB INTERACCIONA CON LA SUBUNIDAD bl DE LA ATP

SINTASA MITOCONDRIAL

Otro de los resultados de los ensayos de doble hibrido que también llamo especialmente
nuestra atencion fué la subunidad bl de la ATP sintetasa mitocondrial (ATP5F1). Se trata de
una de las subunidades que conforman el complejo V de la cadena respiratoria mitocondrial y

resulta especialmente sugerente la deteccion de su interaccion con la ciclofilina B (figura 42) al

Figura 41. Expresion de
Na/K-B. Los lisados de
proteinas de células HK-2
tratadas con CsA a dosis de
0 nM, 10 nM, 100 nM, 1
uM, 10 pM fue analizado
mediante un western-blot.
La beta actina fue utilizada
como control del
experimento.

hayarse descritos multiples efectos toxicos de la CsA en la mitocondria.
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-Ade/-His/-Leu/-Trp

Control +

De nuevo, esta interaccion requeria experimentos adicionales de confirmacion. De
manera que, como ocurrié en las interacciones previamente descritas, procedimos a corroborar
este resultado mediante ensayos de pul/l-down. En el caso de la ATPSF1, la expresion fue
realizada en un sistema de transcripcion y traduccion in vitro en reticulocito de conejo (ver
Meétodos). En este sistema la proteina queda marcada radioactivamente con metionina-S* que es

incorporada al péptido sintetizado. El procedimiento de los ensayos de pull-down fue el descrito

anteriormente.
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Figura 42. Interaccién
entre CypB y ATP5F1 en
los ensayos de doble
hibrido. Placa con medio
de crecimiento para
levadura  deficiente en
adenina, histidina, leucina
y triptéfano. El control +
pertenece a la interaccion
ya conocida entre SV40T y

p53). CypB-ATP5F1
corresponde a la nueva
interaccion encontrada

entre la ciclofilina B y la
subunidad bl de la ATP
sintasa mitocondrial.




En la figura 43 podemos observar el resultado de la incubacion de la proteina ATPSF

con la proteina de fusion GST-CypB expresada en bacteria.

Figura 43. Ensayo de Pull-
Down para confirmar Ila
interaccion entre CypB vy
ATP5F1. Como se observa en
la figura la interaccion queda
confirmada ya que la ATP5F1
interacciona con el constructo
GST-CypB y no con la GST
sola. En este ensayo no se usa
ningun anticuerpo anti-

GST
GST-CypB

- ATP5F1 ya que esta proteina
AT PS P 1 estaba marcada
radiactivamente.

CsA AFECTA A LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES VIA
CICLOFILINA

Una vez demostrada la interaccion, realizamos un estudio exhaustivo de la literatura en
busca de una posible conexién previamente descrita entre la ciclosporina y las ciclofilinas
dentro del contexto de la fisiologia mitocondrial. Encontramos varios articulos en los que se
describe la afectacion de la actividad del complejo I y I de la cadena respiratoria mitocondrial
por ciclosporina asi como también la disminucion de ATP mitocondrial en respuesta al

tratamiento con el firmaco (De la Cruz Rodriguez L. et al., 2007).

Estos datos nos llevaron a disefiar varios experimentos que nos permitieran observar un
posible efecto de CsA en este compartimento dentro del contexto de lineas celulares renales. En
primer lugar, procedimos a tratar con el farmaco células PCT-3, células PCT-3 establemente
interferidas para CypA y CypB (lineas establecidas por la Dra. Marta Puigmulé), células Cos7
transitoriamente transfectadas con una forma dominante negativa para ciclofilina A (mutacién
R55A) y células Cos7 transitoriamente transfectadas con una forma dominante negativa para
ciclofilina B (mutaciones R96A y F101A). Las dosis de CsA utilizadas fueron 0 uM, 1 uM, 10

UM y el tratamiento se aplicd durante 24 horas. Pasada la incubacion, tripsinizamos las células
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y las congelamos para poder realizar los experimentos de BLUE-NATIVE-SDS-PAGE. Estos
estudios se llevaron a cabo en el Hospital 12 de Octubre de Madrid bajo la supervision de la
Dra. Cristina Ugalde. Los experimentos se basan en la separacion electroforética en condiciones
nativas (sin desnaturalizar) de los 5 complejos mitocondriales para seguidamente poder analizar
la actividad enzimatica en gel de cada uno de ellos por separado. Paralelamente, se realiza la
transferencia de dichos complejos mitocondriales a una membrana de nitrocelulosa para poder
determinar la expresion de cada uno de estos complejos mediante western-blot. En la figura 40
se muestran los ensayos enzimaticos de los complejos I, IV y la expresion de cada complejo en

células PCT-3 tratadas a diferentes dosis de CsA.

A B

PCT PCT
CsA 0 UM 10pM Csl, 1] UM 1
E ¥ ’ Ot Figura 44. BLUE-

l | |
NATIVE-SDS-PAGE en
IGA-CI WB-Cl PCT3. A. Actividad
- enzimatica del complejo [

(IGA-CI) y del complejo
IV (IGA-CIV) en células
PCT-3 tratadas con CsA

WB-CIll
(0 uM, 1 uM, 10 uM). B.
Expresion  en  células
WBLCWV - - = tratadas con CsA de los
cinco complejos de la
|\ epinto
WB-CV Ve cadena respiratoria

- Fl mitocondrial.

En esta figura se puede observar en A que la actividad enzimatica del complejo [ y del
complejo IV disminuiria significativamente en células que han sido tratadas con CsA a 10 pM.
En B tenemos la expresion de cada uno de los complejos mitocondriales. Asi se puede observar
que la expresion tanto del complejo I, II, IV en células que han sido tratadas con CsA a 10 uM
disminuye significativamente, asi mismo existe una leve disminucion en la expresion de los

complejos [l y V.

El siguiente paso fue aplicar estos experimentos a células PCT-3 interferidas para CypA
y células PCT-3 interferidas para CypB. De nuevo se sometieron las células al tratamiento con
CsA a las mismas dosis utilizadas en los ensayos anteriores y posteriormente se realizaron
experimentos de actividad enzimatica y expresion de los complejos mitocondriales. La figura

41 muestra los resultados de estos experimentos.
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Figura 45. BLUE-
NATIVE-SDS-

PAGE en células
= silenciadas para

CypA y CypB. A,
IGA-CIV

1GA-CI

células PCT-3 con el
vector vacio  (ctl
PCT), interferidas
para CypA (CypA-
RNAI) e interferidas
para CypB (CypB-
B RNAI) fueron
tratadas con
ctl PCT CypA-RNAI CypB-RNAI diferentes dosis de
CsA (0 uM, 1 pM,
CsA © IpM 10pM 0 1pM 10WM 0 IpM 10pM 10 uM). En esta
| | | | | | | | | figura se muestra las
actividades

—
WB-CI - -' " - . -' - enzimaticas del

complejo Iy IV de la
WE-CII cadena  respiratoria
mitocondrial. B, las

proteinas de cada

WB-CIll - . complejo fueron
- - - - analizadas por
western-blot en estas
WB-CIV | . — - e oy - .- células tratadas con
CsA.
ooy |- ——————
1 FI

En la figura 45 A se puede observar como la actividad del complejo I esta aumentada
tanto en las células que han sido interferidas para CypA como células que han sido interferidas
para CypB. Este aumento en la actividad también correlaciona con la expresion de proteina de
dicho complejo. Ocurre lo mismo para el complejo 111 de la cadena respiratoria. En este caso no
podiamos analizar la actividad enzimatica del complejo, pero se pudo observar que la expresion
esta claramente aumentada tanto en células interferidas para CypA como en células interferidas
para CypB. Todos estos resultados se compararon siempre con las células control que contenian
el vector vacio. En el caso del complejo V y a diferencia de lo que ocurria para los complejos |
y 11, en la células interferidas no se observo ningun cambio en la expresion de proteina. Parece
existir un leve incremento de actividad enzimatica del complejo IV en las células interferidas

que no va acompafiado de un incremento en la expresion de proteina.
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Cos-CMVHA Cos-mutCypa Cos-mutCypB Figura 46. BLUE-
NATIVE-SDS-PAGE

en células mutadas
para CypA y CypB.
A, células PCT-3 con
el vector vacio (ctl

PCT), sobreexpresadas
negativo de  CypA

(Cos-mutCypA) y
expresadas con el

CsA 0 g™ 104M 0 1uM 1M 0 1M 10uM

dominante negativo de

B CypB (Cos-mutCypB)
Cos-CMVHA Cos-mutCyph Cos-mutCypB fueron tratadas con

diferentes dosis de
CsA (0 uM, 1 puM, 10

CsA 0 1gM 10yM O I1pM 10uM 0  IpM  10pM

1 1 | l | L l | 1 uM). En esta figura se
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cadena respiratoria
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proteinas de cada

= complejo fueron
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western-blot en estas

WE.Cy | - - — E _‘ — g!- E. células tratadas con
e - Fl CsA.

Una vez comprobados los sustanciales cambios tanto a nivel de actividad como de
proteina de alguno de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial en células que
carecian de ciclofilina A o B, decidimos indagar cudl era su causa. Para ello nos propusimos
realizar estos mismos experimentos en células Cos7 que habian sido transfectadas previamente
con un dominante negativo de la actividad PPlasa de CypA y en células Cos7 que habian sido
transfectadas previamente con un dominante negativo de la actividad PPlasa de CypB. Estos
dominantes negativos se construyeron tal y como previamente se ha explicado mediante
mutacion del residuo 55 en el caso de CypA (R55A) y de los residuos 96 y 101 para CypB
(R96A-F101A). Los mutantes fueron clonados correctamente en un plasmido de expresion en
mamiferos (pCMV-HA) y fueron transfectados en células Cos7 utilizando como control el
vector vacio. 24 horas después de la transfeccion, las células fueron tratadas con CsA a las dosis
habituales en nuestros ensayos. Las células fueron tripsinizadas y congeladas 24 horas después

del tratamiento y posteriormente utilizadas en los experimentos de blue-native.
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En la figura 42 A se pueden observar los resultados de los ensayos de blue-native. En
ellos podemos apreciar cambios en la actividad del complejo I de la cadena respiratoria
mitocondrial. Este cambio ocurre en las células tanto sin tratar como tratadas con CsA a 10 uM
y que presentan sobreexpresion del dominante negativo de la ciclofilina B. Podemos observar
claramente una disminucion en la actividad enzimatica que ademas se correlaciona con la
expresion de proteina de este complejo. Ni el complejo IV ni el V muestran ninguna variacion.
Estos mismos experimentos seran realizados en las células renales HK-2 que han sido

interferidas tanto para CypA como para CypB.
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DISCUSION






Nuestro laboratorio ha estado interesado tradicionalmente en estudiar los mecanismos
moleculares de la accion androgénica en el rifion, tejido que, especialmente en raton, presenta
una marcada induccién génica en respuesta a los androgenos. Entre los genes sometidos a esta
regulacion hormonal y con una expresion practicamente exclusiva del tibulo renal nos
encontramos a la Kidney Androgen-regulated Protein, el estudio de la cual ha centrado parte del
trabajo llevado a cabo en nuestro grupo (Solé et al., 1994; Sol¢é et al., 1996; Ouar et a., 1998;
Cebrian et al., 2001; Soler et al., 2004). Estudios de dos hibridos en levadura demuestran que la
proteina KAP interacciona con CypB, receptor del farmaco inmunosupresor CsA. La proteina
KAP disminuye notablemente en ratones que han sido tratados con CsA y su expresion
controlada en un sistema celular de tibulo proximal renal, reduce de forma significativa la

toxicidad producida por la CsA (Cebrian C. et al., 2001).

La aparicion de esta interaccion y los efectos causados por CsA sobre KAP resultaron
sin duda altamente relevantes por lo que nuestro grupo empezd a interesarse significativamente
en el papel que ejercian los inmunosupresores CsA y FK-506 sobre el dafio renal mediante sus
receptores intracelulares, las inmunofilinas. Hipotetizando que este dafio renal no sdlo es

causado por la inhibicion de la calcineurina como se habia postulado.

Las inmunofilinas fueron descubiertas originalmente como receptores de una familia de
inmunosupresores en los que se incluye ciclosporina, FK506 y rapamicina. Estos farmacos
suprimen la reacciéon inmune y son usados clinicamente para prevenir el rechazo del injerto
durante el trasplante de 6rganos (Schreiber, 1991; Kunz and Hall, 1993). Dichas proteinas han
sido descritas en todos los eucariotas desde levadura, pasando por animales ¢ incluso en plantas
y estan implicadas en procesos celulares fundamentales (Luan S. et al., 1998). En este trabajo
nos hemos dedicado al estudio de la familia de las ciclofilinas y de las FK-binding proteins. Los
diferentes miembros de cada familia poseen una homologia conservada entre si a lo largo de la
evolucion. A parte de su accidn inmunosupresora, las inmunofilinas se caracterizan por poseer
actividad peptidol-prolyl-cis-trans isomesara, consistente en la catalizacion de cis a trans de los

enlaces peptidicos prolina (Rosen and Schreiber, 1992).

El alto nivel de conservacion y distribucion ubicua de las inmunofilinas en diferentes
organismos y compartimentos subcelulares sugiere que estas proteinas participan en procesos
celulares cruciales. Debido a su importancia significativa en este trabajo hemos intentado
elucidar algunos de los mecanismos en los que podrian estar implicadas algunas de estas
proteinas. Por todo esto realizamos experimentos de doble hibrido con la intenciéon de
identificar proteinas de interaccién con la ciclofilina B, ciclofilina A y FKBP12. Una vez
halladas sendas interacciones, realizamos ensayos funcionales sobre dichas proteinas que seran

discutidos a continuacion en detalle.
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1. INTERACCIONES ENCONTRADAS PARA HCypB-HCypA-FKBP12

El principal objetivo de este trabajo y en el que hemos dedicado mayor tiempo ha sido
la identificacion de proteinas del rifidn que interaccionan con ciclofilina A, ciclofilina B y
FKBP12. Después de varios ensayos de doble hibrido se obtuvieron un niumero de proteinas que
interaccionaban con cada inmunofilina. En estos resultados logramos identificar varias proteinas
de interaccion sobre las cuales y tras su vinculacion a procesos celulares en los que también
estaba involucrado alguno de los farmacos inmunosupresores, decidimos centrar posteriormente

nuestros experimentos. Algunas de estas interacciones seran discutidas a continuacion.

En el caso de la CypA, se identificaron 5 proteinas de interaccion mediante ensayos de
dos hibridos en levadura. Tres de estas proteinas fueron posteriormente confirmadas mediante

ensayos de pull-down.

Entre ellas destacamos aldolasa B, enzima que desarrolla un papel muy importante en
las vias de la glicolisis y gluconeogénesis. Se encarga de catalizar la interconversion de la
fructosa-1, 6-bifosfato a gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato (Morse and
Horecker, 1968). Hay tres formas de aldolasas y la B en particular se encuentra en el higado y
en el rindn (Eagles and Igbal, 1973). Las aldolasas son tetrdmeros compuestos por idénticas
subunidades con un peso molecular de 39.500 daltons. Se ha descrito que esta proteina se
localiza en la periferia nuclear en células de rifion (Saéz et al., 1996). La regulacion de glicolisis
y gluconeogénesis es extremadamente importante en o6rganos y tejidos, sobre todo en el higado
y en el cortex renal, donde la glicolisis estaria localizada en el tubulo distal y la gluconeogénesis
en el tabulo proximal (Sasse et al., 1975; Schmidt et al., 1975). Debido a la intervencion de
aldolasa B en procesos metabdlicos y especialmente a su alta abundancia en el rifién, creemos
que esta proteina podria estar involucrada en algunos de los efectos producidos por CsA y que

su interaccion con CypA podria intervenir en estos efectos.

Otra de las proteinas de interacciéon que encontramos con CypA fue la proteina S. Se
trata de una glicoproteina que presenta un peso molecular de aproximadamente 70 kDa. En
humanos esta proteina es sintetizada mayoritariamente por hepatocitos, pero también por
megacariocitos, células endoteliales, osteoblastos y células del musculo liso (Lundwall A et al.,
1979; Dahlbédck et al., 1991). Su funciéon bioldgica mas importante es la inactivacion
proteolitica de factores Va y Vllla que son a su vez cofactores involucrados en la cascada de la

coagulacion. Por todo esto, la proteina S tiene un papel muy importante en la generacion de la
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trombina y en el control de la actividad procoagulante. En este sentido, se la ha relacionado con
el sindrome nefrético, sindrome que esta asociado a un aumento de tromboembolismo tanto en
nifios como en adultos (Abella et al., 1994; Rabelink et al., 1994). En pacientes que padecen
este sindrome se hallan grandes niveles de proteina C y también de su cofactor, la proteina S. El
hecho que uno de los efectos encontrados en pacientes tratados con CsA sea la glomerulonefritis
membranosa sugiere que quizas un estudio mas detallado de la interaccion entre CypA y la
proteina S podria desvelar una factible involucracién de la ciclofilina en algunos de los efectos

producidos por la CsA a este nivel.

Siguiendo con otra de las interacciones encontradas para CypA, encontramos la
deacetilasa 2, HDAC2 (Histone Deacetylase 2). HDAC es una familia de proteinas altamente
conservadas durante la evolucion (Gray et al.,, 2001). Se dividen en diferentes clases y en
concreto la clase I de esta familia comprende HDACI, -2, -3 y -8, proteinas similares al
regulador transcripcional de levadura Rpd3p asociadas a corepresores transcripcionales tales
como Sin3 y NCoR (Bertos NR et al., 2001; Fischle W et al., 2001). . En la literatura se ha
descrito que CypA y Essl interaccionan y regulan el silenciamiento del complejo de histonas
deacetilasas Sin3-Rpd3 en levaduras y mamiferos (Arevalo-Rodriguez M., et al; 2000). Todo
esto nos hace pensar que quizas la interaccion entre HDAC2 y CypA encontrada en nuestros
ensayos de doble hibrido deberia ser estudiada funcionalmente. De esta manera podriamos
elucidar algunos de los mecanismos involucrados en la toxicidad producida por CsA sobre todo
si tenemos en cuenta que la inhibicion de la actividad PPlasa por este inmunosupresor podria
estar afectando al complejo HDAC provocando asi la inhibicion de la transcripcion de genes
importantes y su consecuente silenciamiento y un retraso en el ciclo celular. En concreto,
HDAC?2 ha sido relacionada con el oxido nitrico (NO), sefializador celular con un papel muy
importante en un gran numero de procesos fisioldgicos y patoldgicos en el rifion. El oxido
nitrico es producido en células glomerulares mesangiales mediante la via del NO sintasa (iNOS)
juntamente con otras citoquinas y quemoquinas especialmente cuando son activadas por un
estimulo inmunolégico o inflamatorio, momento en el que llegan a generar grandes cantidades
de NO. Este exceso en la produccion de NO causa diferentes formas de dafio glomerular y
tubular (Furusu A et al., 1998; Narita I et al., 1995). Uno de los efectos del inmunosupresor CsA
es justamente la produccion de NO causando de esta forma un efecto en el dafio glomerular y

tubular
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En el caso de FKBP12, obtuvimos 16 proteinas de interaccion mediante ensayos de
doble hibrido. No seria coherente describir ni entrar en detalle con ninguna de las proteinas de
estos ensayos puesto que, por el momento, carecen de ensayos de confirmacion. De hecho,
dicho trabajo esta siendo desarrollado actualmente por otros miembros de nuestro laboratorio. A
modo esquematico, hemos agrupado las proteinas obtenidas en funcion del proceso celular en el
que estan involucradas indicando asi en que procesos podria estar involucrada esta proteina. Es
asi como podemos observar que la mayor parte de los interactores para FKBP12 se
corresponden con efectores del metabolismo energético. En este sentido, cabe destacar que el
principal organulo donde tiene lugar la producciéon y administracion de energia es el
compartimento mitocondrial y es mas que sugerente la posible relacion con los efectos
nefrotdxicos que los inmunosupresores suelen producir a este nivel. En segundo lugar nos
encontramos con dos grupos mayoritarios de interactores integrados por efectores del
metabolismo de acidos nucleicos, de nuevo encontrados mayoritariamente en funciones a nivel
mitocondrial, y por elementos del metabolismo de proteinas, interacciones racionalmente

logicas si tenemos en cuenta que FKBP12 tiene un papel principal como chaperona.

TagrLa 16. Procesos moleculares.

Procesos en los que se involucran las
proteinas de interaccion

® Transcripcion

# Metabolismo
Energético

W Metabolismo de acidos
nucleicos

H Metabolismo de
Proteinas

i Otras
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De las proteinas de interaccidon que obtuvimos con CypB y CypA, nos llamo la atencion
la subunidad B de la bomba Na/K y la subunidad bl de la ATP sintasa mitocondrial. Para la
primera de ellas obtuvimos interaccion tanto con CypB como con CypA para la segunda solo
con CypB. Revisando la literatura vimos que ambas proteinas podrian estar vinculadas a
algunos de los efectos téxicos causados por CsA. Debido a su importancia decidimos
primeramente confirmar in vitro e in vivo estas interacciones y después realizar sendos

experimentos funcionales.

En los siguientes apartados discutiré los resultados obtenidos asi como también

explicaré la razén que nos llevo a realizar estos experimentos.

2. Na/K-p INTERACCIONA CON CypB Y CypA EN ENSAYOS DE DOBLE
HIBRIDO

La interaccion mas relevante y reveladora que obtuvimos en los ensayos de doble
hibrido, no s6lo por su importancia en la célula sino por su funcionalidad en células del rifidn,
fue la subunidad beta de la bomba sodio/potasio ATPasa (Na/K-ATPase). Se trata de uno de los
principales transportadores de membrana celular responsable del mantenimiento electroquimico
y de transporte de Na y K a través de la membrana plasmatica. En la célula, esta bomba esta
bajo el control de hormonas y varios factores de crecimiento que regulan a corto y largo plazo
de la actividad de la bomba (Verry et al., 1995; Ewart et al., 1995; Rossier et al., 1987;
Rozengurt et al., 1981; Moolenaar et al., 1986). El enzima es un heterodimero que consiste en
una subunidad @ y una subunidad P, para las cuales se han identificado tres subtipos diferentes
(Mercer et al., 1986; Shull et al., 1986; Hara et al., 1987; Malik et al., 1996). La subunidad a es
la encargada de la catalisis de la actividad enzimatica mientras que la subunidad B esta
involucrada en la maduracién estructural y en el correcto direccionamiento del heterodimero a
la membrana plasmatica (Geering et al., 1989, 1991, 1996). La figura 33 nos muestra el
resultado obtenido para los ensayos de interaccion con CypB y CypA. Tras observar que esta
proteina interaccionaba con ambas ciclofilinas decidimos inicialmente confirmar in vitro la
interaccion mediante ensayos de pull-down (figura 33). El resultado positivo de estos ensayos
nos permitié avanzar un paso mas, pasando a corroborar de manera concluyente la interaccion
in vivo mediante experimentos de co-inmunoprecipitacion (figura 34). La confirmacion de la
interaccion entre la subunidad beta de la bomba sodio/potasio y ambas ciclofilinas, nos incitd a
investigar el posible significado funcional de esta. Para ello intentamos determinar la posible

involucracidon de la actividad PPlasa en la interaccion entre la subunidad de la bomba y cada
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ciclofilina. La actividad PPlasa de las ciclofilinas estd conservada en todos los enzimas de la
familia y se encarga de catalizar la interconversion de enlaces cis a enlaces trans de los enlaces
peptidicos de las prolinas (Fischer G. et al., 1984). La isomerizacidon espontanea de los enlaces
peptidil-prolina requiere energia y es ademas un proceso lento, particularmente a bajas
temperaturas. Las ciclofilinas estabilizan el estado de transicion de cis a trans y aceleran la
isomerizacioén, proceso que resulta importante en el plegamiento y en el ensamblaje de
multidominios de proteinas (Gothel SF. Et al., 1999). Los aminoacidos involucradas en esta
actividad enzimatica han sido descritos y estdn conservados entre varios miembros de la familia
como es el caso de CypA, CypB y CypC (Bukrinsky M et al., 2002). Uno de los residuos mas
importantes y que parecen tener un papel muy importante en la actividad enzimatica es la
arginina 55. Ratones transgénicos que contienen una mutacion en este residuo (R55A) son
menos resistentes a la nefrotoxicidad producida por la CsA (Kim SS. et al., 2004). Estos ratones
muestran un desarrollo normal sin anormalidades aparentes, pero la toxicidad producida por
CsA es mas elevada en comparacion con los ratones wild-type. También se ha visto que
roedores que contienen dicha mutacion exhiben una menor esperanza de vida. Otros autores
demostraron a su vez que CsA bloquea la actividad PPlasa retardando significativamente la
maduracion del colageno (Steinmann B. et al., 1991). Ademas del plegamiento de proteinas,
esta actividad tiene importantes implicaciones en diversos procesos celulares como trafico
intracelular (Uittenbogaard Y. et al., 1998), transduccion de sefiales (Brazin KN. Et al., 2002),
regulacion del ciclo celular (Zander K. et al., 2003), regulacion de la transcripcion (Krummrei
U. et al., 1995), diferenciacion (Nahreini P. et al., 2001) y mantenimiento de la estabilidad de

complejos multi-proteicos (Hamilton GS. Et al., 1998).

Tras la revision de todos estos datos y antecedentes, en este trabajo, creimos oportuno
mutar el residuo 55 mediante la sustitucion de Arginina por Alanina para la CypA vy los residuos
96 y 101 mediante la sustitucién de arginina y felanina por dos alaninas en el caso de CypB.
Seguidamente realizamos los ensayos de pull-down con las versiones mutadas de ambas
ciclofilinas (figura 38). El resultado de estos experimentos nos permitié observar que la
mutacion inducida en CypA tiene una repercusion palpable en la interaccion, que pasa a ser
indetectable a nivel de pull-down, mientras que las mutaciones provocadas en la CypB no
tendrian ningln efecto significativo en la interaccion de esta ciclofilina con la subunidad f de la
bomba. Por todo esto, podriamos deducir que es el residuo 55 el que estaria involucrado en la
interaccion de la CypA y la subunidad B de la bomba Na/K-p, pero para poder cerciorarnos
totalmente y para poder afirmarlo taxativamente seria necesario realizar un mapeo mas extenso
sobre la interaccion entre estas proteinas. En el caso de CypB también se deberian hacer
experimentos adicionales mutando otros residuos involucrados en la actividad PPIasa e incluso

mutando dominios activos de esta proteina, que nos permitirian concluir cual es el domino
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exacto de la interaccion. Es necesario recalcar que racionalmente, seria mas factible la
interaccion de la subunidad B de la bomba Na/K-f en el caso de CypB, que en el de CypA. La
razén que induciria tal idea, seria el hecho que la subunidad beta de la Na/K-ATPasa madura y
se sintetiza en el reticulo endoplasmatico, compartimento donde habitualmente se encuentra
ciclofilina B. También hemos visto que la subunidad B de la bomba contiene varias prolinas
justo en el dominio de la proteina que se encuentra en el lumen del reticulo endoplasmatico,
coincidiendo de nuevo con la localizacion natural de CypB. Es por todo esto que creemos que
la interaccidn in vivo con CypA seria menos factible, y racionalmente mas dificil de concebir,
ya que esta ultima se halla normalmente en el citoplasma y en el nticleo por lo que la posibilidad
de coincidencia espacial e interaccién seria mas complicada. Reforzando nuestra idea, el
dominio de la subunidad B de la bomba Na/K-B perteneciente al lumen en el reticulo
endoplasmatico es a su vez el dominio extracelular una vez se encuentra en la membrana
plasmatica. Estudios de Fluorescence Resonance Transfer Electron (FRET) podrian decirnos
exactamente donde se halla la coincidencia espacial entre estas proteinas. Para explicar la
interaccion entre CypA vy la subunidad  de la bomba Na/K podriamos decir que es posible que
ésta se dé en un dominio homdlogo entre ciclofilinas y que por eso al realizar ensayos de pull-
down y co-inmunoprecpitacion se recupere esta proteina en los eluidos de los ensayos con
CypA. Sin embargo también cabe la posibilidad de que CypB y CypA pudiesen estar
involucradas en el direccionamiento correcto de la proteina a la membrana plasmatica. Como ya
he dicho anteriormente habria que hacer varios ensayos para poder dilucidar algunas preguntas

aun pendientes de esclarecer sobre esta interaccion.

3. Na/K-B COLOCALIZA CON CypB EN EL RETICULO
ENDOPLASMATICO Y LA MEMBRANA

Otro de los experimentos realizados para confirmar iz vivo las interacciones entre CypA
y CypB con la subunidad  de la bomba Na/K fue determinar la posible co-localizacion de estas
proteinas en las células. La localizacion de cada una de estas proteinas ha sido descrita en varios
compartimentos celulares. En el caso de CypA ésta se localiza tanto en el citoplasma como en el
nucleo celular (Huh WK. Et al., 2003; Arevalo-rodriguez M. et al.,, 2005), mientras que
ciclofilina B contiene un péptido sefial amino-terminal que la dirige a la via secretora de
proteinas del reticulo endoplasmatico (Galat A. et al., 2003; Dornan J. et al., 2003). Finlmente la
subunidad B de la bomba Na/K, se encuentra localizada tanto en el reticulo endoplasmatico

como en la membrana plasmatica (Weber P. et al., 1998). En nuestro laboratorio realizamos
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experimentos de co-localizacidn para las interacciones de CypB- subunidad f§ de la bomba Na/K
y CypA-subunidad § de la bomba Na/K utilizando los anticuerpos correspondientes. En la
figura 35 se puede observar la co-localizacion existente entre CypB y Na/K-B tanto en el
reticulo como en la membrana plasmatica. En el caso de CypA no pudimos observar co-
localizacion entre ambas proteinas. Este resultado refuerza alin mas nuestra idea sobre una
posible falsa interaccion, ya que como se ha indicado previamente se podria decir que resulta
dificil de creer la interaccion entre CypA y Na/K-f debido a la localizacion de CypA. En el caso
de CypB, estos experimentos nos confirmarian el resultado positivo inicial que habiamos visto

anteriormente in vitro.

Una vez observamos que las interacciones obtenidas por la técnica de doble hibrido se
confirmaron por técnicas alternativas y tras revisar la literatura al respecto, empezamos a
pensar en realizar experimentos funcionales. En este sentido, se ha descrito que la
administracion de CsA reduce el grado de filtracion glomerular mediante vasoconstriccion
arteriolar y resistencia vascular (Sutherland D. et al., 1984; Dieperink H. et al., 1986). También
se ha descrito que este inmunosupresor causa hipercalcemia y acidosis metabdlica. Cuando la
CsA es administrada a voluntarios sanos, se ha visto que hay una reduccion significativa en la
excrecion de sodio y potasio (Weir MR. Et al., 1990). Se ha postulado ademas que la
hipercalcemia causada por CsA podria ser una consecuencia de secrecion afectada por potasio,
debido a la inhibicién en la actividad de la Na/K-ATPasa en los segmentos de la nefrona
(Tumlin J. et al., 1993). Todos estos hallazgos descritos anteriormente por otros autores, nos
hicieron pensar en la posibilidad de que esta inhibicion en la actividad producida por CsA
podria estar mediada por la inhibicion de alguno de los receptores del inmunosupresor. Por este
motivo decidimos primeramente mirar la localizacion de estas proteinas en células del tubulo

proximal renal (HK-2) una vez tratadas con CsA.

4. LA LOCALIZACION DE CypB, CypA Y Na/K-p ESTA AFECTADA EN
CELULAS HK-2 QUE HAN SIDO TRATADAS CON EL
INMUNOSUPRESOR CsA

Células HK-2 tratadas con CsA 10 puM durante 24 horas fueron utilizados en
experimentos de localizacion. Los resultados obtenidos nos llamaron mucho la atencion ya que
vimos que en los tres casos la localizacion de las proteinas estaba afectada en células que habian
sido tratadas con CsA. Como ya ha sido explicado CypB es una proteina que se localiza

principalmente en el reticulo endoplasmatico. En nuestro caso, cuando las células eran tratadas
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con CsA pudimos observar que la proteina perdia su expresion en este compartimento y
encontrandose mayoritariamente en el nucleo. El complejo formado por CsA-CypB se postula
que forma parte de la via secretora posiblemente funcionando como una chaperona para
proteinas de membrana y de exporte celular (Price E. et al., 1994). También se ha descrito que
CypB recombinante degrada el DNA plasmidico dependiendo de calcio o magnesio (Nagata T.
et al., 2000). Estos autores sugieren que CypB podria degradar el DNA cromosomico en el
ntcleo como también el DNA plasmidico en timocitos (Nagata T. et al., 2000). Los resultados
por tanto nos muestran que la ciclofilina podria encontrarse en el ntcleo en algin estadio,
localizacion sugerida por la descripcion del dominio aminoacidico de la proteina que exhibe

actividad nucleasa.

El mismo resultado fue encontrado para CypA. En principio no nos resulto
especialmente sorprendente porque esta proteina se encuentra descrita tanto en el nucleo como
en el citoplasma celular. De todas formas, es interesante resaltar que al tratar las células con
CsA la proteina pasa a tener una localizacién mayoritariamente nuclear. Para ambas ciclofilinas
ocurriria lo mismo, podriamos decir que CsA induciria no solo la secrecion de estas proteinas
fuera de la célula sino que por alguna razon ademas promoveria su translocacion al ntcleo.
Seria necesario disefiar experimentos adicionales en los que pudiésemos obtener mas

informacién sobre este cambio de localizacion tan sugerente.

Finalmente el resultado que nos parecid mas interesante y que obviamente apoya los
resultados obtenidos anteriormente es la pérdida de localizacion de la subunidad B de la bomba
Na/K en células que han sido tratadas con CsA. En la figura 36 se puede observar que en
condiciones normales esta proteina se localiza mayoritariamente en la membrana plasmatica,
mientras que en el caso de células que han sido tratadas con CsA dicha localizacidén desaparece.
Este resultado nos estd mostrando claramente que el inmunosupresor CsA tiene un efecto claro
sobre la localizacion de la proteina. A la vista de nuestros resultados se podria hipotetizar que el
cambio de compartimento podria estar causado por el acomplejamiento a CsA o por la pérdida

de localizacion de CypB en el reticulo endoplasmatico.

5. EL INMUNOSUPRESOR CsA AFECTA LA ACTIVIDAD NA/K-ATPasa EN
CELULAS HK-2

Tras ver el efecto del inmunosupresor en la localizacion de la subunidad § de la bomba

Na/K, quisimos ver si este cambio podria tener una repercusion directa en la actividad del
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enzima en las células derivadas del tubulo proximal renal HK-2. En la figura 39 se puede
observar que a dosis de 10 uM, la actividad enzimatica en estas células disminuye
significativamente hasta un 56% aproximadamente, confirmandose asi el efecto del farmaco
sobre dicha actividad. Estos resultados confirmaron los previamente descritos en otros tipos
celulares renales. Para ver si la expresion de la subunidad § de la bomba Na/K estaba también
afectada en las células que habian sido tratadas con CsA, hicimos un western-blot y pudimos
observar como los niveles de la proteina no variaban y que por tanto CsA no afectaba a los
niveles de la proteina sino a su actividad. En este sentido, encontramos como Tumlin et a/. han
descrito que ratas tratadas con CsA presentan una disminucion de la actividad Na/K-ATPasa en
el tabulo colector y el brazo grueso ascendente medular (Tumlin JA. Et al., 1993). Estudios
adicionales refuerzan este efecto sobre la actividad Na/K-ATPase por parte del farmaco
inmunosupresor. Células MDCK, C7 y C11 fueron tratadas con CsA 8uM durante dos dias y se
pudo observar como la actividad disminuia significativamente aunque la expresion de la
subunidad B del heterodimero se mantenia intacta (Deppe CE. Et al., 1997). Estos mismos
resultados fueron también descritos en células epiteliales renales bovinas. Al no encontrar
ninglin cambio a nivel de expresién de proteina o de mRNA, estos autores sugieren que la
disminucion en la actividad podria estar causada por eventos post-traducionales (Ferrer-

Martinez A. et al., 1996).

Pero dadas las interacciones obtenidas previamente entre CypB, CypA y la subunidad 8
de la bomba Na/K y sobre todo teniendo en cuenta los efectos vistos sobre la localizacion de
esta proteina de membrana, nos propusimos determinar la actividad enzimatica de la bomba en
células interferidas para CypB y CypA. Todos los experimentos de interferencia fueron
realizados en el Departamento de Microbiologia de la Universidad de Ginebra, en el laboratorio
del Dr. Luban. En la figura 37 se puede observar la interferencia de ambas proteinas en células
que fueron establemente interferidas y posteriormente utilizadas en los experimentos de
actividad Na/K-ATPasa. Asi pues, pudimos ver como las células interferidas para CypB y las
células tratadas con CsA presentaban una marcada disminucion en la actividad enzimatica de la
bomba de Na/K (figura 40). En cambio, en células control o las interferidas para CypA no
pudimos apreciar ningin cambio significativo. Todo esto apoyaria nuestros resultados previos y
podriamos concluir que la bajada de la actividad ATPasa en células tratadas con CsA es debida

a CypB.

Como ya es conocido, CsA se une a su receptor CypB acelerando el trafico de este por
la via secretora (Price E. et al., 1994). Una de nuestras hipdtesis para estos resultados es que
CypB estaria involucrada en los tltimos pasos de sintesis de la subunidad  de la bomba Na/K
en el reticulo endoplasmatico y que ésta a su vez conduciria la bomba a la membrana plasmatica

actuando como una chaperona. Una vez en alli, Na/K-f se uniria a la subunidad Na/K-a
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formando asi un heterodimero funcional en la membrana plasmatica (la bomba Na/K). Debido a
que CypB es secretada y pierde su localizacion reticular cuando las células han sido tratadas con
CsA, esta no podria finalizar correctamente el plegamiento de la subunidad  de la bomba Na/K,
asi como tampoco podria dirigirla hacia la membrana, impidiendo de esta manera la formacion
de la bomba Na/K e inhibiendo por tanto la actividad ATPasa. En las células interferidas para
CypB ocurriria algo similar, la tinica diferencia es que en estas células CypB no seria secretada
sino que simplemente al hallarse practicamente inexistente, no podria ejercer su funcion celular.
Otra hipoétesis podria involucrar a la actividad PPlasa de las ciclofilinas, fundamental para el
plegamiento de un gran nimero de proteinas celulares. Al inhibir esta actividad mediante
tratamiento con CsA, la ciclofilina pierde una de sus principales funciones en la célula. Al no
poder plegar correctamente la subunidad @, ésta adoptaria una conformacidén aberrante que
provocaria la pérdida de su funcionalidad e impediria la formacién correcta de la bomba Na/K,

por lo que la actividad Na/K-ATPasa celular total disminuiria.

Es necesario destacar que es mas que factible la existencia de factores adicionales
implicados en la formacién de la subunidad beta. De no ser asi, el tratamiento con CsA y sus
efectos sobre las ciclofilinas provocarian una ausencia total de actividad de la bomba Na/K y
una consecuente muerte celular rapida. Sin embargo, nuestros resultados podrian explicar la

acidosis metabdlica y la hipercalcemia producida por el inmunosupresor CsA.

6. CypB INTERACCIONA CON LA SUBUNIDAD B1 DE LA ATP SINTASA
MITOCONDRIAL (ATP5F1) EN ENSAYOS DE DOBLE HiBRIDO

La otra interaccion para la que realizamos ensayos funcionales debido a su gran
importancia y relevancia fue la ATP sintasa mitocondrial (ATP5F1). Esta proteina pertenece a
la familia de las ATP sintasas cuya principal funcion es la catalizacion de la sintesis de ATP.
Esta formada por dos complejos integrados por varias subunidades: el nucleo catalitico soluble
(F1) y el componente de membrana (Fo) que comprende el canal de protones. La porcion
catalitica consiste en 5 subunidades distintas (o, 3, A, y y €) ensambladas con una estequiometria
de 3 alfas, 3 betas y una representante de las otras 3. El canal de protones contiene 9
subunidades (a, b, ¢, d, e, f, g, F6 y F8). La interaccion entre CypB y la ATP sintasa

mitocondrial fue primeramente encontrada mediante nuestros ensayos de doble hibrido.

Mediante ensayos de pull-down pudimos efectivamente confirmar esta interaccion

(figura 43). Llegados a este punto era sumamente interesante realizar ensayos que pudiesen
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orientarnos sobre el significado funcional de dicha interaccion. Para ello, decidimos llevar a

cabo experimentos de blue-native tal y como se describe en el apartado de Resultados.

7. EFECTOS DE CsA SOBRE LA EXPRESION DE LOS COMPLEJOS DE LA
CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

Los experimentos fueron realizados en la linea celular HK-2, las cuales fueron tratadas a
diferentes dosis de CsA durante 24 horas. Decidimos utilizar este farmaco porque sus receptores

son las ciclofilinas y debido al potente impacto que ejerce sobre la mitocondria.

Se ha descrito que CsA afiadida en el medio celular a dosis de 100 ng/ml —
concentracion dentro del rango encontrado en la sangre de pacientes sometidos al tratamiento de
este farmaco- reduce un 20% las concentraciones de ATP y un 40% el metabolismo
mitocondrial de la glucosa (Serkova N. et al., 1996; Christians U et al., 2004). También se ha
demostrado que la nefrotoxicidad inducida por CsA se debe, al menos en parte, a la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Parra T. et al., 1998; Wang C. et al., 1994). Los
mecanismos moleculares por los que este farmaco produce ROS no son conocidos, pero se ha
considerado que su formacion podria verse favorecida por la accion del inmunosupresor sobre
sistemas como el citocromo P450, NADPH oxidasa o xantina oxidasa o bien como
consecuencia de la disminucion de los sistemas antioxidantes intracelulares (Jeon SH. Et al.,
2005). Dado que una de las fuentes fisioldgicas principales de ROS son las mitocondrias es facil
pensar en un posible papel de estos organulos en la nefrotoxicidad producida por CsA. De
hecho, en condiciones normales, se estima que el 1-2 % del oxigeno de la cadena respiratoria se
convierte en O,”. Las mitocondrias disponen, no obstante, de un complejo sistema de
antioxidantes capaces de detoxificar ROS™. Entre ellos se encuentran enzimas (como la
superdxido dismutasa, la glutation peroxidasa, la catalasa, la glutation reductasa o la glutation
NADP transhidrogenasa) y otras moléculas de menor tamafio (como glutatiéon, NAD(P)H, o las
vitaminas E y C) que combinadas constituyen un eficaz sistema antioxidante (Turrens JF. Et al.,
1997). La accion de estos componentes esta integrada de forma que el O, liberado en la cadena
respiratoria es metabolizado por la superdxido dismutasa mitocondrial (SOD-Mn)a peroxido de
hidrogeno y éste a su vez es detoxificado por la glutation peroxidasa intra y/o extramitocondrial.
La glutation peroxidasa se mantiene reducida gracias al glutation que a su vez es reducido por la
NADH y NAD(P)H por la NADP-transhidrogenasa (Chance B. et al., 1979; Radi R. et al.,
1991). Se ha demostrado que CsA produce un aumento de la produccién mitocondrial de O, y

que este aumento es paralelo al descenso de NADPH, molécula fundamental en el
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mantenimiento del estado reducido del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial y cuyo
descenso esta relacionado con diferentes modelos de muerte celular (Nieminen AL. Et al., 1997;
Shiino A. et al., 1998). Experimentos realizados en mitocondrias aisladas han sugerido que el
descenso de NADPH podria ser secundario a la oxidacion de enzimas involucrados en su
sintesis como la deshidrogenasa o citrato sintasa mitocondriales (Galindo MF. Et al., 2003). El
aumento de O,” también ha sido descrito por otros autores en células tubulares y endoteliales
(Jeon SH. Et al., 2005; Raymod MA. Et al. 2003). Las consecuencias del aumento de O,”
pueden ser muy nocivas para la célula, ya que es altamente reactivo y puede oxidar con mucha
facilidad moléculas adyacentes (Kowaltowski AJ. Et al., 1999). Por otro lado y siguiendo con
este importante organulo celular, encontramos que la cardiolipina (CL) es el principal lipido
constituyente de la membrana interna mitocondrial y contribuye a la estabilizacion de la misma
a través de sus interacciones con las proteinas y los complejos de la cadena respiratoria (Gomez
B. et al., 1999; Schagger H. et al., 2002). Su alto contenido en acidos grasos insaturados y su
proximidad a los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial la hacen particularmente
susceptible al dafio oxidativo por ROS (Daum G. et al.,1985; Liu J. et al., 2003). Se ha
demostrado que la CsA altera la emisidon de fluorescencia de NAO (oxidation of cardiolipin of
inner mitochondrial membrane), sustrato que se une de forma especifica a la CL, sugiriendo la
oxidacion de la misma (Perez J. et al., 2007). Estos mismos autores observaron un aumento del
porcentaje de células con alto contenido de cardiolipina oxidada y deducen que este hecho
podria tener consecuencias trascendentales sobre la fisiologia y estructura mitocondriales (Perez
J. et al., 2007). Uno de los efectos mas precoces deriva de que la CL oxidada se une con menos
afinidad al citocromo c, propiciando la liberacion del mismo al espacio intermembrana

mitocondrial (Kagan VE. et al., 2004).

Justamente, otro de los efectos producidos por CsA es un aumento de la liberacion del
citocromo ¢ mitocondrial al citosol, sugiriendo que produce una apertura del denominado poro
de transicion de permeabilidad mitocondrial (PTPM) (Roy MK. Et al., 2006). Se postula que el
poro de transicién mitocondrial (PTM) esta formado por ANT (adenine nucleotide translocator
protein),VDAC (voltage dependent anion cannel), ciclofilina D (CypD) y otras proteinas tales
como el receptor periférico de la benzodiacepina, creatinina quinasa, hexoquinasa II, Bcl-2 (B-
cell CLL/lymphoma 2) y Bax (Bcl-2 associated protein). Se cree que el poro estd formado por
un grupo de proteinas desplegadas las cuales serian finalmente plegadas y ordenadas por
chaperonas en las que se incluiria CypD (He and Lemasters, 2002). Esta ciclofilina se une al
poro de transicidn y a su vez es requerida para la regulacion de calcio en este poro. La CsA ha
sido descrita como un inhibidor de este poro y se cree que ello seria a través de su receptor

mitocondrial CypD.

174



Como ya he indicado anteriormente uno de los efectos de CsA es la aparicion de estrés
oxidativo. Este estrés podria estar causado por los efectos negativos del inmunosupresor en la
mitocondria, aunque también se ha vinculado de forma significativa ~ a otro orgéanulo celular

muy importante como es el reticulo endoplasmatico.

El reticulo endoplasmatico es el organulo donde se pliegan correctamente y se
oligomerizan las proteinas de membrana y de secrecion. Cuando las células estan expuestas a
estreses tales como la inaniciéon de glucosa, inhibicion de la glicosilacion de proteinas,
perturbacion en la homeostasis de calcio o la privacion de oxigeno, entonces las proteinas que
no han sido correctamente plegadas se acumulan en el reticulo endoplasmatico y la respuesta de
las células eucariotas puede darse a nivel de induccidn transcripcional, atenuacion de la
traduccién y la degradacion (Mori et al., 2000). Se ha descrito que existe una gran conexion
directa o indirecta entre el estrés del reticulo endoplasmatico y las propiedades mitocondriales
(Hori O., et al.,2007). Estos autores han observado que cuando el reticulo endoplasmatico esta
sometido a estrés, la expresion y ensamblaje del complejo citocromo ¢ oxidasa esta perturbado
mientras que chaperonas dependientes de ATP mitocondrial son inducidas, al menos para
intentar mejorar el ensamblaje de estos complejos e intentar sostener la funcion mitocondrial

(Hori O. et al., 2007).

La interaccidon encontrada entre CypB y la subunidad b1 de la ATP sintasa mitocondrial
en nuestros ensayos de doble hibrido nos hicieron pensar en la posibilidad de una relacion
directa entre una chaperona reticular (CypB) y una proteina mitocondrial. Nos pusimos en
contacto con el grupo de Enfermedades Mitocondriales dirigido por la Dra. Ugalde en el
Hospital 12 de Octubre de Madrid. Su grupo tiene una vasta experiencia en el estudio de
enfermedades mitocondriales con una dilatada experiencia en la técnica de blue-native. Como
ya he explicado anteriormente en el apartado de Resultados esta técnica permite separar los
complejos mitocondriales en un gel de acrilamida en condiciones nativas, y por consiguiente se
puede observar la expresion de cada complejo mediante western-blot y realizar ensayos de
actividad enzimatica en el propio gel. En nuestro laboratorio disefiamos una serie de
experimentos que consistian en el tratamiento de CsA con diferentes dosis (1 y 10 uM) en
células PCT3, células PCT3 que habian sido interferidas para CypA y CypB (tesis de la Dra.
Marta Puigmulé¢ de este laboratorio) y células Cos-7 que habian sido transfectadas
transitoriamente con mutantes de la actividad PPlasa de CypA (R55A) y CypB (R96A-F101A).
En el caso de las células PCT3 que habian sido tratadas con el inmunosupresor (figura 45B)
pudimos observar que tanto el complejo I, el complejo CII y el complejo IV tienen una
expresion disminuida significativa; en el caso del complejo II se puede decir que esta bajada ya
empieza a ser notable a la concentracion 1 pM de CsA. Aunque en menor medida, los

complejos Il y V muestran un declive en la expresion en células que han sido tratadas con CsA
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a 10 uM. Para los ensayos de actividad enzimatica, pudimos observar una clara bajada de la
actividad tanto en el complejo I como en el complejo IV mitocondrial. Estos resultados sugerian
que este inmunosupresor estaba afectando a complejos de la cadena respiratoria mitocondrial,
apoyando resultados ya descritos por otros autores. El grupo de Klaus ef al. habia descrito
previamente que la CsA inhibia la sintesis de ATP en mitocondrias renales (Klaus et al., 1985).
Otros investigadores han observado como este inmunosupresor afecta los complejos [ y II de la
cadena respiratoria mitocondrial en el higado de ratas tratadas cronicamente (120 dias) con
dosis de entre 5 mg a 20 mg por kg por dia (Cruz Rodriguez L. et al., 2007). Nuestra intencion
era ver si estos efectos observados en la mitocondria después de tratar con este inmunosupresor
estaban directamente relacionados con alguno de sus receptores (CypA, CypB), concretamente
por el segundo debido a su interaccion con la subunidad bl de la ATP sintasa mitocondrial
(complejo V). En los resultados obtenidos para las células interferidas para estas dos ciclofilinas
y tratadas con diferentes dosis de CsA podemos observar que la actividad enzimatica del Cl y en
menor grado la del complejo IV estdn aumentadas respecto al control. Este aumento ocurre
tanto en las células con CypA-RNAi como en las células con CypB-RNAIi, produciéndose en
mayor grado en el ultimo caso. A nivel de expresion de proteina se puede observar que hay una
sobreexpresion del complejo I y una bajada de expresion del complejo V en la interferencia de
CypB pero no en la de CypA, datos que coincidirian y podrian explicar los resultados
encontrados para sus respectivas actividades. En estos ensayos también pudimos observar que la
expresion del complejo III estd aumentada principalmente en la interferencia para CypA y en
menor grado para la interferencia de CypB (figura 39B). Esto nos hace pensar que es posible
que haya también una relacion directa entre la ciclofilina A y la mitocondria. Un estudio mas

desarrollado podria elucidar la relacion funcional entre CypA y el complejo I11.

Por tultimo los resultados obtenidos para la sobreexpresion de los mutantes de la
actividad PPlasa de cada ciclofilina mostraron que solo la expresion y actividad del complejo I
bajaba para la CypB mutada con respecto al control y al mutante de CypA. En todos los casos

ensayados siempre observamos dicha bajada solamente en el complejo I.

Cabe destacar que todos estos resultados refuerzan claramente los efectos que han sido
previamente observados en células y tejidos tratados con CsA. Sin embargo es la primera vez
que se relaciona directamente -por medio de una interaccidn o interfiriendo estas ciclofilinas- a
estas dos proteinas, localizadas en diferentes organulos, con la mitocondria. Hay que decir que
dentro de la misma familia encontramos CypD, una ciclofilina especifica de mitocondria, y que
seria muy interesante estudiar directamente el silenciamiento de ésta en células renales para
analizar la posible afectacion de los complejos de la cadena respiratoria. También me gustaria
destacar que en el laboratorio estamos actualmente realizando estos experimentos en células

HK-2 interferidas para CypA, CypB (Figura 46) y CypD. La ventaja que en este caso presentan

176



estas interferencias es el silenciamiento total de cada una de las proteinas mediante el sistema de
infeccion retroviral y uso de hairpin, hecho que creemos deberia darnos resultados incluso mas
significativos que los presentados en este trabajo. Es razonable pensar que uno de los organulos
mas altamente afectados por el inmunosupresor CsA es la mitocondria y que se deberia

profundizar mas en el estudio de sus receptores (ciclofilinas) y este organulo en concreto.

Para finalizar me gustaria incidir en que los resultados encontrados en nuestro
laboratorio, ponen en evidencia que los efectos tdxicos causados por la CsA podrian estar
causados por sus receptores (ciclofilinas). Esto se contradice con lo que hasta ahora se ha
creido, es decir que todos los efectos se debian a la inhibicidon de la calcineurina en el tubulo
proximal. Pensamos que la actividad PPlasa de estas proteinas tiene un papel muy importante
tanto a nivel de estructura en la sintesis de otras proteinas como a nivel de direccionamiento de
¢éstas a otros compartimentos. En este trabajo pensamos que se han elucidado algunos de los
mecanismos causantes de los efectos toxicos producidos por este farmaco aunque sin embargo,
hay que destacar la interaccion de CsA con sus receptores estaria inhibiendo muchos otros
procesos moleculares que han de ser estudiados todavia. Creemos que la pérdida de localizacién
de la subunidad  de la bomba Na/K debida al inmunosupresor y la inhibicion de su actividad
podrian estar causadas por un mal plegamiento de la proteina, ya que el inmunosupresor CsA
interacciona con CypB perdiendo ésta su localizacion reticular impidiendo de esta forma su
funcién tanto de chaperona como de plegamiento. Esto conllevaria a que CypB no podria
ejercer su funcion reguladora y la bomba de Na/K no podria ejercer su funciéon homeostatica.
Por consiguiente la interaccion entre CypB y la subunidad B de la bomba Na/K podria explicar
los efectos de hipercalcemia encontrados en pacientes que han sido tratados con el
inmunosupresor CsA. Por otro lado también pensamos que quizas el inmunosupresor CsA
inhiba la funcion de plegamiento y chaperona de las ciclofilinas, impidiendo asi tanto el
plegamiento correcto y el direccionamiento de algunas proteinas de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial, como la consecuente formacion de algunos complejos y su posterior

funcion mitocondrial.
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e CypA interacciona con la subunidad beta de la bomba sodio/potasio, con aldolasa B y
con la proteina S tal y como demuestran enayos de doble hibrido y pull-down.

e CypB interacciona con la subunidad beta de la bomba sodio/potasio y la ATP sintetasa
bl mitocondrial tal como demuestran ensayos de oble hibrido, pull-down y co-
inmunoprecipitacion.

e CypB colocaliza en el reticulo endoplasmatico con Na/K- de la linea celular del tubulo
proximal renal humano HK-2.

e FEl tratamiento de células HK-2 con el farmaco CsA a dosis de 10UM provoca una
deslocalizacién de CypA, CypB y Na/K-P.

e La actividad enzimatica Na/K-ATPasa disminuye significativamente en células tratadas
con CsA y esta disminucion es comparable a la que presentan células interferidas para
CypB.

e El farmaco CsA perturba la expresion y la actividad de diferentes complejos de la
cadena respiratoria mitocondrial, dicha perturbacion involucraria tambien a CypA y
CypB, por lo que los efectos mitocondriales producidos por CsA no solo estarian
mediados por la ciclofilina mitocondrial CypD.

e Los resultados obtenidos en este trabajo indicarian que las ciclofilinas estarian
involucradas en los efectos nefrotoxicos que produce CsA. Los efectos nefrotdxicos
causados por el tratamiento con CsA estarian mediados por vias alternativas a la
clasicamente descrita, como es la inhbicion de la calcineurina. Dichas vias estarian
integradas por nuevos efectores tales como Na/K-ATPasa, ATP sintetasa, asi como
otras putativas dianas que en el futuro seran estudiadas.
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